
 

 

Universidad Nacional Autónoma de México. 

Facultad de estudios superiores Iztacala. 

 Carrera de Biología. 

 

Aislamiento y caracterización de una fracción enriquecida que 

contiene una proteasa secretada por Mannheimia haemolytica 

 

TESIS QUE PARA OBTENER EL TÍTULO DE LICENCIADA EN BIOLOGÍA 

PRESENTA: 

 

Verónica Rosales Islas 

 

DIRECTOR DE TESIS:  

Dr. Erasmo Negrete Abascal.  

 

SINODALES 

Dra. Martha Ofelia Salcedo Álvarez 

Dra. Gloria Luz Paniagua Contreras 

Dr. Eric Monroy Pérez 

Mtro. Juan Fernando Montes García 

 

Tlalnepantla Estado de México. 2023 

 

 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



 

1 

 

 

 

Este proyecto se realizó en el Laboratorio de Genética de la U.M.F. de la 

Facultad de Estudios Superiores Iztacala, U.N.A.M. y fue financiado por el 

proyecto DGAPA-UNAM PAPIIT IN204122 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

2 

Dedicatoria 

Dedico este trabajo a las personas que me han brindado su apoyo, tiempo y cariño y 

sobretodo que han creído en mí, las palabras no me alcanzan para expresar lo agradecida 

que estoy con todos, les amo.  

 

A mi madre Claudia Islas Ángeles, por siempre preocuparte por mi, por apoyarme, 

protegerme y amarme. Por tantos sacrificios que se que has hecho por mi y por cada día 

levantarte y hacer hasta lo imposible porque a nuestra familia nunca le falte nada, te lo 

agradezco desde el fondo de mi corazón. 

 

A mi padre Miguel Ángel Rosales Hernández por escucharme cuando pasaba por 

momentos difíciles, pero también para compartir lo que me hace feliz. Gracias por tu 

apoyo a lo largo de toda mi vida y tu comprensión cuando la necesitaba.  

 

A mi abuela, María Luisa Ángeles Robles por haberme educado y dedicarme tu tiempo, 

por todas las ricas comidas que preparas y que alegran mi día. Gracias por aceptarme y 

amarme como soy, tus palabras de aliento cada día me dan fuerzas para salir adelante. 

 

Al amor de mi vida, mi novia Mayra Allende Ríos, por todo el apoyo y cariño que me has 

dado a lo largo de estos 3 años, por creer en mí cuando incluso yo dejaba de hacerlo, me 

siento muy afortunada de tenerte en mi vida. Gracias por elegirme cada día, por ser mi 

lugar seguro y siempre estar ahí cuando lo necesito, en las buenas y en las malas. Atesoro 

todos los lindos momentos que hemos pasado juntas y que estoy segura, que habrán 

muchos más. Porque no sabes cuanto deseo un futuro a tu lado y la ilusión que tengo de 

que un día seas mi esposa. 

 

A mi mejor amigo, Gerardo Antonio Ramírez Paz y Puente (Alias: "Monsieur Hood") por 

todo tu apoyo no solo en el desarrollo de este trabajo, si no a lo largo de toda la carrera, 

te agradezco por todas tus enseñanzas, y por las experiencias que hemos compartido. 

Gracias por siempre darme ánimos cuando lo he necesitado.  

 



 

3 

Agradecimientos 

Así mismo, quiero agradecer a las personas que me han apoyado y acompañado a lo largo 

de mi formación. 

 

A mi hermana Vanessa Michelle Rosales Islas por todos los buenos recuerdos que 

tenemos juntas y que quisiera volver a vivir. 

 

A mi tía Guadalupe Islas Ángeles y mi prima Sofía Valeria por que se que siempre cuento 

con su apoyo y cariño. 

 

Quiero agradecer a mis compañeros de laboratorio, Edgar Espinoza Bucio (Alias: "Doris, 

la hermanastra mas fea") y Michelle Rosales Reséndiz (Alias: "Lord Faarcuad/ Rapunzel" 

por todas las risas y buenos momentos en el laboratorio. 

 

A mis amigos que me acompañaron toda la carrera: Gladis Espíritu Gómez por ser mi 

mejor amiga y mi apoyo a lo largo de toda la carrera, Aranza Escalante Vega, la 

ornitológica más genial por siempre contagiarme tu sonrisa y a Carlos Ignacio Chávez 

Flores, por las sesiones de estudio que terminaban en risas.  Los admiro y amo a cada uno 

de ustedes, estoy orgullosa de lo que han logrado. 

 

También quisiera agradecer a mis amigos: Anuar Salomón González por todas las 

partidas de Xbox que alegraban las tardes de pandemia, a Carolina Figueroa por esas 

platicas que duran horas y a Pamela Herrera por que se que siempre podre contar 

contigo.  

 

A mis mascotas, mi gatita Nala, quien es casi tan bióloga como yo por acompañarme en 

cada clase que tenía por zoom y a mis perros Lucky, Rayita y Kuro por alegrarme siempre 

que llego a casa.  

 

Finalmente, quiero agradecer al Doctor Erasmo Negrete Abascal por todas sus 

enseñanzas, por el tiempo que ha dedicado a este trabajo y por el apoyo que me ha dado 

desde que inicié este proyecto. 



 

4 

Índice 

1. Resumen…………………………………………………………………………………………..…… 7 

2. Introducción.……………………………………………………………………………………..……9 

2.1 Mannheimia haemolytica……………………………………………………………….…..9 

2.2 Factores de virulencia…………………………………………………………..……………10 

2.3 Proteasas .…………………………………………………………………………….………….12 

3. Antecedentes …..………………………………………………………………………………….…14 

4. Hipótesis ………..…………………………..…………………………………………………..……15 

5. Justificación ………………………………..…………………………………………………..……15 

6. Objetivos …………………..………………..…………………………………………………..……15 

7. Metodología …………………………………..…………………………………………………..…16 

7.1 Cultivo Bacteriano ……………………………..…………………………………………...16 

7.2 Obtención de proteínas secretadas …………..………………………………………..16 

7.3 Zimograma ……..……………………………………….……..………………………………16 

7.4 Columna DEAE- celulosa …………………………….……..……………………………17 

7.5 Separación de proteínas por medio de amicón. ...……..…………………………17 

7.6 Columna de afinidad con fibrinógeno ………….……..…………………………….17 

7.8 Efecto de inhibidores de proteasas ………………….……..………………………….18 

7.9 Efecto del pH en la actividad proteolítica ……….……..…………………………..19 

7.10 Efecto de la temperatura en la actividad proteolítica ………………………….19 

7.11 Degradación de sustratos ………………………….……..……………………………..20 

7.12 Reconocimiento inmune ………………………….……..……………………………..20 

8. Resultados …………………………………….……..……………………………………………….22 

8.1 Obtención de la proteasa …………….……..…………………………………………..…22 

8.2  Caracterización de la proteasa …….……..……………………………………………..26 



 

5 

 8.2.1 Efecto de Inhibidores de proteasas ……..…………………………………27 

 8.2.2 Efecto de pH en la actividad proteolítica ………………………….……28 

 8.2.3 Efecto de la temperatura en la actividad proteolítica …………….…29  

 8.2.4 Degradación de sustratos ….……..…………………………………………..30 

 8.2.5 Reconocimiento inmune. ...……..…………………………………………..32 

9. Discusión …………………………………….……..………………………………………………..34 

10.  Conclusiones …………………………….……..………………………………………..………..37 

11.  Perspectivas ………………………………….……..…………………………………………….…37 

12.  Bibliografía ………………………………….……..………………………………………………..38 

 

Listado de figuras 

Figura 1. Patrón de proteínas secretadas y actividad proteolítica de proteínas de 

Mannheimia haemolytica……..………………………………………………………………….…….22 

Figura 2. Patrón de proteínas y actividad proteolítica de las muestras separadas por 

columna DEAE-celulosa.…………………………….………………………………………..……….…23 

Figura 3. Patrón de proteínas y actividad proteolítica de muestras separadas por 

amicón………….……..………………………………………………………………………………………….25 

Figura 4. Actividad proteolítica de muestras separadas por columna de afinidad con 

fibrinógeno………………………………………………………………………………………………………26 

Figura 5. Efecto del calcio en la actividad proteolítica………..……………….………………27 

Figura 6. Actividad proteolítica en presencia de diferentes inhibidores de proteasas 

en zimogramas.……….……..………………………………………………………………………………..28 

Figura 7. Efecto del pH en la actividad proteolítica.…………….……..……………………..29 

Figura 8. Efecto de temperatura en la actividad proteolítica………..………………..…….30 

Figura 9. Degradación de sustratos (IgG y fibrinógeno nativas).………..…………….…31  



 

6 

Figura 10. Degradación de sustratos (IgG y fibrinógeno desnaturalizados)..…..……32  

Figura 11. Reconocimiento inmune………….…………………..………………….……..……33 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

7 

Resumen:  

 

Mannheimia haemolytica es un agente oportunista del tracto respiratorio de bovinos 

causante de pleuroneumonía fibrinosa, enfermedad también conocida como fiebre de 

embarque, ya que suele presentarse cuando el rumiante se encuentra en estrés o 

bajo condiciones que comprometan sus defensas; esta afectación provoca 

importantes pérdidas económicas a la industria ganadera. Este microorganismo 

posee mecanismos para colonizar superficies mucosas y con ello, aumentar la 

interacción bacteria-huésped mediante sus mecanismos de virulencia, entre ellos, las 

proteasas, por lo que la caracterización de una proteasa podría contribuir al 

entendimiento de la patogénesis de M. haemolytica.  

 

En el presente trabajo, a partir de cultivos de 24h, se obtuvieron proteínas secretadas, 

las que se concentraron por precipitación con metanol. Estas proteínas fueron 

separadas con ayuda de una columna de DEAE-celulosa, y posteriormente con ayuda 

de un sistema de filtración por peso molecular (amicón) Por medio de estos 

procedimientos se logró obtener una actividad proteolítica secretada de un peso de 

75 kDa, la cual fue inhibida por PMSF, indicando que se trata de una serín proteasa. 

Esta actividad proteolítica fue capaz de degradar fibrinógeno y gelatina porcina, pero 

no IgG, caseína, hemoglobina y albúmina bovinas, lo que indica que es una proteasa 

específica. Esta proteasa es activa en un rango de pH de 6 a 10, con pH óptimo de 9 

y estable a temperaturas hasta los 50 °C, una banda de reconocimiento inmune de 

alrededor de 75 kDa fue observada al usar suero de bovinos con neumonía crónica y 

aguda, sugiriendo su expresión in vivo, pero no por sueros α-proteasa de A. seminis 

o A. pleuropneumoniae, lo que podría indicar que es una proteasa diferente. 
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M. haemolytica secreta proteasas que podrían jugar un papel importante en la 

patogenicidad y virulencia de la bacteria y que podrían favorecer la invasión del tracto 

respiratorio de los rumiantes mediante la degradación del fibrinógeno. 
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Introducción 

Mannheimia haemolytica 

 

Mannheimia haemolytica es una bacteria β-hemolítica, Gram-negativa, encapsulada, 

no móvil, de forma cocobacilar o bacilo pequeño pleomórfico (1 a 3 μm de diámetro), 

mesofílica, aerobia y anaerobia facultativa, oxidasa positiva e indol–negativa; 

fermenta glucosa y otros carbohidratos, anteriormente conocida como Pasteurella 

haemolytica. M. haemolytica (Confer & Ayalew, 2018), se clasifica en 12 serotipos 

capsulares basados en las asignaciones de P. haemolytica originales de A1, A2, A5, 

A6, A7, A8, A9, A12, A13, A14, A16, y A17.  Los serotipos A1 y A2 son conocidos por 

colonizar el tracto respiratorio superior de los bovinos y ovinos, respectivamente.  

 

M. haemolytica se aísla normalmente de procesos neumónicos en bovinos y ovinos, 

y también de procesos septicémicos en borregos y de mastitis en ovejas. Por lo que 

es un habitante normal de las criptas de las tonsilas del bovino sano como organismo 

comensal, mantiene una relación simbiótica con su huésped; sin embargo, es un 

importante agente oportunista del tracto respiratorio, debido a que usualmente 

coloniza la parte alta de éste, por lo tanto, tiene como consecuencia una reducción en 

la producción y con ello, le cuesta a la industria ganadera de EE. UU. 

aproximadamente $1 mil millones por año (Jesse et al., 2019).  

 

Cuando un alto número de células de M. haemolytica está presente en la mucosa 

nasal de los terneros, la bacteria es inhalada hacia los pulmones, lo que, bajo 

condiciones de inmunosupresión del huésped, afecta sus mecanismos de defensa, 

permitiendo que la bacteria se establezca y se multiplique rápidamente, penetre a los 



 

10 

pulmones durante la inhalación e inicie una infección activa del epitelio alveolar 

(Snyder & Credille, 2020). 

 

M. haemolytica ha sido asociada con poliserositis fibrinosa aguda (FPS), la cual es 

hematógena en terneros, y con pleuroneumonía fibrinosa aguda (FPP) que es 

respiratoria en vacas lecheras. Por lo que, está bacteria puede actuar como un 

patógeno primario que causa ambas presentaciones de la enfermedad.  

 

Factores de virulencia  

Diversos factores de virulencia que posee M. haemolytica promueven la colonización 

pulmonar y la evasión de la respuesta inmunitaria del huésped; por lo tanto, el estado 

inmunitario del huésped es fundamental para contrarrestar estas estrategias. Cuando 

la respuesta inmune del huésped no tiene éxito, estas interacciones contribuyen al 

desarrollo de la fiebre de embarque. Varios factores de virulencia de M. haemolytica 

promueven la interacción huésped-patógeno e influyen en el resultado de la infección. 

De éstos, la leucotoxina (LKT) y el lipopolisacárido (LPS) son importantes en la 

patogenia de la fiebre de embarque. Otros factores de virulencia con funciones 

patogénicas menos definidas son la cápsula, las adhesinas, las proteínas de la 

membrana externa y varias proteasas (Rice et al., 2007). 

LKT es una exotoxina, que produce un efecto tóxico primario en contra de los 

leucocitos, en particular los leucocitos de rumiantes, especialmente las células 

polimorfonucleares (Singh et al., 2010). 

 

El lipopolisacárido LPS juega un papel fundamental en la patogenia de la fiebre de 

embarque. La evidencia actual indica que el LPS contribuye a las lesiones pulmonares 
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a través de una variedad de mecanismos complejos, que incluyen la estimulación de 

los leucocitos para producir citocinas proinflamatorias, la activación de la cascada del 

complemento y de la coagulación y la citólisis celular directa. Su toxicidad puede 

aumentar al formar un complejo con los fosfolípidos en el surfactante pulmonar, lo que 

permite que el LPS persista en el pulmón e inicie la inflamación (Narasinakup et al., 

2020). 

 

La cápsula de M. haemolytica puede estar involucrada en la colonización del pulmón 

al promover la adherencia bacteriana al epitelio respiratorio. La presencia de la 

cápsula reduce la fagocitosis por los leucocitos, así como la lisis de la bacteria 

mediada por el complemento (Singh et al., 2010). Las adhesinas son necesarias para 

la colonización inicial y el establecimiento en la nasofaringe por adherencia a la 

superficie epitelial. Esta unión debe proporcionar resistencia a la eliminación física por 

flujo de aire y depuración mucociliar (Lo, 2001). 

Por otra parte, la biopelícula de Mannheimia haemolytica puede aumentar la 

resistencia a antibióticos y mecanismos inmunes del hospedero, además de favorecer 

la adhesión de las bacterias (Boukahil et al. 2016).  

Otro factor de virulencia son las proteínas de membrana externa (PME), varias de 

éstas son proteínas reguladas por hierro, como Transferrin binding protein (Tbp 1 y 

2), y son fisiológica y patológicamente relevantes porque están involucradas en la 

adquisición de hierro. Las PME son agentes quimiotácticos para los neutrófilos e 

inhiben sus mecanismos fagocíticos y posteriores de destrucción bacteriana. 

favoreciendo así la colonización pulmonar bacteriana (Singh et al., 2010). Por su 

parte, las proteasas facilitan la colonización de nichos y su expresión puede aumentar 
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como respuesta al estrés, esto debido a hormonas como la epinefrina y la 

norepinefrina (Boyanova, 2017). 

 

Proteasas 

 

Las proteasas se clasifican en función de la naturaleza química del sitio activo, la 

reacción que catalizan, su estructura y su composición. En base a la posición en que 

actúan, Se clasifican principalmente en endoproteasas y exoproteasas. 

 

Las exoproteasas actúan al final de la cadena polipeptídica, las cuales se clasifican 

en aminopeptidasas, que actúan en el extremo N libre del sustrato polipeptídico y 

carboxipeptidasas que actúan en el extremo C-terminal libre de la cadena 

polipeptídica (Hamza, et al. 2017). 

 

Las endoproteasas, por otra parte, actúan en la región interna de la cadena 

polipeptídica, del mismo modo, estas se clasifican en función del grupo funcional 

presente en sitio activo característico.  

 

I. serín proteasas: Las serín proteasas son proteasas que tienen un grupo serina 

(-OH) en su sitio activo. 

II. Cisteína proteasas: La actividad de estas depende de la presencia de un grupo 

SH intacto en su sitio activo. 

III. Metaloproteasas: Estas dependen de la presencia de cationes divalentes 

unidos menos fuertemente para su actividad. 
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IV. Proteasas aspárticas: Las proteasas ácidas contienen uno o más grupos 

carboxilo de cadena lateral en su sitio activo. 

 

Las proteasas se clasifican según su actividad máxima en un rango de pH particular 

como: 

 

1) Proteasas ácidas. Activas en los rangos de pH de 2-6. 

2) Proteasas neutras. Activas a pH neutro, débilmente alcalino o ácido. 

3) Proteasas alcalinas. Activos en rangos de pH 8-14 (Jisha, et al. 2013).   

 

Estas enzimas tienen la función de catalizar la degradación de proteínas al hidrolizar 

los enlaces peptídicos, en las células cumplen diversas funciones a nivel celular, 

desde realizar procesos generales de digestión de las proteínas de la dieta hasta 

funciones esenciales en procesos como la ovulación, la fertilización, la remodelación 

ósea, la migración celular, la inflamación, la angiogénesis y la apoptosis (Aggarwal & 

Sloane, 2014).  

 

Como consecuencia de las diversas funciones que pueden llegar a tener y niveles en 

los que actúan, las proteasas tienen una alta influencia en procesos de vital 

importancia como la proliferación y diferenciación celular, homeostasis y apoptosis 

celular, entre otros. Particularmente, diversos microorganismos infecciosos, como los 

patógenos oportunistas, producen y secretan proteasas como factores de virulencia 

que les facilitan la colonización de diferentes nichos (Fullana, 2014). M. haemolytica 

puede producir actividades proteolíticas que son secretadas al medio, a su vez que 

son liberados en las vesículas de la membrana externa. Esta estrategia puede jugar 
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un papel importante durante la colonización e invasión de los tejidos del huésped 

(Ramírez Rico et al., 2017). 

 

Antecedentes 

Ramirez-Rico en el 2017 y colaboradores observaron que las vesículas de 

membrana de M. haemolytica mostraron patrones proteolíticos y proteicos diferentes 

a los observados en los sobrenadantes de cultivo, a su vez, lograron aislar una 

proteasa de 100 kDa que presenta una reacción cruzada con una metaloproteasa 

dependiente de Zn de A. pleuropneumoniae. 

 

Ayalew y sus colaboradores en 2019 identificaron una proteasa IgA en el 

sobrenadante de cultivo de M. haemolytica, a su vez, observaron que la bacteria 

produce dos proteasas IgA como protectores potenciales de las bacterias contra la 

inmunidad de las mucosas.  

 

Cruz-Montoya y colaboradores en el 2023 caracterizaron una metaloproteasa 

secretada por A. seminis, la cual degrada IgG y fibrinógeno de bovino. Esta enzima 

presentó una actividad óptima a pH de 6-7 y fue inhibida por EDTA a una 

concentración de 30mM. La actividad proteolítica es estable hasta 50ºC, es inhibida 

a temperaturas superiores. 

 

A su vez, existen bacterias que pueden expresar distintos factores de virulencia, entre 

ellos varias proteasas, Gadino y sus colaboradores en 2017 describieron distintas 

proteasas en Pseudomonas aeruginosa, como lo son Elastasa B, Elastasa A, 

proteasa alcalina, proteasa IV, exoproteasa larga A, Muc D y aminopeptidasa. 
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Hipótesis 

 

Distintos microorganismos patógenos como lo son Pseudomonas aeruginosa, 

Pasteurella multocida, A. pleuropneumoniae, G. anatis, y A. seminis, expresan 

factores de virulencia como lo son distintos tipos de proteasas, por lo que M. 

haemolytica puede expresar proteasas no caracterizadas. 

 

Justificación 

Mannheimia haemolytica es una bacteria patógena y comúnmente asociada con la 

pasteurelosis neumónica (mannheimiosis) bovina. Obtener y caracterizar una 

proteasa diferente a las ya descritas, contribuirá al entendimiento de la patogénesis 

de la bacteria, así como conocer los posibles tejidos o componentes tisulares sobre 

los que podría actuar, si participa en mecanismos de adquisición de nutrientes o de 

evasión de respuesta inmune.  

Objetivos 

General 

Caracterizar una fracción enriquecida que contiene actividad proteolítica expresada 

por Mannheimia haemolytica.  

 

Particulares 

● Evaluar una actividad proteolítica secretada por M. haemolytica diferente a las 

descritas en estudios anteriores. 

● Determinar los sustratos que pueda degradar la proteasa aislada de M. 

haemolytica.  
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● Identificar bandas de  reconocimiento inmune de las proteínas que presenten 

actividad proteolítica usando sueros de animales enfermos (Suero de bovino 

con neumonía crónica o aguda) o específicos (α-proteasas de A. 

pleuropneumoniae o α-proteasas de A. seminis). 

 

Metodología 

Cultivo bacteriano. 

Para el desarrollo de los análisis y ensayos a realizar, se utilizaron medios de cultivo 

líquidos, Brain & Heart Infussion (BHI), los cuales se incubaron con un pre-inóculo de 

M. haemolytica de toda la noche, en agar BHI suplementado con sangre de carnero 

al 5%, se inocularon matraces de 50 ml, que fueron incubados a 37 o 39 °C a 180 rpm 

por 24 h (Montes-Garcia, 2015). 

 

Obtención de proteínas secretadas 

Tras ser incubados, los cultivos fueron centrifugados por 25 minutos a 10,500 rpm, el 

sobrenadante libre de células fue precipitado usando un volumen de metanol durante 

1h en congelación, posteriormente las proteínas fueron recuperadas por 

centrifugación a 10,500 rpm durante 25 minutos para después ser resuspendidas en 

PBS y se conservaron en congelación hasta su uso (Bautista-Bentarcourt, 2020). 

 

Zimograma 

Para la determinación de la actividad proteolítica, el zimograma se realizó en gel SDS-

PAGE al 10% con 0.1% de gelatina porcina, posterior a la separación electroforética, 

los geles de sustrato fueron incubados en agitación durante una hora en solución de 

Tritón X-100 al 2.5%. Posteriormente fueron incubados toda la noche a 37°C en Buffer 
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Tris 20 mM CaCl2 10 mM. Los zimogramas fueron teñidos con azul de Coomassie 

(Negrete-Abascal et al 1999); una zona blanca contra un fondo azul era indicativo de 

la degradación del sustrato.  

 

Columna DEAE celulosa 

Con el objetivo de separar las proteínas obtenidas del cultivo, la muestra previamente 

concentrada, fue acoplada a una columna de DEAE celulosa. La columna se lavó con 

3 volúmenes de PBS y las proteínas retenidas se eluyeron con 1 volumen de PBS 

con diferentes concentraciones de NaCl: 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 M. La actividad 

proteolítica de las muestras eluidas fue evaluada en zimogramas.  

 

Separación de proteínas por medio de amicón 

Para el aislamiento de la muestra por pesos moleculares se hizo uso de un amicón 

(Millipore Co), el cual por medio de una membrana separó la muestra en dos 

fracciones, una con proteínas de un peso mayor a 50 kDa y otra con proteínas con un 

peso menor a 50 kDa. La separación fue llevada a cabo por centrifugación a 3640 

rpm por 15 minutos, de acuerdo con las indicaciones del fabricante para 

posteriormente recuperar las fases con distintos pesos moleculares y evaluar 

mediante zimogramas (Jiménez-Suarez, 2022).    

 

Columna de afinidad  con fibrinógeno. 

Con el objetivo de contar con una columna de afinidad para poder aislar la probable 

proteasa, fibrinógeno de borrego se disolvió en NaHCO3 0.1 M con NaCl 0.5M pH 8.5. 

Mientras que la resina se lavó con HCl 1 mM por 30 minutos, el sobrenadante se 

eliminó por filtración y la resina se lavó en agua destilada, posteriormente se realizó 
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un lavado usando buffer de acoplamiento y se adiciono el acoplante en el mismo 

buffer el cual se mezcló por dos horas en agitación constante a temperatura ambiente 

con la resina, para después lavar la columna con buffer de acoplamiento y bloquear 

usando glicina 0.2 M por dos horas a temperatura ambiente y se lavó nuevamente 

usando el buffer de acoplamiento y posteriormente con buffer de acetato 0.1 M pH 4 

con NaCl 0.5 M. Finalmente se equilibró con buffer de muestra y se almacenó en NaCl 

0.5 M hasta su uso (Laub, et al. 2002). 

 

La muestra resultante de la fase con peso molecular mayor a 50 kDa fue pasada por 

una columna de afinidad con fibrinógeno. La columna se lavó previamente con un 

volumen de PBS para equilibrar pH y las proteínas retenidas se lavaron dos veces 

con PBS y se eluyeron con buffer de acetatos pH 5, y una solución de PBS con urea. 

La actividad proteolítica fue evaluada mediante zimogramas (Laub, et al. 2002).   

 

Efecto de inhibidores de proteasas 

Para conocer el tipo de proteasas secretadas por M. haemolytica, muestras 

conteniendo la actividad proteolítica fueron incubadas a temperatura ambiente 

durante media hora en presencia de diferentes agentes inhibidores de proteasas: 

 

● P-Hidroximercuribenzoato (pHMB) 10 mM 

● Fenilmetilsulfonilfluoro (PMFS) 5 mM 

● Ácido etilendiaminotetracético (EDTA) 20mM  

● Fenantrolina 10 mM 
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El efecto de dichos inhibidores fue evaluado mediante zimogramas, los cuales se 

incubaron en buffer con el pH óptimo de actividad más cada uno de los agentes 

inhibidores a 37°C (Negrete-Abascal et al., 1999). 

 

Efecto del pH en la actividad proteolítica. 

Con el objetivo de conocer el rango de pH en el que la proteasa actúa, se realizó un 

zimograma con gelatina porcina, después de la separación electroforética, el gel se 

cortó e incubó con distintas soluciones amortiguadoras de pH (Cruz-Montoya, 2015). 

 

● Buffer de acetatos 50 mM – pH: 4, 5 y 6.  

● Buffer TRIS 50 mM – pH: 7-8. 

● Buffer Glicina-NaOH 50 mM – pH: 9 y 10. 

 

Efecto de la temperatura en la actividad proteolítica.  

Para conocer el rango de temperatura en el cual la proteasa es activa, la fracción 

enriquecida que contiene la proteasa fue incubada por 10 minutos previo al 

corrimiento electroforético a distintas temperaturas: 

 

● 4°C   

● Temperatura ambiente (control)  

● 37°C  

● 40°C  

● 50°C 

● 60°C 

● 70°C  
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Tras este tiempo de incubación, la actividad proteolítica fue evaluada mediante un 

zimograma con gelatina porcina (Cruz-Montoya, 2015).  

 

Degradación de sustratos 

Para determinar qué otros sustratos pueden ser degradados por la proteasa aislada, 

fracciones (10 μg/ml) de esta muestra se incubaron con IgG bovina, y fibrinógeno de 

borrego (10 μg/ml) durante 24 h a 37 °C. Muestras de estos sustratos, sin proteasas, 

fueron incubadas a las mismas condiciones como controles negativos. Posterior a 

esta incubación, las muestras se mezclaron con buffer de muestra y fueron separadas 

por corrimiento electroforético para determinar si hubo o no degradación de estas 

moléculas (Negrete-Abascal et al. 1999). 

 

Reconocimiento inmune 

Después de la separación por electroforesis, las proteínas fueron transferidas a una 

membrana de nitrocelulosa a 300 mA durante 60 minutos, la cual fue bloqueada con 

una solución de leche al 5%, en PBS-Tween 0.05%. Luego, la membrana fue lavada 

tres veces para retirar el excedente de leche. Posteriormente, la membrana se incubó 

durante dos horas a temperatura ambiente con diferentes anticuerpos primarios. 

 

● α-proteasa de A. pleuropneumoniae  

● α-proteasa de A. seminis.  

● Suero de bovino con neumonía crónica 

● Suero de bovino con neumonía aguda 
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Enseguida se realizaron lavados con PBS-Tween, posteriormente se adicionó el 

anticuerpo secundario α-conejo (1:1000) en las membranas incubadas con α-

proteasa, y α-bovino en las membranas incubadas con suero de bovino con neumonía 

crónica o aguda (Ambos marcados con peroxidasa); estos anticuerpos se incubaron 

durante dos horas a temperatura ambiente. Se realizaron lavados de la membrana 

con PBS-Tween y la membrana se reveló en una solución de H3PO4 50 mM, pH 7.4; 

diaminobencidina, CoCl2 y NiCl2, y se añadieron 50 μl de H2O2 (Negrete-Abascal et 

al. 1998) 
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Resultados.   

Obtención de la proteasa. 

Las proteínas secretadas por M. haemolytica separadas por corrimiento 

electroforético en zimogramas con gelatina porcina, presentaron actividad proteolítica 

en pesos moleculares de 75 (Figura 1A, flecha roja), 45 kDa (Figura 1A, flecha rosa) 

y 30 kDa aproximadamente (Figura 1A, flecha verde) a ambas temperaturas de 

incubación 37°C o 39°C. La actividad proteolítica solo estuvo presente en zimogramas 

con gelatina porcina, por lo que todos los zimogramas presentados a continuación 

llevan este sustrato. 

 

Figura 1. Patrón de proteínas secretadas y actividad proteolítica de proteínas 
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de Mannheimia haemolytica. Proteínas secretadas por M. haemolytica incubada a 

37 o 39°C por 24 horas. A) Zimograma, B) Patrón de proteínas. 

 

Con el objetivo de aislar la fracción que contiene proteasa, la muestra se colocó en 

una columna DEAE-celulosa, una vez unida, la proteína fue eluida con NaCl a 

diferentes concentraciones. En las cuales se visualizaron bandas de actividad 

proteolítica a 75 (Figura 2 A. flecha roja) y 30 kDa (Figura 2 A. flecha verde), siendo 

más intensa en la fracción con 0.05 M de NaCl mientras que en el gel normal se 

visualizaron bandas de 75 (Figura 2 B, flecha roja) y 30 kDa (Figura 2 B, flecha verde). 
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Figura 2.  Patrón de proteínas y actividad proteolítica de las muestras separadas 

por columna DEAE-celulosa. Fracciones obtenidas de la columna DEAE-celulosa 

en zimograma (A) y Patrón de proteínas (B), L1) Lavado 1 con PBS, L2) Lavado 2 con 

PBS y fracciones con distintas concentraciones de NaCl. Flecha roja actividad 

proteolítica a 75 kDa, Flecha verde actividad proteolítica de 30 kDa aproximadamente. 

 

La fracción recuperada de la elusión con NaCl 0.05 M se pasó por amicón para 

separar la muestra en dos fracciones nuevas con pesos moleculares distintos, mayor 

a 50 kDa y menor a 50 Kda, esto con el objetivo de separar las actividades 

proteolíticas observadas en el zimograma (Figura 2A).   
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Figura 3. Patrón de proteínas y actividad proteolítica de muestras separadas por 

amicón. Fracciones obtenidas tras pasar la fracción enriquecida con proteasa a 

través del amicón, con peso molecular mayor y menor a 50 kDa en zimograma (A, 

flecha roja) y patrón de proteínas (B) con dos bandas a un peso de 75 kDa (Flecha 

roja) y 70 kDa aproximadamente. 

 

Debido a que en ambas fracciones; mayor y menor de 50 kDa, se obtuvo la misma 

banda de actividad (Figura 3A, flecha roja), mientras que en el gel normal se 

observaron dos bandas a un peso molecular de 75 (Figura 3B, flecha roja) y 70 kDa, 

se intentó separar ésta por una columna de afinidad con fibrinógeno, sin embargo, la 

actividad únicamente se observó en las fracciones de lavado (Figura 4A, carriles 1 y 

2 flecha roja).  
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Figura 4. Actividad proteolítica de muestras separadas por columna de 

afinidad con fibrinógeno. Fracciones obtenidas de la columna con fibrinógeno en 

zimograma (A). 1) Lavado 1 con PBS, 2) Lavado 2 con PBS, 3) Fracción 1 Buffer pH 

5, 4) Fracción 2 Buffer pH 5, 5) Fracción 1 PBS-Urea, 6) Fracción 2 PBS-Urea. 

 

La proteasa a 75 kDa no logró interactuar con el fibrinógeno acoplado a la columna, 

por lo que la fracción 1 de lavado con PBS presentó la mayor actividad proteolítica. 

Esta actividad no fue visualizada en ninguna de las fracciones eluidas por cambio de 

pH o en presencia de urea (Figura 4, carriles 3 a 6). 

 

Caracterización de la proteasa. 

Mediante el uso de zimogramas se demostró actividad proteolítica de Mannheimia 

haemolytica en un peso de 75 kDa aproximadamente, la cual no es dependiente de 

calcio ya que dicha actividad no se ve afectada por su ausencia (Figura 5A, flecha 

roja). 
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Figura 5.Efecto del calcio en la actividad proteolítica.  Zimogramas en los que se 

observa la actividad proteolítica  en ausencia (A) y presencia de calcio (B). 

 

Inhibidores de proteasas 

Con el fin de determinar el tipo de proteasa que M. haemolytica secreta, muestras de 

la fracción separada por peso molecular (amicón) incubadas con diferentes 

inhibidores de proteasas, presentaron actividad proteolítica excepto en presencia de 

PMSF (Figura 6, carril D) indicando que se trata de una serín proteasa. 
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Figura 6. Actividad proteolítica en presencia de diferentes inhibidores de 

proteasas en zimogramas. Actividad proteolítica a aproximadamente 75 kDa 

(triángulo rojo) en presencia de diferentes inhibidores de proteasas en zimogramas 

A) Control; B) Fenantrolina; C) EGTA; D) PMSF; E) P-Hidroximercuribenzoato. 

 

Efecto del pH en la actividad proteolítica  

Para conocer el pH al que la proteasa obtenida tiene una mayor actividad proteolítica, 

se utilizó la muestra de la fracción separada por amicón para incubar en soluciones 

amortiguadoras con diferentes pHs tras el corrimiento electroforético en un 

zimograma con gelatina porcina. La proteasa presentó actividad proteolítica al 

incubarse en un pH de 6 A 10. En particular, la proteasa mostró mayor actividad 

proteolítica en el rango de pH de 7 a 9, por lo que se trata de una proteasa de tipo 

alcalina.  
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Figura 7. Efecto del pH en la actividad proteolítica. Zimograma que muestra 

actividad proteolítica (triángulo rojo) a diferentes pHs. 

 

Efecto de la temperatura. 

La incubación de muestras que contienen actividad proteolítica de 75 kDa a diferentes 

temperaturas, mostró que esta es activa a 4, Temperatura ambiente, 37, 40 y 50 °C, 

mientras que, a temperaturas de 60 °C o mayores, esta es inhibida (Figura 8). 
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Figura 8. Efecto de temperatura en la actividad proteolítica. Zimograma en el que 

se aprecia el efecto de la temperatura en la actividad proteolítica. 

 

Degradación de sustratos  

 

La proteasa de 75 kDa secretada por Mannheimia haemolytica es capaz de mostrar 

actividad proteolítica utilizando gelatina porcina, sin embargo, no se logró observar 

actividad proteolítica en zimogramas con albúmina (Sigma), hemoglobina bovina 

(Sigma) ni caseína (datos no mostrados). 

 

Por otro lado, la fracción enriquecida es capaz de degradar fibrinógeno parcialmente, 

en la figura 9 se observa actividad proteolítica cuando la proteína se encuentra sin 

desnaturalizar y casi totalmente cuando ésta se encuentra separada en sus 

subunidades debido a la presencia de B-mercaptoetanol, en la figura 10, B se observa 

actividad proteolítica. En contraste, dicha fracción no es capaz de degradar IgG de 



 

31 

manera nativa o desnaturalizada, aunque se aprecia una ligera disminución en la 

intensidad de las bandas de 25, 50 y aproximadamente 100 kDa cuando la IgG esta 

desnaturalizada (Figura 10, carril D) 

 

Figura 9. Degradación de sustratos (IgG y fibrinógeno nativas). Gel de 

poliacrilamida al 10% donde se aprecia la degradación de fibrinógeno por la fracción 

de 75 kDa de M. haemolytica (carril B), pero no la de IgG de bovino (carril D). 

Moléculas sin desnaturalizar. Carril A) Fibrinógeno (tríangulo rojo). Carril C) IgG. 
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Figura 10.   Degradación de sustratos (IgG y fibrinógeno desnaturalizados). Gel 

de poliacrilamida al 10% donde se aprecia la degradación de fibrinógeno por la 

fracción de 75 kDa de M. haemolytica (carril A), pero no la de IgG de bovino (carril D). 

Carril B) Fibrinógeno (triángulo rojo) Carril C) IgG. Las muestras se encuentran 

desnaturalizadas por la presencia de B-Mercaptoetanol. 

 

Inmuno Reconocimiento 

La fracción enriquecida que contiene la proteasa mostró un inmuno reconocimiento 

con suero de bovino con neumonía crónica (Figura 11, A), o suero de bovino con 

neumonía aguda (Figura 11, B), presentando dos bandas de 60 y 75 kDa. Sin 
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embargo, estas bandas no fueron reconocidas por sueros α-proteasa de 

Actinobacillus pleuropneumoniae o Actinobacillus seminis (datos no mostrados). 

 

Figura 11. Reconocimiento inmune. Western Blot de bandas de 75 (triángulo rojo) 

y 60 (triángulo verde) kDa en muestras que contienen la actividad proteolítica de 75 

kDa de M. haemolytica usando suero de bovino con neumonía crónica (A) y suero de 

bovino con neumonía aguda (B) 

 

 

 

 



 

34 

Discusión. 

Muchos patógenos Gram negativos como lo es M. haemolytica han desarrollado 

mecanismos para colonizar superficies mucosas y aumentar la interacción bacteria-

huésped. Para esto, un factor importante a tomar en cuenta son los factores de 

virulencia, como lo son las proteasas. Existen patógenos colonizadores de mucosas 

que expresan proteasas que son capaces de degradar distintas moléculas con el fin 

de inactivar moléculas defensivas expresadas por el hospedero, como 

inmunoglobulinas o fibrinógeno, estas proteasas también son de gran utilidad para 

degradar moléculas con el objetivo de exponer sitios de anclaje o entrada a una célula 

como un mecanismo de invasión (Cardenas, et al. 2014).  

 

En el presente estudio se realizaron cultivos de M. haemolytica serotipo A1, el cual es 

el principal agente responsable de producir la neumonía fibrinosa en bovinos. Al haber 

una gran cantidad de bacterias presentes en el tracto respiratorio, estas ingresan al 

pulmón, y producen neumonía, caracterizada por exudación extensa de fibrina, 

entrada de neutrófilos y macrófagos, trombosis capilar y focos de necrosis de 

coagulación rodeados por una zona de bacterias y células inflamatorias en remolino 

degeneradas (Dassanayake et al. 2009). 

 

El fibrinógeno es un elemento central de la homeostasis y la coagulación y juega un 

papel importante en la respuesta inflamatoria, alterando las funciones de los 

leucocitos, incluida la adhesión celular, la migración y la expresión de citoquinas, se 

despolimeriza en subunidades α y γ, que, junto con la trombina, forman parte de la 

membrana celular del hospedero, en forma de fibrina insoluble la cual se acumula en 

depósitos lo que causa inflamación en el pulmón como respuesta al daño pulmonar 
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(Mc Neil et al. 2002). Por lo tanto, si nuestra fracción enriquecida degrada este 

sustrato, podemos deducir que genera un daño directo en la membrana celular 

(Katsafadou, et al. 2019).  

 

La degradación del fibrinógeno también puede afectar la opsonización y la fagocitosis, 

las cuales están mediadas por el complemento, ya que estos pueden ser inhibidos 

por fragmentos de fibrinógeno, a su vez, la deficiencia de fibrinógeno podría 

incrementar el riesgo de trombosis grave o hemorragia mortal (Lopez-Ruiz et al 2013), 

proteasas que son capaces de degradar fibrinógeno han sido descritas anteriormente 

en Actinobacillus seminis (Cruz-Montoya, 2023), y en Actinobacillus 

pleuropneumoniae, en la que se describió una metaloproteasa degrada parcialmente 

las cadenas α y β de fibrinógeno porcino (Lopez-Ruiz et al. 2013). Lo cual podría 

permitir a patógenos que se adhieran a superficies mucosas, evadir la respuesta 

inmune y obtener nutrientes (Jansen, et. al.,1995). Por otro lado, la fracción 

enriquecida que contiene la proteasa de M. haemolytica, no es capaz de degradar 

IgG, lo que nos indica que es una proteasa específica, sin embargo, se ha descrito en 

estudios previos la presencia de proteasas secretadas por esta bacteria que son 

capaces de degradar IgG1 e IgG2, (Lee & Shewen, 1996). Asimismo, se ha descrito 

en este microorganismo una proteasa de un peso aproximado de 155 kDa la cual es 

capaz de degradar otras proteínas, con funciones defensivas para el hospedero, 

como lo es la IgA (Ayalew et al. 2019). 

 

Para determinar la naturaleza de las proteasas secretadas por M. haemolytica, se 

utilizaron una serie de inhibidores como lo son Fenantrolina 10 mM, EGTA 10 mM, 

PMSF 5 mM y pHMB 10 mM, mismos que fueron incubados con la muestra de la 
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fracción enriquecida con la proteasa, el análisis electroforético mostró que PMSF tiene 

un efecto inhibitorio en la actividad proteolítica de la muestra (Figura 6, E), ya que 

este inhibidor reacciona con los residuos de serína para inhibir diversas proteínas 

como son la tripsina, la quimotripsina, la trombina y la papaína (Maeda et al. 2014). 

Estas proteasas presentan un residuo de serína (Ser) en su sitio activo, responsable 

del ataque nucleofílico sobre el carbonilo del enlace peptídico blanco, que es donde 

actuará en PMSF para su inhibición. De igual manera, se han descrito serín-proteasas 

capaces de degradar fibrinógeno en Staphylococcus aureus (Ohbayashi, et al 2011) 

y Streptococcus pyogeneses (Matzuka, et al 1999).    

  

Los resultados del inmuno reconocimiento muestran que las proteasas secretadas 

por M. haemolytica son inmunogénicas en presencia de suero de bovino con 

neumonía crónica (Figura 11A) o aguda (Figura 11B), lo cual nos indica que estas 

proteínas se expresan durante la enfermedad y se encuentran presentes durante el 

desarrollo de esta. Por otro lado, se realizaron inmuno reconocimientos con sueros α-

proteasas de A. seminis y A. pleuropneumoniae, encontrando que no se presenta 

reactividad cruzada entre dichas proteasas y nuestra fracción enriquecida, lo cual nos 

da a entender que son estructuralmente diferentes. 

 

En conjunto, los resultados recopilados indican que las proteasas secretadas por M. 

haemolytica tienen importancia en los mecanismos de patogenicidad y virulencia de 

la bacteria, así como en la invasión al hospedero, esto mediante la degradación de 

moléculas de importancia estructural como lo es el fibrinógeno.  
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Conclusiones 

● Se logró obtener una proteasa secretada de M. haemolytica a un peso de 75 

kDa. 

● Los ensayos de inhibidores probaron que se trata de una serín proteasa no 

dependiente de calcio.   

● La proteasa se encuentra activa en un rango de pH 6 a 10 a temperaturas 

menores a 60 °C 

● La proteasa es capaz de degradar fibrinógeno.  

● Una banda en un peso aproximado de 75 kDa fue reconocida por suero de 

bovino con neumonía crónica y suero de bovino con neumonía aguda, pero no 

por sueros α-proteasa de A. pleuroneumoneuminiae o α-proteasa de A. 

seminis. 

Perspectivas 

● Obtener una identificación de la proteasa con espectrofotometría de masas. 

● Obtener un anticuerpo a partir de la proteasa. 

● Conocer si la proteasa es capaz de degradar otros sustratos o 

inmunoglobulinas. 
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