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INTRODUCCION

Las proteinas son cadenas compuestas de residuos de aminoacidos, que tienen una
funcidn especifica dentro de las células y los organismos vivos. Dentro de edas estan: las
enzimas, que son catalizadores biol6gicos que deben su actividad a su estructura tridimensional;
las proteinas estructurales y las proteinas de choque térmico, que son parte de la respuesta d
edrés. Algunas de las proteinas de choque térmico(HSP) protegen a otras proteinas de la
accién de agentes externos capaces de modificar la estructura de la proteina y, por lo tanto, su
funcién. Algunos de estos agentes pueden ser el calor, € frio, la salinidad, €l potencial redox o
el pH del medio que desnaturalizan a las enzimas y demas proteinas dentro de las cdlulas y las
dafian en distinto grado, debido a modificaciones en su estructura tridimensional. Las HSP las
protegen mediante un mecanismo simple, toman a las proteinas desnaturalizadas e impiden
interacciones entre las zonas hidr6fobas de distintas proteinas, estas interacciones provocarian
su precipitacion por lo que se les llama chaperonas moleculares. No es necesario que exista una
situacion de estrés en la célula para producir a las proteinas de estrés. En realidad, sempre se
transcriben en grandes cantidades durante la vida normal de las células . Algunas veces
funcionan para € transporte de proteinas en € citosol o a través de membranas o como
ensambladoras de peptidos.

Sreptococcus termophilus es una bacteria lactica utilizada en la industria lechera que
tiene como caracteristica soportar temperaturas de 60 °C durante 30 minutos, asi como pH
acido del medio (Gonzalez 1997). No es necesario que exista una situacion de estrés en la
célula para producirlas en realidad se transcriben grandes cantidades de estas durante la vida
normal de las células, algunas veces funcionan como transporte de proteinas no terminadas en
el citosol, 0 como ensambladoras de peptidos.

ANTECEDENTES

Los estudios clasicos in vitro de Anfinsen, que dieron lugar a su premio Nobel en
quimica de 1972 demostraron que la secuencia primaria del aminoéacido de una proteina puede
contener toda la informacion necesaria para dirigir €l plegamiento de un encadenamiento del
polipéptidos a la estructura final correcta (Anfinsen 1973). Sin embargo, las condiciones de
temperatura , pH, concentracion de sales, y especialmente de la concentracion de la proteina
total in vivo tienden a promover una gran cantidad de reacciones lateraes, que compiten con la
ruta de plegamiento correcto que conducira ala estructurafinal correcta.(Miernyk 1999)



El plegamiento es parte del proceso mediante € cua las proteinas adquieren la
estructura tridimensional que les da su actividad especifica, durante este proceso las partes de
una proteina 6 péptidos tienden a agregarse de forma desordenada. Las chaperonas
moleculares, son proteinas que previenen la asociacién o la agregacion inadecuada de las
superficies hidrofobicas, expuestas en proteinas plegadas o parcialmente plegadas y las dirige
en € proceso de plegamiento adecuado, también las transporta o las marca para llevarlas a las
rutas de degradacion. Su funcién es, en general, reducir a minimo la agregacion de la proteina
y promover la disociaciéon de los agregados que se pudieran haber formado (Boston 1996,
Miernyk, 1997; Netzer y Hartl, 1998, Sigler 1998). El estado de "molten globule” (globulo
semifundido) es una etapa intermedia donde una proteina esta solo plegada en parte y se piensa
gue en este estado es cuando son reconocidas por las chaperonas.

Las chaperonas moleculares asisten en €l ensamble y desensamble de proteinas pero no
son componentes de las estructuras proteicas. Las chaperonas moleculares no tienen un papel
activo en e plegamiento de la proteina, esto es, no aceleran las reacciones de plegamiento ni
proporcionan la informacién que dirige el plegamiento de la proteina. Pero son responsables de
mantener la uniformidad de los intermediarios de plegamiento. Las chaperonas moleculares se
unen reversiblemente a los segmentos ya plegados, adhiriéndose a polipéptidos que actuarian de
otra manera como lugares para la agregacion de otros péptidos, esto lo logra a hacer de
barrera contra otros péptidos o proteinasy evitar la agregacion. Las chaperonas moleculares se
caracterizan por su capacidad de prevenir la agregacion de proteinas desnaturalizadas por
accion del &cido y d calor. A pesar de los altos niveles de expresidn bajo condiciones normales,
el término HSP o proteinas de choque térmico se emplea tanto paralas que son unarespuesta a
estrés como para las que no lo son. Bagjo condiciones de estrés, como por gemplo el choque
térmico, es la sintesis de chaperonas moleculares la que permite que las proteinas celulares
eviten y/o se recuperen de la agregacion.

Existen seis familias importantes de chaperonas, cada una con representantes en
distintos lugares y tipos celulares, asi como en gran diversidad de especies. Estas seis familias
se nombran segln su peso molecular.

Proteinas de estrés 100/Clp

La proteina de estrés de 100-kDa se encuentra en todos los organismos. Con un peso
molecular real que vade 84 a 104 kDa.

Hay dos subclases importantes. proteinas de laclase 1 (A, B, C, y D) tienen dos sitios
de unién a ATP, y las proteinas de la clase 2 (M, N, X, y Y) tienen un solo sitio de unién a
ATP (Schirmer et a., 1996).

Las HSP100 se han estudiado extensivamente en E. coli. Esta clase de chaperonas
moleculares, tiene subunidades que forman a la proteasa calcinolitica dependiente de ATP (Clp)
gue es quien da el nombre alafamilia, las dos subunidades son la clpP que no tiene actividad de
chaperona y la clpA,B,C,X que son de reconocimiento especifico de la chaperona. Estas



funcionan hidrolizando ATP para producir los cambios de plegamiento y € ensamblgje de la
proteina. (Boston 1996, Hoskins et al., 1998).

En células vegetales HSP 100/Clp se encuentra en € citoplasma y dentro de los
organitos (dentro de plastidos y de mitocondrias). La HSP 100 / Clp se locdiza en distintos
lugares de las células vegetales y en distintas etapas del desarrollo. (Schirmer 1994).

Proteinas de estrés 90

Las proteinas de estrés 90-kDa, con un peso real de 82 a 96 kDa, se han conservado en
muchas especies y son abundantes en el citoplasma de las células eucariontes y procariontes
(Csermely 1998).

La HSP90 es una chaperona molecular dependiente de ATP que se une transitoriamente
a estructuras intermediarias de plegamiento, previniendo gque estas se agreguen. Mientras que la
mayoria de la HSP90 celular estd en el citoplasma también se le encuentra en distintos
organitos como en el reticulo endoplasmico rugoso (ER), plastidos, y en mitocondrias (Boston
1996, Mogelsvang y Simpson, 1998). La HSPO0 puede funcionar independientemente como
una chaperona o también actuar en concierto con un grupo de proteinas que forman €
foldosoma, o €l hetero-complejo de chaperonas citoplasmético (CCH). El CCH en las células
de mamiferos desempefia un papd importante en la transduccién de la sefid de las hormonas
edteroides y de las proteinas quinasas (Buchner, 1999). CCH es capaz de ensamblarse in vitro a
partir de componentes aislados. Aungque € CCH se ha caracterizado mejor en sistemas de
mamiferos, un complejo que es muy similar en la composicién y la funcién se puede también
encontrar en levadura, vegetales y hongos filamentosos ( Brunt1998).

Proteinas de estrés 70

Las proteinas de estrés 70-kDa abarcan un conjunto ubicuo de las chaperonas
moleculares altamente conservadas con un peso molecular real de 68 a 110 kDa (Vierling,
1991; Boston 1996, Miernyk, 1997). Se refieren a menudo algunos miembros de la familia
como HSC70 (choque térmico 70-kDa cognado). Otros miembros de la familia solamente se
expresan cuando el organismo es enfrentado a presiones ambientales tales como temperatura
extrema , anoxia y metales pesados. Estos miembros de la familia se refieren generalmente
como HSP70 (proteina de choque térmico 70- kDa), incluso cuando un choque frio las induce.

Los tipos especificos de las proteinas de estrés 70 se encuentran en todos los
compartimentos intracelulares (Boston 1996, Miernyk, 1997).

Las proteinas de estrés 70 de las células procaridticas y de los organitos no funcionan
como chaperonas por si mismas, sino en conjunto con dos proteinas co-chaperonas. A la
asociacion funcional de estos componentes se le llama a menudo como la méquina de las
chaperonas de estrés 70 (Miernyk, 1997; Bukau y Horwich, 1998)



La funcién de la maguina inicia cuando Dnaj se une a Péptido no plegado estas dos
unidades interact(ian con € complejo binario que forman ATP ligado a DnaK (estado abierto)
promueve la hidrélisis del ATP de DnaK y esto produce un cambio conformacional en €
Péptido, este ciclo serepite hastaque el obtiene una estructura estable.

Las Chaperoninas

L as chaperoninas abarcan la familia mejor estudiada de chaperonas moleculares (Boston
et el al., 1996; Netzer y Hartl, 1998; Sigler 1998). Son estructuras oligoméricas de doble anillo,
gue proporcionan un cerrado que protege a las proteinas plegadas del ambiente celular.
Basados en relaciones evolutivas, hay dos grupos distintos de chaperoninas. El de las
chaperoninas del grupo I, € arquetipo es GroEL, que se encuentra en € citoplasma de las
eubacterias y dentro de los mitocondrias y de los plastidos de las células eucariotes, donde se
les conoce como cpn6O (Boston et al., 1996).

Los chaperoninas del grupo |1 incluyen el complejo citoplasmico eubacterial termosoma
y € complgio de chaperoninas citoplasmicas eucariontes llamado, TriC (complejo del anillo
TCP-1). Los miembros de ambos grupos requieren la energia derivada de la hidréliss del ATP
para conducir € plegamiento de la proteina, y comparten el mismo modo basico de accion. Sin
embargo, los detales en & nivel molecular difieren considerablemente (Sigler 1998). Las
chaperoninas del grupo | dependen de una proteina asociada, la chaperonina 10 (cpnlo, o
GroES en bacterias). El grupo | chaperoninas que median e plegamiento de la proteina, son
una egtructura de doble anillo asimétrica, GroES / cpnlo esta ligado a un extremo solamente
gue actta como el aceptor del polipéptido. Se une a anillo de GroEL/cpn60O que edta libre.
Entrael ATP que al hidrolizarse desprende a GroES/cpn 10 del otro anillo y lo intercambia esto
mueve al péptido hacia €l centro del anillo donde se plegara. Se repite este ciclo hasté que €
polipéptido alcanza la estructura nativa final (Bakau y Horwich, 1998; Sigler et al., 1998).

Las estructuras y los ciclos de la reaccién de las chaperoninas en mitocondrias vegetales
son dtamente homologos a las de GroEL/S. El ciclo de reaccion de las chaperoninas de los
plastidos es también homélogo a el de los procariontes aun que con diferencias estructurales.

En células de mamiferos, TriC forma una estructura del doble-anillo que es muy similar
en aspecto a GroEL. ElI TriC es heteroligomérica; se han caracterizado nueve diversas
subunidades. TriC se ha caracterizado mejor en chaperonas para la actina y la tubulina en
células de mamiferos (Boston 1996; Sigler 1998). En contraste con las chaperoninas de los
organitos, se sabe relativamente poco sobre TriC en células vegetales.

Calnexinay Calreticulina

Canexina (CNX) es una chaperona del ER rugoso que tiene bga afinidad, y ata
capacidad para ligarse a calcio (Helenius 1997 Crofts y Denecke, 1998). CNX es una proteina
integral de la membrana no glicosilada del tipo | que se encuentra poco en citoplasmay mucho
mas en € ER rugoso. La CNX tiene una region rica en prolina que es de reconocimiento de
glicanos y chaperona, esta se une a ATP pero no tiene accién de ATPasa. (Chapman 1997).
CNX obra con una amplia gama de proteinas recién sintetizadas, después se disocia de estas



proteinas antes de la exportacion y después del ensamblaje (Helenius 1997). CNX es un
componente del ER rugoso del sisema de control de caidad de proteinas que permite
solamente secretar a las proteinas que han adquirido una conformacion nativa final (Boston
1996).

Cdlreticuling, (CRT) es una proteina soluble del lumen del ER rugoso. Como CNX, la
CRT es una proteina de baja afinidad y alta capacidad para ligarse a calcio (Borisjuk 1998). La
CRT se ha encontrado asociada con otras proteinas en € lumen del ER rugoso, tiene
especificidad similar a la de CNX. El reconocimiento y la unién con CRT precede a la accion
del ER rugoso y a las enzimas sobre peptidos no plegados y que aceleran la reaccion del
plegamiento.

Muchas de las interacciones deben ocurrir secuenciamente en e orden adecuado para
gue las proteinas alcancen la estructura nativa correcta. CNX y CRT promueven el plegamiento
correcto de las proteinas en el ER rugoso mediante la inhibicién de la agregacion, previniendo
la oxidacion y oligomerizacion prematuras, y suprimiendo la de gradacion de intermediarios
incompletos o mal plegados.

Las Proteinas de estrés de bajo peso molecular

Las proteinas de choque térmico de bajo peso molecular con un peso rea de 12-30 kDa
(smHSPs) son ubicuas entre eucariontes, y representan una clase determinada e importante de
chaperonas moleculares (Vierling, 1991). Las smHSPs comparten un dominio conservado C-
terminal con una de las proteinas del cristalino de los mamiferos, o a- cristalina. Los andlisis
bioquimicos indican que in vivo los smHSPs no estan como mondmeros /dimeros sino en
agregados de ato peso molecular de 200 a 400 kDa. A pesar de la gran variedad de las
especies de smHSPs, aparecen como homo-complejos separados de alto peso molecular, més
bien que como hetero-complejos 0 mezclas de subunidades, se unen e interaccionan més entre
ellas que con otras familias. Esto sugiere sutiles y diversas funciones para las sSmHSPs, incluso
cuando estan presentes en € mismo compartimento (Muchowski 1999) celular.

In vitro, las smHSPs conservan y facilitan la reactivacion de proteinas quimicamente
desnaturalizadas y previenen la agregacion de proteinas desnaturalizada por calor (Boston et
al., 1996). De acuerdo con estas observaciones, es probable que las smHSPs puedan también
actuar in vivo como chaperonas moleculares. En contraste con los miembros de las otras clases
de chaperonas moleculares, la actividad de las smMHSPs es ATP independiente. En plantas
superiores, se han descrito seis familias de genes nucleares que codifican para smHSPs. Cada
familia codifica proteinas que se encuentran en compartimentos celulares distintos, incluyendo
el citoplasma, los pléastidos, el ER rugoso, y las mitocondrias (Waters 1996). Ademés, las
smHSPs especificas se expresan durante varias fases del desarrollo vegetal (Boston et al.,
1996). Este es el caso de ladel girasol o hgpl7.6 G1. EIl mRNA de este gene se acumula en las
semillas durante las ultimas etapas de desecacion de la embriogénesis pero no como respuesta a
choque térmico. Este promotor tiene poca semejanza con los del choque del calor. Existe una



divergencia evolutiva en la regulacion de los genes vegetales de smHSP que ha originado genes
gue responden al estrésy miembros no sensibles al calor (Carranco 1997)

En frijol de soya las smHSPs tienen entre 15 a 18 kDa, se encuentran codificadas por
distintas familias de genes principalmente de la clase | y clase VI, y son e Gmhsp18.5-C y €
Gmhspl7.9-D. Ademés, estén regulados como respuesta a choque térmico, tienen cierta
homologia en sus estructura secundaria y en €l dominio C-terminal con otras proteinas de
chogque térmico de bajo peso molecular, se sabe que los genes presentan regionesricasen Ay T
pero su funcién todavia no esta dilucidada.(Reschke , Baumann y Schoffl 1988)

En eucariontes parecen estar regulados de la misma forma, pues a transfectar genes de
este tipo estos se expresaron, por lo que parecen tener reguladores comunes. El andlisis de la
secuencia de los genes de choque térmico de Drosophila revelé una secuencia conservada que
es esencia paralainduccion del calor. (Taguay 1983)

Dentro de las smHSPs se encuentra la a- cristalina, proteina del cristalino bovino esta
tiene la funcién de chaperona molecular ya que impide la desnaturalizacion de otras proteinas al
edabilizarlas, o consigue mediante una accion surfactante al reaccionar hidrofébicamente con
monomeros anidnicos. Las proteinas de estas familia tienen en comin la region C-terminal, la
gue seguramente esta relacionada con la accion de chaperona molecular, es una region estable
de 90-100 residuos, esla estabilidad la que las capacita para soportar digtintas condiciones 'y ser
ubicuas. Tienen una amplia gama de funciones desde antigenos en membrana hasta
replegadoras de proteinas desnaturalizadas. Se cree que tienen un papel importante en su
autorregulacion (Merck 1993)

Las smHSPs se encuentran muy diversificadas en plantas en estas se encuentran en
cinco familias de genes y una en hongos. Estas tienen homologias y se encuentran relacionadas
filogenéticamente, sus genes parecen haber sufrido duplicaciones, divergenciasy convergencias,
lo que indica que evolucionan a distintas ritmos y es muy probable que hayan cambiado de
funcion y localizacion celular.(Watwers 1995)

La cepa PB18 de Streptococcus thermophilus sobre-expresa una proteina de peso molecular
de 16kDa en condiciones &cidas. Al acidificarse € medio en que crece este microorganismo
(pH <5) la proteina aumenta en concentracion. La comparacion de la secuencia génica de las
proteinas de esta bacteria lactica demostré tener homologia con el dominio del a-cristaino lo
gue hace suponer que quiza ésta es una proteina de choque térmico, aunque su papel
fisiologico todavia no esta bien determinado (Gonzalez 1997). Si esto es cierto entonces se
egpera encontrarla en forma nativa como un agregado de alto peso molecular.

Se han purificado otras proteinas de choque térmico de bajo peso molecular en
microorganismos, y una de peso molecular similar (16.6 kDa) en cianobacterium Synechocystis
sp la cua fue aidada y clonada en € plasmido pGEMT, esta es una proteina de respuesta al
calor (Segyong 1998)



JUSTIFICACION

Las proteinas de choque térmico no han sido totalmente estudiadas, la forma especifica
en que se ligan a otras proteinas y como actlan para amortiguar las agresiones del medio no
edtén totalmente dilucidadas. La purificacion y posterior estudio de la estructura de estas
proteinas daria respuesta a las interrogantes sobre su funcionamiento.

Las proteinas de choque térmico son de gran importancia para los procesos bioldgicos
no solo por la cantidad de estos en que intervienen sino por su amplio dominio de las funciones
celulares y de las distintas especies en que estas se expresan, ya que agunas de estas familias
son ubicuas en especial la familia de las proteinas de choque térmico de bajo peso molecular, la
diversidad de funciones de estas dan un marco para reconocer la importancia de conocer las
estructuras y funciones de esta familia de sHSPs y en especial la familia de 16 kDa que se
encuentra en un microorganismo de importancia comercial como es e Sreptococcus
thermophilus.

En particular las HSPs de bajo peso molecular estdn muy poco estudiadas, esto no esta
relacionado con su importancia, ya que son capaces de interacciones con otras proteinas y entre
ellas mismas formando complejos de alto peso molecular, de los cuales se conoce su funcién
como replegadoras de proteinas desnaturalizadas. En algunos casos no se sabe como funcionan
ni como logran las interacciones que les permiten llevar a cabo su funcién, este esel caso dela
sHSP de 16 KDa ya mencionada. El presente trabgjo se centrara en dar informacién y
conocimiento en torno a ese grupo de HSPs de 16Kd en S. Thermophilus pb 18 .

OBJETIVOS

Encontrar la cepa que produzca la Hsp de 16kD, montar la técnica de purificacion de
proteinas de bajo peso molecular por cromatografia de intercambio iGnico como pre-
purificacion y purificacion por cromatografia en fase reversa, a partir de la proteina purificada.
Caracterizar los agregados por medio de electroforesis en condiciones no desnaturalizantes o
Nativa

METODOLOGIA

Cultivo y sonicacién.

Seredlizaron pre-cultivos de S. thermdphilus en leche descremada en polvo a 10% y se
incubaron por 16 hrs. a 42 grados centigrados. Una vez obtenida la consistencia de cuagjo se
inoculé medio M17 con 1% del precultivo y se incubaron por 5-7 horas hasta que las bacterias
flocularon.

Se centrifugé € medio con las bacterias a 6000 x g por diez minutos a 4 grados
centigrados. Para recuperarlas, se lavd el boton con amortiguador de fosfatos (NaHPO, 50
mM, Na,HPO, 50mM, pH 7) hastalograr un pH neutro.



El botén se resuspende en amortiguador de sonicacion (glicerol 10%, DTT 0.01%,
TrissHCl 50mM pH 7). Se sonicd por 10 min. intermitentemente al limite de la resistencia de la
micro-punta. Se centrifugé a 6000 x g por diez minutos a 4 grados centigrados, se colecto €l
sobrenadante.

Cuantificacion de proteinas

La cuantificaciéon se redlizo por e método de Bradford. Este se basa en la union del
colorante (azul de Coomassie brillante) a las proteinas. Propio para la cuantificacion de 1 a 10
ngy de proteina, usamos un estéandar de ABS, haciendo distintas diluciones y determinaciones
por duplicado para formar una curva patrén (0.025, 0.05, 0.75, 0.1 ng/ml de ABS con una
solucion de NaCl 0.15M). Se le afladié 1 ml de reactivo de Bradford (100 mg de azul de
Coomassie brillante G-250, etanol al 95% 50 ml, acido fosférico al 85% 100ml, aforar a un
litro y filtrar). Se agitd y dej6 reposar 2 min. Se leyd en un espectrofotémetro (Beckman 480,
programado para hacer los calculos dd método) a 595nm.

Se hicieron dos diluciones, cada una por duplicado, para cuantificar la proteina total.
Estas fueron 1:20 y 1:50 en solucién salina. A 100 de estas diluciones se les agregd 1 ml de
reactivo de Bradford, se dejo reposar por dos minutos 'y se leyd a 595nm.

SDS-PAGE

Gel de Separacion

El gd de separacidn al 14% se prepard de la siguiente manera: se mezclaron 4.66 ml de
acrilamida a 30 %, (Acrilamida Bio-Rad en solucion (30 % Acrilamida/Bis acrilamida
37.5:1(2.6 % C) 2.68 ml de agua desionizada, 2.5 ml de buffer TrisHCl 1.5 M apH 8.8 ¢
desgasificé con bomba de vacio durante 10 minutos. Inmediatamente después se agregaron 100
m de SDS, 50m de APS a 10 % y 5 ml de TEMED 0.01 %. La camara electroforética
(Miniprotean |l Bio-Rad.) previamente armada con separadores de 0.75 mm, se llend con la
mezcla ya mencionada. Se afiadieron unas gotas de isobutanol y se dejé polimerizar al menos
una hora.

Gel de Compactacion

El gel de compactacion al 4 % se prepard con 1.33 ml de Acrilamida al 30 %, 6.1 ml de
agua desionizada, 2.5 ml de buffer TrissHCl 0.5 M pH 6.8, se desgasificd con una bomba de
vacio durante 10 minutos. Se agregaron 100 ml de SDS, 50m de APS a 10 % y 10 ni de
TEMED, se dej6 polimerisar.

Preparacion de las muestras

Las muestras para electroforesis se prepararon a una concentracion de 1 mg/ml de
proteina. En caso de que € volumen de la muestra fuera demasiado grande, las proteinas se
precipitaron agregandoles 4 volimenes de acetona fria, se incubaron en hielo durante 15
minutos. Se centrifugaron a 23,641 x g. durante 10 minutos. Se decant6 el sobrenadante y el
botén se secd y se le agregd el amortiguador de muestra (TrissHCI 50 mM pH 6.8, Glicerol
8%, SDS1.6%, azul de bromofenol 0.025% vy justo antes de usarse se le agregaron 400m de b-
mercaptoetanol por cada 10 ml de amortiguador de muestra). En los geles ya polimerizados se
colocaron aproximadamente 25 ng de proteina, 5m de marcadores (Los marcadores de peso



molecular utilizados fueron estandares de bajo rango Bio-Rad.) y se sometieron a un campo
eléctrico de 200 V durante 45 minutos.

Coloracion de los geles.

Los geles se colocaron en una solucion fijadora de etanol a 30 % y acido acético al 10
% durante 30 minutos, posteriormente se sumergieron en una solucion (A) de Azul de
Coomassie al 0.025 %, propanol a 10 % y &cido acético a 10 % durante 30 minutos, después
se sumergieron en la solucion (B) Azul de Coomassie a 0.0025 % propanol a 10 % y &cido
acético a 10 % durante 30 minutos. Para decolorar el fondo y el exceso de colorante se
sumergieron en una solucién de acido acético a 10 %.

PRECIPITACION Y PURIFICACION.

Se agreg6 sulfato de amonio hasta 10% de saturacion . Se recupero el sobrenadante y
precipitd con sulfato de amonio a 85% de saturacion, se conservo € precipitado.

El boton se dializo contra H,O dd por 12 hrs, la concentracién de proteina se
cuantifico por el método de Bradford.

El siguiente paso de purificacion consistio en el paso de la proteina por una columna de
intercambio iGnico (cartucho High Q 5ml Bio-Rad) con un gradiente de 300mM (TrissHCI pH
7.550mM + NaCl 1M) a 750mM en 45 min .

Las fracciones con la proteina de interés se dializaron, liofilizaron y se prepararon para
la cromatografia en fase reversa (columna C4) con un gradiente de 35% al 55% CH3;CN-TFA
0.1% y agua-TFA 0.1% . La elucién de las proteinas se siguié mediante la densidad Opticaa
280nm y 215nm. Comprobando la presencia de la proteina de 16 kDa y su pureza mediante
PAGE-SDS a 14% la presencia de la proteina en las fracciones con un patron adecuado .

CARACTERIZACION DE AGREGADOS.

Liofilizadas las fracciones de interés se resuspendieron en buffer para muestras nativas
(Tris 250mM, dlicina 1.94M, EGTA 2mM, 1000ml H,Odd y gdlicerol 10%) cuidando que se
tuviera la méxima cantidad de proteina en el minimo volumen, y se corrié un gel nativo al 10%
(acrilamida 4ml, H,Odd 6.72ml, buffer Tris 250mM, dlicina 1.94M, EGTA 2mM 1000ml
H.Odd pH 6.8) en buffer para geles nativos (10X-Tris 250mM, glicina 1.94M, EGTA 2mM,
1000ml H,Odd).

Coloracion de los geles.

Los geles se colocaron en una solucion fijadora de etanol a 30 % y &cido acético al 10
% durante 30 minutos, posteriormente se sumergieron en una solucion (A) de Azul de
Coomassie al 0.025 %, propanol a 10 % y &cido acético a 10 % durante 30 minutos, después
se sumergieron en la solucion (B) Azul de Coomassie a 0.0025 % propanol a 10 % y &cido
acético a 10 % durante 30 minutos. Para decolorar el fondo y el exceso de colorante se
sumergieron en una solucién de acido acético a 10 %.



RESULTADOS.

Una vez obtenida la cepa PB18 de Streptococcus thermophilus se sonicé para extraer
las proteinas totales intracelulares. Se cuarntificaron las proteinas y se corrié un gel SDS-PAGE
al 14% en condiciones reductoras con € proposito de verificar |a presencia de la proteina de
choque térmico de 16kDa.

Las cuantificaciones se hicieron por € método de Bradford contra un estandar de ABS
en distintas proporciones, a partir de la cua se hizo un andisis de regresiéon lineal para
interpolar las absorbancias obtenidas de las diluciones de proteina total (1:100 y 1:200).

En la tabla 1 se muestran los resultados de las estimaciones hechas a partir de los
cultivos de S. thermophilus cepa PB18, a partir de un volumen de 1.5 de medio de cultivo
cada uno.

Tabla 1. Cuantificacion de las proteinas liberadas por las S. thermophilus PB18 después
de sonicacion.

Cultivo M-17 XI| M-17 XI11
Abs promedio
1:100

Abs promedio 1:200

proteina en ug/ml 1:100
proteina en ug/ml 1:200

Factor de dilucion 100
Factor de dilucion 200
Proteina promedio en mg/ml

Las determinaciones se realizaron por separado en dos distintas diluciones 1:100 y 1:200 respectivamente, asi
como su promedio y cuantificacion final en mg € nombre dd cultivo corresponde al numero de cultivo .

Unavez que obtenida la concentracion de proteina (mg/ml), se multiplicé por €l
numero de mililitro en los que el botdn se resuspendio, el volumen depende de cuan grande es
€l botdn y cuanto es el volumen en conjunto con el buffer de sonicacion. Por esta razén €
volumen fina de las proteinas cuantificadas varia un poco tomando en cuenta que era una
técnica a estandarizar es un buen resultado el saber en cuento volumen de buffer se pueden
sonicar sin perder solubilidad de la proteina.



EnlaTabla2 se muestran los resultados totales y los promedios de mg de proteina asi
como los volumenes de solucion a partir de la cual se cuantifico.

Tabla 2. Volimenes por cultivo en mililitros, miligramos totales por cultivo

cultivo M-17X11 M-17
X111

Volumen en ml
mg totales

El extracto total de proteinas obtenida de S thermophilus PB18 se cuantifico por
método de Bradford, se diaizd contra € buffer usado para lacromatografia de intercambio
i6nico y se diluye la muestra a ~10mg/ml. Se verifica que la banda de interés se encuentre en la

muestra y se determina su M. La figura X corresponden a la(SDS-PAGE) hechas a partir de
los cultivos en medio M-17 de S thermophilus PB18, e numero del cultivo y los pesos
moleculares se encuentran indicados en los mérgenes de la figura.

kDa M 1 II 1 v v VI

Fig. 1. Ejemplo de SDS-PAGE al 14 % , M, marcador de peso molecular (BioRad low range)
gue tiene varias bandas de proteinas purificadas que van de los 97.4 kDa a los 14 kDa. |, estdndar de
semipurificacion de proteina S. thermophilus PB18, del carril Il al VI se ve la muestra de proteina total
de S thermophilus PB18 en diferentes cantidades de solucién en buffer de muestra. La proteina se
choque térmico de 16 kDa se encuentra identificada en los carriles con una linea que indica € peso
molecular.
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Podemos ver (figura 1) la banda facilmente en € extremo inferior del gel muestra, €
calculo del peso molecular de la banda se hizo con un andlisis de regresion lineal, usando como
valores de regresion lamigracion de las bandas en el gel expresado en mm.

Ejemplo de regresion lineal hecha para el calculo del peso molecular de la banda que se
presume la proteina de choque térmico de 16kDa.
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Fig. 2. M-17 X1 SDS-PAGE a 14 % , M, marcador de peso molecular (BioRad low range) que
tiene varias bandas de proteinas purificadas que van de los 97.4 kDa a los 14 kDa. |, estdndar de
semipurificacion de proteina S. thermophilus PB18, del carril | a Il se ve la muestra de proteina tota
de S thermophilus PB18 M-17 XII en diferentes cantidades de solucion en buffer de muestra, |
proporcion 2:1, 1l Proporcion 1:1 y |1l proteina total. La proteina de choque térmico de 16 kDa se
encuentra identificada en los carriles con una linea que indica € peso molecular.

Los cultivos se procesaron para obtener la proteinas intracelulares el resultado es una
mezcla de todas las proteinas intracelulares de la bacteria lactica S. thermophilus, una ves que
se obtuvo este preparado de proteinas celulares y se identifica la banda perteneciente a la
proteina de 16 kDa (Fig.2 y 3), se procede a cuantificar las proteinas totales y a precipitarlas
con sulfato de amonio.



kDa M

I
97.4 —"
66.2 —— e
= —
21.0 -
— -

w0 16kDa

14.0

Fig. 3. M-17 XIlI SDS-PAGE d 14 % , M, marcador de peso molecular (BioRad low range)
gue tiene varias bandas de proteinas purificadas que van de los 97.4 kDa a los 14 kDa. E, estdndar de
semipurificacion de proteina S. thermophilus PB18, carril | y |1 se vela muestra de proteina total de S.
thermophilus PB18 M-17 XlII en diferentes cantidades de solucidn en buffer de muestra, | proporcion
2:1, Il Proporcion 1:0.5 . La proteina de chogque térmico de 16 kDa se encuentra identificada en los
carriles con una linea que indica & peso molecular.

En los geles (fig. 2 y 3) podemos ver la proteina total en la cual se encuentra la banda
de 16 kDa perteneciente ala proteina de choque térmico (SHSP) que nos interesa.

El paso siguiente fue € inicio de la purificacion e cual se redliza por medio de una
cromatografia de intercambio ionico, en un cartucho High Q, se inyecté un mililitro de muestra
10mg/ml y se corrié con un gradiente de 400mM a 900mM de NaCl en buffer TrissHCI pH7.5
en 30 minutos con un flujo de 1 ml /min. En e cromatograma (Fig. 4) podemos observar el
pico de inyeccidn y los picos pertenecientes a las diversas fracciones de . Una identificada la
eproteina de interes por medio de un SDS-PAGE (Fig. 5) .
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Fig. 4 Cromatograma de la proteina total a pasar por un cartucho High Q de intercambio
ionico. El pico 1 es € pico deinyeccion , la zona marcada como 2 corresponde a las fracciones 3y 4, la
zona marcada como 3 es e pico de la fraccion ocho en la que se encuentra la proteina de 16 kDa, €
resto delas zonas marcadas corresponde a otras fracciones donde no se encontrd la proteina buscada.
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Fig.5 SDS-PAGE al 14 %

M, marcador de peso molecular (BioRad low range) que tiene
varias bandas de proteinas purificadas que van de los 97.4 kDa a los 14 kDa. E, estandar de
semipurificacion de proteina S. thermophilus PB18,

La purificacion por medio de una cromatografia en fase reversa, esta se hizo en un
gradiente de 35% a 55% (H,Odd-TFA 1% contra acetonitrilo-TFA 1% ) se identifico el pico

mayor a 280nmy se corrié un SDS-PAGE para verificar la banda (Fig. 6)
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Fig 6 Fig. SDS-PAGE al 14 % , M, marcador de peso molecular (BioRad low range) que tiene

varias bandas de proteinas purificadas que van de los 97.4 kDa a los 14 kD4 resultado de la { comentario: poner pie defigura
cromatografia en fase reversa de la fraccion ocho, las bandas se obtuvieron entre e minuto 38y 42 dela del carnel

cromatografia




Fig 7 Este es un gjemplo de los Pasos consecutivos de purificacion, podemos ver como se parte de una mezcla
total de4 proteinas intra celulares, y como se van eiminando las distintas proteinas (bandas) en cada paso. M es
e marcador de peso molecular, PT la proteina total, FE la fraccion etandar y finalmente la proteina pura
marcada como 16 kDa

Una vez purificada la proteina (Fig 7) se liofiliz6 y resuspendié en buffer nativo para e
siguiente paso, la caracterizacion primaria de agregados.

La muestra se trato con calor para inducir la formacion de agregados de ato peso
molecular, una vez calentada la muestra a 50° C por 15 minutos se corrié en un gel nativo(Fig
8), los agregados pueden observarse en el gel nativo o en condiciones no desnaturalizantes, una
caracteristica de este gel es que no se le agrega SDS el cua es un detergente usado en el SDS-
PAGE para uniformar la carga de las proteinas desnaturalizadas asi como para evitar su re-
plegamiento lo que permite ver alas proteinas como delgadas bandas que migran dentro del gel
s0lo en base a su peso molecular. En cambio en una electroforesis nativa se permite ese re-
plegamiento y no se caienta la muestra a temperaturas de desnaturalizacion, las proteinas
corren en funcién de su carga y de su forma tridimensional, siendo identificables como lineas
gruesas 0 como manchas en el gel yatefiido.
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Fig.8 Ge nativo al 10 %, en los carriles podemos ver la proteina de de 16 kDa de S.
thermophilus purificada, |a proteina se calento a 50° C por 15minutos para fomentar la formacion de
agregados de alto peso molecular, en d carril marcado como 16 kDa se corrio la proteina purificada sin
calentamiento previo.

DISCUSION Y CONCLUSIONES.

Una vez obtenidas las bacterias, la sonicaciéon es € paso siguiente para romper las
membranas y obtener las proteinas intracelulares como un extracto multiproteinico producido
por € microorganismo. Una vez cuantificadas, verificamos que la proteina de interés se
encuentre en la mezcla de proteinas del extracto total mediante una electroforesis SDS-PAGE.
Yaidentificada por medio del peso molecular, procedemos a los distintos pasos de purificacion.



La purificacion de proteinas es un trabagjo arduo ya que una célula tipica contiene miles
de especies diferentes. Ademas, todas las proteinas presentan una gran semejanza en sus
propiedades fisicas y quimicas, asmismo, proteinas diferentes pueden desempefiar funciones
idénticas.

Para aislar una proteina es necesario conseguir su disolucién, esto se puede lograr con
detergentes o disolventes organicos, pero estos se deben utilizar con precaucion ya que pueden
desnaturalizar la proteina de interés.

Una vez que se ha separado una proteina de su entorno natural, se halla expuesta a
muchos agentes que pueden dafiarla irreversiblemente. Estas influencias deben controlarse
cuidadosamente en todas las fases de un proceso de purificacion, s no € rendimiento en la
proteina deseada puede reducirse mucho. El estado de pureza de una sustancia que se esta
aislando debe seguirse a lo largo del procedimiento de purificacion mediante un método
analitico.

Las proteinas se desnaturalizan con facilidad a temperaturas elevadas, por esta razon, la
purificacion de las proteinas se debe llevar a cabo una temperatura de 0-4°C, parala mayoria de
los casos, sin embargo la proteina de choque térmico de 16 kDa demostré ser resistente a
temperatura ambiente lo que hizo que no sempre fuera necesario mantenerla a 0-4°C.

Las proteinas se desnaturalizan frecuentemente cuando sus concentraciones son
pequefias y por contacto con agentes oxidoreductotes, entonces una disolucion de proteina
debe conservarse concentrada y manipularla de modo que la formacion de espuma sea la
minima posible, ya que las burbujas tienen una gran superficie de contacto con e medio. La
oxidacion es otro fendbmeno que puede modificar a las proteinas en € momento de su
purificacion, esta se evita con agentes reductores como € DTT (ditiotreitol) o € b-
mer captoetanol

La electroforesis (migracion de iones en un campo eléctrico), se emplea profusamente
para la separacion analitica de moléculas bioldgicas. En la electroforesis en gel se emplea como
soporte geles de diferentes substancias. El principal soporte es € de poliacrilamida-
bisacrilamida con enlaces transversales. S ademas se incluye SDS, las moléculas se separan
principalmente de acuerdo con su tamafio . El SDS (dodecil sulfato de sodio) es un detergente
aniénico que desnaturaliza a las proteinas y las recubre uniformemente dandoles una misma
densidad de carga se parando la mezcla proteinica por peso molecular.

La purificacion es un procesos mediante €l cual se separa a una proteina de una mezcla.
Existen diferentes formas de separa una proteina, una de las mas usadas es la cromatografia, la
cual separa basada en propiedades fisicas de las proteinas, factores como la carga y la afinidad
por un soporte 0 matriz son basicas para la separacién en fracciones de proteinas con
propiedades similares . Asi se utilizd primero la técnica de precipitacion salina mediante sulfato
de amonio con lo que se separaron las especies solubles en presenciade esta sal. La separacion
mediante una columna de intercambio idnico, la que separa proteinas con base en su afinidad
iGnica por la matriz, mientras se le hace pasar una mezcla de una disolucion estandar contra una
disolucién con un lon competidor, que compite por la afinidad por la matriz con las proteinas
previamente adheridas por medio de enlaces de tipo polar a la matriz. Al aumentar la fuerza
i6nica de la dilucion a manipular los porcentgjes de la solucidn idnica contra la solucién no
iGnica, las proteinas se desprenden de lamatriz a ser igualada su fuerza ionica, obteniendo asi a
las proteinas con propiedades ionicas smilares en la solucion. Estas cantidades de solucién
llamadas fracciones se andlizan por medio de una SDS-PAGE para identificar las especies



proteinicas en la fraccion y continuar con la purificacion de las proteinas o proteina en la que
estemos interesados. El siguiente paso de purificacion es una cromatografia, en fase reversa. La
diferencia entre este tipo de cromatografia y la cromatografia de intercambio idnico es €l tipo
de interaccion que se aprovecha. En la fase reversa se obliga a la proteina a tener un cambio
edtructural disolviendola en un solvente organico acidificado. Esto favorece la exposicion de las
regiones hidrofébicas de las proteinas del la fraccién a purificar. Ahora el competidor sera un
solvente organico diluido en agua en condiciones &cidas, compitiendo contar una matriz apolar.

La caracterizacion de agregados se lleva acabo con una €ectroforesis en acrilamida en
condiciones no desnaturalizante. Se eliminan los reactivos y pasos de desnaturalizacién como
son el SDS y e precadentamiento de la muestra, los cuales desnaturalizan las estructuras
cuaternariay terciaria de las proteinas.

Al no estar desnaturalizada una proteina tiende de manera natural a replegarse, o que
nos permite analizar los agregados que la proteina replegada pueda formar de manera natural
en condiciones in vitro . Los agregados se observan como manchas y bandas sumamente
gruesas en € g nativo, las condiciones de corrimiento son también distintas ya que la
migracion de los agregados de penderd de la carga y € tamafio asi como la forma
tridimensional de los agregados asi los agregados mas grande migran menos mientras los
menores migran mas, asi podemos hacer un andliss de que tamafio de agregados que se
obtienen cambiando las condiciones fisicas de la solucion de proteina, como cambiar la
temperaturalacua se sabe promueve la formacion de agregados.

En los resultados pudimos observar los distintos pasos de obtencién (Fig. 2, 3y 4) y
purificacion (Fig. 5, 6 y 7) del presente trabajo de proyecto de investigacion docente.

Se obtuvo la proteina pura (fig. 6) a partir de la cua se procedié a la primera
caracterizacion de agregados de alto peso molecular , se sabe que estos agregados son laforma
funcional de las proteinas de choque térmico de bajo peso molecular , habiendo demostrado
nuestra proteina de 16 kDa tener homologia con esta familia de proteinas de choque térmico.
Se pudo constatar la formacion de agregados de alto peso molecular a ser expuesta a un
choque térmico de 50C por 15 minutos (Fig8), siendo este un primer paso para la
caracterizacion de esta proteina de choque térmico proveniente de la bacteria lactica S
thermophilus cepa PB18, y un paso importante para tener un conocimiento mas completo del
mecanismo mediante €l cual estas proteinas de bajo peso molecular cumplen su funcién como
respuestaa estrésy €l cual no esta aun dilucidado.
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