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RESUMEN

Las proteinas autotransportadas juegan un papel de gran importancia para la
sobrevivencia de la bacteria, la mayoria han sido ampliamente estudiadas y se sabe que
presentan diferentes actividades (citotoxica, enterotdxica y neurotoxica). La liberacion
de estas proteinas se realiza a través del sistema de secrecion tipo V, el cual es un
mecanismo utilizado por bacterias Gram-negativas como Escherichia coli para
transportar proteinas desde el citoplasma hasta el medio extracelular pasando por ambas
membranas (citoplasmica y externa) y espacio periplasmico en un solo evento. Dentro
de la familia de proteinas autotransportadas se encuentra la subfamilia de proteinas
conocidas como SPATEs (Serina proteasas autotransportadas de la familia
enterobacteriaceae), las cuales se sintetizan como un polipéptido que posee la
informacion necesaria para ser transportadas desde el citoplasma hasta el medio
extracelular pasando por el espacio periplasmico. Las SPATESs estan compuestas por
tres subdomios; péptido sefial, el dominio pasajero que muestra la actividad bioldgica y
el dominio C-terminal que esta involucrado en la translocacion del dominio pasajero del
espacio periplasmico al medio extracelular. La actividad proteolitica de algunos
miembros de las SPATES, se debe a la secuencia consenso GDSGS en donde la primer
serina conforma la triada catalitica responsable de la actividad junto con una histidina y
un &cido aspartico. La actividad que muestran estas proteinas es muy variada y
muestran propiedades enzimaticas, de locomocion de la bacteria, como adhesina, toxina
0 citotoxina, proteina inmunomoduladora, o como factor que permite la maduracién de
otras proteinas asociadas con la virulencia. Pet (plasmid encoded-toxin) y Sat (secreted
autotransporter toxin), integrantes de las SPATEs presentan el mayor porcentaje de
similitud o identidad en su secuencia de aminoacidos, Sat se identifico primero en cepas
de E. coli uropatogena y posteriormente en cepas de Shigella spp, E. coli

enteropatégena (EPEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) y E. coli enterohemorragica



(EHEC). Por otra parte, Pet se ha identificado solamente en el grupo de E. coli
enteroagregativa. Sin embargo, ambas presentan actividades biologicas comunes, entre
las que destacan la degradacion de las cadenas a y 3 de la fodrina, proteina que forma
parte del citoesqueleto de células como HEp-2. La degradacion de la fodrina conduce a
la pérdida de las fibras de estrés y liberacion del contacto focal, lo que ocasiona el
redondeamiento de la célula eucariota (efecto citopatico). Por otro lado, por medio de
ensayos in vitro con camaras de Ussing, en las que se emplearon preparaciones de
intestino de rata, identificando que Pet y Sat también inducen efecto de tipo
enterotoxico. La importancia epidemioldgica de las SPATEs recide en que entre las
bacterias productoras de algunos de los miembros de esta familia destacan Escherichia
coli y Shigella flexneri, patogenos asociados con enfermedades que representan
importantes problemas de salud publica en diferentes partes del mundo. En este trabajo
se realizé la caracterizacion bioldgica y caracterizacion estructural parcial de Sat, asi
mismo se determind la estructura tridimensional de Pet. Utilizando caseina marcada se
demostro que la proteina Sat tiene actividad proteolitica in vitro en un amplio rango de
pH (2-10), siendo a pH 9 donde Sat muestra su mayor actividad proteolitica. Por otro
lado, ensayos in vitro utilizando membranas de eritrocito demostraron que posee
actividad degradante sobre la espectrina. En este ensayo se identificaron dos fragmentos
(120 y 150 kDa), efecto diferente al observado previamente con Pet que produce solo el
fragmento de 120 kDa. Ademas se analizo el efecto quimioatractante de Sat sobre
células mononucleares (MN), el resultado fue muy parecido a lo descrito en Pet
utilizando el mismo método. Por dicroismo circular se determind la estructura
secundaria de Sat, identificando en Sat un alto porcentaje en hojas-f3 y bajo contenido en
hélice-a, se observdé ademas que la estructura secundaria se ve afectada con

temperaturas por encima de los 50 °C, con un efecto desnaturalizante irreversible.



Aunque se obtuvieron cristales de Sat bajo la condicion de sulfato de magnesio
hidratado 0.6 M, sodium-HEPES 0.1 M 2-methyl-2,4 pentanodiol 4 % pH 7.5 a 18 °C,
no se logro colectar datos por difraccion con rayos X, esto debido probablemente a que
los cristales obtenidos no presentaron la calidad requerida. Por lo anterior es que se
decidio trabajar en la cristalizacion de Pet que como se ha mencionado presenta alta
similitud e identidad con Sat. La estructura tridimensional de Pet sugiere una
conformacion parecida a la descrita en EspP y HbP, al respecto se identificd la presencia de
los dominios; globular (residuos 1-257) y helicoidal-R (residuos 258-963) asi como dos
sub-dominios (517-578 y 615-648) que sobresalen del dominio helicoidal-B. Las
estadisticas de refinamiento de la estructura de Pet sugieren estabilidad en la proteina, a
pesar de la parte C-terminal, correspondiente a los aminoécidos 799-963 donde la
mobilidad dada por el factor-B es mas elevada comparada con el resto de la estructura, lo
que produjo densidades electronicas pobres o poco homogéneas, lo que ha hecho imposible
asignar posiciones a los atomos en esa region de la parte C-terminal de Pet. Se ha sugerido
que el dominio helicoidal-f tiene importancia tanto para el proceso de translocacion de
algunas SPATEs como para la formacién de estructuras como biofilms, autoagregados
reportados en Hap de Haemophilus influenceae y la produccion de estructuras tipo cuerdas
“ropes” en EspP. El trabajo desarrollado es de gran impacto para el estudio y conocimiento
del grupo de las SPATEs, hasta el momento solo se cuenta con la estructura de 5 dominios
pasajeros de estas proteinas incluida la nuestra. La determinacién de la estructura
tridimensional de Pet por difraccion de rayos X permite, sugerir que no obstante Pet
pertenece a un mismo grupo de proteinas como lo son las SPATESs con funciones diferentes,
se requiere de este tipo de estudios para determinar las diferencias estructurales que las
diferencian. Lo anterior permite entender el comportamiento de las bacterias que las

producen que se pueden ubicar en diferentes tejidos y ocasionar distintos cuadros clinicos .
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ABSTRACT

Serine Protease Autotransporters of Enterobactericeae (SPATE) is a family of
extracellular proteases produced by Enterobacteriaceae. Autotransporters are secreted
by the Type V secretion system from Gram-negative bacteria and are very diverse in
their function (e.g., adhesin, protease, etc.), but with the same export mechanism. They
are recognized based on their common organization: they are comprised of 1) an N-
terminal, sec-dependent, signal-peptide required for targeting to and export through the
inner membrane, followed by 2) a “passenger domain,” which is the functional, secreted
part of the protein, and ending with 3) a C-terminal B domain or translocator” domain,
which folds as a B-barrel in the outer membrane. SPATES are proteases that contain the
conserved serine-protease motif GDSGS where S is the catalytic serine at the N-
terminus of their passenger domain (between residues 250-270). Sat and Pet share high
homology between primary sequences, Pet was the first autotransporter for which an
enterotoxic activity was reported in enteroaggregative E. coli, and Sat was isolated for
the first time from uropathogenic Escherichia coli strains. Has been shown that Pet
affect HEp-2 and HT29 cells, while Sat shown cytotoxic effects on VERO kidney cells,
HK-2 human bladder, and HEp-2 cells. Once in the cytoplasm both toxins cleave the
fodrin, which is the cytoskeletal support and then induces cytophathic effects. The aim
of this work, was to analyze the biological and biochemical characteristics of Sat
protein isolated from an E. coli strain isolated in our laboratory. We found that Sat has a
wide proteolitic spectrum under different pH conditions (2-10) with the highest activity
at pH 9. Also was found unlike Pet that produces only a single 120 KDa fragment, Sat
disrupt the fodrin into predominantly two fragments (120 and 150 KDa), suggesting
different mechanisms to induce their biological effects. Circular dichroism of Sat
protein showed that it is stable up to 50 °C with a secondary structure with high content

of 3-sheets and low of a-helix. However, during the Sat crystal diffraction experiments
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were observed that the quality of them was not good enough to resolve the three
dimensional structure, indicating high mobility in one of its domains that disturb well-
ordered crystal formation. Considering the above it was decided to work with Pet, like
to Sat the Pet crystals were obtained at 18 °C in 0.2 M prolin, 0.1 M HEPES, pH 7.5, 10
% w/v PEG 3350, then were resulted in X-ray diffraction to 2.3 A and the three dimensional
structure could was solved using molecular replacement. At this high resolution the
principal structural features of Pet were evident observing a globular subdomain (1-267
aminoacids) and C-terminal or R-stalk subdomain (268-964 aminoacids), with the two
subdomains (517-578 and 615-648) that protrude from the R-stalk, but interestingly the
subdomain 2 that is present in the structure of other serine protease, the hemoglobin
protease (Hbp) was absent. The lack of the assignment conformation at the residues 799-
964 located at the C-terminal top imply high mobility in this part of the protein that
represents a shared feature among all determined SPATES structures to date. In addition to
its translocation mechanism, the C-terminal or B-stalk apparently plays an important role to
build up super structures like biofilms and aggregates involved in antibiotic and
immunologic system resistance. This study underscores the importance to continue

investigating these proteins and keep working toward the understanding of their function.

12



1. INTRODUCCION
Proteinas Autotransportadas

Las bacterias patogenas en su evolucion natural han tenido que adaptarse, modificando
sus mecanismos de sobrevivencia, desarrollando estrategias para diseminarse,
multiplicarse y mantenerse dentro del hospedero. Muchos de estos mecanismos estan
relacionados con diferentes proteinas asociadas con propiedades como adherencia o

regulacion de la funcion celular (Bassinet et al. 2000, Fink et al. 2003).

Con respecto a las proteinas que son autotransportadas algunas tienen actividad de
toxinas (citotoxinas, enterotoxinas, neurotoxinas), dichos compuestos son proteinas que
pueden seguir dos caminos; uno de ellos es que queden atrapadas en el espacio
periplasmico y liberarse cuando la bacteria muere, y el otro es que sean eliminadas por
diferentes mecanismos a traves de la membrana externa (Navarro-Garcia et al. 1999,

Henderson et al. 2001).

La liberacion de dichas proteinas desde el citoplasma hasta el medio extracelular, se
realiza a través de sistemas de secrecion (Henderson et al. 2001), los cuales han sido
reportados y clasificados hasta el momento en los tipos I, I, 11, 1V, V, VI, VII, VIII,
respectivamente (Salmond et al. 1993; Henderson et al. 2000, 2004, Economou et al.
2006, Van Ulsen et al. 2006, Leo et al. 2012). Las diferencias en estos sistemas, se han
establecido de acuerdo a la complejidad de la maquinaria que utiliza la bacteria. En
bacterias Gram-negativas como Escherichia coli (E. coli), existen sistemas que
transportan proteinas a través de las membranas citoplasmica y externa en un solo

evento, o por vias en las que existen intermediarios periplasmicos (Dautin et al. 2007b).
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SISTEMAS DE SECRECION DE PROTEINAS
Sistema de Secrecion Tipo | (SSTI)

El SSTI fue inicialmente descrito por Letoffe et al. (1994) en bacterias Gram-negativas,
este sistema transporta substratos directamente desde el citoplasma hasta el medio
extracelular sin la formacion de intermediarios periplasmicos. El espectro de substratos
que este sistema transporta posee funciones muy diversas y un amplio intervalo de
tamarnos, como el hemoforo HsaA de 19 KDa y la lipasa LipA de 65 KDa ambas
secretadas por Serratia marcescens, o la proteina LapA de 900 Kda involucrada en la
formacion de biofilms de Pseudomonas fluorescence. La maquinaria para realizar el
transporte en el SSTI, estd compuesto por dos proteinas de membrana interna, la
proteina de fusion de membrana (MFP) y un sistema de transporte conocido como
ABC, asi como un componente de membrana externa que cataliza el proceso de
secrecion. La proteina modelo para ejemplificar este sistema es la hemolisina A (HIyA)
de E. coli uropatdgena, el sistema es de tipo Sec independiente y se ha identificado en
E. coli, Erwinia chrysanthemi, Pasteurella haemolytica y Bordetella pertussis (Binet et

al. 1997, Henderson et al. 2004, Schwarz et al. 2012).

Sistema de Secrecion Tipo 11 (SSTII)

Bacterias Gram-negativas usan el sistema de secrecion tipo Il para liberar proteinas que
contribuyen a la enfermedad en humanos, animales y plantas (Sikora et al. 2013) El
SSTII es importante en especies de bacterias tanto patdgenas como no patogenas. Esta
via de secrecion fue identificada por primera vez en Klebsiella oxitoca, para la
secrecion de una lipoproteina que hidroliza el almidén (d"Enfert et al. 1987). Hasta el
momento las especies patogenas en las que se ha reportado la participacion del SSTII

incluyen a; Vibrio cholerae, E. coli enterotoxigeénica, Legionella pneumophila,
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Yersinia enterocolitica, Pseudomonas aeruginosa, Burkhloderia pseudomallei, E.

chrysanhemi y Xanthomonas campestri.

El SSTH es SecA dependiente y esta dividido en dos eventos; en el primero las
proteinas blanco expresan un péptido sefial que es reconocido por el sistema Sec, este se
compone de la ATPasa SecA, algunas proteinas de membrana interna (SecD, SecE,
SecF, SecG y SecY) y una peptidasa sefial (SecB). SecA, provee la energia para el
transporte a través del translocon y la peptidasa sefial (SecB), remueve el péptido sefial
de la proteina liberandolo dentro del espacio periplasmico. El segundo evento
contempla el transporte de la proteina correspondiente a través de la membrana externa,
este evento requiere de 12 a 15 proteinas accesorias que en su conjunto se denominan
componente secretor (Sandkvist et al. 2001a y 2001b). EI SSTII contiene ademas una
ATPasa llamada GspE, la cual provee la fuerza mecanica para el proceso de secrecion.
El SSTII es responsable de la translocacion de diversas enzimas hidroliticas que tienen
capacidad para degradar material biolégico (Quitina), o potenciar la patogenicidad de
los microorganismos como es el caso de V. cholerae, este microorganismo para
sobrevivir en los diferentes estadios de su ciclo de vida libera por el SSTII una
quitinasa, por otro lado con el mismo sistema libera la toxina (Abs) responsable del

colera (Sikora et al. 2013).

Sistema de Secrecion Tipo 1 (SSTIII)

El SSTIII también conocido como complejo de aguja 6 (“Neddle complex™), es uno de
los sistemas de secrecion mas estudiados, consiste en una estructura basal y una
estructura externa tipo aguja (Abbey y Rocha 2012). Fue inicialmente descrito por
microscopia electronica en Salmonella typhimurium y ha sido identificado en bacterias
patogenas de plantas y mamiferos en los que se incluye Salmonella enterica, Shigella

flexneri, E. coli enteropatogena (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC),
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Citrobacter rodentium, Ralstonia solancearum, Pseudomonas syringae y Chlamydia
trachomatis (Troisfontaines y Cornelius 2005). A través del uso de este sistema la
bacteria inyecta proteinas o factores de virulencia directamente en la célula hospedero
para iniciar la infeccion, lo que es esencial para la sobrevivencia y patogénesis de la
bacteria. Se ha reportado que el SSTIII consiste en proteinas estructurales y no-
estructurales en donde las proteinas estructurales ensamblan o forman el complejo
conocido como aguja, este consiste de una estructura basal incrustrada en la membrana,
una aguja externa que sobresale de la superficie bacteriana, y la estructura de punta que
corona la aguja (Egan et al. 2014). Para el contacto con la célula hospedero, el
translocon se ensambla entre la estructura punta de la aguja y la célula huesped,
sirviendo como una entrada para la translocacion de proteinas efectoras mediante la
creacion de un poro en la membrana celular del hospedero. Seguido de la liberacion de
las proteinas efectoras en el citoplasma del hospedero, se inicia y se mantiene la
infeccion, por manipulacion de la maquinaria celular, como: sefializacion, sistemas de
secrecion, movimiento del citoesqueleto y respuesta inflamatoria. EI SSTII es
independiente del sistema Sec y ha sido considerado como un sistema homologo al
sistema exportador del flagelo en la bacteria. En el caso de Salmonella para la
contruccién de este aparato se requieren entre otras las proteinas estructurales (SipB,
SipC, SipD, Prgl, InvG, Prgd, PrgK, PrgH,SpaP, SpaQ, SpaR, SpaS, InvA y InvC)

(Pallen et al. 2005).

Las proteinas traslocadas a través del sistema tipo Il son también conocidas como
efectores tipo 111 (T3Es). Los T3Es son factores de virulencia que pueden suprimir el
sistema inmunologico del hospedero (plantas), pero al mismo tiempo pueden ser
reconocidas por el hospedero y desencadenar mecanismos especificos de resistencia. Es

poco lo que se conoce en patogenos de plantas y sobre su utilizacion del SSTIII y los
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mecanismos de regulacion involucrados, sin embargo, recientes trabajos mencionan
algunas proteinas como candidatos para la regulacion de este sistema de secrecion, tal
es el caso de proteinas involucradas en la regulacion de secrecidn/translocacion, como
las chaperonas tipo 111 (T3Cs) y el interruptor T3S4 para la especificidad del sustrato

(Lohou et al. 2013).

Sistema de Secrecion Tipo IV (SSTIV)

Este se divide en los tipos de sistemas SSTIVa y SSTIVb, compuestos por 12 y 27
proteinas respectivamente, ambas funcionan colectivamente para translocar proteinas
efectoras al citosol de la célula hospedero (Chandran et al. 2009, Vogel et al. 1998).
Este sistema se considera como un sistema especializado para la liberacion de DNA o
proteinas dentro de la células del hospedero, con los cuales se realiza una variedad de
actividades esenciales para la replicacion de la bacteria, asi como para evitar la
respuesta inmune de parte del hospedero (Beare et al. 2008). Este sistema
multicomponente permite a las proteinas bacterianas pasar a través de ambas
membranas y periplasma. Este sistema también ha sido relacionado con el fendmeno de
conjugacion en bacterias, dando la capacidad de intercambiar proteinas o0 DNA-proteina
y plasmidos entre bacterias de la misma especie o diferentes especies (Hubber et al.
2010). El SSTIV ha sido descrito virtualmente en todas las bacterias Gram-positivas,
entre los prototipos del sistema esta el de transferencia de T-DNA por Agrobacterium
tumefaciens y el sistema de secrecion de la toxina pertusis de B. pertussis. Este sistema
también ha sido descrito como un mecanismo importante para la sobrevivencia de
algunas otras bacterias como Bartonella spp, Brucella spp, Rickettsia spp. (Voth et al.

2012).
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Sistema de Secrecion Tipo V (SSTV) o Sistema Autotransporte de Proteinas

Es de nuestro particular interés abordar de manera mas detallada la descripcion de este
sistema de secrecion, debido a que las proteinas que en este trabajo se analizan emplean

el SSTV para su transporte desde el citoplasma hasta el medio extracelular.

El SSTV o0 mecanismo autotransportador (AT) es dependiente del sistema Sec no
requiere de ATP o de gradiente de protones para la translocacion a través de la
membrana externa. El sistema fue inicialmente descrito como mecanismo de liberacion
de la proteasa IgA de Neisseria meningitidis (Mulks M. H. et al. 1978). En bacterias
patdgenas Gram-negativas las proteinas secretadas por el sistema AT, representan una
extensa familia con mas de 1000 miembros identificados (Kajava and Steven, 2006).
Este es uno de los sistemas de secrecion de proteinas mejor conocidas, las cuales se
caracterizan por ser un sistema simple y que a partir de su descripcion, es considerado
como un procedimiento ampliamente utilizado para la liberacion al medio externo de
proteinas de diferentes grupos de bacterias (Henderson et al. 2001; Dautin et al. 2007).
Las proteinas que son secretadas a través de este medio son proteinas de gran tamafio y
estdn compuestas de una secuencia sefial (N-terminal), un dominio pasajero que de
manera general excede los 100 KDa, y un dominio 3 o C-terminal (translocador) con un

peso aproximado de 30 KDa (Dautin et al. 2010).

Un ejemplo al respecto lo constituyen las serina proteasas autotransportadas producidas
por integrantes de la familia Enterobacteriaceae conocidas como (SPATEs, por sus
siglas en inglés). Estas se describen como una subfamilia de proteinas autotransportadas
(AT), que utilizan el SSTV para su transporte desde el citoplasma hasta el medio

extracelular (Leo et al. 2012). Durante las Gltimas dos décadas han sido descritas méas de
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20 proteasas y por la importancia que tienen en la sobrevivencia de las bacterias que las

secretan, han sido objeto de numerosos estudios.

El SSTV se ha diversificado aun mas por ser lo suficientemente versatil como para
participar en la translocacion de una gran diversidad de moléculas desde el citoplasma
hasta el medio extracelular. Ademas del SSTVa a través del cual las SPATEs clésicas
son autotransportadas, existe el SSTVb que es utilizado por proteinas autotransportadas
como hemaglutinina filamentosa 6 FHA (por sus siglas en ingles) de B. pertussis
(Willems et al. 1994) vy el sistema hemolitico de Serratia masrcences (Braun et al.
1994). ElI SSTVc es una variante involucrada en el transporte de proteinas
autotransportadas triméricas, que usualmente son adhesinas y carecen de actividad
enzimatica. El prototipo de las adhesinas autotransportadas triméricas es la adhesina

Yersinia A (YadA) de Y. enterocolitica (Hoiczyk et al. 2000, Leo et al. 2010)

Sistema de Secrecion Tipo VI (SSTVI)

Este sistema esta frecuentemente relacionado en la interaccion de la bacteria con la
célula hospedera, de una manera patogénica o simbiotica. Se han descrito dos tipos de
proteinas que son secretadas por este sistema, genéricamente llamadas como Hcp y
VgrC, aunque no esta totalmente claro si estas son proteinas que utilizan este sistema
para ser secretadas como proteinas efectoras o son realmente componentes del mismo
sistema, al respecto se puede mencionar que el papel y modo preciso de accion de

algunos componentes de este sistema permanece desconocido (Mougous et al. 2006).

ElI SSTVI fue identificado por un proceso de seleccion de pérdida de virulencia hacia la
célula del hospedero y por la identificacion de proteinas secretadas en el sobrenadante
del cultivo (Bingle et al. 2008). Este sistema es comparado con el mecanismo de

inyeccion de DNA en bacteriofagos. Hood et al. (2010) reportaron que uno de los tres

19



sistemas de secrecion tipo VI que contiene Pseudomonas aeruginosa secreta tres
toxinas dentro de otras bacterias. Dos de estas toxinas, llamadas Tsel y Tse3 son
inyectadas dentro del citoplasma de bacterias Gram-negativas, degradan el
peptidoglicano que forma parte de la pared celular y como resultado la bacteria afectada
muere. La funcion de Tse2 es desconocida pero al parecer al ser inyectada en el citosol
de la bacteria, inhibe el crecimiento celular. Cada uno de los genes que codifican las
toxinas Tse esta organizada en conjunto (tandem) con otro gen que codifica para una
proteina de inmunidad especifica, cuando estas se expresan protegen a la bacteria de la
actividad de la toxina (Russell et al. 2012). Se estima que el sistema de secrecion tipo 6
no es Unicamente una alternativa que la bacteria utiliza para atacar el hospedero,
también funciona para facilitar la convivencia con otras bacterias que viven en el mismo
ambiente. Se ha descrito que las bacterias utilizan este sistema de diferentes maneras,
por ejemplo P. aeruginosa emplea el sistema contra bacterias que muestran
comportamiento agresivo. Las bacterias que utilizan este sistema de secrecion son
diversas y entre estas se incluyen a: Burkholderia mallei, Edwardsiella ictaluri,
Edwardsiella tarda, E. coli enteroagregativa, Francisella tularensis, P. aeroginosa,
Pectobacterium atrosepticum, Rhizobium leguminosarum, S. entérica y V. cholerae

(Filloux et al. 2008, 2013).

Sistema de Secrecion Tipo VII (SSTVII)

El SSTVII fue inicialmente descrito en Mycobacterium tuberculosis, ya que esta
bacteria posee una envoltura celular inusual por lo que necesita un sistema de secrecion
especializado. El SSTVII también es conocido como ESX y ha sido identificado tanto
en el género Mycobaterium como en otros géneros de bacterias que presentan
envolturas celulares similares (Fenton et al. 1996, Finlay et al. 1997). Este sistema es

responsable de la secrecion de multiples proteinas caracterizadas por la falta de péptido
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sefial clasico (Addahall et al. 2007). Dentro del genoma de Mycobacterium se han
descrito por lo menos cinco loci paralogos conocidos como ESX-1 a ESX-5 (Gey et al.
2001, Tekaia et al. 1999). El arquetipo de este sistema ESX-1 es responsable de la

secrecion de las proteinas, ESAT-6, CFP-10 (Daleke et al. 2012).

La cepa atenuada de Mycobacterium bovis (bacilo calmette-Guérin) que se utiliza como
vacuna para prevenir la tuberculosis, ha sido modificada genéticamente eliminando
nueve genes del locus ESX-1(Wards et al. 2000). Aunque se sabe poco de los
componentes de este sistema de secrecion, hasta el momento se han descrito y
caracterizado dos proteinas de bajo peso molecular que llevan a cabo parte del proceso
de secrecion (Abdallah et al 2007). Gran parte de la caracterizacion se ha realizado en
Staphylococcus aureus donde también juega un papel determinante en procesos de

virulencia (Anderson et al. 2013).

Sistema de Secrecion Tipo VI (SSTVIII)

ElI SSTVIII también conocido como sistema de precipitacion-nucleacion extracelular o
ENP por sus siglas en inglés, es el responsable de la produccion de curli, que son fibras
adhesivas en la superficie de la membrana externa de algunas especies de bacterias
patogenas. En E. coli se conocen dos componentes de este sistema, CsgA y CsgB y la
lipoproteina de membrana externa CsgG que cruza la membrana interna con el sistema
Sec. Aunque el conocimiento de este sistema de secrecion es limitado, datos
experimentales indican que CsgG se requiere para la secrecion de CsgA y CsgB a través
de la membrana externa. Se han propuesto dos modelos para el funcionamiento de
SSTVIII, uno apoya la idea de que CsgG actua como chaperona estabilizando los dos
componentes restantes, mientras que el otro modelo plantea la formacion de un canal en
la membrana externa con CsgG, a través del cual CsgA y CsgB son secretados al medio

extracelular (Evans et al. 2013).
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Las SPATEs son proteinas sintetizadas como un polipéptido (figura 1), que contiene
parte de la informacion requerida para su exportacion y secrecion desde el citoplasma
hasta el medio extracelular pasando por el espacio periplasmico empleando el SSTV

(Henderson et al. 1998).

Péptido Sefial Dominio Pasajero A.C Dominio B
a-linker

Figura 1. Representacion esquematica de una proteina autotransportada. EI AT esta compuesto por un péptido sefial,
el dominio pasajero, un dominio autochaperon (AC), el integrador-o (linker-a) y el dominio B. (Weiss et al. 2013).

Péptido Sefal. Esta region representa la parte amino terminal de las SPATEs (también
conocida como secuencia sefial o secuencia lider), compuesta por los siguientes
dominios (i) n-dominio, compuesto por aminoacidos con carga positiva, (ii) h-dominio
0 region hidrofobica y (iii) c-dominio que es un péptido de reconocimiento también
Ilamado péptido sefial y que ademas es importante para la translocacion de la proteina al

espacio periplasmico (Fekkes y Driessen, 1999; Desvaux et al.2006).

Para analizar el papel que desempefia la secuencia sefial en la biogénesis de las
SPATEs, se utiliz6 como modelo a EspP (Extracelular serine protease plasmid-
encoded), serina proteasa secretada por E. coli enterohemorragica 0157:H7 (Szabady et
al. 2005). Para esto, se construyeron mutantes en los tres dominios del péeptido y se
analizo su participacion en el transporte de la proteina a través de las membranas interna
y externa de la bacteria. Los resultados mostraron que mientras el n-dominio no es
importante para que la proteina se transporte al espacio periplasmico, el c-dominio es
requerido para el reconocimiento de la proteina. Al realizar modificaciones en el
péptido sefial de EspP, se observo que se induce el plegamiento de la proteina en la

region periplasmica lo que impide el transporte del dominio pasajero, lo anterior
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confirma la importancia del péptido sefial no s6lo como un blanco de reconocimiento
asi como también se identifica como parte importante de la via de transporte del
dominio pasajero, ya que evita su plegamiento en el periplasma (Szabady et al. 2006;

Desvaux et al. 2007).

Translocador. Se ha confirmado tanto en EspP secretada por EHEC como en Tsh
(Temperature-sensitive hemaglutinin), la participacion del translocador (dominio barril-
R) como unidad de translocacion de las SPATEs (Kostakioti y Stathopoulos 2006;
Velarde y Nataro 2004). Este dominio esta dividido en dos regiones: (i) la region de
unién con una estructura secundaria en hélice—a y (ii) un dominio 8 que forma una
estructura de barril-8 cuando se localiza en la membrana externa, esta unidad de
translocacion es determinante para el paso del dominio pasajero a través de la

membrana externa.

Debido a su importancia, muchos estudios se han enfocado hacia el analisis de la
estructura del translocador, la cual presenta mas del 60 % de los aminoacidos
conservados dentro de las SPATESs. Yen et al. (2008) plantean la hipotesis de que estos
residuos conservados tienen un papel importante en la estabilidad del R-barril,
principalmente, a través de interacciones de residuos alifaticos o que estos residuos
participan en la secrecion del dominio pasajero. La estructura del translocador de EspP
(Barnard et al. 2007), muestra 12 hebras B, con 174 aminoacidos conservados, de los
cuales 84 son polares y 90 no polares. Por otro lado, estudios bioquimicos de los
translocadores de las serina proteasas Tsh y EspP, indican que existen como una unidad

monomeérica (Kostakioti y Stathopoulos 2006; Skillman et al. 2005).

Kostakioti y Stathopoulos (2006), identificaron la secuencia conservada

EVNNLNKRMGDLRD, ubicada entre la region carboxi-terminal del dominio pasajero
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y la regién amino-terminal del translocador. Este motivo es el mas grande y el mas
conservado dentro de estos polipéptidos; mutaciones en ciertos residuos de este motivo
revelaron la importancia que tiene en la secrecion del dominio pasajero, aunque no en el
anclaje del translocador. EI nombre autotransportador para este sistema de secrecion ha
sido puesto en entre dicho, ya que estudios recientes muestran que realmente es un
sistema que requiere de proteinas accesorias ademas de la informacion y la estructura
que poseen las proteinas que son secretadas a través de este sistema. Leva y Bernstein
(2009), reportaron la interaccion del translocador de EspP con el complejo Bam
(también conocido como complejo YaeT u Omp85), compuesto por una proteina
hetero-oligomérica de membrana externa (BamA) y algunas lipoproteinas (BamB-E),
complejo que cataliza el ensamble de proteinas de membrana externa de la bacteria.
Ademas, describen que la parte amino terminal de EspP interacciona con las chaperonas

SurA'y Skp componentes del espacio periplasmico.

Resultados similares fueron reportados por Ruiz-Pérez et al. (2009), estos autores
identificaron una interaccion proteina-proteina con las chaperonas SurA y DegP, tanto
para la unidad de translocacion, como para el dominio pasajero. Estos resultados

sugieren que las SPATES requieren de moléculas accesorias.

Dominio Pasajero. Este dominio corresponde a moléculas efectoras extracelulares de la
proteina autotransportada, la secuencia de aminoacidos asi como su funcion pueden
variar dependiendo de la proteasa. Entre la actividades identificadas en el dominio
pasajero se han descrito: (i) capacidad enzimatica, (ii) locomocion de la bacteria
mediante la actina, (iii) adhesina, (iv) toxina, (v) proteina inmunomoduladora, (vi) 0
como factor que permite la maduracién de otras proteinas de virulencia (Desvaux et al.

2004b).

24



La region globular de la estructura terciaria del dominio pasajero de las SPATES tiene
similitud con la tripsina, lo que origin6é que estas proteasas se incluyeran dentro de la
famila de IgA proteasa. En esta se encuentran enzimas como la IgAl proteasa de N.
gonorrhoeae, Hap de H. influenzae integrantes del clan quimiotripsina
(http://merops.sanger.ac.uk), ampliamente distribuidas en eucariontes, procariontes,
arqueas y virus. Las quimiotripsinas participan en procesos fisiolégicos como la
respuesta inmune, homeostasis, digestion, transduccion de sefiales, y reproduccion

(Hedstron et al. 2002).

Clasificacion de las SPATEs

Los miembros integrantes de la familia, se han clasificado en dos clases principalmente
por la identidad en la secuencia de aminoacidos del dominio pasajero y por las
funciones biologicas que se han determinado para cada proteasa (Tabla 1). Dutta et al.
(2002) y Yen et al. (2008), propusieron que Pet (plasmid encoded-toxin), EspC (EPEC-
secreted protein C), SigA (Enterotoxina inmunogénica de Shigella flexneri), Sat
(secreted autotrasnporter toxin) y EspP (extracelular serine protease plasmid-encoded)
proteasas con actividad citotoxica, deben formar parte de las SPATESs de clase I, y Pic
(protein involved in colonization), SepA (Shigella extracelular protein), Tsh
(temperature-sensitive hemaglutinin), EaaA/EaaC (SPATES de profago P-EibA E. coli
ED1a), BoA, Vat (toxina vacuolizante), EpeA (proteasa del grupo STEC codificada en
isla de patogenicidad), Espl (proteasa del grupo STEC codificada en plasmido), EatA
(proteina autotransportada de E. coli enterotoxigenica) y Aida que no muestran

propiedades toxicas en el grupo de clase II.

Tabla 1. Serinas Proteasas Autotransportadas de la Familia Enterobacteriaceae.
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SPATE BACTERIA ENFERMEDAD FUNCION REFERENCIA
CLASE 1
Pet EAEC Diarrea Enterotoxina, Eslava, 1998; Villaseca
Citotoxina 2000, Navarro-Garcia
2004
EspC EPEC Diarrea Enterotoxina Mellies 2001
SigA Shigella flexneri Shigellosis Citotoxina Henderson 2004
Sat EAEC, UPEC Diarrea, infecciones via Citotoxina Guyer 2000
urinarias vacualizante
EspP EHEC Diarrea con sangre Citotoxina Brunder 1997
Colitis hemorragica
Vat APEC, UPEC Colibacilosis, septicemia Citotoxina Parham 2005
vacuolizante
CLASE 11
Pic EAEC, UPEC, Shigella Diarrea, infecciones de vias Hemaglutinina, Henderson 1999,
flexneri urinarias degrada complemento Parham 2004
y muco, se uno al
grupo Hem
SepA Shigella flexneri Shigellosis Inflamacion intestinal Benjelloun-Touimi
1995, provence 1994
Tsh-APEC APEC Colibacilosis, septicemia Hemaglutinina, Kostakioti 2004
adesina para CR, Hb y
MEC
Tsh-UPEC UPEC Infecciones de vias utinarias Desconocido Parham 2005
Hbp E. coli extraintestinal Infecciones de heridas y Proteina secuestradora Otto 1998
septicemia del grupo Hem
EaaA/EaaC E. coli Desconocido Desconocido Sandt 2000
BoA Salmonella bongori Diarrea Desconocido NCBI AAW66606
EpeA EHEC diarrea con sangre y colitis Desconocido Leyton 2003
hemorragica
Espl STEC Diarrea y falla renal Desconocido Schimidt 2001
Eata ETEC Diarrea Efecto Citopatico Patel 2004
sobre células
intestinales
Aida ETEC Diarrea Desconocido NCBI ZP 00714135

SPATESs Clase |

Sat se identificd originalmente en la cepa de E. coli uropatégena (UPEC) CFT073

aislada de un paciente con pielonefritis aguda. EI peso molecular que se calcul6

originalmente fue de 107 KDa (Mobley et al. 2000), sin embargo, en el presente estudio

se determind por espectrometria de masas que su peso molecular corresponde a 104.8

KDa. Es una proteasa con actividad citopatica sobre células VERO, HK-2 y HEp-2 y en

las lineas primarias de rifion CRL-1573 y CRL-1749 de vejiga (Guyer et al. 2000).
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Similar a lo descrito en otras SPATES, se ha comprobado que el efecto citopatico a
diferentes lineas celulares inducido por Sat, se relaciona con Ser®® la serina del sitio
activo (Maroncle et al. 2006). Los ensayos in vitro con diferentes lineas de células,
mostraron que Sat ademas induce efecto vacuolizante que se ha relacionado con el dafio
celular. Guyer et al. 2002 utiliz6 el modelo animal de ratones inoculados con la cepa
UPEC productora de Sat y observo que la bacteria no sélo colonizaba la vejiga, rifion y
el tracto urinario del animal, también mostro la formacion de vacuolas en las células del
tubo proximal, lo que confirmaba las observaciones in vitro con células en cultivo. Sat
es una proteasa que ademas se ha identificado en cepas de Shigella spp, EPEC, EAEC y
EHEC (Guyer et al. 2002; Niyogi et al. 2004; Hernandez-Chifias et al. 2008; Boisen et

al. 2009).

Pet se identificd en una cepa de EAEC responsable de un brote de diarrea en un hospital
pediatrico de la ciudad de México. Eslava et al. (1998), identificaron que la bacteria
secretaba una proteina de alto peso molecular ( =100 KDa), que era reconocida por el
suero de los nifios infectados. Los genes que codifican para Pet se localizan en un
plasmido de alto peso molecular (pAgg), relacionado con la virulencia de este grupo de

bacterias (Nataro et al. 2005).

El analisis histologico de la necropsia del intestino del nifio infectado con la cepa EAEC
productora de Pet, mostrd la presencia de dafio semejante a enterocolitis con infiltrado
inflamatorio de linfocitos y células plasmaticas y necrosis del epitelio glandular. En un
estudio de modelo de asas ligadas de rata se desafiaron dos grupos de animales, un
grupo se inocul6 con la bacteria completa (EAEC productora de Pet) y otro grupo fue
desafiado con fracciones purificadas de la toxina. El estudio histologico de ambas
muestras de intestino, mostrd la presencia de reaccion inflamatoria intensa con

hemorragia, necrosis y ulceracion del epitelio (Eslava et al. 1993). En el grupo
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desafiado con la toxina, ademas se observo un incremento en la liberacion de moco,
exfoliacion de células y la presencia de ranuras entre las criptas (Eslava et al. 1993;

Navarro-Garcia et al. 1998; Sainz et al. 2002).

Ensayos in vitro realizados en camaras de Ussing y empleando preparaciones de
intestino de rata, se identifico que Pet también induce efecto de tipo enterotdxico
(Navarro-Garcia et al. 1998). Estos datos sugieren que los cambios electrofisiologicos
del tejido, en estos se observd la presencia de un incremento de la corriente de corto
circuito y decremento de la corriente eléctrica, efecto que indica alteracion de la
permeabilidad de la mucosa. Al analizar por microscopia de luz preparaciones utilizadas
en este Ultimo ensayo, se observaron alteraciones del tejido similares a las descritas en

los ensayos de asa ligada de rata (Navarro- Garcia et al. 1999).

Al evaluar la actividad de Pet sobre células HEp-2 y HT29 en cultivo, se observo
alteracion de la morfologia de las células con desprendimiento de la monocapa (efecto
citopatico), efectos que fueron dosis y tiempo dependientes (Navarro-Garcia et al. 1998;
Villaseca et al. 2000). Estas observaciones sugerian actividad de la toxina sobre
citoesqueleto de las células ya que habia pérdida de las fibras de estrés y liberacion del
contacto focal, lo que ocasionaba el redondeamiento de la célula (Navarro-Garcia et al.

1999).

Asi mismo, se demostrd que el dafio que sufre el citoesqueleto de la célula, se debe a un
efecto de degradacion sobre las cadenas a y 3 de la fodrina (o su homologo espectrina),
ocasionado por Pet (Villaseca et al. 2000). La ruptura de la fodrina se presenta entre los
aminoécidos M**®® y V% en una hélice-a y dentro del dominio de unién a calmodulina
(Canizales-Roman y Navarro-Garcia, 2003). Las diferentes propiedades identificadas en

Pet estan relacionadas con el motivo de Serin Proteasa de la toxina, ya que dichos
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efectos fueron inhibidos al utilizar un inhibidor de proteasas PMSF (Fluoruro de
fenilmetanosulfonilo), asi como al observar los efectos utilizando la clona mutada en el

motivo de serina (Pet S2601).

La internalizacién de la proteina a las células eucariotas, se realiza por un proceso de
endocitosis mediada por clatrina. Pet se somete a un transporte retrogrado hacia el
reticulo endoplédsmico para lo cual utiliza el translocon Sec61 (Navarro-Garcia et al.
20072 2007"). La presencia de Pet en el citosol se correlaciona con la actividad sobre su
blanco, la fodrina, caracterizado por el efecto citotoxico sobre celulas HEp-2 tratadas
con la proteina Pet purificada (Villaseca et al. 2000; Canizales-Roman y Navarro-
Garcia, 2003). En estudios recientes (Betancourt-Sanchez et al. 2009), utilizando un
modelo in vitro en células HEp-2 tratadas con Pet y con una cepa EAEC de origen
clinico, se observaron los cambios morfoldgicos antes mencionados y después de tres
horas de infeccion la presencia de un incremento de células muertas. Estos resultados
indican que ademas de la secrecion e internalizacion de Pet, es importante la adhesion

en el proceso de infeccion por EAEC.

EspP fue descrita por Brunder et al. (1997), es una proteina extracelular de 104 KDa,
secretada por una cepa de EHEC 0157:H7. Djafari et al. (1997), describieron la serina
proteasa PssA (Protease secreted by STEC), secretada por una E. coli productora de
toxina tipo shiga (STEC) del serotipo 026:NM (No Movil), aunque ambas proteinas son
idénticas y codificadas en un plasmido de virulencia de la bacteria, tienen diferentes
actividades biologicas. EspP degrada la pepsina A y el factor V de coagulacion
(Brunder et al. 1997), mientras PssA tiene actividad de proteasa sobre la caseina y es

citotoxica para células Vero (Djafari et al. 1997).
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EspC se reportd que la cepa E2348/69 de Escherichia coli enteropatdgena clasica
(EPEC), secretaba una proteasa de alto peso molecular (de 110 KDa) con diferentes
funciones. Es una proteina altamente inmunogénica y se han identificado anticuerpos
tanto en el suero de voluntarios retados con EPEC (Jarvis et al. 1995), como en nuestras

de leche materna (Stein et al. 1996, Manjarrez-Hernandez et al. 2000).

Durante el estudio de EspC identificaron que comparte algunas de las propiedades
descritas para Pet, tal es el caso del efecto de enterotoxina y la capacidad para degradar
espectrina o fodrina (Navarro-Garcia et al. 2004). También observaron que al igual que
Pic de EAEC (Hernandez-Chifias et al. 2002) y Hbp de E. coli extraintestinal, EspC

rompe la hemoglobina (Drago-Serrano et al. 2006).

SigA Proteasa de aproximadamente 103 KDa que es secretada por S. flexneri. EI gen
que la codifica (SigA) se localiza en la isla de patogenicidad she, por analisis funcional
de la proteina se establecid que tiene capacidad para degradar caseina (Al-Hasani et al.
2000). SigA presenta alta identidad con Pet y al igual que esta proteasa induce efecto
citopatico en células HEp-2 y degrada la cadena alfa de la fodrina, esta ultima
observacion ha sugerido que la proteasa contribuye al dafio celular observado durante la
infeccion por Shigella. Por otro lado, los ensayos en el modelo de asa ligada en conejo,
mostraron que SigA tiene actividad de enterotoxina, esta Ultima propiedad asi como la
de citotoxina se han relacionado con la capacidad de degradacion de la fodrina inducida

por la proteasa (Al-Hasani et al. 2009).

SPATEs Clase I

Tsh fue uno de los primeros miembros de SPATES descritos (Provence et al. 1994), con
un peso aproximado de 104 KDa es secretada por cepas APEC. Inicialmente se

consider6 como hemaglutinina, sin embargo, se ha sugerido que degrada la
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hemoglobina con lo que se libera el grupo Hemo (Stathopoulos et al. 1999), lo anterior
se determino al analizar la secuencia de aminoacidos en el dominio pasajero y observar
que Tsh tiene una identidad de 99.9 % con Hbp (Hemoglobine protease), SPATE esta
ultima secretada por una cepa de E. coli extraintestinal de origen humano (Otto et al.
1998). Ademas, tiene homologia con la IgA proteasa de H. influenzae y N.
gonorrhoeae, pero a diferencia de estas dos proteasas Tsh no tiene la capacidad para
degradar inmnoglobulinas (Provence et al. 1994). El dominio pasajero de Tsh presenta
una serina activa en la posicion 259 de su secuencia, mutaciones en este aminoacido no
inhiben la actividad hemaglutinante o la secrecion extracelular de Tsh (Stathopoulos et
al. 1999). Aunque el gen tsh ha sido identificado en cepas de UPEC, se desconoce si
participa como factor de virulencia en las infecciones de vias urinarias asociadas a la

infeccion por esta bacteria (Parham et al. 2005).

SepA es una proteina de 110 KDa que se identifico en S. flexneri. Su actividad se
establecio al utilizar cepas mutantes de sepA en las que se observo que las bacterias
perdian la capacidad para degradar la mucosa e inducir un proceso inflamatorio

(Benjelloun-touimi et al. 1995; 1998).

Vat se identificd nn el sobrenadante del cultivo de la cepa APEC (Ec222), e induce la
formacion de vacuolas en células (Perreira y Gyles 2003), efecto similar al descrito en
Sat (Guyer et al. 2000) y VacA proteina autotransportada de Helicobacter pylori
(Salvadori et al. 2001). Parham et al. (2005), realizaron un estudio buscando SPATES
en cepas de E. coli extraintestinal, los resultados mostraron una alta prevalencia de Vat

en cepas UPEC.

EaaA y EaaC se identificaron en la cepa ECOR-9 E. coli aislada de un nifio sano. Los

genes de estas proteasas se encuentran relacionados con proteinas de superficie de la
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bacteria cuya funcién es la union de inmunoglobulina (IgG). Aunque, la funcion de
EaaA y EaaC no ha sido confirmada experimentalmente, por el hecho de presentar alta
identidad (99.4 %) con proteinas que unen IgG, se ha propuesto que pudieran participar

en la degradacion de la union de las inmunoglobulinas a la bacteria (Sandt et al. 2000).

Espl y EpeA son proteinas secretadas por cepas del grupo STEC. El gen espi se
encuentra en una isla de patogenicidad y el gen epea en el plasmido de la bacteria. Espl
es capaz de degradar pepsina y apolipoproteina | y EpeA, al igual que Pic es capaz de
degradar mucina, gelatina y pepsina. Ademas se identificé que inducen efecto citopatico

en células HEp-2 en cultivo (Leyton et al. 2003).

EatA se identificd en algunas cepas de E. coli enterotoxigénica (ETEC), més tarde se
mostré por ensayos in vitro que esta enzima tiene capacidad para degradar la pepsina y
oligopéptidos conjugados con p-nitronilido, sustratos identificados para catepsina G;
propiedades parecidas a las descritas para SepA, lo anterior sugiere la participacion de

EatA en la patdgenesis de las cepas ETEC (Patel et al. 2004).

Pic EI gen pic se encuentra en el cromosoma de cepas de EAEC, UPEC y S. flexneri
(Gutiérrez-Jiménez et al. 2008). Originalmente se identificé en el locus cromosomal
pic/set en S. flexneri 2A, dentro de la isla de patogenicidad she (Al-Hasani et al. 2001).
En este locus se encuentran los genes que codifican para Pic, y una proteina homéloga
Ilamada PicU, identificada en la cepa UPEC CFT073(Henderson et al. 1999; Parham et
al 2004). Pic no posee propiedades enterotdxicas o citotoxicas, sin embargo, tiene la
capacidad para degradar proteinas del complemento y mucina (Henderson et al. 1999;
Dutta et al. 2002). La actividad como mucinasa descrita en Pic es dosis dependiente y
su actividad reside en la secuencia GDSGSG caracteristica en las proteinas de la familia

SPATES y en este caso a su afinidad por la union a monosacaridos que constituyen la
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mucina (Gutiérrez-Jiménez et al. 2008). En un anélisis sobre la identidad de Pic y otras
SPATEs, se identificd una relacion con Tsh y con Hbp (70 %). Se han hecho estudios
para evaluar si Pic presentaba actividad de degradacion de hemoglobina y los
resultados obtenidos han mostrado que Pic al igual que Hbp y Tsh, tiene tanto la
capacidad para romper el grupo hem, como la capacidad para unirse al hierro
(Hernéndez-Chifias et al. 2002). La actividad mucinolitica y de captacion de hierro de
Pic, sugiere una estrategia efectiva de la bacteria para la penetracion de la capa de moco
intestinal y/o la obtencidn de fuente de carbono, ademas de hierro para su actividad
metabolica. Ademas se ha descrito PicU, como una proteina homologa de Pic y ensayos
in vitro han mostrado una actividad mucinolitica en la glandula submaxilar de bovino

(Parham et al. 2004).

Modelo de Secrecion de las SPATES

Las proteinas son sintetizadas en el citoplasma, de donde son enviadas al espacio
periplasmico atravesando la membrana interna con el uso del sistema de translocacion
SecYEG (Leyton et al. 2012). El péptido sefial de algunas proteinas autotransportadas,
interacta con la integrasa YidC durante la translocacion a traves de la membrana
interna, la cual retarda la liberacion de estas proteinas hacia el periplasma, sin embargo
una vez en dicho espacio estas proteinas requieren protegerse de otras proteasas
existentes en este espacio y asi mantener un estado 6ptimo para su translocacion. Como
ya se hizo referencia, en la biogénesis de las proteinas autotransportadas participan las
chaperonas SurA, DegP y FkpA que uniéndose al dominio pasajero y al dominio R
previenen la agregacion y el plegamiento prematuro de la proteasa, mientras que la
serina endoproteasa periplasmica DegP se une so6lo al dominio pasajero (Knowles et al.

2009). Adicionalmente DegP puede actuar como un mecanismo de control de calidad
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para remover complejos de agregados y/o proteinas mal plegadas, en cualquier
momento durante su transito por el espacio periplasmico. Sin embargo, los
autotransportadores unidos a chaperonas son dirigidos hacia el complejo de ensamblaje
barril- 8 6 BAM, donde el oligomero BamA puede unir al barril naciente, plegarlos
completamente y finalmente insertarlos dentro de la membrana externa (Rossiter et al.
2011). La translocacion del dominio pasajero puede desencadenarse sobre la disociacion
del oligbmero BamA vy es sostenida hasta que el N-terminal extremo del dominio
pasajero atraviesa el poro (Leyton et al. 2012). Después de la insercion del barril-
dentro de la membrana externa, el dominio pasajero es translocado hacia el exterior de

la célula 'y plegado en su caracteristica estructura hélice-f (figura 2).
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Figura 2. Biogénesis de proteinas autotransportadas. Las proteinas son sintetizadas en el citoplasma, de donde son
enviadas al espacio periplasmico por el sistema de traslocacion SecYEG. El péptido sefial interactia con YidC
durante la translocacién a través de la membrana interna, en donde las chaperonas Skp y SurA se unen al domino
pasajero y al dominio R del autotransportador, mientras que DegP se une s6lo al dominio pasajero. Ademéas DegP
actlia como un mecanismo de control de calidad para remover complejos de agregados y/o proteinas mal plegadas,
durante su transito por el espacio periplasmico. Los AT unidos a chaperones son dirigidos hacia el complejo de
ensamblaje R-barril 6 BAM, donde el oligomero BamA puede unir al barril naciente, plegarlos completamente y
finalmente insertarlos dentro de la membrana externa. (Leyton et al. 2012).

Algunas SPATE’s son disociadas del translocon, el corte del dominio pasajero de la
unidad de translocon puede ocurrir sobre la superficie de la bacteria ya sea en la region
de union al translocador o dentro de la region hélice-a (Oliver et al. 2003). Existe
controversia con respecto al evento cuando el dominio pasajero se libera, ya que se
desconoce si el corte es resultado de la actividad de proteasas unidas a membrana o un
evento autoproteolitico. En algunos casos como el de App y EspP de Neisseria

meningitidis y EHEC, respectivamente; se ha mostrado que es un evento
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autoproteolitico (Serruto et al. 2003, Leva y Bernstain, 2009). Sin embargo, lo anterior
no es constante en todos los casos, ya que en ocasiones las SPATESs se siguen liberando
al espacio extracelular a pesar de haber mutado el sitio activo de la enzima (Eslava et al.

1998).

Importancia epidemioldgica de las SPATES

Dentro de las bacterias que han sido mencionadas como productoras de algunos de los
miembros de la familia SPATEs destacan E. coli y S. flexneri, éstos microorganismos
son responsables de causar enfermedades que representan serios problemas de salud
publica en diferentes partes del mundo, pero principalmente en paises en desarrollo

(Henderson et al. 2001).

Se han realizado andlisis filogenéticos de E. coli por diferentes procedimientos (Herzer
et al. 1990; Clermont et al 2000; Escobar-Paramo et al. 2004), que han permitido
definir cuatro grupos clonales de la bacteria designados como A, B1, B2 y D. En los
grupos A 'y B1 estan las cepas comensales y algunas relacionadas con la patogénesis de
la diarrea, mientras en los grupos B2 y D se encuentran las cepas que causan
infecciones extraintestinales, aunque, se ha observado que en el segundo grupo las
cepas contienen menos genes asociados a virulencia. Reitieri et al.(2007) utilizando una
coleccion de cepas de E. coli de los grupos asociados con la etiologia de la diarrea
(ECOR), analizaron la presencia por PCR de los genes tsh, vat, sat, espP, sigA, espC,
eatA, pet, eaaAleaaC, pic, y aida-I, que codifican para las SPATES respectivamente. En
dicho estudio los resultados sugieren una relacion entre la presencia de algunos de los
genes para las SPATEs y el grupo filogenético y/o patotipo. Asi, vat, sat y pic se
identificaron en el grupo B2 y D que integran a cepas relacionadas con infecciones
extraintestinales, lo cual resulta interesante ya que las tres SPATES se han identificado

principalmente en cepas de UPEC. Los genes eaaAl/eaaC se identificaron en el grupo
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filogenético A, en este se incluyen tanto cepas comensales de la biota natural como
algunas causantes de diarrea. Estos resultados sugieren una distribucion filogenética
especifica de ciertas SPATES, ademas, concuerdan con los datos reportados por Parham
et al. (2005), quienes identificaron varias SPATESs utilizando iniciadores degenerados

de una region conservada del translocon o dominio R de las proteasas.
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ESTRUCTURA DE PROTEINAS
Dicroismo circular

La espectroscopia de Dicroismo Circular se emplea para el analisis de la estructura
secundaria de proteinas en solucion (Kelly et al. 2000). El dicroismo circular se
presenta cuando cromoforos en un ambiente asimétrico interactian con luz polarizada.
En las proteinas los grupos con mayor actividad Optica son, los enlaces peptidicos
(absorben debajo de 240 nm), las cadenas laterales de los aminoacidos aromaticos
(absorben entre 260-330 nm) y los enlaces di-sulfuro (absorben a 260 nm). Proteinas y
polipéptidos poseen regiones con motivos altamente ordenados, como consecuencia se
pueden determinar las hojas 3, hélices-a y giros-R (Figura 3), cada uno de estos motivos
presenta espectros de dicroismo circular caracteristicos (Norman J. Greenfield et

al.1996).
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Figura 3. El espectro de dicroismo circular en el UV-lejano es asociado con los tipos de estructura secundaria que
presentan las proteinas; helices-a (rojo) hojas-B antiparalela (azul), giro B tipo 1 (verde) y estructura irregular
(Naranja) (Nicolas C. Price et al. 2001).

La composicion de estructura secundaria se estima por debajo de 240 nm (espectro de

UV-lejano). Con base en su estructura secundaria las proteinas han sido divididas dentro

38



de 5 grupos: Proteinas a (principalmente hélices-a), proteinas B (Principalmente hojas-
R), proteinas a + B (regiones separadas de hélices-a y hojas-R), proteinas a /3 (hélices-a
intercaladas con hojas-). Asi mismo esta técnica también es utilizada para estudiar
modificaciones de estructura terciaria de proteinas bajo diferentes condiciones

utilizando el espectro de UV-cercano (250-320 nm) (Kelly M. et al. 2005).

El dicroismo circular es una técnica espectroscopica, que permite el analisis de
plegamiento y desplegamiento de las proteinas en funcién de condiciones como:
temperatura, concentracion de proteina y pH (Norman J. Greenfield et al.2006).
Scaglione et al. (2008) mostraron que Pet mantiene la mayor parte de su estructura
secundaria y terciaria a 37 °C, con una significativa pérdida de la misma después de los
50 °C, por otro lado, Renn et al. (2008), sefialan que Pet al igual que pertactina de B.
pertussis, exhiben un desplegamiento estructural en 2 etapas cuando son tratadas con
diferentes concentraciones de clorhidrato de guanidina, asi como también refieren la

estructura de un nudcleo estable en la parte C-terminal de ambas proteinas.

Cristalizacion y difraccion de rayos X

En biologia estructural la técnica de mayor para el disefio de farmacos es la
cristalografia con rayos X, la cual es una herramienta muy util para obtener informacion
estructural de proteinas a nivel atdbmico. Los pasos fundamentales empleados para
definir una estructura proteica son los siguientes: a) purificacion y cristalizacion de la
proteina; b) difraccion, coleccion y procesamiento de datos; c) determinacion de fases;
d) construccion y refinamiento de la estructura (Figura 4). Por otro lado la obtencion de
los datos de difraccion se ha mejorado gracias al desarrollo de nuevos detectores como
los de placas de imagen de fosforo y los dispositivos de carga acoplada o detectores
CCD por sus siglas en inglés (Bernhard Rupp and Katherine A. Kantardjieff. 2nd

Edition, chapter 47).
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Figura 4. Pasos para la obtencion de una estructura tridimensional. Clonacion del gene especifico, produccién y
purificacion de la proteina, obtencion los cristales y difraccion por rayos X. La informacion mostrada en esta imagen
fue tomada de la presentacion de una clase del Dr. Enrique Rudifio del Instituto de Biotecnologia, UNAM).

Asi mismo una mayor disponibilidad para el uso de sincrotrones y nuevas técnicas de
crioproteccion de los cristales, ha hecho posible la obtencion de datos en cristales de
proteinas de tamafios desde unas pocas um de tamafio. En el proceso de cristalizacion
de proteina se debe persuadir a las moléculas de proteina para que pasen del estado
liquido a un estado cristalino. Esto se logra mediante la reduccion de la solubilidad de la
molécula mediante la eliminacion de agua de manera paulatina por difusion de vapor

(Figura 5).
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Figura 5. Cinética de formacion de cristales por difusion de vapor. El proceso de cristalizacion de
proteinas se lleva a cabo por separacién de fases, en donde se reduce la solubilidad utilizando una
solucién supersaturada, desde donde se inicia la nucleacién y los cristales pueden crecer mientras el
sistema retorna a su equilibrio termodinamico (La figura fue tomada de la presentacion de una clase de

cristalografia impartida por el Dr. Enrique Rudifio del Instituto de Biotecnologia, UNAM).

Los expertos en cristalografia utilizan diferentes métodos para lograr la sobresaturacion
de proteinas en solucion, a partir de la cual se obtendran cristales singulares y de calidad
perfecta para los experimentos de difraccion de rayos X. Entre estos meétodos se
incluyen la difusion del vapor (hanging, sitting y sandwich drop variations), micro lotes,
microdialisis y difusion libre de la interfaz. En la difusion del vapor, el equilibrio se
establece entre una pequefia gota con volumen desde 100 nl hasta pocos ul, que
contiene aproximadamente cantidades iguales de la solucion de proteina purificada y de
un coctel precipitante, y finalmente un deposito méas grande (100-1000ul) del mismo

coctel (Figura 6).
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Figura 6. Principio de cristalizacion de proteina por difusion de vapor. Procedimientos para las técnicas de gota
sedente (parte superior izquierda) y gota colgante (Parte inferior izquierda). A) gotas (ul) de la solucion precipitante y
la proteina se mezclan en un portaobjetos de vidrio con silicdn, el cual es volteado para sellar el reservorio. De esta
manera los cristales crecen en un lapso de unos pocos dias a semanas mientras las soluciones se equilibran por
difusion de vapor. B) Una placa de 24 pozos para la técnica de gota colgante (parte superior derecha), y cristales
(Parte inferior derecha) en pozo utilizando la técnica de gota sedente (Bernhard Rupp and Katherine A. Kantardjieff,
Molecular Biomethods Handbook, 2nd Edition, chapter 47).

El coctel precipitante usualmente contiene amortiguador organico debil, con
precipitantes como sal, polietilenglicol (PEG), aditivos y en algunos casos detergentes,
todo esto para mejorar el proceso de cristalizacion. Como componentes volatiles se
utiliza generalmente agua, la cual es evaporada y reabsorbida en el reservorio, asi, la
concentracion de la proteina y el precipitante aumentan. Una vez que el sistema alcanza
el estado supersaturado es posible que la fase de solucion pase a fase cristalina y si la
cinética es favorable los cristales pueden formarse y crecer (Bernhard Rupp and

Katherine A. Kantardjieff, Molecular Biomethods Handbook, 2nd Edition, chapter 47).

Anadlisis Estructural de las SPATES
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A pesar de la amplia diversidad en cuanto a longitud, secuencia y funcién, la mayoria de
los dominios pasajeros de las proteasas autotransportadas se pliegan dentro de la
caracteristica estructura helicoidal-f3 tipo tallo “-stalk”, interconectados por asas de
variadas distancias (Yen et al. 2010). La Pertactina fue el primer dominio pasajero de
proteinas autotransportadas de la cual fue resuelta su estructura (Emsley et al. 1996).
Pertactina estd conformada por una estructura uniforme de hélice-B compuesta por 16
vueltas, cada una de las cuales a su vez esta integrada por tres hojas-RB paralelas
conectadas por diversas asas (loops) con secuencias especificas que facilitan la funcion
de la proteina. Subsecuentemente, las estructuras de los dominios pasajeros de Hbp
(Otto et al. 2005), IgAP (Jhonson et al. 2009), EspP (Khan et al. 2011), VacA
(Gangwer et al. 2007) y Hap (Meng et al. 2011), fueron resueltas revelando hélices-3
plegadas. En el caso de Hbp e IgAP, en estas se incluye un dominio globular largo
(dominiol), que posee un plegamiento semejante al de tripsina (trypsine-like) que se fija
rigidamente a la parte amino terminal de la estructura de hélice-3, asi mismo poseen un
dominio mas flexible (dominio 2) que se pliega independientemente de la parte hélice-R
con movimiento independiente y asas adicionales (dominios 3 y 4) que son insertados
entre las hebras-B y hélice-B que se extienden lejos de la estructura helicoidal-R
principal. Aungue el plegamiento general del dominio pasajero de EspP es muy similar
al plegamiento del dominio pasajero de Hbp e IgAP, diferencias estructurales incluyen
la ausencia del dominio 2, y un dominio 3 mucho mas voluminoso que comprende un
asa desordenada, el cual contiene dos residuos de cisteina (Khan et al. 2011). Trabajos
recientes han demostrado que el corte del dominio pasajero en Hap, es estructuralmente
similar a los de Hbp e IgAP, con dominios 1-4 sobresalientes, y retornando a la
estructura helicoidal-B en las mismas posiciones (Otto et al. 2005 y Jhonson et al.

2009). Ademas, dentro de las diferencias estructurales se incluye un dominio 2 mas
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pequerfio en el dominio pasajero de Hap en la parte C-terminal de la estructura, ambos
potencian una oligomerizacion intermolecular, la cual resulta en interacciones célula-
célula. Este mecanismo de oligomerizacion intercelular puede mediar agregacion
bacteriana y la formacién de biopeliculas (Gawarzewski et al. 2013) y Ag43 (Heras et
al. 2014). De manera notable, se encuentran diferencias estructurales sutiles en el
dominio 1 de Hbp, IgAP, EspP y Hap, al parecer estas diferencias juegan un papel
importante en la especificidad de sustratos. Después de la secrecion, la toxina VacA de
88 KDa es procesada de manera natural en fragmentos de 33 y 55 KDa (designados
como p33 y p55, respectivamente), los cuales permanecen asociados después de la
ruptura y adoptan una estructura muy particular conocida como “star-shaped single-
layered”, las cuales contienen seis o siete plegamientos simeétricos que se adecuan para
la promocion en la formacion de canales en membranas bioldgicas (Czajkowsky et al.
2006). Existen notables excepciones en cuanto a la caracteristica estructura hélice-R3:
Algunos ATs con dominio pasajero que comprende un plegamiento globular rico en
hélices-a y asas pero que no posee hélice-B ni dominio AC (Leyton et al. 2012) (Figura

7).

Yen et al. (2008), después de realizar un analisis bioinformatico del dominio pasajero
de diferentes SPATEs, observaron que de un total de ~1200 residuos, 173 eran
conservados y Yy sugieren que estos contribuyen a la estabilidad estructural y la
capacidad funcional de las proteasas. La mayor parte de los aminoacidos conservados
(122 de los 173 aminoacidos), se encuentran en la hélice-B, siendo estos principalmente
de tipo hidrofébico, lo que indica que interacciones no polares participan en la
estabilidad estructural de la hélice-R. En el dominio globular, se encuentran motivos
como el de serina proteasa G*'DSGS (Fink et al. 2001), y otros reportados por Yen et

al. (2008) DFS y DXLHKXGxGXL, LKxGxGxVXL y RIXKXVXE que por su cercania
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(~11 A) al sitio catalitico, se han relacionado con su posible participacion en la

actividad catalitica de las SPATEs (Yen et al. 2008).

En conjunto con los dominios | y II, la proteina madura posee un dominio
autochaperona formado por los residuos 950-1048 (Otto et al. 2005). Adicionalmente
Oliver et al. (2003), reportaron en una proteina autotransportada (no-SPATES) de B.
persussis (BrKA), que este dominio influye en el plegamiento y la eficiencia de

secrecion del dominio pasajero a través de la membrana externa de la bacteria.

Dutta et al. (2003) identificaron dominios funcionales relacionados con la estructura del
dominio pasajero de Pet, utilizando mutagénesis por transposones (scanning linker
mutagénesis). Después de realizar 92 mutaciones distribuidas en el dominio pasajero
observaron la presencia de tres dominios principales, el primero es el dominio catalitico
localizado en la region N-terminal, el segundo se identifico en la parte central y
participa en la union e internalizacion a células epiteliales, el ultimo se encontro en la

region C-terminal y esta relacionado con la secrecion de la proteasa.
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Figura 7. Estructura de autotransportadoras clasicas. Las secuencias sefial para la mayoria de las proteinas
autotransportadas adoptan una organizacion tripartita clasica, con un dominio cargado (N), otro hidrofébico (H), el
sitio de reconocimiento para la peptidasa sefial y el dominio 1 de serina proteasa (C). Dominios pasajeros de
autotransportadas que han sido resueltos por cristalografia de rayos X; Hemoglobin binding protease (Hbp) de
Escherichia coli (PDB ID 1WXR), Inmunoglobulina Al proteasa (EgAP) de Haemophilus influenza (PDB 1D
3HO9), de adhesion (Hap), también de H. Influenzae (PDB ID 3SYJ), pertactin (Prn) de Bordatella pertussis (PDB
ID 1DAB) vy la citotoxina vacuolizante autotransportada (VacA), el fragmento p55 de Helicobacter pylori (PDB ID
2QV3) (Leyton et al.2012).

Actividad Proteolitica de las SPATESs

La mayoria de las SPATESs descritas previamente, han sido identificadas en bacterias
patogenas principalmente para humanos. Las funciones asignadas para estas proteinas
son variadas, lo cual se debe principalmente al motivo de serina proteasa GDSGS,
donde la primera serina es el residuo catalitico. Dutta et al. (2002), realizaron un
analisis comparativo en relacion a las funciones bioldgicas descritas para las SPATES.
Cada proteina se incub0 con sus sustratos bioldgicos en donde se destaca de manera
importante una actividad compartida entre Sat y Pet, SPATEs que confieren
propiedades citotdxicas y citopaticas al grupo de EAEC. Ambas proteasas rompen las
cadenas o y 3 de la espectrina eritroide o de la fodrina de células nucleadas (Villaseca et
al. 2000), lo anterior en gran medida podria explicar el efecto de ambas proteasas sobre

los enterocitos y sus efectos sobre tejido de rata en estudios electrofisiologicos
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(Navarro-Garcia et al. 1999). Por otro se ha propuesto que Pet y Sat poseen afinidad
sobre péptidos de caracteristicas hidrofobicas, asi mismo, se ha sugerido que Sat posee
actividad sobre péptidos de caracter positivo, efecto que no se observa en Pet (Dutta et
al. 2002). Lo anterior confirma que no obstante la alta similitud que muestran Sat y Pet,
existen diferencias entre sus actividades bioldgicas (Guignot et al. 2006, Navarro-
Garcia F. et al. 20072, 2007b, Betancourt-Sanchez M et al. 2009). Tal situacién es un
elemento de peso para realizar estudios que permita conocer las caracteristicas
estructurales con los que se contara con mas elementos para entender su funcionalidad y
de manera alterna proponer estrategias para interferir con su actividad asi como para el

desarrollo de sistemas para su deteccion.
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2. Planteamiento del Problema

Son pocos los trabajos que han abordado la caracterizacion bioquimica de las SPATEs,
por otro lado, el andlisis de las estructuras tridimensionales de este grupo de proteasas
ha permitido entender mejor la relacion que guarda la estructura con respecto a su
actividad. La cristalografia y la difraccion de rayos X, son procedimientos que permiten
realizar estudios estructurales de las proteinas, con respecto a las SPATEs este
procedimiento de caracterizacion ha permitido identificar dominios pasajeros, asi como
la porcion C-terminal. Es a través de este conocimiento que se ha podido proponer el
mecanismo de ensamblaje y secrecion de las mismas, para finalmente analizar los sitios
activos de las proteasas, asi como la identificacion de sus sitios blanco en las células.
Un hecho relevante entre Sat y Pet es la alta identidad que presentan en su secuencia de
aminoéacidos, sin embargo, aunque comparten ciertas actividades biologicas, entre Sat y
Pet tambien existen diferencias importantes que sélo podrian ser entendidas al conocer

sus caracteristicas estructurales.
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Justificacion

Es bien conocida la importancia clinica y epidemiolégica de E. coli, una de las bacterias
productoras de Sat y Pet. Esta bacteria esta involucrada tanto en la patogénesis de
cuadros de diarrea como en infecciones de vias urinarias, ambos padecimientos causan
graves dafios a la economia de los paises e importantes dafios en la poblacion afectada.
Por lo que entender plenamente los factores involucrados en su patogénesis, permitiria
implementar estrategias para su tratamiento o inactivacion. EI conocimiento de las
diferencias estructurales de Sat y Pet permitiria entender y determinar que no obstante
su alta identidad presentan diferencias en sus funciones bioldgicas. Por tal motivo en el
presente trabajo nos proponemos implementar procedimientos para la obtencién y
purificacién de Sat y Pet. Con respecto a la estructura secundaria de estas proteinas
unicamente ha sido reportada para Pet y no para Sat. Por lo tanto consideramos
conveniente identificar la estructura secundaria de Sat para evidenciar las diferencias o
similitudes de ambas proteinas. Posteriormente, se definira si es posible la estructura

tridimensional de ambas proteasas por cristalografia y difraccion de rayos X.
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3.Hipdtesis

La estructura tridimensional de Pet presenta diferencias con respecto a la de Sat
obtenida por modelaje, 1o que permite entender las diferencias en su actividad
bioldgica.

4. Objetivo General

Conocer la estructura tridimensional por difraccion de rayos X de Pet, la
evaluacion de estructura secundaria y la actividad bioldgica de Sat.

5. Objetivos Particulares

1. Purificar Sat y Pet

2. Evaluar las propiedades biologicas de Sat

3. Analizar la estructura secundaria de Sat

4. Realizar la cristalizacion de Sat y Pet

5. Conocer la estructura tridimensional de Sat y Pet

6. Analizar la estructura tridimensional de Sat y Pet
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6. METODOS
6.1 MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron las clonas de E. coli HB101(pCEFN2) productora de Pet, portadora del
gen pet clonado al plasmido pSPORTI entre los sitios de restriccion mlul y kpnl, con
una mutacion en el sitio catalitico (S2601) y resistencia a ampicilina (Eslava et al. 1998)
y E. coli HB101 (pDG7) portadora del gen de sat clonado de la cepa UPEC CFT073 y
localizado entre los sitios de restriccion Kpn 1/Sac 1 del plasmido pBLUESCRITP SK
(-) con resistencia a ampicilina (Guyer et al. 2000). Previo a la obtencion de las
proteasas (Pet y Sat) se corrobord la pureza e identidad de las cepas, para esto se
cultivaron en gelosa sangre y agar Mac Conkey. Las cepas caracterizadas se
mantuvieron en medio con glicerol a -80°C y en tubos de gelosa especial hasta su

empleo.

6.2 OBTENCION Y PURIFICACION DE PET Y SAT

6.2.1 Expresion. Las condiciones de cultivo e induccion de la expresion de la proteina y
su purificacion fueron desarrolladas de acuerdo al procedimiento descrito por Villaseca
et al. (2000) con algunas modificaciones. De acuerdo a este procedimiento tubos con 5
ml de LB (Luria Bertain), se inocularon de manera independiente con 5 colonias de
cada cepa previamente crecidas en medio LB agar (37°C/18hrs), los tubos se incubaron
durante 5 horas a 37 °C con agitacién continua (250 rpm). De este cultivo se tomé 1 ml
para inocular 1 litro (en un matraz de 2 litros) de medio de autoinduccion sin lactosa
(Studier et al. 2005) adicionado con ampicilina (100 pug/ml) e incubado a 37 °C durante

18 horas con agitacion continua (250 rpm.).

El cultivo se centrifugé a 12,000 g (Sorvall RC5) durante 20 minutos a 4 °C, el
sobrenadante del cultivo se precipitdé con sulfato de amonio a una saturacion de 40 %

(220 g/L), se dej6 en reposo por 4 horas a 4 °C y para recuperar las proteinas
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precipitadas se realizé centrifugacion a 12,000 g (Sorvall RC5) durante 30 minutos a 4
OC. El precipitado obtenido se homogenizé con agua desionizada fria estéril con una
concentracion final de 5 mM de inhibidor PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluoride). Para
eliminar el sulfato de amonio la suspension se dializé primero contra agua desionizada
durante un dia y otro dia mas con buffer Tris-HCL 0.05 My EDTA 0.005 M pH 8.0
(Buffer A) a 4 °C utilizando una membrana con corte de 12-14 kDa (Spectrum labs. CA,
USA). La muestra dializada se colocé en tubos falcon de 50 ml y se centrifugé a 1,865 ¢
(Sorvall RC5) por 10 minutos a 4 °C para recuperar las proteinas precipitadas ¢ para

eliminar las proteinas insolubles.

6.2.2 Cromatografia. El precipitado proteico obtenido se purifico por procedimientos
de cromatografia, para esto una columna de 1.5 cm de diametro por 57 cm de largo se
empacé con la resina de intercambio anionico Q-sepharose (Pharmacia, USA)
equilibrada con 3 volumenes de amortiguador A, posteriormente la muestra se cargo
utilizando 3 volumenes de amortiguador A con un flujo de 1 ml/min obteniendo
fracciones de 5 ml. La elucion se realizé con 2 volimenes de amortiguador B al 25 %
(amortiguador A mas NaCL 0.075 M pH 8.0) y 2 volumenes de amortiguador C

(amortiguador A mas NaCL 0.3 M pH 8.0).

La fraccion obtenida se procesé por cromatografia de intercambio cationico empleando
FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) en columna Mono S HR 5/5 (Pharmacia,
USA). La columna se equilibré con amortiguador D (0.05 M Tris-HCL en 0.01 M de
EDTA pH 6.8) seguido de un gradiente salino utilizando amortiguador E (amortiguador
D mas NaCL 0.3 M pH 6.8) y un flujo de 0.5 ml/min colectando fracciones de 1 ml. El

perfil de elucion se analiz6 empleando una longitud de onda de 280 nm.
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En cada paso del proceso de purificacion, la cantidad de proteina se evalué midiendo la
concentracion de la misma por el micro ensayo en placa del método de Bradford
(Bradford et al. 1976) con lectura a 595 nm de longitud de onda en un
espectrofotometro (Dynatech MR 580), como estandar se utilizé albumina sérica bovina

(BSA).

6.3 ANALISIS DE PROTEINAS

6.3.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). La pureza de las
proteasas en estudio (Pet y Sat), se analizé por SDS-PAGE al 8 % bajo condiciones
desnaturalizantes, con 0.1 % (w/v) de dodecil sulfato de sodio (SDS) en presencia de 3-
mercaptoetanol (Laemli et al. 1979). Las dimensiones del gel fueron de 7 cm x 8 cm
con un espesor de 1.0 mm. Las proteinas se separaron aplicando un voltaje constante de
70 V para el gel concentrador y 100 V para el separador. El corrimiento de las proteinas
se visualizé tifiendo los geles con azul de Coomassie R (Sigma-aldrich, USA). Para
identificar el desplazamiento de las proteinas y considerar el peso molecular
aproximado, se utilizaron proteinas pretefiidas de pesos moleculares conocidos

(Marcador, Bio-Rad, USA).

6.4 SECUENCIACION DE PROTEINAS

Las proteinas separadas por SDS-PAGE, se transfirieron a una membrana de
polyvivylidene fluoride (PVDF) (Bio-Rad, USA) de acuerdo al procedimiento descrito
por Edman P. (1950) y Towbin et al.(1979). La transferencia se realizd utilizando
amortiguador Tris (0.25 % w/v), glicina (1.2 % w/v) y metanol (16.6 % v/v) a 200 mA
constante por 90 minutos. Las bandas correspondientes a los pesos moleculares de Sat y
Pet se cortaron de la membrana y se sometieron al analisis de secuencia con un
secuenciador Porton Beckman 2090-E gas-phase protein sequencer (Dr. Guillermo

Mendoza Hernandez, Departamento de Bioquimica Facultad de Medicina, UNAM).
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6.5 PESO MOLECULAR POR IONIZACION ELECTROSPRAY (ESI)

El peso molecular de la proteina Sat purificada se definié primeramente por separacion
en una columna de fase reversa C8 (Poroshell 2.1 x 150 mm) y posteriormente por
analisis de la muestra en un espectrometro ultra masa LTQ-FT (Thermo) utilizando un
gradiente de acetonitrilo (ACN) 10 %-60% con acido formico 0.1 % en un periodo de

tiempo de 15 minutos (Aguirre et al. 2011).

6.6 PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES EN CONEJO

La fraccidn de proteinas obtenida por SDS-PAGE con peso de aproximadamente 105
kDa, se cortd y se mezclo con adyuvante incompleto de Freund hasta obtener una
suspension homogénea (Villaseca et al. 2000). Se inoculé 1 ml de esta suspension por
via intradérmica a conejos Nueva Zelanda administrando una dosis cada 15 dias. En
total se aplicaron 5 dosis, antes de la primera y dltima inmunizacion se tomaron
muestras de sangre (10 ml) para tener un suero preinmune y evaluar la respuesta de los
sueros contra Sat respectivamente. En caso de presentar titulos altos de anticuerpos,
previa anestesia los conejos se sangraron a blanco. La sangre obtenida se dejo coagular
por 1 hora a 37°C, el suero se separé por centrifugacion a 2,000 g (Sorvall RT 6000D)

por 15 minutos a 4°C y se almacen6 en alicuotas de 1 ml a -20 °C hasta su uso.

6.7 WESTERN BLOT

Las proteinas separadas por SDS-PAGE, se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa (Bio-Rad, USA) de acuerdo al procedimiento descrito por Towbin et al.
(1979). La transferencia se realiz6 utilizando amortiguador Tris (0.25 % wi/v), glicina
(1.2 % wi/v) y metanol (16.6 % v/v) a 200 mA constante por 90 minutos. La eficiencia
de la transferencia se analizd con una tincion reversible, utilizando rojo de Ponceau
(0.01 %). Una vez corroborada la presencia de proteinas, la membrana se destifié con

PBS. Los espacios libres se bloquearon con leche descremada al 5 % en PBS (PBS-L),
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por 1 hora a temperatura ambiente con agitacion constante. Para evaluar la respuesta de
los anticuerpos previamente obtenidos, la membrana se lavo 3 veces con PBS-Tween 5
% (5 min c/u), posteriormente las membranas se incubaron con el suero diluido 1:300
en PBS-L por 1 hora a temperatura ambiente en agitacion constante. La respuesta se
visualizo al incubar la membrana con anti-lgG de conejo obtenida en cabra conjugado
con fosfatasa alcalina (Zymed, USA) a una dilucion de 1:3500 en PBS-L. La reaccion
se hizo evidente agregando BCIP/NBT (Sigma-Aldrich, USA) y se detuvo con agua

corriente.

6.8 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE SAT
6.8.1 Actividad proteolitica sobre caseina marcada

El perfil de actividad proteolitica de Sat se analizd utilizando como sustrato Caseina
marcada (Sigma Aldrich), alicuotas de Sat purificada fueron equilibradas por dialisis
toda la noche en buffer universal (Perrin D. 1974), en un intervalo de pH 3-10 a 4°C, se
mezclaron 3 ug de Sat con 20 pl de caseina marcada en un volumen de reaccion de 50
ul a 37°C. La actividad fue medida en un fluorometro Ollis (On line Instrument system,

Inc) después de 24 horas de incubacion (Cleeman and Karuso 2008).

7.2 Actividad Proteolitica de Sat Sobre Proteinas de Membranas

La degradacion de espectrina se realizo utilizando el procedimiento descrito
previamente por Villaseca et al. (2000). Brevemente, 25 ml de sangre de carnero fueron
lavados 3 veces con PBS, los eritrocitos se resuspendieron en solucién isotonica de
amortiguador de fosfatos de sodio (310 mosM) y se lavaron tres veces con el mismo
amortiguador. El paquete celular se obtuvo por centrifugacion a 1,000 g por 10 minutos
(Sorvall RT 6000D). Finalmente los eritrocitos obtenidos de la ultima centrifugacion se

incubaron en solucién hipoténica de fosfatos de sodio (20 mosM) por 10 min, a 4 °C.
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Las celulas tratadas con la solucion de fosfatos de sodio referida previamente, se
centrifugaron a 20,000 g por 40 min a 4 °C (Sorvall RC 5B plus), las membranas
celulares que se depositaron en el fondo del tubo se resuspendieron y lavaron tres veces
con el mismo amortiguador. Finalmente se recuperaron por centrifugacion (20 min) en
las mismas condiciones (20,000 g 4°C). Las membranas obtenidas en esta Ultima
centrifugacion se resuspendieron en el minimo volumen posible en solucién hipotonica.
La concentracion de proteinas se determino por el método de Bradford et al. (1976) de

acuerdo a lo previamente mencionado y se congelaron a -70°C hasta su uso.

Para evaluar la actividad de Sat sobre las proteinas de membranas celulares de los
eritrocitos de carnero, se prepar6 una mezcla con 5 pg de Sat purificada y 10 pg de las
proteinas de membranas de eritrocitos. El ensayo se realizo a diferentes tiempos (0, 3, 6,
9, 12 y 24 horas) incubando la mezcla a 37°C, como control negativo se utilizaron 10
ug de proteinas de membranas de eritrocitos en un volumen final de 100 pl, incubadas a
37°C durante 24 horas sin agitacion. Como control positivo se utilizaron proteinas de
membranas de eritrocitos (10 ug) que se incubaron con 5 ug de la proteina Pet, como
en los casos anteriores la mezcla se incubo sin agitacion a 37°C durante 12 horas. En el
ensayo se incluyé una muestra que contenia 5 ug de Sat, 10 ug de membranas de
eritrocitos y PMSF en concentracion final de 5 mM, la preparacién se incubd de
acuerdo a lo previamente descrito y la reaccion se detuvo adicionando 1 pl
amortiguador Leamli (5X). Las muestras se conservaron a 4 °C hasta su analisis por
SDS-PAGE, el volumen final en todas las reacciones fue de 100 ul en medio RPMI

(Roswell Park Memorial Institute) estéril, a 37°C sin agitacion.

6.8.3 Induccidn de la Quimiotaxis

A partir de 10 ml de sangre periférica obtenida de donadores sanos y diluidos en dos

volumenes de PBS, se obtuvieron las células mononucleares (MN). La muestra de
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sangre diluida, se le agregaron 4 ml de un gradiente de Ficoll (§=1.077 Sigma-Aldrich
USA). Las muestras se centrifugaron (500 g, 30 min, 18°C) y las células que se
localizaban en la interfaz del gradiente (MN) se colectaron y lavaron tres veces con
solucion Gey’s (NaCL, Na;HPO,4, KH,PO,4, KCL, NaHCO3;, MgSO,, 7H,0, MgCL,, 6
-H>0, CaCL,, Glucosa, Albamina, pH 7.0). Las células obtenidas se diluyeron en 2 ml
de la misma solucio Gey’s, la cuantificacion de las células se realizd en una cdmara de
Neubauer colocando 100 pul de las células diluidas 1:1000 en solucién Gey’s tefiidas con

azul de tripano.

Para el ensayo de quimiotaxis se utilizaron cAmaras de Boyden de doble filtro (Neuro-
Probe Inc, Gaithersburg MD, USA), para la porcion superior de la camara se utilizé un
filtro de policarbonato con poro de 5 um (Neuro-Probe Inc, Gaithersburg MD, USA).
En la parte inferior que funciona como receptora de las células migratoras, se utilizo una
membrana de nitrato de celulosa con poro de 8 um (Sartorius Stedim biotech. Aubagne
Cedex, Fance). Se preparé una suspension de 5x10° MN en solucién Gey’s-Albimina
(500 ul), dicha suspension se depositd en la parte superior de la cdmara y en la parte

inferior de la misma se inocularon 2.5 ug de Sat purificada.

Como control positivo se utilizé suero activado con zimosan (SAZ) y como control
negativo la solucién Gey’s. Las camaras se incubaron 90 min a 37°C en una atmésfera
de CO; (5 %), después de este tiempo se desmontaron y los filtros fueron removidos.
Las células que se unieron al filtro de la camara baja se fijaron con etanol al 80 % (v/v),
se tifieron con hematoxicilina-eosina y se fijaron a un porta objeto con resina sintética

60 % diluida en xilol (v/v).

La migracion de células MN se evaluo por inspeccion visual utilizando microscopio de

luz a 400X. Se contaron diez campos por filtro y la movilidad se calcul6 por el nimero
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de células que migraron a la camara baja. Las lecturas se hicieron por 3 observadores y

el ensayo se realizé por duplicado, en experimentos por separado (Moraleset al. 2006).

6.9 ANALISIS ESTRUCTURAL DE SATY PET
6.9.1 Dicroismo circular

Se realizé el andlisis del comportamiento de la estructura secundaria de la proteina Sat a
diferentes temperaturas. La determinacion de la estructura secundaria de Sat se realizo
utilizando proteina purificada a una concentracion de 0.253 mg/ml en amortiguador
glicina 20 mM, NaF 0.075 mM pH 9.0 en el intervalo espectrofotométrico del UV
lejano (190-250 nm), realizando 10 anélisis a una velocidad de 50 nm/min a 4°C. El
segundo analisis se realiz6 con una muestra de proteina Sat a una concentracion de 2.6
mg/ml equilibrada por dialisis en buffer de Glicina-NaF 10 mM pH 9.0 Se analizé la
perdida de conformacion estructural incrementando gradualmente la temperatura desde
10°C hasta 100°C, tomando 2 minutos para equilibrar entre cada temperatura antes de la
medicion y un promedio de 3 barridos a 218 nm, de igual manera la misma muestra fue

enfriada de 100°C hasta 10°C para evaluar el fenémeno de renaturalizacién de Sat.

El analisis se desarrollé utilizando una cubeta rectangular de cuarzo de 0.1 cm. en un
espectropolarimetro J-710 (Jasco Coorp.). Los resultados en grados de elipticidad
fueron convertidos a elipticidad molar, usando la formula (6)= Oaps/Cnresl, donde B,ps €S
la medicion de elipticidad en miligrados, ¢ es la concentracion molar de la proteina, Nres
es el numero de residuos en la proteina y | la longitud de la cuveta en milimetros. Los
datos obtenidos en ambos experimentos se analizaron utilizando los programas
CONTILL y CDSSTR en CDPRO software (Provencher & Glockner 1981; Jhonson

W.et al. 1999).
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6.9.2 Cristalografia

Las pruebas de cristalizacion se realizaron utilizando proteina con un nivel de pureza
mayor al 95 %. En el caso de Sat los ensayos de cristalizacion se desarrollaron
utilizando el método de difusién de vapor por gota colgante a temperaturas de 4°C y
18°C, y gota sedente a 18°C empleando los Kit de cristalizacién comerciales (Crystal
screen I, crystal screen Il, crystal screen cryo y PEG/lon Screen.) de la marca Hamptom
Research. EIl volumen de la gota fue de 2 ul, 1 ul de la solucién de proteinay 1 ul de la

solucion empleada para la cristalizacion, 900 ul de reservorio fueron empleados.

La cristalizacion de Pet se llevé a cabo por el método de gota sedente a 18°C utilizando
los Kit de cristalizacion comerciales (Index screen y PEG/lon screen |y 11) (Hampton
Research). EI volumen de la gota fue de 2 ul, 1 ul de la solucion de proteinay 1 ul de la
solucion empleada para la cristalizacion, 100 ul de reservorio fueron empleados. Las

placas de cristalizacion fueron observadas periodicamente.

6.9.3 Difraccion de rayos X

Los ensayos de difraccion con cristales de Sat se realizaron con un difractometro de
rayos X (Rigaku Microfocus Rotating Anode, X Ray generator MicroMax 007HF)
(Instituto de quimica, UNAM), asi como en el National Synchrotron Light Source

(NSLS) del laboratorio nacional Brookhaven (Long island, USA) en la estacion X6A.

En el caso de los cristales de Pet, fueron sometidos a experimentos de difraccion en el
advanced photon source (APS), Argonne (Chicago USA), en la estacion 21-1D-F. Para
la coleccion de datos se utilizo un detector CCD Mar 225, con un segundo de
expocision y un grado de oscilacion por imagen, la longitud de onda utilizada para la
difraccion fue de 0.9787 A. Los datos fueron integrados en el programa XDS (Kabasch
W. et al.2010) y escalados por Scala de la plataforma ccp4i (Winn M. et al. 2011). La

unidad celular fue asignada con el grupo espacial ortorrombico P2;2,2; por el programa
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pointless (Langer G. et al. 2008). La solucion para el reemplazo molecular inicial fue
realizado por el programa de reconstruccion ARP/WARP (Adams P. et al.2010) y
phenix (Schroder et al. 2010). Finalmente el refinamiento estructural se realizé con el
programa DEN (Brunger A. et al. 1998) con la version de phenix y CNS 1.3 (Brunger

A. etal. 2012).

6.9.4 Determinacion de estructura tridimensional de Sat por bioinformatica

La estructura tridimensional de Pet (PDB No. 40M9) fue utilizada como templado para
obtener un modelo de la estructura de Sat usando el servidor predictor de estructuras
EsyPred3D (Lambert et al. 2002) que se encuentra en la pagina de internet EXPASYy. EI
dominio pasajero de Saty el dominio pasajero de Pet comparten un 71% de identidad y
un 76 % de similitud. Iméagenes del modelo estructural fueron generadas con el uso de

MacPymol.
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7 RESULTADOS

7.1 Purificacion. El procedimiento de purificacion de las proteinas (Pet y Sat)
utilizando la columna de Q-sepharosa, dio buenos resultados ya que permitio recuperar
ambas proteinas. Estas eluyeron en la segunda fraccion (Figura 8A), aunque, con
algunas proteinas de bajo peso molecular como contaminantes. La purificacion
definitiva se obtuvo después de aplicar la cromatografia en columna Mono S HR 5/5 en
un sistema FPLC. En esta las proteinas se retuvieron en la matriz de la columna y

fueron liberadas aumentando la fuerza ionica (Figura 8B).

Después de realizar SDS-PAGE, se observd la presencia de una fraccion Unica que de
acuerdo al marcador estandar se podia considerar que se trataba de las proteinas Sat
(Figura 9A) y Pet (Figura 10A/B) de aproximadamente 105 y 104 KDa
respectivamente. Para confirmar la identidad de ambas proteinas, se realizd un ensayo
de Western blot utilizando anticuerpos policlonales de conejo especificos (anti-Sat y
anti-Pet). En dicho ensayo se identificO respuesta especifica con cada uno de los
anticuerpos, con las fracciones de 105 y 104 KDa correspondientes a Sat y Pet

respectivamente (Figs. 9B y 10C).
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Figura 8. A) Cromatografia de intercambio aniénico. Empleando Q-sepharosa las proteinas Sat y Pet mostraron un
mismo perfil de elucién, logrando recuperar ambas proteinas en el segundo pico de elucién. B) Cromatografia de
intercambio catidnico. Para este paso de purificacion se utilizé resina Mono S, a pH 6.5, las proteinas se liberaron en

el segundo pico de la grafica.

A
250 kDa

130 kDa
95 kDa

72

36

B

< <105 kDa Sat

Figura 9. Andlisis de las fracciones de Sat obtenidas por cromatografia. A) SDS-PAGE 8 %. Carril 1, Marcador de
peso molecular con proteinas estandar, carril 2, muestra del extracto crudo de Sat obtenido después de la
precipitacion con sulfato de amonio, carril 3, Sat después de la cromatografia de intercambio catiénico (Mono S). B)
Western-blot, la proteina se desafié contra anticuerpos anti-Sat de conejo, se observa reaccién contra la banda de 104

KDa correspondiente a Sat.
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Figura 10. Analisis por SDS-PAGE (8%) de las fracciones de Pet obtenidas por Cromatografia. A) Cromatografia
con Q-sepharose; Carriles: 1) Masas moleculares de proteinas estandar en KDa; 2) Extracto crudo de Pet obtenido
después del proceso de precipitacion con sulfato de amonio; 3-10) Fracciones obtenidas en el segundo pico de la
cromatografia. (B) Cromatografia en Mono S; Carriles: 1) Masas moleculares de proteinas estandar en KDa; 2-10)
Fracciones obtenidas en el segundo pico de la cromatografia. (C) Western-blot utilizando anticuerpos de conejo anti-
Pet; Reaccion contra la fraccion de 108 KDa.

7.2 SECUENCIACION

7.2.1 Degradacion de Edman. La identidad de ambas proteinas se confirmé al obtener
la secuencia de aminoacidos de la parte N-terminal por el método de degradacion de
edman. Los resultados mostraron las secuencias ANNIDISNVXA vy
ANIMDISKAWARDYLDLAQN con una identidad del 100 % respecto a las

secuencias reportadas previamente (Eslava et al. 1998; Guyer et al. 2000).

7.2.2 Peso Molecular de Sat.

Con el procedimiento de andlisis de las masas se definié el peso molecular real de Sat,
para esto cada uno de los picos que se obtuvieron en el ensayo se analizaron utilizando
el software XtractAll (Thermo) por deconvolucién de los picos (Figura 11). Al respecto
se encontr6 que Sat tiene un Peso molecular de 104.7 kDa, el cual esta muy cercano al

de Pet que es de 104.2 kDa (Eslava et al. 1998).
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Figura. 11. Peso molecular de Sat definido por ionizacion en electrospray. Se analizaron diferentes muestras de Sat
purificada y liofilizada, el pico de 104871.1 Da corresponde a la masa de la proteina.

7.3 Actividad proteolitica de Sat sobre la caseina

Se analizd la actividad proteolitica de Sat sobre la caseina bajo diferentes valores de pH,
aunque, se observo actividad degradante en todos los pH utilizados, sin embargo, la

mayor actividad se identifico bajo condiciones basicas (Fig. 12).
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Figura 12. Efecto proteolitico de Sat sobre la caseina marcada. La actividad proteolitica de Sat se presenta en los
diferentes pH utilizados en el ensayo a temperatura ambiente, sin embargo, la mayor actividad se identifica a pH 9, lo
cual sugiere que la proteina posee las caracteristicas necesarias para poder llevar a cabo su actividad proteolitica en
los distintos nichos que ha sido descrita como un factor de virulencia importante para las bacterias que la secretan.

7.4 Accidn proteolitica de Sat sobre proteinas de membrana del eritrocito

El analisis de la actividad de Sat sobre proteinas de membranas de eritrocitos de carnero
mostré degradacion sobre las de proteinas con pesos de 240 y 220 kDa, correspondiente
a las cadenas a y R de la espectrina. En el ensayo se identifica que se forman dos
subproductos de la degradacion, esto se pudo constatar al analizar los productos de las
reacciones en SDS-PAGE al 6 % (Fig. 13A). Al realizar una cinética de degradacion de
la fodrina por Western-blot se observé que la actividad proteolitica inicia después de las
3 horas de incubacion, durante este periodo aparece un subproducto de 150 KDay a las
6 horas se identifica uno més de 120 KDa. La identidad de ambos subproductos se
confirmd utilizando anticuerpos anti espectrina, en este ensayo se identifico que la

reaccion de los anticuerpos fue mas intensa con el subproduto de 150 KDa (Fig. 13B).
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Figura 13. A) SDS-PAGE 6 %, Andlisis de la actividad proteolitica in vitro de Sat. Se evalu6 la actividad de Sat
sobre membranas de eritrocitos de carnero; 1) Sat, 2) Fodrina, 3) membrana celular mas de Sat a las 12 horas de
incubacion con inhibidor de proteasas PMSF, 4) membranas celulares mas Sat a 0 horas de incubacion, 5-9
membranas celulares mas Sat a 3, 6, 9, 12 y 24 horas de incubacién, 10) membrana celular mas pet a 12 horas de
incubacion.se observa la aparicion de dos bandas (120 y 150 KDa) correspondientes a la degradacién de las cadenas
a 'y B de espectrina (220 y 240 KDa). B) Western blot, Lo anterior se corrobor6 por inmunotransferencia utilizando
anticuerpos especificos para las cadenas a y R de la espectrina, donde se puede observar el reconocimiento de las dos
bandas de 120 y 150 KDa desde las 3 horas de reaccién. Cada una de las bandas de la figura 13 B corresponden a; 1-
6 membrana celular mas Sat a 0, 3, 6, 9, 12 y 24 horas de incubacion respectivamente. En todas las reacciénes se
utilizé 10 ug de membrana celular de eritrocito de carnero y 5 ug de Proteasa, en el caso del inhibidor se empleo a
una concentracion final de 5 mM, el volumen de reaccion se llevo a 10 pl utilizando medio RMSD esteril, la
incubacién se realizé a 37 °C.

7.5 Actividad quimioatractante de Sat sobre células monocucleares (MN).

En estudios recientes se mostré que algunas SPATES poseen propiedades para estimular
células relacionadas en la respuesta inflamatoria (Eslava et al, 1993, 2003; Sainz et al,

2000), y que dicho efecto no estd relacionado con el motivo de serina proteasa
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(GDSGSG). Aqui analizamos la capacidad de Sat para estimular la migracion de células
mononucleares (MN) en camaras Boyden de doble filtro. Tomando como referencia el
efecto observado por Zymosan (control positivo), usando Sat a una concentracién de 2.5
ug/ml se encontrd que estimula a las células mononucleares inclusive induciendo un

efecto mayor al mostrado por el control positivo (Fig. 14).
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Figura 14. Ensayo de actividad quimioatractacte de Sat sobre células mononucleares (MN). EI movimiento de células
mononucleares (MN) inducido por Sat (quimiotaxis) se analizé en un ensayo de camara de Boyden. Se utilizaron
suero activado con zimosan (ZAS) y solucién Gey’s como controles positivo y negativo respectivamente. La
actividad quimioatractante se determino por la cuenta de células mononucleares en 10 campos con la ayuda de un
microscopio optico (100X) y se promediaron las cuentas de 3 observadores distintos. Sat a una concentracion de 2.5
ng/l mostré tener mayor capacidad de activar la migracion de MN comparado con la actividad que mostrd ZAS. La
parte superior de las barras (rojo) representa la desviacion estandar.

El analisis de las imagenes de los controles negativo y positivo muestran como en el
control negativo (solucion Gey’s) las células MN no migraron (Fig. 15A). Sin embargo,
cuando se evalu6 el efecto sobre la migracién de MN utilizando zimosan (Fig. 15B) y
Sat (Fig. 15C), se aprecia un gran namero de células. Este ensayo sugiere que Sat activa
moléculas relacionadas con la inflamacién durante la infeccion de la bacteria en el

hospedero.
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A) Control negativo B) Control positivo
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Figura 15. Membrana de nitrato de celulosa con poro de 8 um, tefiidas con hematoxicilina-eosina y obervadas a
400X con un microscopio éptico. Se observa que Sat activa la migracion de MN en proporcién mayor a la que induce
el Zimosan.

7.6 ANALISIS ESTRUCTURAL DE PET Y SAT

7.6.1 Estructura secundaria de Sat. El ensayo de dicroismo circular utilizando UV-
lejano (190-250 nm) mostrd que Sat posee una estructura secundaria que corresponde a
una proteina globular o/p con alta composicion en hojas B, con un registro minimo a
218 nm y un méximo 195 nm (Fig 16). En el procedimiento ademas, se identifico que
Sat posee 7.32 % de hélices o, 37.02 % en hojas B, 21.4 % de giros y 33.66 % de

conformacion aleatoria o secuencia sin estructura secundaria.

Al realizar el anélisis de fusién de la proteina con temperaturas de 10 a 100 °C, se

observo en el espectro obtenido que Sat retiene algo de elipticidad negativa a 218 nmy

68



pérdida de la conformacién de manera significativa después de 60 °C. Por otro lado al
realizar el enfriamiento gradual de la proteina (100 °C a 10 °C), se hizo evidente que el
proceso de desnaturalizacion de la proteina es irreversible ya que no registro alguna

sefial que sugiera su re- naturalizacion (Fig. 17).
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Figura 16. Espectro de Dicroismo Circular. Analisis de la estructura secundaria de Sat a 25 °C y pH 9.0 en el espectro
de 190-250 nm. De acuerdo a la grafica el maximo es de aproximadamente 195 nm y el minimo de 218 nm, lo cual
sugiere que Sat es una proteina con alto porcentaje en hojas .

69



500

0 4 000600066006066606006006000000006000000000060000600000060000060000060000063000600000000000
-500 -
2~ -1000 A
Mo
g 1o T
- - ()
£ -1500 &
~ 1 o
L[]
E -2000 K
o
2 -
T, -2500 - o
z - oo
. -3000 o
..
- .'...
-3500 - '.......-““"
) E M
-4000 . : . : . : . : .
0 20 40 60 80 100

Temperature (0C)

Figura 17. Analisis de la estabilidad térmica de la proteina. Sat se someti6 al efecto de la temperaturas en un rango
de 0-100 °C (azul) a 218 nm, el resultado mostrd la pérdida gradual de la conformacién de acuerdo a los cambios en
la sefial obtenida a medida que se incrementaba la temperatura con pérdida de la conformacion significativa después
de los 60 °C. Este analisis sugiere que el cambio conformacional es irreversible ya que al enfriar de 100-0 °C (verde)
no se registraron sefiales que sugieran la re-naturalizacion de la proteina.

7.7 Cristalizacion de Sat y Pet

La cristalizacion de Sat se realizé por la técnica de gota sedente en placas de 96 pozos
utilizando 7mg/ml de proteina, durante 3 semanas de incubacion a 18 °C, utilizando
como solucion de cristalizacion sulfato de magnesio hidratado 0.6 M, sodium-HEPES
0.1 M 2-methyl-2,4 pentanodiol 4 % pH 7.5 (Fig. 18). Para el andlisis de difraccion los
cristales se crioprotegieron con la solucion madre en donde cristalizaron, aumentando el
porcentaje de 2-methyl-2,4-pentanodiol al 25 %. Por otro lado la cristalizacion de Pet se
obtuvo utilizando una concentracion de 13 mg/ml en la condicion de prolina 0.2 M,

HEPES 0.1 M (pH 7.5), 10 % w/v PEG 3350 en un tiempo de incubacién de 3 semanas a 18
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°C (Fig. 19). Para los ensayos de difraccion los cristales se crio-protegieron utilizando la

solucion donde cristalizaron, adicionada con glicerol al 25 %.

Figura 18. Cristales de Sat obtenidos en la condicion sulfato de magnesio hidratado 0.6 M, sodium-HEPES 0.1 M pH
7.5, 2-methyl-2,4 pentanodiol 4 %. Para los experimentos de difraccion los cristales se crioprotegieron en nitrégeno
liquido utilizando la misma solucién de cristalizacion adicionada con 25 % de glycerol. Los cristales fueron
obervados periédicamente con la ayuda de un microscopio Zeiss (10X).

Figura 19. Cristales de Pet obtenidos en la condicion prolina 0.2 M, HEPES 0.1 M (pH 7.5), 10 % w/v PEG 3350.
Para los experimentos de difraccion los cristales se crioprotegieron en nitrégeno liquido utilizando la misma solucién
de cristalizacion adicionada con 25 % de glicerol. Los cristales fueron obervados periédicamente con la ayuda de un
microscopio Zeiss (10X).



7.8 Experimentos de difraccion

Los patrones de difraccion obtenidos sugieren que la naturaleza de los cristales de Sat
obtenidos bajo las condiciones ya descritas es anomala y que su geometria interna no es
la adecuada (Fig. 20). Por tal motivo se realizaron nuevos ensayos para mejorar la
calidad de los cristales, modificando condiciones previas de cristalizacion como
temperatura y concentracion de proteina. Los cristales obtenidos bajo las nuevas
condiciones, se sometieron a ensayos de difraccion en los sincrotrones Brookhaven
National laboratory (Long Island, USA) y advanced photon source (APS), Argonne
(Chicago USA). Los resultados al respecto no fueron satisfactorios ya que la calidad de

difraccion de los cristales de Sat no mejoro.

Con relacion a la difraccion obtenida de los cristales obtenidos de la proteina Pet esta
fue satisfactoria (fig. 21), se obtuvieron en total 250 imagenes (frames), las que se
utilizaron para el analisis informatico que finalmente permitié la obtencion de la
densidad electronica de la proteina y proceder a la construccion del modelo

tridimensional de Pet y su refinamiento final.
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Figura 20. Patron de difraccion utilizando los cristales obtenidos en la condicion sulfato de magnesio hidratado 0.6
M, sodium-HEPES 0.1 M pH 7.5, 2-methyl-2,4 pentanodiol 4 %., se puede observar la mala capacidad de difraccion
de los cristales analizados, indicando principalmente que la geometria de los cristales no es la adecuada para aspirar a
obtener informacién que ayude a determinar su estructura.

Figura 21. Patron de difraccion con los cristales de Pet obtenidos en la condicién; prolina 0.2 M, HEPES 0.1 M (pH
7.5), 10 % w/v PEG 3350. Los cristales como se puede observar ofrecieron una buana capacidad de difraccion en las
condiciones mencionadas, se obtuvieron 250 frames que se utilizaron para la determinacion de la densidad
electronica y resolver la primera estructura tridimensional de Pet por cristalografia.

73



7.9 Construccion de la estructura tridimensional de Pet

El dominio pasajero de Pet se extiende desde el residuo 1 de la parte amino terminal
hasta el residuo 963 (con un total de 931 residuos asignados) en la parte C-terminal
(Fig. 22). Se encontro sélo una molécula del dominio pasajero de Pet dentro de la
unidad asimétrica, las longitudes de la unidad celular fueron determinadas como; o=
77.76A B = 95.93 A y 0=164.87 A en el grupo espacial ortorrémbico P2;2:2; El
contenido de solvente se calculd en un 58.4 % correspondiente a un coeficiente de
Matthwes de 2.96 (Matthews B.et al. 1968). El grafico de ramachandran muestra que
un 87 % de los residuos caen en regiones favorables, asi mismo no muestra residuos en
regiones no permitidas. EI modelo estructural fue refinado hasta alcanzar un
R/Rfree=0.22/0.263 con un maximo de resolucion de 2.3 A. En la tabla 2 se muestra un
resumen con las caracteristicas de la coleccién de datos y refinamiento. EI modelo final
y los factores estructurales han sido depositados en el sitio Protein Data Bank con el

codigo 40MO.
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Tabla 2. Estadisticas de la coleccion de datos obtenidos en APS. linea 21-1D-F. Los nimeros en

parentésis refieren los valores de mayor resolucion.

Pet protein from E.coli

Wavelength (A) 0.9787
Resolution range (A) 41.46-2.3
Space group P2,2,2,

Unit Cell length (A)

77.76 95.93 164.87

Total Reflections 1,330,454(166,646)
Unique Reflections 55340(5472)
Multiplicity 25.0(22.0)
Completeness (%) 99.6(99.96)
Mean 1/a(1) 69.28(4.52)
CCio 0.901(0.83)
R-work 0.22(0.287)
R-free 0.263(0.325)
Number of atoms 7591
Water molecules 543
Protein Residues 931
RMS’ (bonds) A 0.008
RMS’ (angles) deg 1.14
Ramachandran* favored (%) 87
Ramachandran* Outliers (%) 2.7
Clashscore (MolProbity) 13.1
Average B-factor * A? 59

* CCyy, es el coeficiente pearson calculado segun lo descrito por Karplus & Diederichs (2012).




7.9.1 Estructura del dominio pasajero de Pet

La estructura completa del dominio pasajero de Pet es mostrado en la figura 22A. La
caracteristica mas sobresaliente es la estructura helicoidal-B de giro derecho (verde). La
estructura muestra tres dominios largos y dos subdominios, interrumpiendo el dominio C-
terminal de la estructura helicoidal-R. Los tres dominios largos consisten en; el dominio
serina proteasa ubicado en la parte N-terminal (Azul), un conector hélice-o. (Amarillo) y el
dominio caracteristico hélice-R el cual consiste en un arreglo helicoidal por segmentos
alternados de hojas R-loops-hojas B (verde). En dos puntos la hélice-R se interrumpe,
primero por un motivo helicoidal-a (rojo) y una hoja-# (rosa) (Fig. 22B). La mayoria de las
partes que comprenden el dominio pasajero de Pet se encuentran en plegamiento estructural
ordenado, lo anterior indica que la proteina esta en una conformacién estable. El
relativamente alto valor del factor-B de 59 es debido a la flexibilidad de la parte C-terminal
del dominio pasajero de Pet, esto se ilustra de manera puntual en la representacion en “B-
Putty” (Figura 22C), observaciones similares han sido reportadas para la proteina EspP
(Pdb 3SZE) (Khan S. et al. 2011).

La calidad de la estructura puede ser apreciada desde la representacion del conector hélice-a
entre el subdominio serina protease y el tallo helicoidal-B (Fig. 23A superior izquierda).
Una superposicion de la estructura conocida de EspP (3SZE) con la nueva estructura del
dominio pasajero de Pet resulta en un RMSD de 1.31 A. Mientras que el plegamiento de
ambas proteinas es similar, la superposicion (Figura 23B superior derecha) revela en un
acercamiento (Figura 24) e identifica importantes diferencias en dos regiones del dominio
serine proteasa entre los dominios pasajeros de EspP y Pet. Mientras Pet contiene hojas-3
plegadas en la secuencia que corresponde a los residuos 181-190, el correspondiente
dominio estructural en EspP consiste en un bucle en espiral (Figura 24 A). Por otro lado, el
dominio pasajero de Pet muestra hojas-B mas pronunciadas entre los residuos 135-143

comparado con la estructura de EspP (Figura 24 B).
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Figura 22. A 'y B) modelo del dominio pasajero de Pet (PDB 40M9) con los 5 subdominios, el dominio serina
protease (azul), conector hélice-a (Amarillo), dominio hélice-p (verde), estos subdominios estan interrumpidos por un
estabilizador Hélice- o (rojo) y un espaciador de hoja- B plegado (purpura). En A el subdominio en verde se muestra
en su maxima longitud. Por otro lado en B se muestra con un giro hacia atras de 90 ° donde se presentan los
subdominios mas pequefios.

C) representacion B-putty de la estructura para ilustrar la distribucién relativa del factor-B en el dominio pasajero de
Pet. Factor-B bajos (azul) y factor-B alto (rojo) son representados en diferentes modalidades de la cadena C-alfa.
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Figura 23. Comparacion entre la estructura de Pet, determinada en este trabajo (A superior izquierda) y la estructura
resuelta mas cercana (PDB 3SZE) de la proteina EspP en purpura (A superior derecha). EI mapa de densidad
electronica mostrada en la parte inferior sefiala el conector hélice-a (amarillo) entre el subdominio de serina proteasa
(azul) y el subdominio helicoidal B (verde). EI modelo es representado en estilo “cartoon”. En la parte inferior
derecha el mismo mapa de densidad electronica se muestra con la proteina como “stick model”. El nivel de contorno
es a 1.5 o para los mapas de densidad electrénica 2F,-Fc.
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Figura 24. Diferencias entre el dominio pasajero de Pet y la region proteolitica de EspP. Un bucle en espiral en EspP
(A) y mas hojas- p pronunciadas entre los residuos 135-143 (B). La estructura de Pet es representada en azul
(subdominio serina proteasa) y amarillo (hélice) comparado con su homdlogo mas cercano EspP (PDB 3SZE)
mostrado en naranja.
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8. Modelo estructural de Sat por computadora

La alternativa de obtener modelos esrtucturales por computadora ha sido utilizada en
trabajos anteriores (Scaglione et al. 2008), en este trabajo se utilizo la estructura de Pet
para obtener informacion estructural de Sat a partir de su secuencia. Se encontrd que
ambas proteinas adoptan una estructura muy similar, con plegamientos en sus dominios
muy conservados (Fig. 25A), ademas la superposicion de ambas proteinas nos revela
como pudieran estar arreglados en el espacio tridimensional correspondientes a los
ultimos residuos (795-963) los cuales no pudieron ser asignados en el caso de la
estructura de Pet por falta de densidad electronica (Fig. 25B). De igual manera se puede
observar que subdominios que sobresalen del dominio C-terminal o translocador, como
los que se muestran en la figura 25C (residuos 517-577) en ambas proteinas, adoptan
estruturas secundarias muy parecidas. Asi mismo, esta similitud se puede obervar en la
parte N-terminal o dominio globular (Fig. 25D), en donde los residuos que componen el
sitio catalitico de ambas proteinas adoptan un espacio y una orientacion muy similar

(Fig. 25E).
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Figura 25. Diferencias entre el modelo de Pet (Azul) obtenido por cristalografia y el modelo por computadora
obternido de Sat (verde). A) Superpocision de la estructura de Pet por cristalografiay el modelo de Sat por
computadora. B) la parte C-terminal de pet se observa sin estructura secundaria debido a que no fue posible
determinar la densidad electronica a partir de los datos de difraccién, indicando que es una regién en constante
movimiento, al respecto el modelo de Sat nos sugiere como pudiera ser la conformacién estructural de esta porcion
en ambas proteinas, pues como se puede observar siguen el mismo patrén de empaquetamiento. C), el subdominio
helicoidal-# o translocador del dominio pasajero de ambas proteinas adopta una estructura muy similar, de acuerdo a
lo decrito en otros trabajos. D) El subdominio globular es donde se encuentra el sitio catalitico de la proteina, al
respecto podemos observar al igual que el resto de la proteina que adoptan el mismo plegamiento, asi mismo se puede
observar en la figura E), una posicion y orientacion muy similar en los residuos que componen el sitio catalitica de
ambas proteinas.
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9. DISCUSION

Las SPATE’s son proteinas elaboradas por diferentes integrantes de la familia
enterobacteriaceae entre las que se incluyen Shigella y los diferentes patotipos de E. coli
(Ruy-Pérez y Nataro 2013). Se han definido como factores de virulencia de estas
bacterias y participan de manera importante en la patogénesis de las diferentes
alteraciones que ocasionan durante la infeccion (Henderson y Nataro 2001). Pet, es una
proteina de alto peso molecular (104 kD) obtenida a partir del sobrenadante del cultivo
de la cepa EAEC 042, aislada de un nifio con diarrea de Per( y se le han atribuido

efectos como citotdxico y citopatico sobre células en cultivo (Eslava et al. 1998).

Sat otra proteasa integrante de las SPATES, aunque, inicialmente descrita en cepas de
Escherichia coli uropatogenas por Mobley et al. (2000); posteriormente fue propuesta
como factor de virulencia para otros grupos de bacterias como Escherichia coli
enteroagregativa (EAEC), Escherichia coli de adherencia difusa (DAEC) asi como
también en Shigella flexneri (Nataro et al. 2011). Se ha probado que Sat exhibe
actividad citopética sobre celulas HEp- 2 y células Vero cultivadas, asi mismo se ha
observado que Sat desencadena de manera importante vacuolizacion en el citoplama de
lineas celulares de vejiga y rifidn de humano, asi como dafio glomerular observado en
infecciones experimentales utilizando ratones CBA con infecciones del tracto urinario

(Mobley et al. 2002).
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La caracterizacion de proteinas requiere de un sistema eficiente para su produccion,
para lo cual se necesita desarrollar procedimientos que permitan la obtencion de los
productos en estudio, con un alto grado pureza (>95 %) en el menor tiempo posible. En
el trabajo se utilizaron las clonas E. coli HB101 (pSPORTI) hiperproductora de Pet con
una mutacion (S2601) en su sitio catalitico (Eslava et al. 1998) y E. coli HB101 (pDG7)
productora de Sat (Guyer et al. 2000). La obtencion y purificacion de ambas proteinas
se realizo utilizando el procedimiento descrito por Villaseca et al .(2000), con algunas
modificaciones que permitieron reducir en un 50 % el tiempo de purificacion de los
productos, con lo cual se logré aumentar la calidad de las mismas. La identidad de
ambas proteinas se realizé por el procedimiento de degradacion de Edman, con este se
obtuvieron las secuencias que fueron analizadas en el gene Bank lo que permitio

continuar con la siguiente fases del estudio.

El mecanismo especifico por el cual las SPATES son reguladas ha sido poco estudiado
(Dautin et al. 2010), sin embargo, al parecer estimulos ambientales como temperatura,
pH, y oxigeno, participan en regular su actividad. Tal hecho se puede considerar ya que
proteinas como Sat son elaboradas por diversos grupos de bacterias, por lo que deberan
mantener sus propiedades biologicas bajo diferentes ambientes (Mobley et al. 2000,
Guignot et al. 2007). Para mostrar la capacidad proteolitica de algunas SPATESs Dultta et
al. (2002) y Mobley et al. (2000), analizaron entre otras la actividad proteolitica para
degradar la caseina in vitro. En nuestro trabajo se identifico que Sat mantiene la
capacidad para romper caseina marcada con fluorescein isothiocyanate (FITC) en
intervalos de pH 2 hasta pH 10 a 37 °C, con mayor actividad en condiciones basicas
siendo Optima a pH 9.0. Estos resultados muestran que la actividad proteolitica de Sat

no es pH dependiente, y que su actividad debe ser regulada por otros factores como
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temperatura, osmolaridad como fue descrito para Pet y EspP (Eslava et al. 1998, Stein

et al.1996).

Sat al igual que Pet pertenecen a la clase | dentro de la famila SPATES, comparten 53 %
de identidad y 69 % de similitud en su secuencia primaria de aminoacidos, una de las
mas altas homologias entre toda la familia SPATEs. Ambas muestran actividades
bioldgicas muy parecidas, relacionadas con la contraccion del citoesqueleto y la pérdida
de las fibras de estrés. Por otro lado se ha demostrado que en modelos celulares Sat
promueve efectos citopaticos y en modelos animales produce lesiones histologicas en
rifdn (Guyer et al. 2002) y en asa ligada en rata desencadena la acumulacion de fluidos
y necrosis (Taddei et al. 2005). Asi mismo, se ha reportado que Sat posee efectos
degradantes sobre el factor de coagulacion V (Dutta et al. 2002) y al igual que Pet sobre
espectrina y fodrina (Moroncle et al. 2006). Al realizar el andlisis del efecto de Sat
sobre membranas celulares de eritrocitos de carnero, se identifico la formacion de dos
subproductos de degradacion de (150 kDa y 120 kDa), sobre las cadenas o y B de la
espectrina. Villaseca et al. (2000) observaron que Pet bajo las mismas condiciones, solo
produce un subproducto de degradacion de 120 kDa, asi mismo, Moroncle et al. 2006
desafiaron a Sat contra proteinas de membrana de tejido de rifion y vejiga encontrando
solo el subproducto de 120 KDa. La diferencia en el efecto observado, sugiere que no
obstante que Pet y Sat comparten algunas caracteristicas y propiedades, su
comportamiento no es el mismo, hecho que probablemente determina su expresion
predominante en cepas que afectan érganos y tejidos especificos (Moroncle et al. 2006).
Ademas, los efectos que ambas proteinas producen esta condicionado a su
internalizacion a la célula del hospedero, dicho evento lo lleva a cabo a través de

endocitocis mediada por clatrina (Navarro-Garcia et al. 2007).

La formacion de dos fragmentos (150 kDa y 120 kDa) en la degradacion de la
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espectrina es un evento similar al detectado durante el fendmeno de apoptosis en lineas
celulares de murino y de manera muy particular en cultivos celulares que han
experimentado extensivos procesos de apoptosis. En dichas observaciones se encontro
que la fodrina es digerida hasta un solo fragmento detectable de 120 kDa, sin embargo,
al analizar cultivos celulares con un menor nimero de células apoptoticas, se identifica
solo un fragmento de 150 kDa (Martin et al. 1995), lo que sugiere que el fragmento de
120 kDa es un producto de degradacion adicional del fragmento de 150 kDa, como se
observa en el analisis desarrollado en este trabajo. El efecto degradante de Sat es
dependiente de tiempo, los subproductos que aparecen a 3 y 6 horas de incubacion
aumentan su concentracion conforme al tiempo, también se pudo observar en el ensayo
de western-blot con anticuerpos anti o y  espectrina el subproducto de degradacion que
principalmente se incrementa es el de 150 kDa. Nath et al. (1996), encontraron que en
necrosis celular con células SD-SY5Y de neuroblastoma, la fodrina es digerida y un
producto de 150 kDa es producido por accion de calpainas celulares, mientras que en
células neuronales experimentando apoptosis muestran un producto de degradacion de
120 kDa. Otros autores proponen que las calpainas rompen la fodrina en el sitio
VY1GMMP para generar un fragmento de 150 kDa localizado dentro de la secuencia
justo en la parte N-terminal en el dominio de unién a la calmodulina, mientras que el
inhibidor convertidor de la enzima 1-f interleucina (ICE), rompe la fodrina en la parte
C-terminal en la secuencia PEST para generar un fragmento de 120 kDa (Chow et al.
1996). El conjunto de observaciones sugiere que Pet y Sat pudieran activar eventos de
apoptosis, sin embargo, es necesario realizar estudios especificos para confirmar esta

hipdtesis.

Una observacion al respecto es el hecho de que se ha descrito que en algunos casos la
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apoptosis se desarrolla en conjunto con actividad de autofagia (Kroemer y Levine
2008), con respecto a Sat se ha reportado que induce autofagia en lineas celulares
(Levin-Le et al. 2011). Sin embargo, los mismos autores refieren que en el caso de Sat,
el dafio inducido en lineas celulares y la autofagia no estan relacionados con apoptosis o
necrosis, ademas de que no se detecta la activacion de caspasas las cuales estan
relacionadas con muerte celular (Fink et al. 2008).

Dutta et al.(2002) utilizando oligopéptidos sintéticos, identificaron diferencias en los
posibles sitios blancos de las SPATESs. Al respecto Sat y Pet exhibieron una actividad
preferencial sobre amino acidos hidrofobicos (Ala-Ala-Pro-Ala, Ala-Ala- Pro-Abu [2-
acido amino butirico], y Ala-Ala-Pro-Val), asi mismo, Sat mostré la propiedad de
romper de manera importante los oligopéptidos Ala-Ala-Leu y Tyr-Leu-Val, sobre los
cuales Pet no tuvo actividad. Al respecto se puede mencionar que a pesar de la alta
similitud de secuencias entre Sat y Pet, no existen diferencias estructurales
significativas, que expliquen la especificidad hacia diferentes blancos como lo sugiere
Dutta et al. (2002).

Trabajo previo en el laboratorio (Hernandez Chifias U. et al. 2009), mostr6 que Pet
induce in vitro quimiotaxis de células mononucleares (MN), lo anterior sugiere que las
SPATESs pudieran estar relacionadas con procesos inflamatorios. Sat es una proteasa
involucrada en alteraciones celulares, induce vacuolizacion en el citoplama de células
de vejiga y rifion de humano, asi como dafio glomerular en el modelo de ratones CBA
con infecciones del tracto urinario (Mobley et al. 2002). En el trabajo se analiz6 con
ensayos in vitro la capacidad de Sat para activar la migracion de células MN, los
resultados mostraron que Sat (2,5 ug/ml) al igual que Pet, activa la migracion de estas
células. Lo anterior permite proponer que esta proteasa, contribuye a la induccion de

procesos inflamatorios durante la infeccion. Taddei et al. (2005), han observado en el
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modelo con camaras de Ussing que la proteina induce efecto enterotoxico en mucosa de
ileon de rata, ocasionando acumulacién de fluidos y necrosis. Sin embargo, es necesario
ubicar los sitios especificos de la proteina involucrados en dichos eventos, para
proponer alternativas para el disefio de métodos de inhibicién contra Sat que

contrarresten sus efectos biologicos (Hernandez-Chifias et al, 2009).

Como se hizo referencia previamente, es importante conocer los sitios de interaccion
entre una proteina y su receptor celular, para esto se requiere conocer las caracteristicas
estructurales de las proteinas involucradas, entre los miembros de la familia SPATEs
son pocos los trabajos realizados al respecto (Guyer et al. 2002, Dutta et al. 2003, Renn
et al. 2008, Scaglione et al. 2008, Tsang et a. 2010). Recientemente se determind que el
receptor celular por medio del cual Pet inicia su proceso de internalizacion a la célula
hospedero es la citoqueratina 8 (CK8), adelantando en gran manera el entendimiento de
su internalizacion y el inicio de su actividad citopatica y citotoxica (Nava-Acosta et al.
2013). CK8 no esta presente en lineas célularesde rifion por lo que estas no son
suceptibles a Pet, pero por otro lado indica que el receptor celular para Sat debe de ser
diferente a la CK8 puesto que rifion es una de las principales lineas celulares sobre las
que Sat muestra actividad, ademas de vejiga, al respecto seria importante el analisis de
otras Citoqueratinas presentes en estas lineas celulares que pudieran ser el receptor

celular para Sat.

Este trabajo se direcciond hacia el conocimiento de la estructura secundaria de Sat,
proteasa que presenta una notable similitud (bajo porcentaje en hélice-a y alto en hoja-
), con estructuras secundarias de otros miembros de las SPATES (Scaglione et al.,
2008, Reen y Clarck 2008). Yen et al. (2008), hacen referencia de que el dominio
pasajero de las SPATES muestra una arquitectura similar rica en hojas-p (Renn y Clark

2008), con tendencia a empaquetarse en una estructura de hojas-p paralelas. Lo anterior
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ha sido corroborado en las estructuras resueltas por cristalografia como es el caso de la
hemoglobin proteasa (Otto et al. 2005), EspP (Khan et al. 2011), y otras proteinas no-
SPATEs como la Pertactina (Emsley et al. 2996) y la toxina productora de vacuolas

(VacA) de Helicobacter pilory (Ganwer et al. 2007).

Los resultados obtenidos por nosotros mostraron que la estructura secundaria de Sat es
relativamente estable a temperaturas fisiologicas, con pérdida del espectro en la sefial de
dicrofsmo circular hasta los 50°C que se incrementa después de los 60°C. Al respecto,
Scaglione et al. (2008), analizaron la estructura secundaria de Pet, al comparar dicha
estructura con la obtenida con Sat en este estudio, se observo gran similitud entre las
estructuras secundarias de ambas proteasas, asi mismo los resultados obtenidos con Pet
en su analisis por espectroscopia de fluorescencia, mostraron conformacién modificada,
con desestabilizacion gradual de la misma y apertura parcial del plegamiento terciario a
temperaturas fisiolégicas (37°C) y perdida de la estructura a partir de los 45°C. Esta
propiedad pudiera estar relacionada con el proceso de internalizacion de la proteina a
sus células blanco, al respecto Navarro-Garcia et al. (2000), han propuesto que Pet
utiliza el sistema de degradacion asociada al reticulo endoplasmico (ERAD por sus
siglas en ingles), para ser internalizada hasta el citosol de la célula hospedero. Este
sistema es el que utilizan las toxinas del tipo AB (Toxina del colera) y requieren ser
desensambladas en sus dos componentes para Su reconocimiento por este sistema de
internalizacion (Navarro-Garcia et al. 2007). Al respecto los autores antes referidos
sefialan que la imposibilidad de Pet para desensamblarse se compensa con la pérdida
parcial de su conformacién y a través de esta accion ser reconocida por el sistema
(ERAD) encargado de exportar proteinas mal plegadas. Un hecho similar pudiera
ocurrir con Sat ya que se ha observado que comparte muchas propiedades con Pet como

es el caso de la degradacion de la fodrina de la célula (Villaseca et al. 2000).
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Por otro lado, se implementaron diferentes métodos para la obtencion de cristales de
Sat. Se obtuvieron cristales de tamarfio y apariencia aceptables, sin embargo, al realizar
los ensayos de difraccion se observd que estos no eran de buena calidad. Los resultados
obtenidos sugerian que no contabamos con una proteina con los requerimientos de
pureza necesaria, por lo que se intentdé mejorar su calidad modificando las condiciones
de purificacion de la proteina, al afiadir un paso mas de purificacion, el cual consistié en
el uso de cromatografia de exclusion molecular y el empleo de diferentes condiciones
de cristalizacion adicionales a los ya utilizados peviamente (datos no mostrados). Se
procedié nuevamente a la obtencidn de cristales, en este nuevo intento para mantener la
calidad de éstos, asi mismo se utilizaron diferentes crioprotectores, el resultado fue
negativo ya que los cristales obtenidos no difractaron. Los resultados adversos
sugieren, que la obtencion de cristales de Sat incapaces de difractar no esta relacionado
con los posibles contaminantes en la muestra o con el fendmeno de autodegradacion
inherente a la proteina, el problema pudiera estar relacionado de manera directa con la
inestibilidad o flexibilidad que han mostrado tener las proteinas SPATES en algunos de
sus dominios como lo muestran Khan et al. (2011), Jhonson et al.(2009) y Otto et al.
(2005), en donde de manera particular, los tres trabajos mencionan sitios de mayor
movilidad, sobre todo en la parte C-terminal, lo que le confiere a la proteina
inestabilidad que al parecer afectando la calidad de difraccion de los cristales obtenidos
de Sat, lo cual, al parecer en los trabajos mencionados lo han resuelto por difraccion de
dispercion/diffracion anomala simple (SAD, single-wavelength dispersion) o
dispersion/diffraccion anomala multiple (MAD, multiple-wavelenth dispersion). En
donde se utilizan metales pesados ya sea que estan presentes en la proteina de manera

natural o son incorporados a la molecula mediante técninas bioldgicas o quimicas entre
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estas la mas frecuentemente empleada es la sustitucion de los 4&tomos de azufre en el

aminoacido metionina por selenio.

No obstante existen otros caminos que pudiesen ser explorados con posibilidad de
resolver el problema de la mala capacidad de difraccion de los cristales de Sat
obtenidos, dichos caminos consisten por un lado a la cristalizacion de los principales
dominios de Sat (Dominio pasajero, Traslocador-R), por separado, lo cual no se ha
realizado en ninguno de los proyectos para la determinacion de algunas estructuras
SPATEs previamente resueltas, asi mismo otra via que ya ha sido explorada, es realizar
una mutacion en el residuo Ser260 de la estructura primaria de Sat para eliminar el
proceso de autodegradacion, no obstante, esto Gltimo no dio resultado con EspP (Khan

etal. 2011).

El anélisis de la estructura del dominio pasajero de Pet, a una resolucion de 2.3
amstrongs por reemplazo molecular utilizando como templados las estructuras
previamente descritas (PDB 1WXR, PDB 3SZE), mostr6 que comparte 27 % de
identidad y 43 % de similitud con la proteasa HbP y 49 % de identidad y 65 % de

similitud respecto a EspP.

No obstante la baja identidad entre la secuencias del dominio pasajero de Pet con EspP
(Khan et al. 2011) y HbP (Otto et al. 2005), se observa en forma general una marcada
similitud estructural entre estas proteinas, sin embargo, en un analisis detallado de los
diferentes dominios que comprenden estas proteinas, se pueden identificar pequefias
variaciones dentro de las cuales pudieran estar enmarcadas las diferencias que muestran

las proteinas respecto a sus funciones biologicas.

Este subdominio esta compuesto por 257 aminoacidos (1-257), dentro del cual se

encuentra el motivo catalitico conservado GDSGS. Al realizar una superposicion de la
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estructura del dominio pasagero de Pet con las estructuras de HbP y EspP (Otto et al.
2005 y Khan et al. 2011) en el espacio tridimensional, revela la misma orientacion en
los residuos que conforman los sitios cataliticos de Pet y EspP, mientras que los
residuos del sitio catalitico de HbP no comparten la misma orientacion en el espacio
tridimensional. La mayor identidad y similitud entre las secuencias de Pet y EspP
pudiera estar influyendo para que los sitios cataliticos confluyan en un mismo espacio,
lo anterior podria relacionarse con las propiedades biologicas similares en ambas
proteinas (Dautin et al. 2010). Caso contrario a lo observado con HbP que presenta
actividad de degradacion de hemoglobina para la liberacion del grupo Hem en los sitios
de infeccion (Otto et al. 2005). Sat al igual que Pet y EspP tiene actividad bioldgica
sobre caseina y fodrina (Dautin et al. 2010), al analizar su estructura obtenida por
modelaje en computadora, se identifico que la orientacion de su sitio catalitico es muy
parecido al identificado en Pet y EspP, asi mismo, la estructura general que muestra Sat
es de una gran similitud a las obtenidas por cristalografia, sin embargo, es importante
mencionar que a pesar de los avances en el analisis de estructuras por modelaje en
computadora, no se compara con lo que se obtiene de manera experimental, por lo que
es trascendental realizar esfuerzos tomando en cuenta los resultados obtenidos hasta el
momento para la obtencion de la estructura de Sat por cristalografia y difraccion de

rayos-X.

Una de las principales razones del estudio estructural de una proteina por cristalografia
es analizar posibles diferencias estructurales entre la proteina objeto de estudio y sus
homologos, con la finalidad de determinar si estas diferencias son las responsables de
la actividad biologica especifica que muestran y en ese sentido disefiar metodos de
diagnostico o medidas de neutralizacién, por otro lado existen técnicas para el analisis

de la importancia que reside en aminoacidos que forman parte de la proteina, una de
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estas técnicas es mutagénesis dirigida, que consiste en el cambio de un aminoacido por
otro y determinar el efecto que deriva de esta mutacion, para el caso de la familia
SPATEs se ha utilizado para el estudio del proceso de secrecion y su actividad
toxigenica, Dutta et al. (2003) identificaron diversas mutaciones que derivaron en la
pérdida de actividad toxigénica de Pet o su incapacidad para ser secretada al medio
extracelular, estas mutaciones al parecer inciden directamente en la estabilidad de la
proteina, ya que en este presente trabajo se identifico que algunos de los aminoacidos
mutados ofrecen estabilidad a la proteina a través de puentes de hidrogeno y puentes
salinos, como es el caso de M55, W61, los cuales son parte de un grupo de aminoacidos
que forman una red de puentes de hidrdégeno que dan estabilidad a este subdominio, al
respecto Khan et al. (2011), refieren en EspP un conjunto de 4 metioninas (Met58,
Met69, Met 227, Met600), el cual confiere estabilidad a EspP, asi como una red de
puentes de hidrogeno, sin embargo, no se ha comprobado el efecto que se pudiera
obtener si se realiza alguna mutacion sobre estos aminoacidos en EspP, ya que hasta el
momento se sugiere que algunos aminoacidos relacionados con la estabilidad de la
proteina al ser mutados modifican la actividad de estas proteinas, sobre todo la
especificidad por sustratos y la capacidad de secrecion, al parecer seria interesante
complementar estos estudios ya que hasta el momento los trabajos indican que la parte
de actividad proteolitica se encuentra en el subdominio globular de la proteina sin
embargo, la parte mas prominente de la proteina comformada por el subdominio
helicoidal-8 “R-stalk”, al parecer esta involucrado en otras funciones ademas de la

secrecion de la proteina.

En el presente trabajo se encontré que los aminoacidos Phe245, Leu253, Leu256,
Phe257, 1s0258 conforman una hélice-a, que conecta el dominio globular y el dominio

C-terminal (“R-stalk™) en Pet, Scaglione et al. (2008) sugieren en su trabajo que estos
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mismos aminoacidos con caracteristicas hidréfobicas no poseen estructura secundaria,
lo cual los deja expuestos en la superficie de la molecula, sugiriendo que debido a ello
estos aminoacidos son reconocidos por el sistema ERAD para el proceso de
internalizacion de la proteina a la célula hospedero, no obstante la activacion del
sistema ERAD requiere de cambios estructurales en la proteina, al parecer Pet pudiera
activarlo al tener aminoacidos hidréfobicos expuestos en la superficie, sin embargo, este
trabajo indica que los animoacidos Phe245, Leu253, Leu256, Phe257, 1s0258 no estan
expuestos totalmente a la superficie ya que se encuentran formando una heélice-a, por lo
que es improbable que sean relevantes para la activacion del sistema ERAD en las
células hospedero y que deben de ser otros sitios de la proteina relacionados con este
proceso. Por ello, para poder descartar totalmente su propuesta, se requiere realizar
sobre estos residuos ensayos de sustitucion por mutagénesis y deteminar su efecto en el

proceso de internalizacion a las células hospedero.

En los modelos de las SPATEs reportados hasta el momento, las diferencias mas
notables muestran la existencia de un subdominio 2 presente solo en HbP (Otto et al.
2008) y en IgAP (Jhonson et al. 2009), este subdominio 2 al parecer en HbP es
necesario para el reconocimiento del grupo Hem, y para IgAP tiene un papel importante
en el reconocimiento y la union al dominio Fc de IgAL. Por otro lado en las estructuras
de EspP (Khan et al. 2011), Pet (este trabajo) y Sat (obtenida por modelaje), no
presentan el subdominio 2, Tal hecho confirma que el dominio globular es el Unico

responsable de la actividad proteolitica de estas SPATEs.

En Pet, los aminoacidos 569-631 constituyen el subdominio 3, la estructura que adopta
presenta un notable parecido al dominio de unién a quitina de la quitinasa b
(PDB:1E15), con un motivo estructural heélice-vuelta-hélice que descansa sobre el

subdominio globular. En el caso de Pet este subdominio 3 pudiera estar participando en
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la estabilidad del subdominio globular. Lo anterior por efecto de la formacion de una
interface entre ambos subdominios, con la interaccion de 8 puentes de hidrogeno, un
puente salino y la presencia de las dos cisteinas de la estructura que no parecen estar

formando un enlace disulfuro, lo cual vendria a ofrecer mayor estabilidad.

La formacion de esta interfaz se ha propuesto en HbP (Otto et al. 2005) conformada
por 36 aminoacidos (608-644) y en EspP por 62 residuos (569-630), en este ultimo
ademas se estima la formacion de 13 enlaces de hidrogeno y 6 puentes salinos,
permitiendo la formacion de una interfaz mas fuerte comparada con la interfaz que se
pudiera estar formando entre los subdominios globulares y el subdominio 3 de Pet y
HbP. Aunque la funcion real de estos subdominios no esta bien definida, la interfaz que
ofrecen estos subdominios, por un lado podrian ofrecer mayor estabilidad a este
complejo, pero por otro lado, podria estar restringiendo la movilidad del subdominio
globular y jugar un papel importante en el reconocimiento y afinidad por sustratos, al
mantener la estructura nativa de este subdominio. Dutta et al. (2003) mencionan la
importancia de algunos aminoacidos para la actividad de Pet, especificamente algunos
residuos que forman parte de esta interface, como perspectiva es importante determinar
si la especificidad o la afinidad de Pet se modifican al realizar mutaciones en algunos de

los residuos que forman la interface entre el subdominio globular y el suddominio 3.

El subdominio 4 en Pet estda compuesto por 33 aminoacidos (615-648), saliendo
directamente de la parte helicoidal- B. Este es conservado en las estructuras de Hbp,
IgAP y EspP, formando enlaces de hidrogeno con la parte que funciona como
translocador, se sugiere que este subdominio junto con el subdominio 3 actuan como
pedestal en donde el dominio de serina proteasa puede descansar, este modo de

interaccion es conservado tanto en Hbp, EspP, IgAP como en Hap (Meng et al. 2011).
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Se estima que mas del 97 % de las proteinas autotransportadas adoptan la estructura
helicoidal-f3 en su parte C-terminal, no obstante la funcidn de este subdominio dentro de
esta familia de proteinas no se ha definido adn. Lo observado al analizar la estructura
obtenida de Pet, mostrd que este subdominio esta constituido por 26 vueltas, mientras
que EspP y HbP poseen 28 y 29 vueltas respectivamente. Las vueltas estan compuestas
de 23 a 24 aminoacidos, formando cada vuelta 3 hebras- de 2 a 12 aminoéacidos

interconectadas por “asas o loops”.

En estudios previos Yen et al.(2008), plantean por analisis bioinformatico de todas las
SPATES descritas, que de los 1200 aminoacidos que aproximadamente conforman estas
proteinas, 173 son residuos conservados. Tal hecho plantea que éstos contribuyen de
manera general a la estabilidad estructural y la capacidad funcional de dichas proteasas,
en su reporte sugiere ademas que estos 173 aminoacidos comprenden 6 regiones, en
donde la mayoria de ellas estan localizadas en “loops”. Nuestros resultados de la
estructura tridimensional de Pet muestran en el dominio B-helicoidal (“B-stalk) un alto
contenido de Asparagina (N) y acido aspartico (D) presentes en los “loops”, lo que
sugiere que estas regiones participan en forma importante en la funcionalidad de la
proteina y en menor cuantia en su funcién estructural. La invariabilidad que Yen et al.
(2008) reportaron en “loops” de proteinas autotransportadas es congruente con lo que
muestra Pet en su estructura, particularmente en el dominio pB-helicoidal (‘p-stalk”),
donde se identifico la secuencia de residuos N511, D590, N609, D659, D679 y N833 y
N855. Esta secuencia es una caracteristica comun también observada en otras proteinas
autotransportadas (Otto et al., 2005 Jhonson et al. 2009), con pequefias modificaciones,
asi mismo, Meng et al., (2011) refieren que la proteina autotransportada Hap secretada
por H. influenzae contiene esta misma secuencia y que debido a esto Hap es capaz de

formar oligomeros en forma de estructuras conocidas como autotransportes auto-
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asociados 0 SAATs por sus siglas en ingles, los cuales promueven la agregacion
bacteriana y la formacién de microcolonias, importantes en el proceso de formacion de
biofilms (Klemm et al. 2006), lo que le confiere a la bacteria mayor capacidad de
sobrevivencia en medios adversos, incluyendo hospedero, ademaés, incrementa

considerablemente la resistencia bacteriana a antibiéticos y detergentes.

Meng et al. (2011), mencionan que la eliminacion del subdominio 2 en Hbp la
imposibilita para la formacion de estas superestructuras, por otro parte IgAP1 con un
subdominio 2 méas voluminoso y dominio helicoidal-8 méas corto que los demas
SPATEs ademéas de variaciones en su parte C-terminal explicarian la ausencia del
fendmeno de autoagregacion en esta proteina. Sin duda, es importante resaltar la gran
importancia que al parecer reside en la parte helicoidal-p de las SPATES, ya que por un
lado sigue un mecanismo vectorial y sirve como templado o auto chaperona para iniciar
el proceso de plegamiento siendo asi como hasta el momento se explica la ausencia de
energia externa en este proceso, por otro lado esta involucrado en el proceso de
translocacion de las SPATEs al medio extracelular. No obstante la aparente importancia
de este dominio, para la translocacion de las SPATES al medio extracelular, ha sido
puesta en entre dicho al existir otras proteinas autotransportadas como EstA de P.
auroginosa que esta desprovista del dominio helicoidal-f y es secretada normalmente al
medio extracelular (Dautin et al. 2010), asi mismo, Khan et al. (2011), removieron el
dominio helicoidal-p entero en EspP, YpsA, IgAP y AIDA-I, reemplazando este
dominio por anticalinas (Proteinas artificiales de 20 kDa derivadas de lipocalinas de
humano) sin derogar la translocacion del dominio pasagero al medio extracelular,
demostrando claramente que la estructura del dominio helicoidal-p no es un
requerimiento absoluto para el mecanismo de translocacion de los dominios pasageros

de las proteinas autotransportadas atraves de la membrana externa bacteriana de acuerdo
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con esto, seria de suma importancia realizar ensayo in vitro para analizar la formacion
de autoagregados de Pet en forma de biofilms o la formacion de estructuras tipo cuerdas
“ropes” (Xicohtencaltl-Cortez et al. 2010) tambien asociadas a la resistencia a
antibioticos bacteriana, asi como el disefio de mutaciones o de sustitucion de residuos
en regiones que pudieran estar involucradas en la autoasociacion de Pet sobre todo en
los residuos N511, D590, N609, D659, D679 y N833 y N855. La flexibilidad que
presenta Pet en su parte C-termnal puede ser una caracteristica intrinseca del dominio
helicoidal-pg (“B-stalk) en Pet y podria jugar un importante rol en la interaccion del
patogeno con las células del hospedero o para desencadenar la formacion de biofilms de

acuerdo a lo que se ha descrito en otras proteinas autotransportadas (Meng et al. 2011).

Previamente referimos la dificultad que representa la obtencion de cristales de Sat para
el estudio de su estructura por difraccion de rayos X. Como sabemos Pet y Sat tienen
una alta identidad y similitud en su secuencia de aminoacidos, tal situacion fue
considerada para utilizar como templado la estructura del dominio pasajero de Pet
obtenida por cristalografia y disefiar un modelo tridimiensional por computadora de Sat.
El resultado mostré que de manera general la estructura tridimensional de ambas
proteinas es muy parecida (figura 25a) aunque, existen pequefias diferencias. Lo
anterior se puede corroborar al observar los residuos de serina e histidina componentes
del sitio catalitico de ambas proteinas que se localizan en la misma posiciéon y
orientacion (figura 25E), ademas, los subdominios de la parte media del dominio C-
terminal entre los aminoacidos 517-577, 615-648, 712-726, 765-784 (Figura 25C)
tampoco muestran diferencias en cuanto a su plegamiento, al respecto consideramos que
las diferencias sustanciales entre Pet y Sat podrian estar en el dominio helicoidal-p (“f-
stalk™) de ambas proteinas, sin embargo, es importante sefialar que la estructura de Sat

es por modelaje en computadora y existe la posibilidad de variaciones importantes a lo
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que se podria obtener por cristalografia, por ello es necesario seguir trabajando en el
estudio de estas proteinas por cristalografia de rayos-X, a fin de obtener mas datos
experimentales de sus estructuras que permitan aumentar el entendimiento de la relacion
que guarda la estructura con la funcion que muestran estas proteinas, o que permitira
construir caminos alternos en el desarrollo de nuevos farmacos contra estos notorios

grupos de bacterias patogénicos en el futuro.
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10. CONCLUSIONES

Las modificaciones en el proceso de aislamiento y purificacion de Sat y Pet permitio
reducir el tiempo de obtencion en 50 %. La caracterizacion bioldgica de Sat demostrd
que esta posee su mayor capacidad proteolitica in vitro a pH 9 utilizando caseina
marcada, ademas, utilizando membranas celulares de eritrocito de carnero, Sat generd
dos fragmentos de 120 y 150 KDa productos de la degradacion de las cadenas a y 13 de
espectrina. Sat activa las celulas mononucleares in vitro. La estructura secundaria de Sat
por dicroismo circular se estima con un 7.32 % en helice- o, 37.02 % en hojas- 3, 21.47
% en “loops” y 33.66 % en estructura desordenada. Sat cristaliza en la condicion de
sulfato de magnesio hidratado 0.6 M, sodium-HEPES 0.1 M pH 7.5, 2-methyl-2,4
pentanodiol 4 % utilizando una concentracién de 7 mg/ml a 18 °C, durante 3 semanas
de incubacion, los cristales obtenidos bajo estas condiciones no tienen capacidad de
difraccion. Pet se cristalizo en la condicion de prolina 0.2 M, HEPES 0.1 M (pH 7.5), 10
% w/v PEG 3350 en un tiempo de incubacién de 3 semanas a 18 °C utilizando una
concentracion de 13 mg/ml y se logro obtener la estructura con un nivel de resolucion de
2.3 A por reemplazo molecular. La estructura tridimensional posee dos dominios
principales; dominio globular el cual se asocia a la actividad catalitica constituido por 257
aminoéacidos (1-257) y dominio C-terminal o -stalk con 707 aminoacidos (258-964),
ademas la estructura muestra dos subdominios que salen directamente del dominio C-
terminal, dominio 3 con 61 aminoacidos (517-578) y dominio 4 con 33 aminoacidos
(615-648), ambos subdominios son conservados en HbP, IgAP y EspP. Pet no muestra

el subdominio 2 presente en IgAP y HbP.
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11 APENDICES

11.1 Abreviaturas

aa Aminoacido

DNA Acido Desoxirribonucleico

BSA Albumina Sérica Bovina

°C Grados centigrados

cm Centimetros

E. coli Escherichia coli

g Gramos

h Horas

kDa Kilo Daltones

Kg Kilogramos

LB Medio Luria Bertroni

EAEC Escherichia coli Enteroagregativa
FPLC Fast protein liquid chromatography
M Molaridad

mA MiliAmperes

mg Miligramo

min Minutos

mL Mililitro

mm Milimetros

ul Microlitros

N Normalidad

nm Nandmetros

rpm Revoluciones por minuto

PBS Solucién amortiguadora de Fosfatos
Sat Toxina autotransportada secretada
Pet Toxina codificada en Plasmido
SPATES Serin Proteasas de la Familia Enterobacteriaceae
Abs Absorbancia

RMSD Root-Mean Square Deviation
RPMI Roswell Park Memorial Institute
HbP Hemoglobin Protease

EspP Extracelular serine protease plasmid-encoded
PDB Protein Data Bank
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11.2 Medios y soluciones

Medios de Cultivo

Caldo Luriacon Ampicilina

Por litro:

e 10 g de Bacto Triptona
» 5 g de Extracto de levadura
 5gdeNaCl

Esterilizar en autoclave, mantener a 55°C, adicionar ampicilina (20 mg/L) y mantener a

temperatura ambiente.

Medio Luria con Ampicilina

Por litro:

e 10 g de Bacto Triptona

* 5 gdeextracto de levadura
 5gdeNaCl

e 15 g de Agar Bacterioldgico

Esterilizar en autoclave, mantener a 55°C, adicionar ampicilina (20 mg/L) y mantener a

temperatura ambiente.

SOLUCIONES:

Azul de Coomassie 0.2%

* Azul de Coomassie 29

e Metanol 500 mL
« Acido Acético Glacial 100 mL
e Agua Destilada 40 mL

Disolver el colorante en el metanol, adicionar el acido acético y el agua, mezclar por 30

min y filtrar con Papel Whatman No. 1.

AlbUmina Sérica Bovina 0.1%
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* Albdmina Sérica Bovina

Disolver 100 mg en 100 mL de PBS.

AlbUmina Sérica Bovina 1%

* Albdmina Sérica Bovina

Disolver 1000 mg en 100 mL de PBS.

Leche Descremada 5%

» Leche descremada sin grasa

Disolver 5 g en 100 mL de PBS.

PBS (Phosphate Buffered Saline) 10X

* 80gNaCl

« 2gKCI

e 14.4 g de Na;HPO,
o 2.49KH,PO,

Disolver y ajustar el pHa 7.4

PBS-TWEEN 0.1% (V/v)

e Tween 20

Adicionar 100 ul a 100 mL de PBS.

PBS-TWEEN 0.5% (V/v)
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e Tween 20

Adicionar 500 ul a 100 mL de PBS.

SOLUCION AMORTIGUADORA DE CARBONATOS

* NaCO;z; 02M

Disolver en agua y ajustar el pH a 9.5.

SOLUCION AMORTIGUADORA DE CORRIDA

* Glicina 0.192 M
e Trisma-base 0.025 M
* Dodecil sulfato de sodio 0.1%

Solucion Amortiguadora de Fosfato de Sodio
*  Na;HPO, 0.0669 M
*  NaH,PO, 0.0030 M

Disolver las sales y ajustar el pH a 8.2.

Solucion Amortiguadora de Buffer Leammli (2X)

e Agua Destilada 4.0 mL
* 0.5M Tris-HCI pH 6.8 1.0 mL
e Glicerol 0.8 mL
» SDS 10% 1.6 mL
*  B-mercaptoetanol 0.4 mL

e 0.1% Azul de Bromofenol 0.2 mL

Solucion Amortiguadora de Transferencia (1X)

* Trisma base 4.8¢

e Glicina 23 ¢

* Metanol 320 mL
« Agua destilada 16L

« Glicina 0.1M
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Solucién de Destenido

+ Metanol 30%
e Acido Acético Glacial 10%

Buffer Universal

Acido Citrico 0.1 M 21.01g/L)

Fosfato de Potasio 0.1 M (13.61g/L)
Tereaborato de Sodio 0.1 M (19.07g/L)
Tris 0.1 M (12.11g/L)

Cloruro de potasio 0.1 M (7.46g/L)

Disolver en 1 litro de agua destilada y ajustar pH (2-10)

Sulfato de Amonio

e (NH4)2SO4 40 % Saturacion (221 g/lt)
Medio Luria
Por litro:

e 10 g de Bacto Triptona
» 5 g de Extracto de levadura
 5gdeNaCl

Esterilizar en autoclave y mantener a temperatura ambiente
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