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RESUMEN

aeruginosa es una especie bacteriana

oportunista que puede causar infecciones severas en
pacientes debilitados por gquemaduras, tumores malignos y
enfermedades crdénicas. Varias cepas de P.

producen proteasas extracelulares como la elastasa y la
colagenasa, que han sildo consideradas factores de

virulencia; en lo que se refiere a la actividad proteolitica
sobre IgA , los datos que se tienen son muy contradictorios.
Sin embirgo, Quezada y col. (manuscrito enviado a
publicacién) al estudiar en nuestro laboratorio 11 cepas de
P. aeruginosa procedentes de infecciones clinicas encontraron
que siete cepas produjeron claras modificaciones en el arco
de IgA (en inmunoelectroforesis). Esta actividad proteolitica
tuvo las caracteristicas de una proteasa clasica de Iga.

El propésito de este trabajo fue el de detectar vy
caracterizar la actividad proteolitica sobre IgA en la cepa
PApl de P. aeruginosa. Monté un método de identlficacién de
IgA utilizando jacalina con la técnica de doble difusién en
gelds de agarosa y realice una purificacién de IgA  a partir
de un suero de un paciente con mieloma. 5

Para saber si la incubacién de P. aeruginosa PApl con
sIgA e IgA afectaba su arco inmuncelectroforético incubé una
colonia de*PApl con IgA de saliva total e IgA purificada a
partir de un suero de un paciente con mieloma. De este ensayo
encontré que del arco original de la IgA se generd un arco
adicional. [

Luego analicé 1la cinética de fragmentacién de IgA
incubando esta inmunoglobulina con una colonia de Paepl
durante 3, 6, 12 y 24 h. Analicé las muestras en un
gel de SDS-poliacrilamida y encontré gque 1la banda de IgA
(150 KDa) disminuyé progresivamente de intensidad hastd
desaparecer a las 24 h de incubacién, al contrario de una
banda de 63 KDa gue apareci6é a las 6 h y aumentd de
intensidad.

Cuantifiqué 1la actividad de 1la proteasa extracelular
de la cepa PApl cultivada en caldo nutritivo, mediante un
sistema de protedélisis en placas de agar-caseina que
bésicamente consistié en agregar el medio usado por PApl a
una suspension de caseina mezclada en un gel de agar
bacteriolégico al 1.2%. Alrededor del pozo donde se colocd la
enzima se formé un drea redonda y clara con un didmetro
proporcional a la concentracién de la enzima aplicada. La
actividad del medio usado por la cepa PAyl fue equivalente a
540 mU de papaina/10 pul. La actividad minima que pudo
detectar el ensayo estaba contenida en 0.370 ul de medio
usado. Al ensayar mediante IEF la mezcla de medio de cultivo
usado por PApl que habia sido incubada con IgA por 24 h a
37°C encontré que la actividad proteclitica efdctivamente se

xix



encontraba en el medio de cultivo. Para enriquecer
esta actividad precipité el medio usado por PApl con
sulfato de amonio y obtuve una pastilla (fraccién P

) con una actividad especifica de 1934 u78g
t&nriquecida 28 veces) . Mediante andlisis en
SDS-PAGE encontré que esta fraccién estd constituida
por 3 bandas principales de 68, 43 y 38 KDa.



I. INTRODUCCION

La IgA juega un papel preponderante para prevenir la
colonizacién de las superficies mucosas por microorganismos
patégenos. En este medio, la IgA estd sujeta a una variedad
de proteasas tanto del huésped como de las derivadas por los
microorganismos. Una clase de enzimas conocidas como
proteasas de IgAl son elaboradas por estos para colonizar las

superficies mucosas.

A. Sistema inmune secretor

Los epitelios mucosos que recubren internamente a &rganos
como los pulmones, intestino y boca que estdn expuestos al
medio ambiente, pueden ser colonizados o afectados por
microorganismos y estdn sujetos a la penetracién de
sustancias extranas como proteinas y toxinas. Estos tejidos
mucosos han desarrollado mecanismos de proteccién para la
prevencién de la invasién microbiana o el dafio quimico.

El sistema inmune secretor (SIS) constituye la parte del
sistema inmune especializada en la proteccién de las mucosas.
Los tejidos més definidos que se asocian con-la inmunidad
secretoria son las placas de Peyer (tejido linfoide asociado
al intestino; GALT), los nédulos bronguiales (tejido linfoide
asociado a bronquios; BALT). En la inmunidad secretoria se

incluyen también los diversos foliculos o nédulos linfoides



gue se encuentran en varios sitios de la cavidad oral como
las gléndulas salivales y los labios (tejido 1linfoide
asociado a ductos; DALT) . A partir de 1los tejidos
mencionados, las células inmunocompetentes son transportadas

a otras regiones donde no hay tejidos linfoides de

importancia, como las gldndulas lacrimales, la regidn
nasofaringea, el aparato génitourinario y las glandulas
mamarias.

El componente principal de la defensa por anticuerpos en
el SIS es 1la inmunoglobulina A (IgA) de tipo secretor o
secretoria (sIgi). En - segundo término se encuentran 1la
inmunoglobulina G (IgG) vy la inmunoglobulina M (IgM). Todas
estas inmunoglobulinas son exportadas a los liquidos que

bafian las mucosas, donde interactian con los microorganismos

o sustancias extranas (ver Quezada, 1987).

B. Inmunoglobulina A

La IgA estd formada por dos cadenas "pesadas" de la llamada
clase a, entre las cuales se han identificado las subclases
al y a2. La regién constante de las cadenas pesadas, que
contiene la porcién que no interviene en la unién con los
antigenos, es codificada por una familia de genes diferente
para cada subclase. En la familia de genes que codifican la

subclase 2, existe una delecién que involucra alrededor de 20



aminodcidos, ademds, esta familia tiene dos grupos de alelos
identificables por determinantes antigénicos que han sido
llamados A2m(1l) y A2m(2) (Heremans, 1974).

Cada mondémero de IgA se forma mediante la unién de dos
cadenas pesadas idénticas; esto es, dos cadenas al, o dos
cadenas a2. La unién se realiza mediante puentes disulfuro
entre las parejas de las cadenas al o entre las a2 A2m(l), o
por asociacién no covalente entre las parejas de las a2

A2m(2)

Igual gque otras inmunoglobulinas, el monémero de IgA
contiene dos cadenas "ligeras™, kapa o lambda. Las tres
formas moleculares principales de la IgA son el monémero, el
dimero y la sIgA. El monémero tiene un peso aproximado de
160,000 Da y un coeficiente de sedimentacién de 7S. El1l dimero
de la IgA estd formado por dos monémeros de la misma
subclase, unidos por enlaces covalentes (puentes disulfuro)
entre las regiones Fc (o fragmento cristalizable, gue incluye
los extremos carboxilo terminales de las cadenas pesadas) de
cada monémero, a través de una proteina llamada cadena J
(*joining peptide® en inglés) cuyo peso molecular es de
alrededor de 20,000 Da. Tanto el monémero como el dimero son
sintetizados y secretados por células plasmdticas productoras
de IgA (Heremans, 1974).

La sIgA consiste de un dimero de IgA asociado a una
proteina adicional gque tiene un peso molecular de 75,000 Da y
parece estar enrollada cubriendo las regiones Fc de la IgA

dimérica, a 1la cual se une por interacciones no covalentes y



puentes disulfuro. Esta proteina recibe el nombre de
componente secretor (CS), debido a que solamente ocurre en la
sIgA pero no en el monémero ni en el dimero, aungue también
existe en forma libre en las secreciones mucosas (Heremans,

1974).

2. Funciones de la IgA (ver Quezada, 1987)

a. Inhibicién de la adhesién bacteriana. Hay muchas especies

de patdgenos adherentes, cuya actividad requiere de la
interaccidén con las superficies epiteliales sobre las que
ejercen su accién. Existen ademds algunos patégenos en los
que la adhesién no es un requisito para la produccién del
dano, como en el caso de Vibrio cholerae, cuyo efecto
principal sobre el epitelio intestinal es causado por 1la
enterotoxina que produce, aungue la produccién de anticuerpos
contra el vibrién 1limita 1los efectos causados por la
infeccién.

La proteccioén de los epitelios mucosos a través del
sistema inmune secretor, mediante anticuerpos dirigidos
contra los patégenos adherentes, se lleva a cabo
especialmente por inmunoglobulinas del tipo de 1la sIgA
dirigidas contra las adhesinas, moléculas responsables de la
adhesién bacteriana. Estos anticuerpos bloguean los sitios de
unién de las adhesinas a las células epiteliales, evitando
asi la adhesién de los microorganismos y limitando por 1lo
tanto su efecto danino, ya gue de este modo son méds

fdacilmente eliminados por los sistemas de limpieza de los



epiteliog mucosos, tales como el flujo de moco y el arrastre

mecdnico.

b. Neutralizacidén viral. La mayoria de las infecciones
virales tienen acceso al organismo a través de las mucosas.
La sIgA dirigida contra los virus contribuye a aglutinar los
viriones, con lo que limita su capacidad para asociarse e

infectar a las células epiteliales.

c. Exclusién de antigenos solubles y particulados. Hay

muchos materiales gquimicos y biolégicos en el medio ambiente
que pueden resultar nocivos, tanto para los epitelios como
para el organismo en general. Entre estos compuestos se
encuentran proteinas, toxinas, polvo, pélenes, sustancias
quinicas, etc., que provocan sus efectes nocivos al contacto
con las mucosas o al ser absorbidos por las mismas. La sIgA
limita tales efectos nocivos, formando complejos de muy alto
peso molecular que son mds facilmente eliminables y cuya

absorcidén es muy pobre.

3. caracteristicas bioldégicas y guimicas de la sIgA

. La sIgA dimérica tiene mayor capacidad dé .precipitacién y
aglutinacién de antigenos gue la IgA sérica monomérica. Se
supone gque esta propiedad se debe en gran parte a su
tetravalencia, gue le permite asociarse a mayor numero de
haptenos, formando complejos mayores que son mds fécilmente

precipitables. La potencia de aglutinacidén y precipitacién de



la sIgA en ocasiones es cuantitativamente similar a la de la
IgG (Heremans, 1974).

Otra caracteristica de la mayor importancia es la
resistencia de 1la sIgA a la degradacién enzimdtica vy
quimica. Los puentes disulfuro resisten mds la reduccién que
en su contraparte sérica, probablemente por estar menos
expuestos, ya que las regiones Fc estdn protegidas por el CsS.

Ademds, la sIgA es muy resistente a la proteélisis por
tripsina, quimotripsina, pepsina, papaina y liquido duodenal,
a los cuales si es sensible la IgA sérica. De hecho, la sIgaA
puede actuar como un inhibidor no compétitivo de 1las

actividades de tripsina. y quimotripsina.
C. Proteasas de inmunoglobulinas

El sistema inmune secretor (SIS) parece encontrarse en
equilibrio dindmico con 1los microorganismos gque normaliénte
colonizan las mucosas. Este equilibrio es determinado por
factores modulatorios de 1las condiciones microambientales
tales como la dieta, la disponibilidad de nutrientes para los
microorganismos, los hdbitos higiénicos del huésped y el
estado de los mecanismos de proteccién. También depende de
factores de 1los microorganismos como las toxinas, los
mecanismos de adhesién, las bacteriocinas y las enzimas.
Cuando el equilibrio se pierde a favor de los
microorganismos, se ocasionan las enfermedades
correspondientes.

Entre los mecanismos que los microorganismos utilizan



para deseguilibrar al SIS se encuentran las enzimas capaces
de hidrolizar a . las inmunoglobulinas del huésped. Estas
enzimas permiten evadir 1la respuesta inmune local por
anticuerpos al eliminar los efectos de activacion del
complemento por 1la via élasica: la opsonizacién y 1la
aglutinacién, que dependen de la estructura de regiones
especificas de dichos anticuerpos.

Aunque desde hace tiempo se conoce la existencia de
proteasas de inmunoglobulinas en los microorganismos
patégenos, no se les habia dado tanta importancia como
factores de evasién de 1la inmunidad local (ver Quezada,

1987).
D. Proteasas especificas de IgA

Todas las proteasas de IgA que han sido examinadas con cierto
detalle puéden describirse como endopeptidasas extracelulares
sensibles a los quelantes de metales (Kilian y col., 1983).
Los microorganismos productores de proteasas de IgA son
en general especies bacterianas patégenas que colonizan 1los
epitelios mucosos como el oral, nasal, bronquial y urinario.
Algunos ejemplos son  Streptococcus sanguis, Neisseria
gonorrheae, Haemophilus influenzae y Ureaplasma urealyticum.
En ocasiones la produccién de la enzima correlaciona con la
virulencia especifica de las cepas (Kornfeld y Plaut, 1981).
Estas enzimas cortan, tanto IgA monomérica como
secretoria, en la regidén de la bisagra de 1las cadenas

pesadas, con lo cual se generan fragmentos Fca y Faba



completos. El punto de corte de las cadenas al generalmente
se encuentra en la regién correspondiente a la delecién de
aminoacidos de las cadenas a2, por lo gue la ausencia de
estas secuencias en las cadenas a2 Y su presenqiq en las
cadenas al determina la selectividad de la enzim; por la
IgAl.

La mayoria de las proteasas de IgA reconocen regiones

especificas que contienen 1las secuencias de aminodcidos

prolina-serina y prolina-treonina que abundan en la bisagra
| de 1las cadenas al, mientras que los sitios de corte de las
cadenas al y a2 A2m(l) por la proteasa de Clostridium sp.
parecen encontrarse entre los residuos prolina-valina 221 vy
222 respectivamente, presentes en ambas cadenas.

La mayoria de las proteasa de IgA son inhibidas por EDTA;
algunas también son inhibidas por HgCl , yodacetamida y p-
cloromercuribenzoato, pero no por pepstatina, fluoruro de
metil-metil-sulfonilo (PMSF), inhibidor de tripsina, tosil-L-
lisina, clorometil-cetona y otros inhibidores conocidos de
serin- proteasas. Las evideéncias anteriores parecen indicar
gue estas enzimas son generalmente metalo-proteasas que
también dependen de sulfhidrilos para su actividad.

La principal funcién biolégica de las proteasas dé Iga
parece ser la disminucion de la eficacia de la respuesta
inmune local por los anticuerpos de los epitelios mucosos. La
alta frecuencia de produccién de dichas enzimas por patégenos
aislados de infecciones clinicas parece apoyar esta
posibilidad.

Como cabria esperar, la produccién de proteﬁsas



especificas de IgA y la produccién de proteasas que degraden
a otras inmunoglobulinas no son mutuamente excluyentes vy
pueden ocurrir simultdneamente en 1los microorganismos
patégenos. En tales casos la actividad sobre la IgA parece no
ser especifica, debido a la presencia simultdnea de varias
proteasas que actian sobre las diferentes clases de

inmunoglobulinas (ver Quezada, 1987).

1. caracteriticas genperales

Las Pseudomonas son un extenso grupo de bacterias
gram negativas de vida 1libre, ampliamente distribuidas
en ambientes terrestres y acudticos, que colonizan o
son patogenos de plantas, animales o el hombre. De 1las
especies conocidas, sélo un pequefioc nimero se asocia con
enfermedades, a menudo severas, en el hombre.

El género incluye bacilos entéricos aerobios estrictos
(morfolégicamente similares a las aeromonas y a los vibrios)
que crecen bien en medios diferenciales entéricos. Su
metabolismo no es fermentativo sino respiratorio, son oxidasa
positivos y salvo raras excepciones su locomocidén es por
flagelacién polar (Davis y col., 1973).

Las facultades metabélicas de estas bacterias les
permiten jugar un papel relevante en el ciclo del nitrégeno y
en la mineralizacién de la materia orgdnica. Por otra parte,

la participacién de Pseudomonas en numerosas enfermedades del
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hombre las ha vuelto importantes también en medicina (Davis y

col., 1973).
2. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es 1la especie tipo del género
Pseudomonas y de la familia Pseudomonadaceae. Este organismo
cominmente acudtico y terrestre reside en el tubo digestivo
de s6lo un 10% de 1los individuos sanos y esporadicamente se
encuentra en dreas humedas de la piel y en la saliva. Sus
requerimientos nutricionales son simples (utiliza NH_ como
fuente de nitrégeno) Yy puede metabolizar una gran variedad
de fuentes de carbono. Crece rédpidamente en medios estdndar a
temperaturas de hasta 42°C. La mayoria de las cepas producen
pioéianina y fluoresceina, que se difunden y dan color al
medio gue rodea a las colonias; s6lo 10% de las cepas no

producen pigmentos (Davis, 1973).

a. Hébitat

P. aeruginosa puede desarrollarse casi en cualgquier ambiente
himedo gue contenga trazas de compuestos orgédnicos como
ldgrimas, soluciones antisépticas, desinfectantes, equipos de
anestesia y resucitacién, fregaderos, tomas de  agua,
combustibles, e incluso agua destilada almacenada. Los
productos farmacéuticos derivados de plantas como cremas de
manos, ungilentos, supositorios, tabletas, pastas, emulsiones
y Jjarabes, son fuentes comunes de P. aeruginosa: los

cosméticos tambien pueden contenerlas. Han sido encontradas
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en comestibles congelados, fresa, ciruela y otras frutas,
tomate, =zanahoria, cepol;g, apio, rabano, lechuga, col,
ensalada d; pepino, ﬁoiio y carne congelados, huevos
refrigerados, limonadas y leche. Asi misﬁo, las pseudomonas
pueden ser aisladas dentro de 1la flora normal del intestino,

boca y piel de los animales y del hombre (Bergan, 1973).

b. Patogenicidad

P. aeruginosa prevalece por seleccién en ambientes de
hospitales donde los antibiéticos son ampliamente usados;
causan entre 10 y 20% de las infecciones de los
pacientes hospifalizados, principalmente los que sufren
quemaduras, leucemia y fibrosis quistica o han sido tratadas
con drogas inmunosupresoras (ver Escobar, 1987).

En huéspedes susceptibles, B. aeruginosa puede causar
infecciones en cualquier regién del cuerpo, particularmente
en heridas, tracto urinario y respiratorio y provocar ademds
endocarditis, meningitis, neumonia, otitis, vaginitis y
conjuntivitis. La colonizacién es inofensiva bajo
circunstancias normales; las infecciones se presentan cuando
los mecanismos de defensa locales o generales se reducen, lo
cual refleja el oportunismo de esta especie bacteriana

{Bergan, 1973).
F. Antecedentes directos del trabajo

La primera evidencia sobre la protedlisis de IgA la publicd

Muller (1971) quien demostré cambios en la movilidad
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electroforética de dicha inmunoglobulina, aungue no llegé a
determinar el tipo de modificacién quimica ocurrida en la
molécula. En 1973 Metha y col. encontraron gque una enzima
bacteriana presente en 1las heces de humanos cortaba
especificamente a la IgA en 1la regién de 1la bisagra,
produciendo fragmentos Fca y Faba completos. Sin embargo, la
especie bacteriana productora de tal enzima no  fue
identificada entonces. El aspecto més importante de este
descubrimiento fue que 1la enzima en cuestién generase
fragmentos Fca integros, en contraste con la hidrélisis de
la IgA por enzimas digestivas como tripsina y quimotripsina
que causan una degradacidén progresiva de 1los fragmentos Fc,
por lo cual se generan solamente péptidos de bajo peso
molecular (ver Quezada, 1987).

Estudios subsecuentes realizados por Plaut, Cenco Yy
Tomasi (1974) revelaron que una actividad enzimdtica similar
a la descrita por Metha y col. (1973) podia encontrarse
también en la saliva humana colectada de la cavidad oral (ver
Kilian y col., 1983).

El origen microbiano de la enzima fecal fue sugerido
nuevamente por Plaut y col. (1974), gquienes no encontraron
actividad de proteasa de IgA en mnuestras de liquido
intestinal en humanos en ayunas, ni tampocc en liguido
pancreético, bilis y saliva obtenida directamente de 1la
gldndula parétida. La actividad enzimdtica presente en la
saliva colectada en la boca 1llevé a la bisqueda de
microorganismos orofaringeos capaces de producir protéasns de

IgA, Yy el primero que se encontré con tales caracteristicas
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fue Streptococcus sanguis (Kornfeld, 1981).

Después se vié que la proteasa de IgA no afectaba a las
inmunoglobulinas de las clases G, M y E, lo cual indicaba una
alta especificidad de la enzima. Posteriormente se demostré
gque la enzima de §S. sanguis, ademds de no afectar
inmunoglobulinas de otras clases, fragmentaba IgA de 1la

subclase 1 sin afectar a la subclase 2.

A partir de la deteccién de las proteasas de IgA en
cepas de S. sanguis se han .llevado a cabo numerosos
estudios en bacterias, micoplasmas, hongos y virus, para ver
si hay otros microorganismos que compartan esta capacidad.
Estos estudios han revelado que las proteasas de IgA se
presentan solamente en algunas especies bacterianas, pero
no en nicoplasmas, hongos y virus (Kilian y col., 1983).

El interés por las proteasas de IgA fue estimulado por el
hallazgo de que las especies bacterianas gque poseen tal
actividad no estan relacionadas taxonémicamnte, pero si estdn
asociadas con ciertos tipos de enfermedades infecciosas como
la meningitis, la enfermedad periodontal 'y la gonorrea
(Kilian y col., 1983).

Doring y colaboradores (1981) demostraron que dos enzimas
extracelulares de una cepa de P. aeruginosa atacan a las
innunoglobulinisﬁfvgpa de las enzimas (elastasa) induce la
hidrélisis de l;s cadenas pesadas de IgA e IgG. La otra
enzima (proteasa alcalina) es menos activa, ya que solo actua
sobre la Iga‘ en condiciones de incubacién gque se

prolongan por varios dias (Kilian y col., 1983).
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Segun Kilian y col. (1983), no es clara la incidencia de
la activacién del corte de la IgA por cepas de P.
aeruginosa, ya gque ninguna de 15 cepas clinicas estudiadas
por ellos tenian actividad de proteasa de IgA bajo
condiciones estdndar.

Sin embargo, Quezada (1987) Yy Quezada y col. (manuscrito
enviado a publicacién) al estudiar en nuestro laboratorio 11
cepas de P. aeruginosa procedentes de infecciones <linicas
encontraron gque siete produjeron claras modificaciones en
el arco de la sIgA (en inmunoelectroforesis) Yy
fragmentacién de IgA detectada en geles de poliacrilamida-
SDS. Esta actividad proteolitica tuvo las caracteristicas de
una proteasa cldsica de IgA (especificidad por IgA;'

generacién de fragmentos Fca y Faba).



IT. OBJETIVOS

A. Qjetivo General

Caracterizar la actividad proteolitica de P. aeruginosa

(PApl) sobre lgA‘

B. Objetivos particulares

1. Purificar Iga de un suero de mieloma humano
2. Identificar y purificar la(s) proteasa(s) con

actividad sobre IgA1 producida(s) por la cepa PAyl.

15
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ITI. MATERTITALES

A. Origen de los reactivos

De Sigma Chemical Company (St. Louis MO, EUA) obtuve
agarosa tipo B, albuimina sérica bovina fraccién V (BSA),
persulfato de amonio, trizma base, Azul de Coomassie R-
250, cisteina, fenil-metil sulfonil-fluoruro (PMSF), y

papaina tipo IV. De J. T. Baker de México SaA, obtuve

(grado reactivo): Cloruro de calcio anhidro, dcido
clorhidrico, hidréxido de sodio, cloruro de sodio, ac.
acético, alcohol isopropilico, sulfato de amonio,
fosfato de potasio dibdsico y monobdsico,
glicerol, etilendiaminotetracetato disédico (EDTA) y

bicarbonato de sodio. De Pierce Chemical Company (Rockford,
IL, EUA) obtuve azul de Coomassie G-250. De Canal
Industrial Corporation (Rockville MD, EUA) obtuve 4 N’-
tetrametiletilene~diamina (TEMED). N’N’-metilen-
acrilamida(bis), acrilamida y DEAE-c las obtuve de Eastman
Kodak Co. (Rochester NY, EUA); dcido ortofosférico, de Merck
de México; Bacto Agar y <caldo nutritivo, de Difco
Laboratories (Detroit MI, EUA): dodecil sulfato de sodio
(SDS) de BDH Chemical Ltd. (Poole, Inglaterra). De Bioxon de
México obtuve agar bacteriolégico y caldo de soya

tripticaseina;de Mead Johnson, caseinato de calcio (éhsec).
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B. Origen del material biolégico

El suero humano normal (SH) lo doné Martin Muy Rivera.
Fernando Navarro Garcia, doné la saliva humana. total (ST)
liofilizada y Margarita Valadez Sanchez la IgG. La jacalina
empleada proviene de semillas dé A. heterophylus y nos fue
proporcionada qentilnenfé por el Dr. K. Kobayashi, de 1la
escuela de Medicina de Yamaguchi (Japdn). Las
inmunoglobulinas A humanas que empleé provenian de mielomas
de 1la subclase IgA1 kapa (car), e IgAz lambda (fel). Ambas
nos las proporcioné el Dr. Jiri Mestecky, de la Universidad
de Alabama en Birninéhan (EUA). Los sueros de mielomas
humanos me 1los proporcioné Roberto Quezada Calvillo Yy
pro&ienen de pacientes con mielomas de IgA. Dichos sueros
los doné gentilmente al laboratorio el Dr. Pablo Rivera, del
centro Médico "La Raza" del IMSS (México DF). La cepa PApl
de Pseudomonas aeruginosa proviene de la coleccién de Sergio
Vaca (ENEP 1Iztacala, UNAM). Los sueros de conejo anti-Iga
(C80 y 88) fueron obtenidos por Fernando Navarro Garcia en

nuestro laboratorio.

C. cbuposiciOn Y preparacién de soluciones, reactivos y
medios de cultivo '

1. Preparacién de los geles de agarosa
Solucién A. caCl_ 0.5 M (100 =ml)

Disolvi 5.55 g de CaCl_ y los aforé a 100 ml con agua
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bidestilada. Filtré la solucién con papel Whatman No. 1

y la almacené a temperatura ambiente.

Solucién B. Trizma base 1 M (100 ml)
Disolvi 12.11g de Trizma base y 1los aforé a 100 ml con
agua bidestilada, autoclaveé la solucidén y la almacené a

temperatura ambiente en frascos de vidrio estériles.

Solucién C. Tris-HC1l 15 mM pH 8.6 (20 ml)
Mezclé 300 ul de la solucién B con 18 ml de agua
bidestilada. Después ajusté a pH B.6 con HCl y aforé a 20

ml. La solucién la preparé minutos antes de su uso.

Solucidén D. Tris-HC1l 15 IH/CHCI=I 18 mM pH 8.6 (20 ml)

Mezclé 720 ul de la solucién A, 300 ul de la solucién B y 18
ml de agua bidestilada. Después ajusté el pH a 8.6 con HCl
0.1 M y aforé a 20 ml. Esta solucién 1la utilicé

inmediatamente.

Agarosa al 1.5% en Tris HCl 15 mM pH 8.6. Agregué 180 mg de
agarosa a 12 ml de la solucién C. Fundi 1la mezcla en el
horno de microondas a méxima intensidad en 3 o 4 periodos de
irradiacién de 10 seg cada uno, sin permitir 1la
ebullicién. Después agité con una varilla de vidrio para que

la mezcla con agarosa fundida tuviera aspecto cristalino.

Agarosa al 1.5% en Tris-HCl 15 mM pH 8.6/CaCl . A 180 ng de

agarosa afnadi 12 ml de la solucién D siguiendo los mismos
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pasos descritos para la preparacién de agarosa al 1.5% en

Tris-HC1 15 mM pH 8.6.

Azul de Coomassie al 0.5%. A una solucién de etanol-dcido

acético-agua, 45:10:45 ya filtrada con papel Whatman no 1

agregué azul de Coomassie G-250 al 0.5%.

2. Reactivos para la cuantificacién de proteinas
Reactivo de Bradford (500 ml)

En la campana extractora mezclé (en probeta graduada de 500
ml) 50 mg de Azul de Coomassie G=-250, 25 ml de etanol
absoluto y 50 ml de dcido ortofosférico. Agité
cuidadosamente la mezcla para disolver el colorante. Sin
dejar de agitar, aforé a 500 ml con agua bidestilada.
Inttoduje una barra magnética, resbaldndola lentamente sobre
la pared interna mientras la probeta se mantenfa inclinada.
Cubri la probeta con Parafilm, mezclé el contenido por
inversién y agité magnéticamente hasta disolver completamente
el colorante. Filtré el reactivo a través de un embudo (con
papel Whatman No. 1) colocado directamente en 1la boca del

recipiente del despachador de repeticién (Repipet Jr).

3. amortiguadores v soluciones para PAGE-SDS

a. Soluciones para preparar los geles y las corridas

electroforéticas
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Solucion A. Acrilamida-Bis

Pesé 30 g de acrilamida y 0.4 g de bisacrilamida
usando cubrebocas. Los disolvi con 70 ml de agua, aforé a
100 ml y filtré en papel Whatman No. 1. Guardé la

solucién en una botella lechera cubierta con papel de

aluminio y la almacené a 4°C.

Solucién B. Tris-HC1 3 M pH 8.8-9.0

Disolvi 36.3 g de Trizma base con 30 ml de agua; agregué
5.3 ml de EDTA 0.2 M pH 8.0 y 10 ml de glicerol al 50%,
ajusté el pH con HCl1 5M (aprox. 8 ml), aforé a 100 ml con
agua bidestilada, cologqué la solucién en una botella lechera

de polipropileno y 1la almacené a 4°C.

Solucién C. Tris-HCl 0.49 pH 8.6

Disolvi 5.98 g de Trizma base con 30 ml de agua
bidestilada y afiadi 4 ml de EDTA 0.2 M. Ajusté el pH con
HC1 5 M (aprox. 6 ml) y aforé a 100 ml. Guardé la solucién

en una botella de polipropilenoc a 4°C.

Solucidén D. SDS al 10%

Disolvi 10 g de SDS (pureza electroforética) con 70
ml de agua bidestilada y aforé a 100 ml cuidando de
no hacer espuna. Guardé la solucidn a temperatura

ambiente en una botella de peolipropileno.

Solucion E. TEMED
Nistribui muestras de 0.1 ml en tubos Eppendorf de 0.5
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ml. Los cerré perfectamente y los almacené a 4 C.

Solucion F. Persulfato de amonio (PA) al 10%

Cologué 0.01 g de PA en tubos Eppendorf de 1.5 ml gque
tapé y almacené en un desecador con silica. Disolvi cada
muestra con 1 ml de agua bidestilada inmediatamente antes de

usar la solucién.

Solucidn G. Amortiguador de‘corrida’ 10X

Mezclé 30 g de Trizma base y 144 g de glicina con 100
ml de la solucién D, 500 ml de agua bidestilada y 40 ml de
EDTA 0.2 M pH 8.0. Ajusté el pH a 8.3 y aforé a 1000
ml. Guardé la solucibn en una botella de polipropileno a

temperatura ambiente.

b. Soluciones para disolver las muestras y tenir los geles

Azul de bromofenol al 0.2%
Disolvi 0.02 g de azul de bromofenol en 10 ml de agqua
bidestilada y guardé la solucién a -20°C en un tubo Pyrex de

16 X 125 ml con tapén de rosca.

Amortiguador de muestras 2X

Mezclé 5 ml de la solucién C, 2 ml de SDS al 10%, 2 ml
de glicerol al 50%, 0.5 ml de azul de bromofenol al
0.2% y 0.9 ml de agua bidestilada. Distribui

muestras de 1 mlL a tubos Eppendorf de 1.5 ml y 1las almacené
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Amortiquador de muestras 2X

Mezclé 5 ml de la solucion C, 2 ml de SDS al 10%, 2 ml
de glicerol al 50%, 0.5 ml de azul de bromofenol al
0.2% y 0.9 ml de agua bidestilada. Distribui

muestras de 1 ml a tubos Eppendorf de 1.5 =l y las almacené

a -20°C.

Colorante de Fairbapks

Mezclé 225 ml de alcohol isopropilico, 50 ml de
dcido acético glacial y 25 g de azul brillante de Coomassie
G-250 con 300 ml de agua y aforé a 500 ml con
agua bidestilada. Filtré con papel Whatman No. 1 Y
guardé el coloranté en una botella de polipropileno

a temperatura ambiente.

luci I Aig 4

Mezclé = 50 ml de 4cido acético glacial, 225 ml de

alcohol isopropilico y aforé a 500 ml con agua. Guardé
la solucidén en una botella de polipropileno con
carbén activado a temperatura ambiente.

Acido acético al 7.5%

En la campana extractora hice la mezcla de 37.5 ml de
dcido acético con 300 ml de agua y aforé a 500 ml. Guardé
la solucién a temperatura ambiente en una botella de

polipropileno gque contenia 50 g de carbén activado.

c. Soluciones de uso general
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Glicerol al 50%
Anadi 50 ml de glicerol a una probeta con 50 ml de agua.
Almacené la solucién en una botella lechera a temperatura

ambiente.

EDTA 0.2 M DH 8.0
Disolvi 7.4 g de EDTA en 70 ml de agua bidestilada, ajusté
el pH a 8.0 con HCl 1 M y aforé a 100 ml. Guardé la

solucidén en una botella lechera.

Agar al 1%

Anadi 1 g de agar a 70 ml de la solucién B, fundi la mezcla
en el horno de microondas y aforé a 100 ml con el mismo
amortiguador. Distribuf muestras de 3 ml en tubos Pyrex
con tapén de rosca Y los almacené bien tapados a

temperatura ambiente.

a. Soluciones madre

Fosfato de potasio dibdsico 1 M (200 ml)

Agreguée 34.8 g de KIHPO. a 180 ml de agua bidestilada,
agité la mezcla hasta disolverla vy la aforé a 200 ml.
Reparti alicuotas de 100 ml en botellas lecheras, que
esterilicé al autoclave (15 1lb/in®) durante 15 min vy

guardé tapadas a temperatura ambiente.
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Fosfato de potasio monobdsico 1 M (200 ml)
Agregué 27.2 g de KHQPO‘ a 180 ml de agua bidestilada, agité
la mezcla hasta disolverla vy 1la aforé a 200 ml.
Reparti alicuotas de' 100 ml en botellas lecheras, gque
esterilicé al autoclave (15 1b/in®) durante 15 min y

guardé tapadas a temperatura ambiente.

b. Soluciones de trabajo
HCl 0.5 M (250 ml) '
Anadi 10.1 ml de HCl1l concentrado (12.4 M) lentamente a 100

ml de agua bidestilada y luego aforé a 250 ml.

NaOH 0.5 M (250 ml)
Disolvi 5 g de NaOH en un vaso de precipitados Y
aforé a 250 ml con agua bidestilada, en una probeta

graduada.

S. Amortiguadores para probar el efecto del pH y la
concentracién de sal sobre la unién de la IgA a la DEAE-c

a. Preparaciones de soluciones con diferente pH (ver Tabla
1)
b. Preparacién de soluciones con diferente concentracién de

sal (ver Tabla 2)

6. Amortiguadores y reactivos para la cromatografia en DEAE-
¢ (ver Tabla 3)



TABLA 1

Preparacién de soluciones de PBS 10 mM
NaCl 38 mM con diferentes pH

KH_PO K_HPO H O

1°m ¢ im* NaCl bidest
pH (ml) (ml) (g) (ml)
5.5 9.5 0.5 2.2 800
6.0 8.6 1.4 22 800
6.5 6.6 3.3 2.2 800
7.0 3.9 6.1 2.2 800
7.5 1.6 8.3 2.2 800
8.0 0.6 9.4 2.2 800

Ajusté todas las soluciones al pH desea-
do con HCl 1 M y las aforé a 1000 ml
inmediatamente antes de usarlas °
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TABLA 2

Preparacién de soluciones de PB 10 mM
PH 6 con diferente concentracién de sal

KH PO K HPO Nacl HoO

NacCl 1°m ¢ imw-® 1M bidest
(mM) (ml) (ml) (ml) (ml)
10 2.16 0.34 2.5 200
20 2.16 0.34 5.0 200
30 2.16 0.34 7.5 200
40 2.16 0.34 10.0 200

Ajusté las soluciones a pH 6.0 y las
aforé a 250 ml inmediatamente antes de
usarlas
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Solucioén saturada de sulfato de amonio (50 ml)

A 50 ml de agua bidestilada anadi 50 g de sulfato de
amonio y agité la mezcla magnéticamente hasta la disolucién

total.

7. PBS (100 ml)
Aniadi 280 pl de KHzPO‘ 1 My 720 ul de KﬁHPO‘ 1 M
estériles y luego 0.8 g de NaCl, a 80 ml de agua bidestilada.

Ajusté el pH a 7.2 con HCl 1N y aforé a 100 ml.

8. Agar de soya-tripticaseina para el cultivo de Pseudomonas
aeruginosa (150 ml) .

Agregué 2.25 g de agar bacteriolégico y 4.5 g de caldo
de ' soya tripticaseina a 100 ml de agua bidestilada.
Mezclé bien y aforé a 150 ml. Esterilicé 15 min a 15
1b/in”® Y en condiciones asépticas vacieé
inmediatamente en cuatro cajas de Petri de 10 cm de
didmetro. Guardé las cajas con las tapas hacia abajo a 4°C

dentro de bolsas de polietileno.

9. Amortiguadores para inmunoelectroforesis (Preparé todas

las soluciones inmediatamente antes de usarlas)

Tris-HCl 15 mM pH 8.0 (20 ml)
Anadi 300 pl de Trizma base 1 M a 18 ml de agua bidestilada.

Luego ajusté el pH con HCl 0.5 M y aforé a 20 ml.



TABLA 3

Preparacién de 1los eluyentes para la
cromatografia en DEAE-c

NacCl K HPO KH PO

im* 1°M ¢
PH (mM) (9) (ml) (ml)
6 - - 0.14 0.86
7 38 0.22 0.91 0.39
8 50 0.29 0.94 0.06
8 100 0.58 0.94 0.06

Ajusté con HCl1 1 M las soluciones al pH
indicado y las aforé a 100 ml con agua
inmediatamente antes de usarlas

28
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Tris-HCl 15 mM pH 8.6 (2000 ml)
Agregué 30 ml de Trizma base 1 M a 1800 ml de agua
bidestilada. Luego ajusté el pH con HCl 0.5 M y aforé a 2000

ml.

Tris-HCl 15 mM/CaCl 18 mM pH 8.6 (2000 ml)

Mezclé 30 ml de Trizma base 1 My 72 ml 18 mM de Caclz con
1700 ml de agua bidestilada. Luego ajusté el pH con HCl1l 0.5

M y aforé a 2000 ml.

P. aeruginosa (Preparé todas las soluciones y reactivos

*inmediatamente antes de usar)

Caseina al 10%
Disolvi 1.5 g de caseinato de calcio (CASEC) en 15 ml de

agua bidestilada.

Agar al 2.4%

Agrequé 1.2 g de agar bacterioldgico a 50 ‘ml de agua
bidestilada. Disolvi la mezcla en el horno de
microondas a intensidad méxima durante 10 seg con

cinco periodos intermitentes de 2 seg.

Tris-HCl 50 mM pH 8.0
A 90 ml de agua bidestilada agregué 5 ml de Trizma base 1

M, ajusté el pH con HCl 0.5 M y aforé a 100 ml.
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Mezcla de activadores 2X (Cisteina 10 mM-EDTA 4 mM)
Agregué 0.024 g de cisteina y 0.0297 g de EDTA-sal disédica
a 18 ml de agua bidestilada, ajusté el pH a 8.0 con NaOH

0.5 M y aforé a 20 ml.

Papaina (2 mg/ml)
En un tubo Eppendorf de 500 ul, agregué 1 mg de papaina a 500

pl de agua bidestilada.

Papaina (4 mg/ml)
En un tubo Eppendorf de 500 ul agregue 2 mg de papaina a 500

pl de agua bidestilada

Mezcla para activacidn de papaina
Agregué 200 pl de papaina (2 o 4 mg/ml) a 200 ul de la
mezcla de activadores 2X. La concentracién final de esta

mezcla fue: papaina 1 (o 2) mg/ml-cisteina 5 mM-EDTA 2 mM.

Caldo nutritivo (100 ml)

Mezclé 0.8 g de caldo nutritivo con 100 ml de agua
bidestilada en 2 matraces Erlenmeyer de 125 ml con tapén de
rosca. Esterilicé 15 wmin a 15 lb/in® y almacené a

tempertatura ambiente.

Fenil-metil-sulfonil fluoruro (PMSF) 100 mM
Agregué 0.035 g de PMSF a 2 ml de isopropanol. Reparti
la mezcla en alicuotags de 1 ml en tubos Eppendorf de

1.5 ml y las almacené a -20°C.
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IvVv. METODOS

A. Obtencién y preparacién del material biolégico

1. Suero humano normal. Lo obtuve de sangre venosa, la cual
dejé coagular en tubos Falcon cénicos de 50 ml durante 30
min a 37°C. Luego desprendi el codgulo con un agitador de
vidrio y centrifugué el tubo 15 min a 2000 X g en la
centrifuga CRU-5000. El sobrenadante lo recuperé con pipetas
Pas