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Resumen

Pasteurella multocida es una bacteria que afecta a diferentes especies domésticas,
causando infecciones respiratorias, sistémicas y procesos supurativos y por lo tanto
pérdidas econdmicas importantes; ademas de causar una zoonosis con casos de
sepsis en humanos infectados por los animales de compaifiia. El sistema del
complemento activado causa la lisis de diversos microorganismos patdgenos por la
formacion del complejo de ataque a la membrana (MAC). El objetivo del presente
trabajo fue identificar proteinas de Pasteurella multocida capaces de capturar al
Factor H del sistema del complemento y evadir la respuesta inmune del hospedero
contra esta bacteria. Un aislado de P. multocida, fue enfrentado con suero normal
observando una reduccién significativa en la viabilidad con respecto al cultivo
enfrentado a suero inactivado durante 30 min a 37°C utilizado como control (p<
0.0001), sin embargo, alrededor de la mitad de las bacterias logran sobrevivir. Se
identifico la captura del Factor H del sistema del complemento por las proteinas
GroEL, Acetyl-CoA C-Acetiltransferasa, OmpA, peroxiredoxina C y RPL6 de la
bacteria. Estos resultados sugieren que la interaccién del Factor H con estas
proteinas bacterianas es un mecanismo activo para evadir la respuesta inmune del

hospedero.

Palabras clave: Pasteurella, Factor H, sistema del complemento, evasion inmune.



Abstract

Pasteurella multocida affects different domestic animal species, causing respiratory
and systemic infections and suppurative processes and therefore important
economic losses; in addition to causing a zoonosis with cases of sepsis in humans
infected by companion animals. The activated complement system causes the lysis
of various pathogenic microorganisms by the formation of the membrane attack
complex (MAC). This work aimed to identify Pasteurella multocida proteins capable
of capturing Factor H from the complement system and evading the host's immune
response against this bacterium. P. multocida was incubated with normal serum and
with heat-inactivated serum for 30 min at 37°C as control, a significant reduction in
the viability was observed in the bacteria incubated with normal serum, in contrast
to the culture facing the heat-inactivated serum (p< 0.0001), nevertheless, half of the
bacteria survived. It was identified that the capture of Factor H from the complement
system by the proteins GroEL, Acetyl-CoA C-Acetyltransferase, OmpA,
peroxiredoxin C and RPL6 of the bacterium. These results suggest that the
interaction of Factor H with these bacterial proteins is an active mechanism to evade

the host immune response.

Keywords: Pasteurella, Factor H, complement system, immune evasion.
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Identificacidon de proteinas de Pasteurella multocida tipo A que capturan al

Factor H del Sistema de Complemento

Introduccion

Las enfermedades infecciosas afectan la productividad de los animales, siendo las
neumonias una de las causas mas importantes de pérdidas economicas en las
unidades de produccion. La etiologia de las neumonias puede ser muy variada
constituyendo el complejo respiratorio bovino (CRB), que es una de las tres
principales causas de desecho y por lo tanto representan pérdidas econémicas
importantes en los corrales de engorda de bovinos (Adler y col. 1999, Dabo y col.
2007).

Se ha observado que las pérdidas mas importantes son por los animales afectados
cronicamente, debido a gastos adicionales por servicios médicos y tratamientos,
ademas de la pérdida de peso y retraso en el crecimiento por conversion alimenticia
deficiente, lo que trae como consecuencia una menor produccién de carne. En
México no existen estudios sobre pérdidas econdémicas en la industria del engorde
de ganado, mientras que en el Reino Unido calculan la pérdida de 22 libras
esterlinas en promedio por becerro de engorda afectado y en Estados Unidos han
estimado la pérdida de 1 billon de doélares anuales por este concepto. En los Estados
Unidos, demostraron también que, en el ganado de carne, el 64% presentd
evidencia de neumonia, de los cuales el 75% corresponden a pasteurelosis
neumonica (Aguilar, 2010).

Las especies de Pasteurella pueden causar enfermedades en casi todas las
especies animales, ademas de que son parte de la microbiota de orofaringe de
varias especies, actlan como agentes primarios y oportunistas. Pasteurella
multocida es la causante de célera aviar, septicemia hemorragica y una variedad de
sindromes respiratorios, tales como neumonia en bovinos, rinitis atréfica en
porcinos Y rinitis purulenta en leporidos (Al-Hasani y col., 2007; Wilkie y col., 2012;
Aktories y col., 2012). El célera aviar es una enfermedad de aves domeésticas y

silvestres, causando grandes pérdidas en la produccion avicola, también es



responsable de una alta mortalidad en aves acuaticas. La septicemia hemorragica
es una enfermedad que afecta a ungulados en Asia y Africa, es aguda y letal. La
rinitis atrofica es generalmente una enfermedad que afecta a porcinos en
crecimiento; también se ha reportado en conejos, caprinos y bovinos, causando
atrofia de los cornetes nasales, distorsion del maxilar y afeccién en su crecimiento.
En los conejos esta bacteria esta asociada a rinitis purulenta, otitis media, sinusitis,
infecciones genitales, septicemia y neumonia. Particularmente en bovinos de todas
las edades y en porcinos, Pasteurella multocida ocasiona bronconeumonias agudas
y cronicas. Otras asociaciones comunes en cualquier especie incluyen abscesos
subcutaneos o celulitis, mastitis, infecciones genitales y septicemia (Boyce y col.,
2004; Harper y col., 2006; Al-Hasani y col., 2007; Aktories y col., 2012). La
transmision zoondtica se produce a través de mordeduras de animales, arafiazos,
lamidos en abrasiones de la piel o por contacto con secreciones nasales, donde P.
multocida es el aislado mas frecuente observado en las infecciones humanas
(Souza, 2009; Wilson y Ho, 2013; Abreu y col., 2018; D’Amico y col., 2022). La
prevalencia de anticuerpos frente a P. multocida fue 2 veces mayor en individuos
sanos con exposicién ocupacional (Wilson y Ho, 2013), lo que indica que la
exposicién a animales aumenta la probabilidad de infeccion y en casi todos los
casos de muerte por pasteurelosis parece ser el resultado de una complicacién de
la infeccion adquirida a través del contacto con animales (Hey y col., 2012). La
utilizacion de conejos como animales de compafiia expone a la infeccion por P.
multocida; lo anterior ha sido documentado, pero no ha sido considerado un
problema de salud publica (Lin y col., 2006; Per y col., 2010; Ferreira y col., 2016;
D’Amico y col., 2022).

Pasteurella

Los miembros del género Pasteurella son bacilos cortos pleomorficos con tincién
bipolar con Giemsa, Gram negativos, no moviles, que miden 0.3—1.0 um de ancho
y 1.0-2.0 ym de longitud. Pueden desarrollarse bajo condiciones aerobicas,

microaerofilicas, o anaerdbicas a 37°C y son incapaces de multiplicarse en medio



MacConkey o citrato de Simmon. Las pruebas bioquimicas resultan en catalasa,
oxidasa e indol positivos, fermentacion de sacarosa, glucosa y maltosa (Boyce y
col., 2004, Castillo y col., 2014).

A partir de 1980 se empezaron a reclasificar los géneros Pasteurella, Actinobacillus
y Haemophilus, mediante el empleo de la secuenciacion de los genes 16S ARNry
rpoB, surgiendo los géneros Mannheimia, Bibersteinia, Gallibacterium e Histophilus,
entre otros, y a partir de 2007 el género Pasteurella que actualmente incluye 14
especies: Pasteurella aerogenes, P. bettyae, P. caballi, P. canis, P. dagmatis, P.
langaaensis, P. lymphangitidis, P. mairii, P. oralis, P. skyensis, P. stomatis, P.
testudinis y P. multocida. Dentro de P. multocida se reconocen 4 subespecies: P.
multocida multocida, P. multocida gallicida, P. multocida septica y P. multocida tigris
(Harpery col., 2006; Aktories y col., 2012; Huberman y Terzolo, 2015). La secuencia
del genoma completo de Pasteurella multocida cepa PM70 (no virulenta asociada a
pollos y pavos) ha sido determinada (May y col., 2001), contiene un cromosoma
circular de 2,257,487 pb de longitud y codifica 2,015 marcos abiertos de lectura, 6
operones RNAr, 57 RNAt. Pasteurella multocida cepa PBA100 (serotipo A:l,
importante patdégeno en rumiantes y aves) tiene solamente 5 operones RNAr,
estimandose un tamafio de 2.35 Mpb (Hunt y col., 1998). El genoma contiene 37.7
a 45.9% de contenido G + C (Mutters y col., 2003).

Las cepas de Pasteurella multocida son diferenciadas por métodos serolégicos y
gendmicos. El método utilizado para el reconocimiento de los antigenos capsulares
es la hemoaglutinacioén indirecta; y para el lipopolisacarido, se utiliza inmunodifusién
en gel. Con estos métodos se han diferenciado 5 grupos capsulares (A, B, D, Ey F)
y 16 tipos de lipopolisacéarido (1-16) (Boyce y col., 2004; Harper y col., 2006; Al-
Hasani y col., 2007; Aktories y col., 2012). La septicemia hemorragica es causada
por los serogrupos B:2, B:2.5, B:6, E:2, E:2.5y E:6; el cOlera aviar es causado por
los serogrupos A, F y ocasionalmente el D; la rinitis atréfica porcina por cepas
productoras de toxinas dermonecroticas de los serogrupos Ay D, y las infecciones
respiratorias son causadas por el serogrupo tipo A (Townsend y col., 2001; Boyce y

col.,, 2004). El serotipo méas importante en bovinos es el A:3, seguido del D:3.



Pasteurella multocida es comunmente aislado en sindromes respiratorios de
individuos jévenes incluyendo neumonia neonatal enzo6tica, neumonia de terneros
y fiebre de embarque, a esta Ultima también se asocia Mannheimia haemolytica.
Diversos factores, ademas de la bacteria, tales como estrés, clima, mal nutricion,
transporte y otras infecciones tanto bacterianas como virales contribuyen al
desarrollo de la enfermedad (Okerman y col., 1979; Rideaud y col., 1992; Boyce y
col., 2004; Aktories y col., 2012).

Factores de virulencia

La patogenicidad y la virulencia de los microorganismos son proporcionales y esto
se observa con la identificacion de numerosos agentes etiologicos, siendo el
huésped el principal determinante de la enfermedad (Isenberg, 1988). Los
diferentes factores de virulencia que posee P. multocida puede causar una variedad
de afecciones en los diferentes hospederos, donde se describen al lipopolisacarido,
capsula, adhesinas y proteinas de membrana externa (Aktories y col., 2012). En
Pasteurella se han encontrado 104 genes asociados a virulencia, representando un
7% de la densidad de codificacion del genoma. Existe una regién de 24 kb con dos
factores de virulencia, correspondientes a hemaglutininas filamentosas codificadas
por los genes pfhBl y pfthB2 con 7,845 y 11,757 pares de bases (pb),
respectivamente (May y col.,, 2001). Con la finalidad de encontrar nuevas
alternativas para el desarrollo de vacunas, se analizaron proteinas en la membrana
externa de P. multocida encontrando el antigeno denominado Oma87, el receptor
heme-hemopexina (HemR), la proteina lactato permeasa (LctP) y la proteina
heptosil transferasa F (RfaF), (Tabatabai, 2008). Aproximadamente el 30% de los
genes de la bacteria codifican para proteinas de membrana y el 50% de la
membrana externa esta constituida por proteinas con capacidad de interactuar con

proteinas del huésped (Koebnik y col., 2002).

Céapsula
La mayoria de las cepas de P. multocida producen una capsula de polisacéarido en
su superficie. Se han identificado diferentes cepas de P. multocida que expresan



polisacéaridos capsulares con diferentes compaosiciones quimicas. Las cepas Carter
tipo A expresan una capsula de polisacarido compuesta principalmente de acido
hialurénico (Rosner y col., 1992). Las cepas Carter tipo D expresan una capsula de
polisacarido compuesta de heparina no modificada (De Angelis y col., 2002). Las
cepas tipo F expresan una capsula compuesta de condroitina no modificada (De
Angelis y col., 2002). Estos polisacaridos capsulares son glicosaminoglicanos
(GAGSs) idénticos en su estructura primaria a los componentes de la matriz
extracelular eucaridtica; aunque la heparina y condroitina eucariéticas son
sulfatadas, los polisacéaridos capsulares bacterianos no lo son. En eucariontes, los
componentes estructurales GAGs juegan un papel critico en la adhesion célula a
célula y en la regulacion de la actividad de varias proteinas, proporcionando un
mecanismo inmunolégico para el mimetismo molecular bacteriano, resistencia a la
fagocitosis y evasion inmune durante el proceso de infeccion (Borrathybay y col.,
2003; Guan y col., 2019). La estructura quimica exacta de los polisacaridos
expresada por las cepas Carter tipos B y E no ha sido elucidada pero la capsula tipo
B incluye en su composicion manosa, arabinosa y galactosa (De Angelis y col.,
2002).

Lipopolisacarido (LPS)

El LPS es un componente estructural importante de la membrana externa de las
bacterias Gram negativas con un rol en virulencia determinante, algunos factores
de P. multocida son criticos para la virulencia, pero no en todas las especies
hospederas, por ejemplo, el LPS es mas importante en colera aviar que en
septicemia de ratones (Harper, 2003). Las enterobacterias expresan LPS con
cantidad variable de repeticiones del antigeno polimérico O. Se ha examinado con
detalle la estructura del LPS de P. multocida extraido de la cepa VP161 serotipo
A:l; esta cepa expresa cantidades iguales de dos diferentes glicoformas de LPS
designados como A y B; estas glicoformas comparten una estructura nuclear
externa idéntica pero sus estructuras nucleares internas son diferentes (St. Michael

y col., 2005). La estructura del LPS en P. multocida es variable y producen


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/molecular-mimicry

estructuras similares al componente carbohidrato de las glicoproteinas del huésped,
lo cual le permite mimetizarse con las moléculas del huésped jugando un papel
importante en su supervivencia, asimismo desempefia un papel importante en la
resistencia a la accion de las catelicidinas de pollo, ademas de estimular a la

respuesta inmune del huésped (Harper y Boyce, 2017).

Adherencia

Las fimbrias son filamentos que se asocian a la colonizacion de superficies
epiteliales del hospedador y en consecuencia a la patogénesis de la enfermedad
(Virjiy col., 1992; Virji y col., 1993; Doughty y col.,2000). En P. multocida la fimbria
tipo 4, codificada por el gen ptfA (Doughty y col., 2000), es un factor importante en
la adhesion a células del epitelio del tracto respiratorio superior (Glorioso y col.,
1982; Esquinas e Iregui, 2007). Otro tipo de adhesina es la hemaglutinina
filamentosa (PfhA), codificada por el gen pfhA; esta posee una estructura similar a
la hemaglutinina de Bordetella pertussis, que desarrolla una funciéon importante en
la colonizacion del tracto respiratorio, favoreciendo la adhesion al epitelio (Kimura 'y
col., 1990; Mooi y col., 1992) y se ha sugerido que funciona de manera similar en P.

multocida (May y col., 2001, Tatum y Briggs, 2005).

Proteinas de membrana externa (Omps)

Se han caracterizado algunas Omps de P. multocida, incluyendo OmpH, OmpA,
proteina de tipo P6, PIpB, GIpQ, Lpp y Oma78. Segun estudios protebmicos
revelaron la existencia de otras 28 proteinas y 10 de éstas podrian ser porinas
(Boyce y col., 2006). Se demostré que varias Omps actian como factores de
virulencia, la OmpH ha sido caracterizada y se ha encontrado en todos los aislados
de bovinos (Dabo y col., 2007); inclusive se ha propuesto como una vacuna, ya que
protege ratones y pollos contra el desafio con P. multocida (Vasfi y Mittal, 1997; Luo
y col.,, 1999). La OmpH es una porina trimérica que también se conoce como
proteina H con un peso de 37.5 kDa (Chevalier y col., 1992), es la Unica porina que
ha sido probada por su capacidad para estimular las células inmunes. En un estudio

comparando los efectos inmunogénicos de la porina recombinante con el LPS de P.



multocida, la OmpH indujo la expresion de citocinas proinflamatorias tales como IL-
1, IL-6, TNF-a o IFN-y e IL-12 a partir de monocitos y macrofagos de esplenocitos
murinos (lovane y col., 1998). Actualmente, se desconoce como OmpH de P.

multocida interactia con la célula huésped.

Sistema inmune

La capacidad del individuo para controlar la infeccion local por bacterias de la familia
Pasteurellaceae depende de la produccion de anticuerpos IgA que inhiben la
colonizacion y el desarrollo de la bacteria en la mucosa respiratoria, mientras que el
control de su invasioén a tejidos depende de la produccién de anticuerpos IgG y de
la activacion del sistema del complemento (Aktories y col., 2012). Varias bacterias
de la familia Pasteurellaceae tienen la capacidad de diseminarse a 6rganos internos
por lo que han evolucionado diferentes mecanismos para evadir el sistema inmune
innato. El sistema del complemento es la principal respuesta humoral del sistema
inmune innato y tiene gran relevancia en la proteccion contra las bacterias y otros
patégenos invasores debido a su actividad opsoénica y citolitica sobre el patégeno,
ademas de su actividad proinflamatoria. La evasion del sistema del complemento
por algunas bacterias ha sido documentada (Zipfel y col., 2013), y uno de los
mecanismos para la evasion es por medio de la captura de reguladores negativos
del complemento. En estudios anteriores, se demostr0 que Rodentibacter
pneumotropicus (antes Pasteurella pneumotropica) es capaz de capturar los
reguladores negativos del complemento Factor H y C4bBP (C4b binding protein)
(Sahagun-Ruiz y col., 2014). Adicionalmente, algunas bacterias producen proteasas
capaces de desdoblar componentes centrales del complemento como C3 y C5
(Fragay col., 2014).

Evasion del sistema del complemento

Se ha reportado que especies de bacterias de los géneros: Neisseria (Ram y col.,
1998), Bordetella (Berggard y col., 2001), Helicobacter (Rautemaa y col., 2001),
Moraxella (Nordstrom y col., 2004), Leptospira (Meri y col., 2005), Treponema
(Mcdowell y col., 2005), Staphylococcus (Jongerius y col., 2007), Pseudomonas



(Kunert y col.,, 2007), Escherichia (Maruvada y col., 2008), Porphyromonas
(Potempa y col., 2008), Streptococcus (Maruvada y col., 2008), Aggregatibacter
(Henderson y col., 2010), Salmonella (Ho y col., 2011), Borrelia (Kisova-Vargova y
col.,, 2012), Mycobacterium (Zhang y col.,, 2013), Yersinia (Ho y col.,, 2014),
Haemophilus (Fleury y col.,, 2014), Pasteurella (Sahagun-Ruiz y col., 2014),
Acinetobacter (Koenigs y col., 2016); evaden el complemento capturando
reguladores negativos solubles. Rodentibacter pneumotropicus (antes P.
pneumotropica) captura Factor Hy C4BP y es incapaz de sobrevivir al suero carente
del Factor H; por lo que la captura del Factor H por las proteinas de union a
reguladores del complemento es critica para su supervivencia en suero (Sahagun-
Ruiz y col., 2014).

Sistema del complemento

El sistema del complemento participa en la respuesta inmune innata y se activa por
el reconocimiento de patrones moleculares asociados con patdgenos (PAMPS),
células dafadas y complejos inmunes (Bajic y col., 2015). Al activarse la cascada
del complemento, para la eliminacibn de dichos patdgenos, se provoca una
respuesta proinflamatoria que conduce al reclutamiento y la activacion de células
inmunitarias tanto de la respuesta inmune innata, como de la respuesta inmune
adaptativa. A través de estas actividades, complementan funciones en la primera
linea de defensa contra patdgenos, pero también contribuyen significativamente al
mantenimiento de la homeostasis y a la prevencion de la autoinmunidad (Bajic y
col., 2015). También participa en la angiogénesis y regeneracion de tejidos
(Mastellos y Lambris, 2002; Ricklin y col., 2010).

El sistema del complemento esta constituido por mas de 50 proteinas. La mayoria
de las proteinas circulantes se producen en el higado, aunque la biosintesis
extrahepatica del complemento ocurre en fibroblastos, células T y B, adipocitos y
células endoteliales (Bajic y col., 2015). El sistema puede ser activado por tres vias:
la via clasica, la via alterna y la via de las lectinas, como se puede observar en la

Figura 1.
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Figura 1. Activacion del sistema del complemento (obtenido de Nozal y Lopez-

Trascasa, 2016). El sistema se activa mediante 3 vias, generando convertasas de
C3 (C4b2b o C3bBb). La unién de una nueva molécula de C3b a las convertasas de

C3 les confiere la capacidad de activar a C5, dividiéndolo en C5a y C5b. Este ultimo

inicia la fase terminal del complemento, para finalmente formar el complejo de

ataque a la membrana (C5b-9), lisando a la bacteria.



Via clasica

Esta via es dependiente de anticuerpos, ya que es iniciada cuando una molécula de
C1q se une a los anticuerpos IgM o IgG unidos al antigeno. C1q se compone de 18
cadenas agrupadas en seis hélices triples tipo colagena, asociadas a las serin
proteasas Clr y Cls dos moléculas de cada una (Kindt y col.,, 2007).
Adicionalmente, C1q es capaz de activar al complemento directamente, mediante
el reconocimiento de estructuras microbianas y células apoptoticas, o bien, a través
de pentraxinas, como la proteina C reactiva (Bajic y col., 2015). C1r activa a C1s,
qgue desdobla C4 en C4a y C4b. C4b se deposita en la superficie bacteriana
actuando como opsonina. Enseguida, C4b capta C2 y Cls desdobla C2 en C2ay
C2b. C2a permanece unido a C4b y constituye la convertasa de C3 (C4b2a) (Ricklin
y col., 2010).

Via de las lectinas

Esta via se activa por el reconocimiento de patrones moleculares asociados a
patébgenos, por la Mannose Binding Lectin (MBL), que es una colectina que
reconoce manosa en la superficie de los microorganismos. Otras moléculas
activadoras de la via de las lectinas son la colectina 11, y las ficolinas H, L y M, que
contienen dominios similares a colageno y fibrinbgeno, que reconocen
carbohidratos acetilados en la superficie de los patdgenos llevando a la activacién
subsecuente de las proteasas de serina asociadas a MBL (MASPs 1, 2y 3). MASP2
activa C4 y C2, formando la convertasa de C3, similar a la via clasica de
complemento (C4b2a). Adicionalmente, MASP1 puede cortar directamente a C3

como ocurre en la via alterna del complemento (McMullen y col., 2006).

Via alterna

Esta via se activa mediante la hidrélisis espontanea del enlace tioéster de C3. EI C3
hidrolizado (C3H20) se une al componente B, el cual es desdoblado por el Factor D
en Bay Bb produciendo una convertasa soluble de C3 (C3H20-Bb), la cual desdobla
C3 en C3a y C3b. C3b se une a la superficie del microorganismo y se une al
componente B, que es desdoblado por el Factor D, formando la convertasa de C3
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de la via alterna (C3bBb), fija a la superficie del patégeno. La fraccion C3a, tiene
funcién anafilotoxica y quimiotactica para leucocitos. La molécula C3bBb es
estabilizada por la properdina con iones de magnesio. A la convertasa de C3 se une
otro C3b produciendo C3bBb3b, que tiene actividad de convertasa de C5. La
amplificacion de la via alterna del complemento incrementa la densidad de C3b
depositado sobre la superficie del patdgeno, favoreciendo su fagocitosis ya que C3b
actlia como opsonina, ademas de conducir a la formacion de las convertasas de C5
(C4b2a3b o C3bBb3b) (Ricklin y col., 2010).

Complejo de ataque de membrana (MAC)

El MAC es la fase terminal donde confluyen las tres vias del complemento. Las
convertasas de C5 (C4b2a3b o C3bBb3b) desdoblan C5 en C5a y C5b, esta ultima
queda unida a la superficie del patégeno y permite la agregacion de los
componentes C6 y C7, el complejo se inserta en la membrana celular cuando se
integra el componente C8, el cual permite la subsecuente polimerizacion de 12-18
unidades de C9 que forman un poro de 90 a 110 A de diametro (C5b6789n). Estos
poros son responsables de causar la lisis del patégeno blanco (Bajic y col., 2015).

Reguladores del sistema del complemento

Para evitar que la activacion del complemento dafie a las células del hospedero se
requiere de una regulacién muy fina (Bajic y col., 2015). La regulacion se lleva a
cabo mediante proteinas reguladoras negativas solubles y fijas a la membrana
celular. Varios reguladores actian a nivel de las convertasas de C3 (C4b2a y
C3bBb), se unen a C4b o C3b evitando la formacion de las convertasas, facilitan el
desensamble de las convertasas, y actian como cofactores de la proteasa de serina
Factor | para la inactivacion de C3b y C4b. La regulacién se completa con el
decaimiento espontaneo de las proteinas activadas y complejos enzimaticos debido
a que poseen una vida corta. En el Cuadro 1, se muestran las proteinas reguladoras
del complemento, donde el Factor H es el mas potente inhibidor de la via alterna del

complemento, asi como el méas estudiado (Ferreiray col., 2010; Bajic y col., 2015).
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Reguladores del complemento presentes en la membrana celular

Via que . .
Regulador Ligando Funcion
regula
Limpieza de complejos inmunes,
CR1 c3 C3b, iC3b, C4by [induccion de fagocitosis, acelerador de
(CD35) C1q decaimiento de convertasas, cofactor para
Factor |
DAF Acelera el decaimiento de la convertasa
4b2 B
(CD55) C3 C4b2by C3Bb |de C3
MCP Acelerador  de decaimiento de
(CD46) C3 C3by C4b convertasas, cofactor para Factor |
Protectina VAC cs Inhibe el ensamble y formacion de MAC
(CD59)
Reguladores del complemento solubles
Regulador | Via que regula Ligando Funcién
Reconoce superficies propias, acelera el
Factor H decaimiento de la convertasa de C3/C5,
(FHL-1  y|Alterna C3b, C3d cofactor para Factor I, evita que se forme
FHR-1 a 5) la convertasa de C3/C5
- Cofactor para Factor | y acelera el
Clasica y o .
C4BP . C4ab decaimiento de la convertasa de C3, evita
lectinas
gue se forme la convertasa de C3
Vitronectina Evita el ensamble del MAC
(Proteina MAC C5b-7y C9
S)

Cuadro 1. Reguladores del sistema de complemento (Liszewski y col., 1996; Zipfel

y Skerka, 2009; Ricklin y col., 2010; Bajic y col., 2015).
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Factor H

El Factor H (FH) es una glicoproteina presente en el suero que se produce
constitutivamente en el higado (Ferreira y col.,, 2010), y puede ser expresada
localmente por diferentes células como las células epiteliales de pigmento retinal,
células endoteliales, plaquetas, células mesenquimales y tubulos seminiferos
(Sakaue y col., 2010), se reportan como valores promedio en el suero humano
normal 442.7+ 105.8ug/mL (De Paula y col., 2003), sus variaciones son
dependientes de factores genéticos, nutricionales y ambientales (Esparza-Gordillo
y col., 2004).

La regulacion de la via alterna del complemento ocurre en el plasma, el FH posee
3 funciones: unirse a C3b, evitando la formacion de la convertasa de C3, desplazar
Bb de la convertasa de C3 y actuar como cofactor del Factor I, para la hidrélisis de
C3b (Ferreira y col., 2010). El FH se une a las células del hospedero y evita la
progresion de la activacion del complemento por la via alterna, interactuando con el
C3b depositado en las células adyacentes al sitio de activacion (Pangburn y col.,
2009). Las estructuras que contienen alta cantidad de heparina sulfatada y
glucosaminoglicanos (GAG), como el heparan sulfato y dermatén sulfato, fijan mas
al FH regulando negativamente al complemento (Esparza-Gordillo y col., 2004;
Pangburn y col., 2009).

La adquisicion del FH por Pasteurella multocida le permite regular negativamente el
sistema del complemento, como ha sido sugerido para el patégeno Leptospira. Las
proteinas de P. multocida responsables de la captura de los reguladores de
complemento podrian ser utiles como antigenos vacunales. Al dirigir la respuesta
inmune hacia ellas se podria aumentar la susceptibilidad de P. multocida a la accion
del complemento evitando asi su evasion (Fraga y col., 2014).

Medicina preventiva
Las vacunas vivas atenuadas brindan una buena proteccion, aunque soélo son
serotipo especificas, y ademas pueden presentar un riesgo sanitario para las

unidades pecuarias, pues las cepas vacunales son parcialmente atenuadas y
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pueden revertir a la virulencia de las cepas originales (Adler y col., 1999). En
conejos, se evalué una vacuna viva de Pasteurella multocida dependiente de
estreptomicina, observando inmunidad parcial por los primeros dos meses,
posteriormente se observo la presencia de pasteurelosis tanto en los vacunados
como en los no vacunados, observando la falta de eficacia en esta vacuna (Deeb y
col., 1989). Se estudiaron dos cepas mutantes autotroficas aro-A de P. multocida
designadas PMP1 (serotipo 1) y PMP3 (serotipo 3) como candidatas vacunales para
proteger aves contra el colera aviar, resultando con una mortalidad >75% tanto en
pollos libres de patégenos especificos como en reproductoras comerciales después
de 24 horas del desafio, observando una falta adecuada de proteccién en las
especies experimentales (Scott y col., 1999). En pavos de 14 semanas, que fueron
vacunados con un cultivo vivo de P. multocida en el agua de bebida, dos semanas
antes de exponerlas al desafio, la vacuna viva mostrdé conservar cierta virulencia
pues produjo un 4.2% de mortalidad sobre 120 pavos vacunados (Huberman y
Terzolo, 2015). Por otro lado, se demostré que la vacunacion con el péptido
RFHAB2 confiere una proteccion significativa (P< 0.01) contra el desafio

experimental (Tatum y col., 2012).

Tratamiento

El tratamiento con antibidticos es muy coman y de uso frecuente, dando resultados
variables. Mientras que el uso de antibiéticos como profilacticos esté contraindicado
debido a efectos adversos en la microbiota a la seleccion de cepas resistentes a los
antibioticos utilizados; ademas de la prohibicion de su uso semanas previas a su
salida al mercado para evitar su presencia en los productos de consumo humano.
La administracion de antibi6ticos en dosis preventivas en el alimento balanceado,
reduce sensiblemente su eficacia. Como es sabido, la resistencia genética de las
bacterias a los antibiéticos puede ser transferida de manera horizontal y vertical
entre ellas, aunque no pertenezcan a la misma especie bacteriana. Se ha detectado
en cepas de P. multocida un plasmido denominado pVM111 que confiere multi-

resistencia a sulfonamidas, a estreptomicina y a tetraciclina. La resistencia
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antimicrobiana en P. multocida cambia a través del tiempo y estd asociada a los

antimicrobianos utilizados en la zona (Kehrenberg y col., 2003).
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Justificacion

Existen pocos estudios sobre los mecanismos del sistema del complemento para
eliminar las bacterias del género Pasteurella. Hasta la fecha, se ha demostrado que
las cepas de Pasteurella multocida que son resistentes al complemento, son mas
virulentas, dos diferentes cepas de P. multocida PBA 1514 (capsulada) y PBA 875
(mutante sin cpsula), mostraron una sobrevivencia del 64% y 42%,
respectivamente, en la presencia de suero bovino fresco normal, en comparacion
con suero bovino inactivado (100%) después de 4 horas de incubacion (Boyce y
Adler, 2000).

Sahagun y col., 2014, observaron que Rodentibacter pneumotropicus (antes P.
pneumotropica) tuvo una sobrevivencia de 50%, cuando se incubd con suero
humano normal (SHN) durante 30 minutos. Se probd que la bacteria no sobrevivia
en suero carente de Factor H, pero si sobrevivia al reconstituirlo de manera dosis
dependiente. Por lo que las proteinas bacterianas de unién al regulador del
complemento FH son criticas para la sobrevivencia de la bacteria. AUn no se conoce
gue proteinas estan involucradas en la captura del Factor H en esta bacteria
(Sahagun-Ruiz y col., 2014).

Por lo anterior, la identificacion de proteinas de Pasteurella multocida que capturan
el FH, podria contribuir al conocimiento de los mecanismos de evasion del
complemento por la bacteria y dichas proteinas podrian ser la base para el

desarrollo de inmundgenos como alternativas de prevencion de la pasteurelosis.
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Hipotesis
Pasteurella multocida tipo A tiene proteinas que capturan el Factor H del sistema

del complemento.

Objetivo General
Identificar proteinas de Pasteurella multocida que capturan el FH del sistema del

complemento.
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Material y Métodos

Suero humano normal

El suero humano normal (SHN) se obtuvo a partir muestras de sangre de personas
anonimas. Se colectaron 10 mL de sangre sin anticoagulante de voluntarios adultos

sanos, los cuales firmaron de manera individual un consentimiento informado.

Posteriormente, la sangre se mantuvo a 4°C permitiendo la formacién del coagulo.
El suero se separo de la sangre por centrifugacion a 2,380 XG por 10 min a 4°C, se
obtuvieron 5 mL aproximadamente de suero por muestra de cada persona y
finalmente los sueros de 6 personas se juntaron en un tubo de 50 mL y la mezcla
se dividio en alicuotas de 500 uL, que fueron congeladas a -80°C hasta su uso.
Como control se utilizé suero humano normal inactivado por calor (SHIC) 30 minutos
a 56°C.

Cultivo bacteriolégico

La cepa de Pasteurella multocida tipo A fue aislada a partir de un hisopado nasal de
una coneja que presentaba semiologia compatible con neumonia productiva
remitida al Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Nacional Autbnoma de México. La
identificacion del aislado en cultivo puro se realiz6 mediante la caracterizacién de
técnicas de identificacion fenotipica estandar, tales como oxidasa, agar TSI,
motilidad, glucosa, indol, urea y citrato de Simmon y para la identificacion del
serotipo se hicieron las pruebas de hialuronidasa y acriflavina siguiendo las

metodologias descritas por Koneman y Allen (2008).
Prueba de supervivencia

Para los ensayos de supervivencia, la bacteria se subcultivd en agar sangre (AS)
por 24 h, posteriormente una colonia fue inoculada en caldo infusion cerebro
corazén (CICC) durante 16 h a 37 °C con agitacion a 185 rpm hasta que el cultivo

alcanzé una densidad o6ptica de 0.43 a 600 nm (aproximadamente 3.42 x 108
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bacterias/mL). Posteriormente el cultivo fue centrifugado a 4,400 XG a 21 °C por 15
min, el sedimento bacteriano se lavé una vez con solucién salina de fosfatos (PBS)

y se ajustd a 1x103 bacterias/tubo.

Para los ensayos de supervivencia, las bacterias fueron incubadas en tubos con
40% SHN (con complemento activo) o con SHIC (con complemento inactivo) a 37°C
por 30 min bajo agitacion de 190 rpm. Después el cultivo se centrifug6 a 5,500 XG
decantando el sobrenadante, la pastilla fue suspendida en 100 puL de PBS, se
realizaron diluciones decuples hasta 104, para sembrar por extensién en AS por
triplicado incubando a 37 °C por 18 h. Para determinar el nimero de unidades
formadoras de colonias (UFC), se calcul6 el porcentaje de supervivencia
considerando el nimero de colonias obtenidas tras la incubacion con SHIC como el

100% de supervivencia.
Captura del Factor H por Pasteurella multocida tipo A

El cultivo se cuantificd en un espectrofotometro (Thermo Scientific Multiskan GO,
Waltham, MA, Estados Unidos) utilizando una longitud de onda de 600 nm. La
concentracion fue ajustada a 2x108 bacterias/mL. El cultivo fue lavado en PBS pH
7.4 a 21°C, centrifugando a 11,600 XG por 15 min. La suspension bacteriana fue
incubada con 40% de SHN en PBS o so6lo PBS, durante 15 min a 37°C. Enseguida,
la suspension fue lavada 3 veces con 500 uL de PBS, pH 7.4, centrifugando a
11,600 XG por 10 min a 10°C, retirando el sobrenadante y homogenizando en un
agitador. La pastilla fue resuspendida en 100mM de Na2COs, pH 9.6 y fijada por
duplicado (1 x 10 8 pozo) a la placa de ELISA de alta afinidad por 16 h a 4°C.
Posterior a la incubacion, la placa se lavé 3 veces con PBS + 0.05% Tween 20 (PBS
—T), 200uL/ pozo. Para evitar interacciones inespecificas del anticuerpo, se realiz6
el bloqueo con 3% de albumina sérica bovina (BSA) en PBS-T (200uL /pozo),
durante 1 h a 37°C. La placa fue lavada 1 vez con PBS-T y se incubd con el
anticuerpo policlonal de oveja anti-Factor H humano (1:5,000) por 1 h a 37°C
(ABcam, Cambridge, Reino Unido). Después de la incubacion, la placa fue lavada
3 veces con 200 yL de PBS pH 7.4 e incubada con el anticuerpo de conejo anti-lgG
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de oveja conjugado con peroxidasa (1:10,000) por una 1 h a 37°C (ABcam,
Cambridge, Reino Unido). Después de la incubacion, la placa fue nuevamente
lavada tres veces con PBS — T. Finalmente se agreg6 0.015% de H202y 0.004% de
OPD (1,2-ortho-phenylenediamine dihydrochloride Sigma-Aldrich, San Luis, MO,
Estados Unidos) en amortiguador citrato fosfato pH 5. La reaccion fue detenida con
50 pL de H2SO4 4N. Como control negativo se utilizd una suspension bacteriana no
tratada con suero, incubada con el anticuerpo primario y secundario. Como control
del Factor H se utilizd SHN fijado en la placa (40% en Na2COs, 100 mM pH 9.6) y
PBS como su control negativo. Las placas fueron leidas a 492 nm en un
espectrofotometro (Thermo Scientific Multiskan GO, Waltham, MA, Estados
Unidos).

Identificacidén de proteinas de Pasteurella multocida que capturan el Factor H
Preparacion de la muestra

La cepa de P. multocida tipo A fue inoculada en agar sangre e incubada a 37 °C
toda la noche, posteriormente se tomo una colonia y se inoculé en 500 mL de caldo
infusion cerebro corazén (CICC) y fue incubada toda la noche a 37°C. Se centrifugé
a 3,500 XG durante 15 min. Después, el sobrenadante se retird y la pastilla
bacteriana se lavo con 15 mL de PBS pH 7.4, centrifugando a 3,500 XG por 15 min
a 4°C.

Cuantificacion de la muestra

La pastilla bacteriana fue sonicada por 4 ciclos de 30 segundos a una amplitud de
9.2 Hz , siempre mantenida en hielo. La concentracion de proteina de la muestra se
determiné mediante el método de Bradford, en placa de 96 pozos. Las lecturas de
absorbancia se realizaron con un espectrofotometro (Thermo Scientific Multiskan
GO, Waltham, MA, Estados Unidos) y se compararon con una curva de referencia
con concentraciones de 1 — 12 pg/uL de albumina sérica bovina.
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SDS-PAGE

Para la identificacion de proteinas de Pasteurella multocida se realizé la
electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 12% (camara de
electroforesis Mini-PROTEAN® Tetra Cell de Bio-Rad Laboratories Inc) sumergidos
en una solucion de corrida (tris-glicina-SDS). Las muestras de trabajo se prepararon
con amortiguador Laemmli 2X en una proporcion 1:1 y se mantuvieron en ebullicién
durante 5 min. La electroforesis se realizdé a 50V en el gel concentrador y 100V en
el gel separador. Se prepararon dos geles idénticos, para uno se tifid con azul de
Coomasie y otro se utilizd en el ensayo de inmunotransferencia tipo Western blot
(WB).

Tinciéon con azul de Coomasie

El gel con las proteinas se tifid con una solucion de azul de Coomasie (BioRad)
durante 2 h y después se sumergié en solucion destefiidora (10% acido acético,
30% metanol y 60% agua destilada), realizando varios cambios hasta que las
bandas fueron visibles. Se desechd la solucion y se lavé el gel varias veces con
agua destilada.

Electrotransferencia

Una membrana de nitrocelulosa del tamafio del gel y el mismo gel de poliacrilamida
se sumergieron durante 30 min en amortiguador de Towbin frio. Las esponjas del
equipo de electrotransferenciay el papel filtro también se humedecieron en el mismo
amortiguador antes de ensamblar todos los componentes. El ensamblaje del
sistema de transferencia se realiz6 en un recipiente de plastico conteniendo el
amortiguador Towbin frio en el siguiente orden: En contacto con la tapa negra se
colocé una esponja, encima de ésta se coloco una hoja de papel filtro previamente
humedecido en Towbin, luego se coloco el gel y sobre éste se colocé la membrana
de nitrocelulosa; otra hoja de papel filtro humedecida se colocdé encima de la
membranay por ultimo se colocd la otra esponja, cerrando el sistema perfectamente

para ser colocado dentro de la cAmara de electrotransferencia. La transferencia se
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realizo durante 1 h a 100V.
Inmunodeteccion de la captura del Factor H

Posteriormente se realizé la inmunodeteccidn tipo Western blot superpuesto. La
membrana se bloque6 mediante una incubacion de 2 horas en agitacion orbital a 15
rpm a TA en una solucion de PBS-T 0.05% y 10% de leche descremada.
Posteriormente, la membrana se incubd durante 1 hora en suero humano 20% en
agitacion orbital a 15 rpm a TA. Después de la incubacion, la membrana se lavo 4
veces en PBS-T durante 5 min cada lavado, en agitacion orbital a 15 rpm a TA.
Enseguida, la membrana se incubd con el anticuerpo de oveja policlonal anti Factor
H, durante 1 hora, diluido 1:5,000 en PBS-T y 5% de leche descremada. Después
de 4 lavados, se incub6 con el anticuerpo secundario de conejo, anti-lgG de oveja
conjugado con peroxidasa (diluidos 1:10,000) a 37°C por 1 h. Finalmente, después
de 4 lavados, la membrana se coloc6é en una solucién de revelado de 4 -cloro
naphtol y H202 manteniéndose en agitacion orbital a 15 rpm a TA, protegida de la
luz, hasta observar la reaccion de deteccion. La reaccion se detuvo mediante un
enjuague final en agua destilada, la membrana se secé en papel filtro y las imagenes

de las reacciones de inmunodeteccion se registraron en fotografia digital.
Electroforesis Bidimensional
Precipitacion de proteina

Se utilizaron 1X108 de una suspensién de bacterias sonicadas en 130 yL PBS, a los
cuales se les agregaron 800 pL de acetona grado molecular (proporcion 1:4), la
mezcla se mantuvo a -20°C por 2 h, posteriormente se centrifugé la mezclaa 11,600
XG por 10 min a 4°C. Después se decant6 la acetona y se dejo secar el precipitado

mediante evaporacion.
Isoelectroenfoque

A la muestra, se le adicionaron 250 pL de buffer de rehidratacion (8M Urea, 2%
CHAPS, 50 mM DTT, 0.2% [w/v] Bio-Lyte ™ 3-10 anfolitos y trazas de azul de
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bromofenol) y se homogenizd. Después, se tomaron 125 uL de esta suspension y
se colocaron en un canal de un recipiente de 10 canales y los otros 125 pL en otro
canal, distribuido a lo largo. Se utiliz6 una tira por canal IPG de 7 cm para
isoelectroenfoque con rangos de pH de 3-10 (ReadyStrip ™ IPG strip-BioRad),
adicionandoles al final 700 yL de aceite mineral estéril, se incub6 a temperatura
ambiente durante 16 h. Transcurrido el tiempo, se colocaron dos receptaculos de
sales humedecidos con 8 pyL de agua nanopura, cada uno en un extremo de los

carriles utilizados, en la camara de isoelectroenfoque.

Posteriormente, las tiras se colocaron en la camara y se adicionaron 700 uL de

aceite mineral, el equipo fue configurado como se indica abajo:

Tamafio de la Tira=7 cm | Voltaje Tiempo Voltaje- H Rampa
Paso 1 250 20 min Lineal
Paso 2 4000 2h Lineal
Paso 3 4000 10,000 Réapido
Total 5h 14,000

Durante el tiempo que transcurrié el isoelectroenfoque, se prepararon dos geles
SDS-PAGE 12% (solo gel separador), para realizar la electroforesis. Una vez
finalizado el proceso de isoelectroenfoque, las tiras fueron equilibradas durante 10
minutos en 1 mL de buffer | (6M Urea, 2% SDS, 0.375 M Tris — HCI [pH 8.8], 20%
glicerol y 2%[w/v]DTT) y después en 1 mL de buffer Il (6M Urea, 2% SDS, 0.375 M
Tris — HCI [pH 8.8] y 20% glicerol), durante 10 minutos. Al término del proceso, las
tiras fueron colocadas en el gel SDS-PAGE 12%. La electroforesis se realiz6 a 70V
con una solucién de corrida (tris-glicina-SDS). Al finalizar, uno de los geles se tifid
con una solucion de azul de Coomasie (BioRad) durante 2 h 'y después se sumergi6
en solucion destefiidora, realizando varios cambios hasta que las proteinas fueron
visibles. Se desechd la solucion y se lavo el gel varias veces con agua destilada. El
otro gel fue utilizado para electrotransferencia, usando una membrana de PVDF. La

transferencia se realiz6 durante 1 h a 100V (Zhang y Lu, 2007; Li y col., 2015).
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Posteriormente, se realizé la inmunodeteccion tipo Western blot superpuesto, como
se describié previamente. Para la identificacion de proteinas que se unieron al FH,
se utilizo un software para la deteccion de las manchas de proteinas en todas las
réplicas, y la deteccion mejoré mediante la adicion manual de las manchas omitidas
y la eliminacion de las manchas detectadas incorrectamente. La normalizacion de
las imagenes de gel se realizé utilizando el método de normalizacion del modelo de
regresion local proporcionado por el software PD-Quest®. Para comparar
adecuadamente las muestras, las imagenes de gel se ajustaron a un modelo de
distorsidbn comun; esto se realiz6 haciendo coincidir puntos que eran comunes a
todas las imagenes de gel. Las imagenes de gel de las diferentes muestras de
proteinas se compararon entre si para generar un conjunto de datos solido que
contenia todos los puntos representados en las muestras con un 98 % de confianza
estadistica (P < 0.01) en una prueba t de Student. Por ultimo, se seleccionaron los
puntos de proteina en el conjunto de datos estadisticos que mostraban un cambio
de abundancia de * 2 veces y luego se sometieron a identificacion por
espectrometria de masas (MS), esto se realizé en Ciencias Gendmicas de la UNAM.
Los resultados de las pruebas fueron analizados utilizando media, rango y
desviacidon estandar, también se compararon mediante la prueba ANOVA de una
via donde un valor P < 0.05 se interpretd como significativo. Lo anterior fue realizado
usando el programa GraphPad Prism version 6.0.0 para Windows (GraphPad Prism,
2012).
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Resultados
Supervivencia de Pasteurella multocida al complemento

El efecto del sistema del complemento en P. multocida fue evaluado tras la
incubacion del cultivo bacteriano con SHN o con SHIC al 40 % durante 30 min. En
10 experimentos independientes las bacterias viables fueron cuantificadas, el
porcentaje de células supervivientes fue calculado comparando el numero de
bacterias viables incubadas en los dos tratamientos. Los resultados indican que el
sistema del complemento sérico tiene accién bactericida sobre P. multocida; el
ensayo mostro que el cultivo tratado con el SHN permitio la supervivencia in vitro
del 51.07 £ 1.70 %, considerando como 100% la sobrevivencia en SHIC (P<0.05)
(Figura 2).
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Figura 2. Supervivencia de Pasteurella multocida a la acciéon del sistema del
complemento presente en el suero. A la izquierda se muestra la cantidad de
unidades formadoras de colonia (UFCs) de P. multocida que desarrollaron después
de incubarlas con SHIC y a la derecha al incubarse con SHN. SHIC= suero
inactivado a 56 °C durante 30 min. SHN= suero normal (n=10). ****estadisticamente
diferentes (P<0.05).
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Captura del Factor H del sistema del complemento

La captura del Factor H sérico del sistema del complemento por P. multocida fue
evaluado con la prueba de ELISA, tras la incubacion del cultivo con SHN 40%.
Observando ambas barras, se muestra que si hay una importante interaccion de la
bacteria con el Factor H del sistema del complemento (p<0.05), comparado con el
control negativo (sin suero) demostrando que la bacteria si es capaz de capturar al
Factor H del sistema del complemento (Figura 3).
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Figura 3. Captura de FH de suero por Pasteurella multocida tipo A. P. multocida
lavada y fijada por duplicado a una placa de ELISA se incub6 con 40% de SHN. La
barra negra muestra la captura del Factor H del suero por P. multocida, con respecto
al control negativo que es la bacteria incubada con PBS (sin suero)

***rastadisticamente diferentes (p<0.05).
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Inmunodeteccién de la captura del Factor H por proteinas de Pasteurella

multocida mediante Western blot

Las proteinas de la bacteria fueron resueltas mediante SDS-PAGE 12% vy tefiida
con azul de Coomasie para obtener un perfil electroforético. Los resultados indican
la presencia de bandas de diferentes tamarfios que abarcan desde los 198 kDa hasta
menos de 14 kDa (Figura 4A). Posteriormente, para identificar bandas que capturan
al Factor H sérico del sistema del complemento, se realizé una inmunodeteccién
tipo Western blot superpuesto (SHN como fuente de FH), utilizando un anticuerpo
policlonal anti Factor H, donde se observo la presencia de 6 bandas con diferentes

pesos moleculares que iban de 14 a 70 kDa (Figura 4B).
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Figura 4. Deteccidn de proteinas de Pasteurella multocida que capturan Factor
H. A. Gel de poliacrilamida-SDS 12% tefiido con Azul de Coomassie, permite ver
las diferentes bandas de proteinas presentes en la fraccion de la pastilla del cultivo.
B. Bandas que capturan el Factor H sérico del sistema del complemento presentes
en el suero humano normal (SHN) detectadas por inmunotransferencia tipo Western

blot (WB). C. Control positivo suero humano normal
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Identificacidén de proteinas de Pasteurella multocida que capturan al Factor H

Para la identificacién de las proteinas que son capaces de capturar al Factor H
sérico del sistema del complemento, se utilizaron 130 pg de P. multocida sonicada
para separar sus proteinas en geles de doble dimension 2D-PAGE 12% con base
en su punto isoeléctrico (IP) y peso molecular, para asi obtener las manchas para
su identificacion. Posterior a la tincion del gel con azul de Coomasie se observaron
multiples puntos y para confirmar la captura del Factor H sérico, se realiz6 una
inmunodeteccion tipo Western blot superpuesto (SHN como fuente de FH) utilizando
un anticuerpo policlonal anti-Factor H y uno secundario marcado con peroxidasa.
Se observaron 5 puntos, de diferentes pesos moleculares, 57, 41, 38, 18 y 22 kDa.
(Figura 5).
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Figura 5. Electroforesis bidimensional tefiido con azul de Coomasie y WB
superpuesto de Pasteurella multocida. Proteinas que capturan Factor H sérico,
se aprecian 5 manchas correspondientes a proteinas de diferente peso molecular,

57,41, 38, 18 y 22 kDa.
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Identificacidn de las proteinas de Pasteurella multocida que capturan al Factor

H por analisis de espectrofotometria de masas

Una vez identificadas en la inmunotransferencia tipo Western, las manchas positivas
ante la captura del Factor H sérico por P. multocida, se recortaron del gel de
acrilamida y se enviaron para su analisis por espectrofotometria de masas. Los
resultados identificaron las proteinas GroEL con un peso de 57 kDa, acetil CoA-
acetiltransferasa con un peso de 41 kDa, de una porina OmpA con un peso de 38
kDa, de la proteina L6- 50S ribosomal de 18 kDa y de una peroxiredoxina de 22
kDa, con base en los péptidos identificados y encontrados en secuencias de
proteinas por BLAST en bases de datos (NCBI, NLM-NIH) como se muestran en la
Figura 6. Asimismo, en el Cuadro 2, se pueden apreciar las caracteristicas de las
diferentes proteinas, se muestran los numeros de identificacion (ID acceso)
identificada en la base de datos, el punto isoeléctrico, peso molecular, aminoacidos,

familia de la proteina y su ontologia.
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Figura 6. Secuencias de péptidos de las proteinas de Pasteurella multocida
gue capturan el Factor H del sistema del complemento. En rojo se muestran los
péptidos obtenidos por la espectrofotometria de masas que coinciden con las
secuencias de las proteinas GroEL, Acetyl CoA-acetiltransferasa, porina OmpA,
Proteina L6 50S ribosomal y peroxiredoxina, los aminoacidos detectados se

GroEL (WP_014325704)

AALAAASVAQ
NSVTYGVFGG
AHLSLKASYP
QVSPVFAGGL
TAGLSYRFGQ
EIAQLKSASV
SATGHGEANP

RTAIGSFGGS
LGQNVARQAT
VAGGMESMSQ
AENIAKQWNL
PVVFDTDEFP
SAEKAESLGL
MDLIEANEAF
TLLYEMQKRD

AALAAASVAQ
NSVTYGVFGG
AHLSLKASYP
QVSPVFAGGL
TAGLSYRFGQ
EIAQLKSASV
SATGHGEANP

IPAGVEVKLD

ADAQAGTARA

HPVEHALPAG

GVRYADEVVR

FTAAAVLGNG

YEEFQKRGVE
AQAFGIEHPE

LQFHEEHGDV

AAPQPNTFYV
YQITDNFAVE
VLDGLDIYAR
EYAFIPELAL
SVYVPEVVSK
AVAGYTDRLG
VTGNKCDSVK

LKNVPAVDLG
IKAGLPEEVP
APYLLKTARW
TREEQDQFAL
RFGSTIEGLS
KPMAKILSYG
AAQSLAVAKD
AKKGLATLCI

AAPQPNTFYV
YQITDNFAVE
VLDGLDIYAR
EYAFIPELAL
SVYVPEVVSK
AVAGYTDRLG
VTGNKCDSVK

LVNAMVIGVT

ITAECPSQTE
IKEAKKK

EIVDNFNFKQ
VVGISIDSEF
AGVALRASFL

CPAQWEKGKE

GAKAGWASFH
LGYDDFGRAK
VGAALIRSDY
RVEYQWLNNV
TFTLNSDVTF
SDAYNLKLSQ
GRKALIACLA

ATVIEEAVKR
AMTINKVCGS

GQRMGDGKMV

QSQLKAEKAV
KLRPAFIKDG
SKGLDPAIMG
LKFDMSKVNV
GGGMGTALIV

Porina OmpA (WP_014391196.1)

GAKAGWASFH
LGYDDFGRAK
VGAALIRSDY
RVEYQWLNNV
TFTLNSDVTF
SDAYNLKLSQ
GRKALIACLA

DGLNQVKDMT
LRMAEKDQKA
KVYDHSDPAK
GKLKDAKGER
GFDKADLKPA
RRADTVANYL
DDRRVEIAVK

Acetyl CoA-acetilttansferasa (WP_126374074.1)

AGIKPEMVEE
GLRTVALAAQ
DAMINDSLWD
KEGRFKDEIV
TVTAGNASGI
YGPFHATKKA
NGGAIALGHP
ER

DGLNQVKDMT
LRMAEKDQKA
KVYDHSDPAK
GKLKDAKGER
GFDKADLKPA
RRADTVANYL
DDRRVEIAVK

Proteina L6 50S ribosomal (WP_005724018.1)
GQLLTVKGKN

GELSRTIHNA  VEVKQDNNEL
EGFTKKLQLV ~GVGYRAQMKG

IVLKGADKQL

Peroxirredoxina (WP_005716614.1)

HIAGKAAVVF

SHNAWRKTPV
IDKDGVVRHQ
GMTGSPEGVA

IGQVAADIRA

FYPLDFTFVC

ENGGIGEVKY
VVNDLPLGRN
KYLKQHADQL

encuentran distribuidos en las secuencias de cada proteina.
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Namero | PIt/PM%AA3 ID/Especie Familia de la proteina Genontologia
de spot
1 4.8/57/544 WP_014325704/ Chaperonina GroEL Complejo de chaperonina
P. multocida bacteriana que consta de una
subunidad de chaperonina
heptamérica GroES de 10 kDa y
una subunidad de chaperonina
tetradecamérica (2x7) de 60
kDa GroEL. La subunidad de
60kDa posee actividad ATPasa
mientras que la holoenzima es
responsable del correcto
plegamiento de las proteinas
2 6.8/41/393 WP_126374074.1/ Acetyl-CoA C- Catalisis de la reaccion: 2 acetil-
P. multocida acetyltransferasa CoA = CoA + acetoacetil-CoA.
3 8.2/38/353 WP_014391196.1/ Porina OmpA Parte externa de la pared celular
P.multocida y/o membrana externa
4 8.2/18/177 WP_005724018.1/ Proteina L6 de la Subunidad mayor del ribosoma
P. multocida subunidad 50S ubicado en el citosol
ribosomal
5 4.9/22/200 WP_005716614.1/ Peroxiredoxina C Descomposicion del peroxido de
P. multocida hidrégeno (H202) de las
reacciones quimicas

Cuadro 2. Identificacion de las diferentes proteinas de P. multocida que
capturan al Factor H sérico del sistema del complemento. Manchas de proteinas
obtenidas mediante 2D-PAGE. Se muestran los accesos identificados de la base de
datos (NCBI, National Library of Medicine NIH), el punto isoeléctrico, peso

molecular, amino&cidos, familia de la proteina y su ontologia.
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Discusion

El sistema del complemento juega un rol importante para la defensa de los
organismos contra patégenos. La accidén que tiene el sistema del complemento
sobre Pasteurella multocida es poco conocida, los estudios previos demostraron
una actividad relevante sobre cepas resistentes (Boyce y Adler, 2000).

En cepas virulentas de P. multocida, se demostré que la resistencia al complemento
se asocia a la presencia de céapsula, ya que se observdé que una cepa que
espontaneamente dejo de producir capsula se volvié susceptible al complemento y
avirulenta en comparacion con una cepa virulenta, que si mostré una resistencia a
la accion bactericida del suero (Snipes y col., 1985). Boyce y Adler (2000),
demostraron también que una cepa mutante de P. multocida acapsular fue
fagocitada, mientras que la cepa silvestre evadio la fagocitosis. Rodentibacter
pneumotropicus sobrevive en un 50% cuando se incuba con SHN, por lo que R.
pneumotropicus ha desarrollado mecanismos para evadir el sistema del
complemento humano que pueden aumentar la eficiencia para acceder y colonizar
los tejidos internos donde puede causar infecciones graves (Sahagun-Ruiz y col.,
2014). En nuestro estudio se demostro el efecto del sistema del complemento en P.
multocida tras la incubacién del cultivo bacteriano con SHN o con SHIC al 40 %
durante 30 min. Los resultados indican que el sistema del complemento sérico tiene
accion bactericida sobre P. multocida; el ensayo mostré que el cultivo tratado con el
SHN permitié la supervivencia in vitro del 51.07 + 1.70 %, con respecto al SHIC.
Ademas de la capsula, otro mecanismo de evasion del complemento es a través de
la captura de reguladores negativos solubles del huésped (Lambris y col., 2008;
Blom y col., 2009). Dichos reguladores se encuentran involucrados en el control del
sistema del complemento, via alterna (FH), via clasica y via de las lectinas (C4BP),
tal y como se ha estudiado en otras bacterias, tales como Bordetella pertussis, que
tiene la capacidad de capturar tanto al FH como al C4BP (Amdahl y col., 2011),
Histophilus somni que captura al FH (Inzana y col., 2012), Escherichia coli captura
al FH (Tan y col., 2011), Leptospira interrogans captura a FH y C4BP (Barbosa y

col., 2009, Moreno-Torres y col., 2019), entre otras. En el caso de bacterias de la

36


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0111194
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0111194

familia Pasteurellaceae, R. pneumotropicus es capaz de capturar los reguladores
negativos, FH y C4BP, permitiendo la inactivacién de las 3 vias del sistema del
complemento, y es incapaz de sobrevivir al suero carente del Factor H; por lo que
las proteinas de union a reguladores del complemento son criticas para su
supervivencia en suero (Sahagun-Ruiz y col.,, 2014). En nuestro estudio se
demostré una sobrevivencia del 51% de Pasteurella multocida en presencia de
SHN, considerando como 100% la sobrevivencia en SHIC. Esta sobrevivencia es
probablemente debida a la captura del Factor H por P. multocida el cual fue
evaluado tras la incubacion del cultivo con SHN 40%, observando una importante
interaccidn entre la bacteria con el Factor H del sistema del complemento,
comparado con el control negativo sin SHN. Al confirmar que P. multocida es capaz
de capturar al FH del sistema del complemento, el siguiente paso es saber que
proteinas son responsables de la captura, por lo que se identificaron 5 probables
proteinas mediante el uso de SD-PAGE 2D / Western blot superpuesto y
espectrofotometria de masas.

Dentro de las proteinas identificadas como responsables de la captura del Factor H
en nuestro estudio, se encuentra GroEL, esta proteina se clasifica como una
chaperona molecular, es multimérica de un peso molecular cercano a los 70 kDa
con una estructura en forma de doble anillo. GroEL se encarga de mediar la
conformacién de las proteinas evitando su plegamiento durante la sintesis o la
translocacion, mediando la liberacién gradual de ATP que da como resultado un
plegamiento adecuado (Henderson y col., 2013; Gruber y Horovitz, 2016; Ishi,
2017). GroEL posee 3 dominios definidos: Un dominio apical, este posee una
agrupacion de residuos hidréfobos involucrados en el reconocimiento de los
péptidos en su entorno. Un dominio ecuatorial, éste acoge al sitio de unién de ATP
y por ultimo un dominio intermedio pequefio y flexible, que establece una
comunicacién de sefiales entre ambos dominios (Cuéllar y col., 2008; Thirumalai y
col.,, 2020); ademas se expresa en la superficie de Mycoplasma pneumoniae,
teniendo la funcion de adhesion e invasion a la célula hospedera (Clark y Tillier,

2010; Hagemann y col., 2017). En el caso de Bacillus anthracis, se une débilmente
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a plasminégeno (Chung y col., 2011) por lo que las funciones de adhesion y
reconocimiento de esta proteina nos hace pensar que podria tener un papel
importante en el reconocimiento del Factor H del sistema del complemento humano.
Quan y col. (2017), identificaron que GroEL de Streptococcus suis también
interactlda con el Factor H. GroEL contribuye a la adhesion de Leptospira spp sobre
los tejidos del huésped y estimula la produccion de citocinas durante la infeccion,
también se secreta extracelularmente y se expone en la superficie de la bacteria
(Ho y col., 2021).

Los microorganismos cuando entran al huésped, ya sea por via oral, respiratoria o
mucosas, se exponen a un entorno diferente, que incluye cambios de temperatura,
presion osmoética, pH, entre otros, por lo que responden aumentando la expresion
de factores de virulencia para ayudar en la adherencia bacteriana, invasion o
evasion inmune. Las proteinas de respuesta al estrés, como las proteinas de
choque térmico y las chaperonas, son algunas de las proteinas que sufren cambios
en los niveles de expresion y/o cambios en la localizacion celular desde el citosol
hasta la superficie celular. La proteina chaperona GroEL, se reubica en la superficie
celular o se secreta durante la invasion vy, por lo tanto, el sistema inmunitario del
huésped puede reconocerla como antigeno (Fourie y Wilson, 2020).

Otra de las proteinas de captura del Factor H que fue identificada en nuestro estudio
fue OmpA. Las proteinas de membrana OmpA son unas porinas modificables por el
calor, expuestas a la superficie celular, se encuentran en bacterias Gram negativas
y tiene un peso molecular de 35.159 kDa, y estan expuestas en la superficie celular.
Estan caracterizadas por un dominio N-terminal que forma un barril B antiparalelo
de ocho hojas plegadas, que se encuentra incrustado en la membrana externa, y en
el periplasma. Las proteinas OmpA se caracterizan por un dominio globular C-
terminal. Son necesarias en la biosintesis y en el mantenimiento de la integridad de
la membrana externa, su dominio globular C-terminal interactia con la capa de
peptidoglicano de la pared celular, proporcionando estabilidad e integridad a la
membrana externa (Krishnan y Prasadarao, 2012; E-Kobon y col., 2017; Martinez y

col., 2019; Nie y col., 2020). Poseen un papel fundamental en la patogénesis de
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diversas infecciones bacterianas y debido a su capacidad para interactuar en varios
tejidos en el huésped se considera una molécula pleiotrépica y entre sus
caracteristicas importantes se ha descrito que la OmpA puede interactuar como
adhesinal/invasina, asi como inmuno-evasina, participante en la formacion de
biopeliculas, receptor de varios bacteriéfagos, participa en la adherencia a las
células huésped a través de la union de heparina y fibronectina (E-Kobon y col.,
2017). Se haidentificado como una molécula novedosa la cual coordina respuestas
inmunitarias innata y adaptativa, lo que indica que puede representar un antigeno
importante en el desarrollo de vacunas (Ambrosiy col., 2012; Krishnan y col., 2012).
Se ha demostrado que la proteina de membrana externa OmpA de Acinetobacter
baumannii tiene la capacidad de capturar al regulador del sistema del complemento
(Factor H), confiriendo resistencia al suero humano (Woo y col., 2009). Se observo
que el regulador C4BP capturado por la OmpA de E. coli, le daba resistencia a la
bacteria para sobrevivir en el suero debido a una disminucion en la deposicion de
C3b, evitando con esto, que se diera la activacion del sistema del complemento y
por ende el complejo de ataque de membrana sobre la bacteria (Wooster y col.,
2006). En un estudio donde se trabajé con la proteina de membrana externa de
Haemophilus influenzae OmpP5, proteina del complejo OmpA, se confirmé un rol
directo tras la captura del Factor H sobre la resistencia a la accidén del sistema del
complemento (Langereis y col., 2014). Se clonaron 3 ortélogos de OmpA en Borrelia
afzelii, BAPKO_0422, BAPKO_0026, BAPKO_0423 y BAPKO_0591, sugiriendo que
pudieran ser candidatos para la captura de Factor H del sistema del complemento,
para la resistencia al suero humano (Dyer, 2015). Las proteinas de membrana
externa tales como OmpA, se han considerado como candidatos vacunales
efectivos, tal como se demostré con un péptido de Pseudomonas aeruginosa con
considerable homologia con OmpA (Gilleland y Gilleland, 1995). En contraste, en
un experimento donde se muté por delecion a OmpA en Klebsiella pneumoniae se
demostré que no habia influencia en la sobrevivencia en el suero (Hsieh y col.,
2013).
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Unatercera proteina de captura de Factor H de P. multocida determinada en nuestro
estudio fue una peroxirredoxina. Las peroxirredoxinas (Prxs) son una familia de
proteinas peroxidasas que se pueden dividir en seis subgrupos con distintas
secuencias de aminoacidos y altamente conservadas, con un residuo de cisteina
conservado, denominado Cys "peroxidatico” (Parsonage y col., 2008; Nelson y col.,
2011; Rhee, 2016). Se sugiere que este residuo sirve como sitio de oxidacion por
peroxidos y esta involucrada en la virulencia y como proteccion en contra del estrés
oxidativo de Staphylococcus aureus (Cosgrove y col., 2007) y Helicobacter cinaedi
(Charoenlap y col., 2012). El genoma de la cepa PA14 de Pseudomonas aeruginosa
es altamente virulenta, contiene al menos 8 genes que codifican Prxs, incluidos
ahpC y tpx. Ohr es otra peroxidasa basada en Cys, es caracterizada estructural y
enzimaticamente, pero no se requiere para la virulencia (Lesniak y col., 2002,
Atichartpongkul y col., 2010). Se ha observado que Haemophilus influenzae in vitro,
desarrolla una biopelicula con la expresion de abundante peroxiredoxina (PGdx),
asi como in vivo durante la infeccion del tracto respiratorio humano, donde se
desarrolla una respuesta inmune humoral contra la proteina (Short y col., 2021). En
un estudio se determin6é que se puede dar una union de Prx1 y Prx2 a Clq del
sistema del complemento de la via clasica, sin embargo, solo Prx2 podria inducir la
activacion de la via clasica del complemento mediado por C1q (Park y col., 2021).
Se determinaron tres nuevas proteinas inmunogénicas de P. multocida mediante el
uso de 2-DE MALDI-TOF MS con suero inmune de cerdos. Dentro de esas proteinas
se encuentra una peroxirredoxina (PrX), sugiriendo que podrian probarse como
buenas candidatas a vacunas (Wang y col., 2021).

La cuarta proteina de captura de Factor H de P. multocida que fue determinada en
nuestro estudio es la proteina L6 50S ribosomal. El ribosoma traduce la informacion
genética del ARN mensajero en proteina. Los ribosomas bacterianos tienen un
coeficiente de sedimentacion de 70S y estan compuestos por subunidades 50S y
30S. En E. coli la subunidad 50S contiene 33 proteinas ribosomales, L1-L6, L9-L25
y L27-L36 y dos RNAr 23S y 5S, mientras que la subunidad 30S contiene 21
proteinas ribosomales, S1-S21 y una ARNr 16S (Nierhaus, 2006; Shajani y col.,
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2011; Nikolay y col., 2015). La funciéon de dichas proteinas aun esta en estudio, en
el caso de la proteina L6 participa en la estabilidad modular y en el ensamblaje de
la estructura de la subunidad 50S, por lo que tiene interacciones con factores de
traduccion y GTPasa (Julian y col., 2011; Pulk y Cate, 2013; Fischer y col., 2015).
Shigeno y col. (2016), demostraron que la proteina L6 actia directamente como un
factor clave en la ultima etapa del ensamblaje de la subunidad 50S de E. coli y que
el agotamiento de L6 resulta en la detencion de la proliferacion celular y una
disminucién en la actividad GTPasa dependiente de ribosomas, debido a la
acumulacion de precursores de la subunidad 50S que sedimentan en 45S. En otros
estudios se observo que la proteina L6 se expresa en el citoplasma y ha sido
identificada en vesiculas de membrana externa obtenidas con detergente en
Neisseria meningitidis, pero su funcion todavia no queda clara (Tani y col., 2014).
En otro estudio se trabajé con Rickettsia conorii, el agente etiolégico de la fiebre
maculosa mediterranea (FEM), demostrando su interaccion con el Factor H del
sistema del complemento, observando una supervivencia parcial en el suero
humano, demostrando que especies de rickettsias han desarrollado multiples
mecanismos para evadir la deposicion del complemento y que la evasion de la
muerte en el suero es un atributo de virulencia conservado evolutivamente para este
género de patdgenos intracelulares obligados. En dicho estudio, observaron con
lisados de la bacteria y con fracciones de membrana externa, reactividad en ambas,
utilizando como anticuerpo un anti-RIpF (proteina ribosémica L6 de 50S), como
control para los contenidos citoplasmicos (Riley y col., 2014). Ahora bien, en otro
estudio con Staphylococcus aureus se detectaron proteinas intracelulares en la
superficie celular, involucradas en la patogénesis, en la evasion inmune donde las
moléculas de la bacteria unidas a la pared s6lo se unirian a las inmunoglobulinas y
las moléculas secretadas se unirian tanto a las inmunoglobulinas como a los
componentes del sistema del complemento (Dreisbach y col., 2010).

Por ultimo, fue determinada una quinta proteina de captura del Factor H en P.
multocida, la acetil coenzima A acetiltranferasa, la cual es una molécula

impermeable a la membrana constituida por un acetilo unido a la coenzima A (CoA),
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es un intermediario metabdlico y sirve como precursor de acetilacion para la
biosintesis de varios acetil-quimicos. Acetil-CoA se puede producir a partir de
glucosa, acetato o acidos grasos a través de vias metabdlicas en Escherichia coli
(Pietrocola y col., 2015; Zhang y col.,, 2019). Es central para el metabolismo
intermedio, como reacciones anabolicas, como regulador de actividades
enzimaticas y para la acetilacion de proteinas, pero estrictamente mantiene la
homeostasis de la carga energética (Pietrocola y col.,, 2015). La acetilacion de
proteinas bacterianas juega un papel destacado en el metabolismo central y
secundario, la virulencia, la transcripcion y la traducciéon (VanDrisse y Escalante,
2019). Es relevante determinar si la captura de Factor H por estas proteinas

contribuye a la evasién inmune.

Conclusiones

En este estudio se demostré que Pasteurella multocida tipo A muestra una
sobrevivencia del 51% al complemento activo en SHN. Esta sobrevivencia es
probablemente debida a la captura del Factor H por la bacteria, lo cual fue
demostrado tras la incubacion del cultivo bacteriano con SHN 40% por ELISA y
Western blot superpuesto. La captura del regulador factor H por Pasteurella
multocida se lleva a cabo mediante las 5 proteinas: GroEl, OmpA, peroxirredoxina,
L6 50S, Acetil Co-A Acetiltranferasa, que fueron identificadas en geles de doble
dimension y Western blot superpuesto.

Se requieren mas estudios para determinar con exactitud si la captura de Factor H

por estas proteinas contribuye a la evasion del sistema del complemento.
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Apéndice: Preparacion de reactivos y soluciones

PBS 10 X, PH 7.4 (SOLUCION BUFFER DE FOSFATOS)

Cloruro de sodio (NaCl) 87.79
Fosfato de sodio monobasico (NaH2POa4) 159
Fosfato de sodio dibasico (NazHPOa4) 13 g

Se disuelven las sales en 900 mL de agua destilada c.b.p. 1 L. El pH se ajusta a
7.4.

PBS1X,PH7.4
PBS 10X 100 mL
Agua destilada 900 mL

PBS-TWEEN 20 (0.5%)
Tween 20 5mL
PBS1X,pH74 c.b.p. 1L

TRIS-HCL, PH6.80.5M
Tris-HCI 7.88¢
Agua destilada c.b.p. 100 mL

TRISHCL,PH8815M
Tris-HCI 54.45 g

Agua destilada c.b.p. 150 mL

SDS AL 10%
Disolver 10 g de SDS en 50 mL de agua destilada, agitar y aforar a 100 mL
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PERSULFATO DE AMONIO (NH4)25208

Disolver 0.05 g de persulfato de amonio en 0.5 mL de agua destilada estéril.

AMORTIGUADOR DE MUESTRA

0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 1.0 mL
Glicerol 0.8 mL
SDS 10% 1.6 mL
2-mercaptoethanol 0.4 mL
Azul de bromofenol 0.02g
Agua destilada 3.8 mL

Diluir la muestra en proporcion 1:1 con el amortiguador de muestra. Calentar a
100°C durante 5 min antes de colocar en el pozo del gel.

AMORTIGUADOR PARA ELECTROFORESIS 5 X

Tris-HCI 159
Glicina 729
SDS 509
Agua destilada 1000 mL

Almacenar a 4°C.

Solucién de trabajo: Diluir 200 mL en 1 L de agua destilada.

PREPARACION DEL GEL SEPARADOR

Agua destilada 3.35mL
Acrilamida 30% 4.0 mL
1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 2.5mL
SDS 10% 100 pL
Persulfato de amonio 10% 50 uL
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TEMED 5 L

Se homogenizan los reactivos, y se vierte al interior de los cristales.

GEL CONCENTRADOR 4%

Agua destilada 3.05 mL
Acrilamida 30% 0.67 mL
0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 1.25mL
SDS 10% 50 pL
Persulfato de amonio 10% 25 uL
TEMED 5 uL

Se homogenizan los reactivos y se agrega ya polimerizado el gel separador.

SOLUCION TENIDORA DE AZUL DE COOMASIE

Etanol absoluto 500 mL
Acido acético 100 mL
Agua destilada 500 mL
Azul de Coomasie 0.55¢g

SOLUCION DESTENIDORA PARA LA TINCION DE AZUL DE COOMASIE

Etanol absoluto 640 mL
Acido acético 160 mL
Agua destilada 960 mL

Se mezclan los reactivos y se almacena en un frasco ambar.

AMORTIGUADOR DE TOWBIN

Tris-HCI 3.023 g
Glicina 14.4¢g
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SDS 0.037g
Metanol 200 mL
Agua destilada 800 mL

Se mezclan los reactivos en el agua destilada y al final se agregan los 200 mL del
etanol.

AMORTIGUADOR SALINO DE TRIS-TWEEN 20 (TBS-T)

Tris-HCI1 M pH 7.5 20 mL
NacCl 18g
Tween 20 100 pl

Se mezclan los componentes en 180 mL de agua estilada y se utiliza en el
momento.

SOLUCION DE REVELADO PARA INMUNODETECCION TIPO WESTERN

TBS pH 8.0 100 mL
Metanol helado (-20 ° C) 20 mL
4-cloro-1naftol 60 mg
Perdxido de hidrégeno al 30.0 % 60 uL

Para el revelado se utilizaron 100 mL TBS pH 8.0.

Se mezclan los reactivos y se sumergen las membranas a revelar.
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