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RESUMEN

Haemophilus influenzae es un agente causal de enfermedades pediatricas invasivas, como
meningitis, epiglotitis, neumonia, artritis séptica, pericarditis, celulitis y bacteriemia (serotipo
b). Las cepas de H. influenzae no tipificable (NTHi) se asocian con infecciones localizadas,
como otitis media, conjuntivitis, sinusitis, bronquitis y neumonia, y pueden causar
enfermedades invasivas, como meningitis y sepsis en hospederos inmunocomprometidos.
La enolasa es una metaloenzima que cataliza la conversion reversible de 2-fosfo-D-glicerato
(2-PGE) a fosfoenolpiruvato en la via de la glucdlisis, pero también juega un papel importante
como proteina multifuncional, ya que puede estar presente en la superficie celular, donde
actua como receptor del plasminégeno (Plg), promoviendo su activacion a plasmina activa, lo
que favorece la degradacion de los componentes de la matriz extracelular y por ende la
diseminacion sistémica de las bacterias en el hospedero. En este estudio, mediante ensayos
de Far-Western Blot y ELISA, demostramos que la enolasa recombinante de H. influenzae
(rEnoHi) interacciona con Plg de manera dependiente de concentracion; ademas utilizando
acoplamiento molecular, se identificaron tres residuos importantes en la enolasa de H.
influenzae, involucrados en la interaccion con los dominios kringle de Plg, correspondientes a
enoTYR253-plgGLU1 (K2), enoTYR253-plgGLY310 (K3) y enolLYS255-
plgARG471/enoGLU251-plgLYS468 (K5).

Igualmente, la enolasa ha sido reportada como una proteina de adhesion a componentes de
la matriz extracelular en una gran variedad de microorganismos,

Mediante pruebas in vitro, se demostré que rEnoHi se une fuertemente al colageno tipo |, y a
fibronectina. A su vez, se identificaron los aminoacidos que podrian estar involucrados en la
interaccion de NTHIENO con colageno tipo |, tipo Il y fibronectina. La interaccion de la enolasa
de H. influenzae con el colageno, fibronectina y plasmindégeno podria tener un papel
importante en el proceso de colonizacion e invasion del hospedero, esto permitiria a H.
influenzae incrementar sus elementos de virulencia y fortalecer su patogenia.

Por otra parte, actualmente, no se dispone de una vacuna eficaz contra H. influenzae no
tipificable, por lo que es importante encontrar un antigeno que sea capaz de conferir
proteccion contra la infeccion por NTHi y por otros serotipos no b.

En este estudio, se identificd en la secuencia de enolasa 10 epitopos lineales para células B
y 13 epitopos para CTL y su asociacion a algunos HLA presentes en la poblacion. Tanto los
ensayos in silico como los ensayos experimentales demostraron que rEnoHi es altamente
inmunogénica debido a que induce titulos de anticuerpos mayores a 1:80,000 y estimula
principalmente la produccion de anticuerpos policlonales de la clase IgG1 e 1gG2a, en un
modelo murino, lo que sugiere podria inducir una respuesta inmune Th1/Th2. Ademas, estos
anticuerpos, reconocen a la enolasa nativa de cepas tipificables y no tipificables, y disminuyen
significativamente la interaccion de rEnoHi con el Plg, caracteristicas importantes para ser
considerado como un potencial candidato para el desarrollo de una vacuna contra las
infecciones asociadas a H. influenzae.

Palabras clave: Haemophilus influenzae, enolasa, plasminégeno, MEC, virulencia, Docking,
inmundgeno, vacuna.
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INTRODUCCION
1. Haemophilus influenzae

1.1. Caracteristicas generales

Haemophilus influenzae pertenece a la familia Pasteurellaceae, es un cocobacilo Gram
negativo, aerobio o anaerobio facultativo, pleomorfico y no mévil. Para su crecimiento in
vitro requiere dos factores de crecimiento accesorios, el factor X (hemina) y el factor V
(NAD) (Slack et al., 2021). Crece de manera optima entre 35 - 37°C y a una concentracion
atmosférica de CO- del 5-10 %(Foxwell et al., 1998).

1.2. Clasificacion

La especie H. influenzae se subdivide en siete grupos, incluidos seis que expresan
distintos tipos de polisacarido capsular y se serotipifican del (a—f) y un grupo no
capsulado denominado como H. influenzae no tipificable (NTHi) (Langereis & De Jonge,
2015). Existen ocho biotipos diferentes (I, II, lll, IV, V, VI, VIl y VIIl) y se clasifican con
base a tres propiedades bioquimicas y enzimaticas que son: la produccion de indol,

actividad de ureasa y actividad de ornitina descarboxilasa (Ledn et al., 2021).

Esta bacteria es un comensal comun del tracto respiratorio superior y exclusivo de
humanos (Whittaker et al., 2017), coloniza de forma natural la nasofaringe sin causar
dafio; sin embargo, puede actuar como un patdégeno oportunista, afectando
principalmente a nifios menores de cinco afos, adultos mayores de 65 afos y a
individuos inmunocomprometidos. Su transmisién ocurre tipicamente de persona a
persona a través de la inhalacion de gotas de secreciones respiratorias o por inoculacion

de mano a boca (Foxwell et al., 1998).

H. influenzae puede ser responsable de provocar infecciones tanto invasivas como no
invasivas; dentro de las infecciones invasivas destacan la meningitis, neumonia,
epiglotitis, pericarditis, celulitis, artritis séptica y bacteriemia (principalmente provocadas

por H. influenzae serotipo b).



1.3. Epidemiologia

Durante el afno 2009 al 2015, la incidencia anual media estimada de la enfermedad
invasiva por H. influenzae fue de 1,7 casos por cada100, 000 habitantes. La incidencia
fue mas alta en adultos mayores de 65 anos (6,30) y nifos menores de 1 afo (8,45)
(Soeters et al., 2018).

Desde la introduccion de la vacuna contra H. influenzae serotipo b en la década de 1990,
la carga de infecciones relacionadas con H. influenzae ha estado cada vez mas
dominada por NTHi (Duell et al., 2016). Por ejemplo, en los Estados Unidos, NTHi es la
causa mas comun de enfermedad invasiva por H. influenzae. Durante el afno 2008 al
2019, la incidencia anual promedio de NTHi fue de 1,3/100,000 habitantes y en general,
5,8/100,000 en nifios menores de 1 afo y 10,2/100,000 en adultos mayores de 80 afios
(Oliver et al., 2023).

En Meéxico, en 2011, Soldrzano-Santos y colaboradores, realizaron un estudio
transversal, que incluy6 a 573 nifios menores de cinco afios. En donde se report6 88
aislamientos de H. influenzae: en 7/573 (1.2 %) se aislo a Hib, en 3/573 (0.5 %) a Hia, c,
d, fy en mayor porcentaje se aisléo a NTHi con 78/573 (13.6 %) (Solérzano-Santos et al.,
2011).

1.4. Haemophilus influenzae no tipificable

Las cepas de NTHi, se asocian frecuentemente a infecciones localizadas del tracto
respiratorio, tales como otitis media aguda (OM), otitis media crénica con efusion,
conjuntivitis, sinusitis, bronquitis, otorrea, neumonia adquirida en la comunidad, ademas
de relacionarse con la Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica en adultos (EPOC).
Las exacerbaciones de la EPOC y la otitis media son las infecciones mas prevalentes
causadas por NTHi. Estas infecciones provocan en los pacientes tiempo perdido en el
trabajo, visitas a las salas de emergencias y hospitalizaciones por insuficiencia
respiratoria (Ahearn et al., 2017). Ademas, recientemente se ha demostrado que NTHi
también puede causar enfermedades invasivas como meningitis y sepsis en hospederos

inmunocomprometidos (Langereis & De Jonge, 2015).



La enfermedad por NTHi ocurre cuando la bacteria se adhiere y coloniza células
epiteliales en el tracto respiratorio o invade tejidos circundantes (Arce et al., 2009). No
obstante, un dafio a la mucosa del tracto respiratorio por otro agente, como un virus o el
humo del tabaco, es predisponente para que NTHi se adhiera, invada y provoque la
infeccion. De igual manera, la EPOC, la bronquiectasia y la fibrosis quistica, se
relacionan con anormalidades en el espacio mucociliar y predisposicion a adquirir NTHi
(Rao et al., 1999a).

1.5. Patogénesis

La patogénesis de la enfermedad causada por NTHi involucra multiples eventos entre
los que intervienen: determinantes de virulencia bacterianos, los factores del hospedero
y la influencia del medio ambiente. Hay una entrada de los microorganismos al tracto
respiratorio superior, seguida de una colonizacion asintomatica de la nasofaringe, que
es el lugar donde reside en su unico hospedero (el humano). Se presenta una interaccion
de la bacteria con la mucosa, en donde participan una serie de adhesinas con las que
interacciona y se une a las células epiteliales del tracto respiratorio; dentro de estas
participan los pili tipo IV, la fimbria P5, el LOS, las proteinas de penetraciéon Hap, las
proteinas de alto peso molecular HMW1 y HMW?2 y adhesinas adicionales (Hia) (Rao et
al., 1999b). Las proteinas de membrana externa P2y P5, y probablemente otros factores,
promueven la union de la bacteria al espacio mucociliar. Posteriormente, varias
adhesinas, incluyendo HMW1, HMW?2, pili tipo IV, Hia, Hap, entre otras, regulan la
adherencia directa a células epiteliales no ciliadas. En presencia del inhibidor de
proteasas secretado por leucocitos (SLPI), Hap promueve la adherencia a la superficie
epitelial y promueve las interacciones bacterianas que resultan en la formacion de
agregados bacterianos y microcolonias, facilitando la persistencia bacteriana.
Posiblemente, Hap y otros factores promueven la entrada en las células epiteliales,
formando un nicho protector para el microorganismo, resguardandolo del sistema
inmune. Cuando la concentracion de SLPI disminuye, Hap sufre autoprotedlisis,
favoreciendo la dispersion y diseminacion de la bacteria dentro del tracto respiratorio.
Ante la presencia de una infeccion viral previa, enfermedad alérgica o la exposicion al

humo del cigarro, la bacteria se dirige desde la nasofaringe a otros sitios dentro del tracto



respiratorio y produce una enfermedad sintomatica (Foxwell et al., 1998);(Rao et al.,
1999a)

La supervivencia de NTHi en el hospedero es multifacética, debido a varios factores de
virulencia involucrados en la resistencia al complemento, la formacion de biopelicula, la
respuesta de inmunoglobulinas modificadas mediante proteasas y la utilizacion de las
proteinas del hospedero como estrategia secundaria para aumentar la capacidad
adhesiva (Duell et al., 2016). Las interacciones hospedero-patogeno a través de las
adhesinas de NTHi no estan completamente investigadas. No obstante, los mecanismos
de persistencia de NTHi incluyen la expresion de multiples adhesinas redundantes que
median la unidn al hospedero y los componentes de la matriz extracelular (Ahearn et al.,
2017), por lo tanto, la relacion entre las adhesinas y la matriz extracelular (MEC) tiene un

papel importante en el éxito de la colonizacion y virulencia de NTHi (Osman et al., 2018).

Actualmente, no se dispone de una vacuna que confiera proteccidn frente a
enfermedades causadas por NTHi y/o por otros serotipos diferentes al serotipo b. Por lo
que el desafio es encontrar un antigeno comun a todas las cepas de H. influenzae para

comenzar con el desarrollo de una vacuna.

En los ultimos afos, se han investigado nuevos antigenos para vacunacion que incluyen

a proteinas denominadas “moonlighting’.
2. Proteinas moonlighting

En afos previos, se han identificado un gran numero de proteinas capaces de realizar
mas de una funcion dentro o fuera de la célula. Hace dos décadas, se acufio el término
en inglés “moonlighting proteins” para designar a estas proteinas multifuncionales. Este
término excluye a productos de fusion de genes, el denominado “splicing” alternativo, y
a eventos de protedlisis (Jeffery, 2016), es decir, se refiere a que una misma secuencia
puede realizar funciones muy diversas; funciones bioquimicas o biofisicas
fisiolégicamente relevantes para la célula (Kainulainen & Korhonen, 2014). La mayor
parte de las funciones alternativas de muchas proteinas se han descubierto de manera
imprevista, y hasta el momento no hay una manera de predecir la flexibilidad funcional,

ya que se desconoce el mecanismo mediante el cual una misma proteina puede cambiar
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de una funcién a otra. Sin embargo, se hipotetiza que esta variabilidad podria depender
de varios factores como: cambios en la conformacion y/o en el estado de agregacion de
la proteina, por ejemplo, de monémero a dimero o a tetramero, si cambia su localizacion
intracelular, si se encuentra dentro o fuera de la célula o si se expresa en tipos celulares
diferentes. Adicionalmente, la concentracion de algun sustrato o ligando para la proteina
podria ser indicativo para realizar una funcion determinada. Es posible que estos
mecanismos no sean mutuamente excluyentes, de modo que una proteina podria usar
una combinacion de ellos para ejecutar sus diversas tareas (Wojtas et al., 1997); (Platt
et al., 2000); (Jeffery, 2003); (Kainulainen & Korhonen, 2014)

Algunas funciones de proteinas moonlighting incluyen la adhesioén a células epiteliales
del hospedero, la mucosa y los componentes de la MEC (X. Wang et al., 2014). Y en
general, se postula que las proteinas moonlighting apoyan indirectamente la union de
patdogenos a las células hospederas, lo que facilita el proceso de colonizacion y
promueve la posterior invasion del organismo hospedero (Satala et al., 2020).

3. Una proteina multifuncional: Enolasa

La enolasa (fosfopiruvato hidratasa E.C. 4.2.1.11) tiene un papel destacado como
proteina moonlighting (Hussain et al., 2022); esta es una metaloenzima que cataliza la
conversion reversible de 2-fosfoglicerato (2-PGE) a fosfoenolpiruvato en la via de la
glucdlisis y, por lo tanto, es una de las proteinas mas abundantemente expresadas en el
citoplasma celular de muchos organismos, desde bacterias hasta vertebrados
superiores; presenta una secuencia de aminoacidos muy conservada, especialmente en
el sitio catalitico y requiere de magnesio para la catalisis y su estabilizacion (V Pancholi,
2001a); (Antikainen, Kuparinen, et al., 2007).

Esta enzima pertenece a la clase de proteinas de superficie que no poseen una
maquinaria clasica para su transporte a la superficie celular, debido a la carencia de
péptido sefial (V. Pancholi, 2001b). Hasta el momento se desconoce el mecanismo
preciso por el cual la enolasa se exporta a la superficie (Kainulainen & Korhonen, 2014);
sin embargo, se postulan algunas hipétesis; algunos autores han planteado que un

dominio central hidrofébico dentro de la enolasa podria servir como una secuencia sefal;



esto se puso de manifiesto en un experimento realizado con la enolasa de Bacillus
subtilis, ya que al eliminar un dominio a helicoidal hidrofobico de 19 aminoacidos y
sustituirlo por un dominio a helicoidal con caracteristicas estructurales similares (para no
alterar la estructura tridimensional de la enolasa), la translocacion de la enolasa de
B.subtilis a la superficie fue eliminada (Yang et al., 2011). Por otra parte, un estudio
realizado por Boél en 2004 informé que una pequefa fraccidn de la enolasa de
Escherichia coli, asi como otras enolasas, son modificadas covalentemente por su
sustrato (2-fosfoglicerato), en concreto el aminoacido Lys341que se encuentra en el sitio
activo de enolasa en E. coli; la unidén covalente del 2-fosfoglicerato a Lys341, inhibe la
actividad de la enzima, pero es esencial para su exportacion al medio extracelular, ya
que la sustitucion de Lys341 con otros aminoacidos abolié su exportacién al entorno
extracelular (Boél et al., 2004); (Kainulainen & Korhonen, 2014), también se sugiere que
la acetilacion o fosforilacion postraduccional puede controlar la asociacion de esta
proteina a las membranas celulares de diferentes organismos (Diaz-Ramos et al., 2012).

La forma de la enolasa asociada a la superficie tiene multiples funciones en las
interacciones bacteria-hospedero (Antikainen, Kupannen, et al., 2007), dentro de estas
funciones, una muy frecuentemente reportada es la interaccién con el plasminégeno
(Plg) (Hussain et al., 2022).

El Plg tiene un papel fundamental en el mantenimiento de la homeostasis de
la coagulacion. Es una proenzima de 92 kDa, contiene cinco dominios kringle (K1-K5)
los cuales median su unién a la enolasa con residuos de lisina interna y/o carboxilo
terminal accesibles (Nogueira et al., 2013); la interaccion del plasmindgeno con la
enolasa conduce a un cambio conformacional, que lo hace mas susceptible a la escision
por los factores activadores del plasminégeno (Pas) (Lahteenmaki et al., 2001). Esta
interaccidn es importante para favorecer la activacion del Plg a plasmina (PIm) (P. Jiang
et al., 2019); una serin proteasa que promueve la degradacion de fibrina y de los
componentes de la MEC, algunos patégenos han utilizado este sistema de proteasas
(Plg/PIm), para infectar e invadir las células hospederas (Ay et al., 2018).

Por otra parte, la enolasa también se ha reportado como una adhesina cuando se

encuentra en la superficie celular en una gran variedad de microorganismos,
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favoreciendo su interaccion con las proteinas de la MEC, como laminina (Carneiro et al.,
2004), fibronectina (Castaldo et al., 2009a), colageno (Antikainen, Kuparinen, et al.,
2007), entre otras; siendo estas proteinas componentes importantes de las membranas
basales y las matrices extracelulares en las barreras tisulares (Hussain et al., 2022).

La familia de proteinas mas abundante presente en la MEC son los colagenos (Gelse et
al., 2003), hasta la fecha se han identificado 28 tipos diferentes (del | al XXVIII) (Ricard-
Blum, 2011); de estos, los colagenos | a V representan los tipos mas encontrados
(Chagnot et al., 2012); sin embargo, los colagenos tipo | y Ill son los principales
constituyentes de la MEC (siendo el colageno tipo | el mas abundante en el cuerpo
humano) (Rittie, 2017), ambos pertenecen a la familia de colagenos fibrilares
(Bonnemann & Voermans, 2012) y brindan al tejido resistencia a la traccion e influyen en

la unidn y migracion celular (Bode, 2000).

La triple hélice del colageno tipo | esta compuesta por dos cadenas a1 y una cadena a2
(Gao et al., 2017), mientras que el colageno tipo Il es un homotrimero de tres cadenas
polipeptidicas idénticas a1 superenrolladas una alrededor de la otra formando una triple
hélice dextrégira (Risteli et al., 2014); (Nielsen & Karsdal, 2016).

Durante la biosintesis de colageno, las cadenas polipeptidicas a se autoensamblan en
unidades de tropocolageno; y estas unidades se empaquetan para formar una fibrilla a
través de enlaces covalentes cruzados. Las cadenas a en la triple hélice varian en los
diferentes tipos de colagenos (Gao et al., 2017), algunas caracteristicas distintivas son
la disposicion regular de los aminoacidos en cada una de las tres cadenas de las
subunidades de colageno (Gorgieva & Kokol, 2011), los grados de glicosilacion y los
enlaces cruzados de disulfuro que solo se observan en el colageno tipo Il (Periarticular
Ligamentous Tissue: A Biochemical and Physiologic Assessment | Musculoskeletal Key,
n.d.). Independientemente de las diferencias estructurales que presentan los diferentes
tipos de colageno, en multiples estudios, se ha informado que es uno de los principales
blancos de la enolasa para interaccionar con la MEC de muchos patégenos y algunas
bacterias prebioticas (Marcos et al., 2012); (Muscariello et al., 2020); (Hussain et al.,
2022).



Ademas, se ha reportado que la enolasa se encuentra involucrada en enfermedades
fungicas sistémicas, enfermedades dentales y el cancer (V Pancholi, 2001a), e inclusive
se ha demostrado que la expresion de la enolasa en la superficie de células cancerigenas
de pulmon promueve la migracion o metastasis del mismo (Capello et al., 2011); (Hsiao
et al., 2013). Dada su importancia en distintos eventos patologicos, la enolasa se
considera como un factor de virulencia asociado a la superficie de multiples patégenos
(Vijay Pancholi & Chhatwal, 2003) y, de manera importante, se utiliza como inmunégeno
para el desarrollo de vacunas en varias bacterias como: Staphylococcus aureus
(Glowalla et al., 2009), Vibrio parahaemolyticus (W. Jiang et al., 2014),Streptococcus
iniae (Jun Wang et al., 2015), entre otros; mostrando especificidad y capacidad para
conferir proteccion en modelos experimentales de animales infectados. Asi mismo, hay
estudios que reportan su uso como un potencial candidato vacunal tanto en infecciones
bacterianas, micoticas, parasitarias y como blancos terapéuticos contra el cancer
(Sundstrom & Aliaga, 1992); (Chen et al., 2012).

4. ANTECEDENTES
4.1. Antecedentes generales

En afios recientes, diferentes grupos de investigacion se han dado a la tarea de investigar
el papel de la enolasa como un factor de virulencia, mediante la determinacion de la
interaccidn con proteinas del hospedero como el plasminégeno y componentes de la
MEC, entre otras proteinas; asi como su participacion al fungir como un antigeno
inmunodominante para el desarrollo de vacunas, esto se ha demostrado mediante
herramientas bioinformaticas y/o trabajos experimentales en multiples estudios
reportados por distintos grupos de investigacion alrededor del mundo, los cuales se citan

mas adelante.

La enolasa se encuentra dentro de las proteinas citosodlicas mas abundantemente
expresadas, a pesar de la falta de péptido sefal o sistemas de secrecién afines para su
exportacion, se ha localizado en la superficie celular de una variedad de células
eucariotas y procariotas, donde actua como receptor del plasminogeno (S. Bergmann et
al., 2001); (W. Jiang et al., 2014); (Jun Wang et al., 2015); (Salazar et al., 2017). La

activacion y transformacion del plasmindégeno en su forma proteoliticamente activa (la
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plasmina), aumenta la capacidad por parte de estos microorganismos para invadir y
diseminarse en su hospedero (Toledo et al., 2012).

Se ha reportado que el plasminégeno contiene cinco dominios kringle (K1-K5) que se
unen a lisina o ligandos similares a lisina (Menhart et al., 1993); (Bhattacharya et al.,
2012). Tal es el caso de la enolasa de Trichinella spiralis (TSENO), en donde, a lo largo
de su secuencia, se identificaron cuatro residuos de lisina los cuales tienen un papel
importante en la union del Plg, estos aminoacidos son Lys90, Lys289, Lys291 y Lys300
(P. Jiang et al., 2019). De igual manera, se ha reportado que la enolasa de Streptococcus
pneumoniae contiene un motivo interno responsable de la unién a los dominios kringle
del Plg, el cual ha sido bien caracterizado como 248FYDKERKVY256 (S. Bergmann et
al.,, 2001); (Simone Bergmann et al., 2003). Este motivo interno, también se ha
identificado en otros microorganismos, de los cuales se puede mencionar a Leishmania
mexicana (Vanegas et al., 2007), Plasmodium (Ghosh et al., 2011) y Theileria annulata,
Bartonella henselae (Deng et al., 2019) entre otros. Mas aun, mediante ensayos de
acoplamiento molecular entre la enolasa de B. henselae y T.spiralis con el plasmindgeno,
se evidencido que ambas proteinas (Enolasa y Plg) presentan complementariedad de
forma y ademas, el motivo interno de union a PIg se encuentra en la region de la interfaz

del complejo Enolasa-Plg (Deng et al., 2019); (P. Jiang et al., 2019).

Adicionalmente, también se ha comprobado que la enolasa puede interaccionar con
componentes de la MEC. Un estudio realizado en 2007 (Antikainen, Kuparinen, et al.,
2007), muestra que la enolasa de Staphylococcus aureus y Lactobacillus crispatus
presentan una fuerte unién al colageno tipo |; interesantemente, Salzillo y colaboradores
en 2017 identificaron una regién de aminoacidos, correspondiente a los residuos 73-140
en la enolasa de Lactobacillus plantarum como un dominio importante para contactar y
unirse al colageno tipo | (Salzillo et al., 2017). El papel como adhesina también se ha
visto con la colagena tipo IV (Hussain et al., 2022), fibronectina (Esgleas et al., 2008a);
(Donofrio et al., 2009); (Bao et al., 2014) laminina (Carneiro et al., 2004) y vitronectina
(Satala et al., 2020) en multiples microorganismos.

De igual manera, se ha demostrado la presencia de sitios de union a ARN extracelular

(exRNA) en la enolasa de S. pneumoniae; estos motivos son importantes para la
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adhesion y su internalizacion en diferentes células (Zakrzewicz et al., 2016). Por lo tanto,
se destaca el papel de la enolasa como un factor importante de virulencia.

Por otra parte, el uso de la enolasa para desencadenar una respuesta inmune protectora
se informo en un estudio realizado por (Jun Wang et al., 2015). Ellos observaron que, la
inmunizacion de ratones con la enolasa recombinante confiere proteccion eficaz frente a
una infeccion con S. iniae; ademas de que, esta proteina favorece los procesos de
adhesion e invasion a células de cancer de rifidn de hamster (BHK-21) por S. iniae. Otro
estudio también informd que la enolasa recombinante de S. sobrinus actua como un
antigeno altamente inmunogénico en un modelo de rata, observando una correlacion
entre la inmunizacion previa de enolasa recombinante y la disminucion de la colonizacion
oral por Streptococcus sobrinus (Dinis et al., 2009). De la misma manera, en Vibrio
parahaemolyticus, se demostré que la vacunacion con enolasa recombinante en un
modelo de raton confiere inmunidad eficaz contra una dosis letal de V. parahaemolyticus
(W. Jiang et al., 2014).

El efecto protector de la enolasa también ha sido reportado en parasitos. Por ejemplo,
un estudio realizado en la India en el afio 2007, mostré que los anticuerpos anti enolasa
recombinante de Plasmodium falciparum (r-Pfen) inhiben su crecimiento en un cultivo in
vitro; adicionalmente, ratones previamente inmunizados con r-Pfen demostraron
proteccion frente a una infeccion experimental con la cepa letal de Plasmodium yoelii
17XL (Pal-Bhowmick et al., 2007). Otro estudio mostré que la enolasa recombinante de
T. cruzi fue reconocida por sueros de pacientes infectados; esto indica que la enolasa es
reconocida por el sistema inmunoldgico de los pacientes y, por lo tanto, es inmunogénica
(Carabarin-Lima et al., 2014).

Resultados similares se reportaron para la enolasa de Ascaris suum, donde se observé
una disminucion en la recuperacion de larvas y huevos del 61.13 y 88.62%
respectivamente, esto en ratones previamente inmunizados con enolasa vy
posteriormente infectados con 2500 larvas de A. suum, sugiriendo una vez mas que la
enolasa puede ser una vacuna candidata contra las infecciones por A. suum (Chen et
al., 2012).
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Por otra parte, se debe destacar que se han registrado dos patentes para vacunas cuyo
componente es la enolasa; la primera indicada contra la caries dental asociada a
Streptococcus sobrinus y Streptococcus mutans (Paten. NO.: US 7, 541,041 B12 Date of
Patent Jun. 2, 2009); (US20060029618 Vaccine against dental caries based on virulence-
associated immunomodulatory extracellular proteins produced by the cariogenic bacteria
<span style="font-style:normal;">Streptococcus sobrinus </span>and <span style="font-
style:normal;">Streptococcus mutans</span>, n.d.) y la segunda publicada mas
recientemente, indicada en contra de las infecciones provocadas por Staphylococcus
aureus (Pub.NO.: US 2014/0030287 A1 Pub. Date: Jan. 30, 2014) (W0O2012065034
ENOLASE PEPTIDE CONJUGATE VACCINES AGAINST STAPHYLOCOCCUS
AUREUS, n.d.). Cabe mencionar que, hasta el momento estas vacunas aun se
encuentran en la fase preclinica de su investigacion, no obstante; estos informes
sugieren de manera alentadora que la enolasa de H. influenzae podria tener el mismo

efecto inmunoprotector.

4.2. Antecedentes directos

En nuestro grupo de investigacion, en el laboratorio de Microbiologia Hospitalaria de la
Comunidad, Carabarin-Lima en 2015, disefi6 oligonucledtidos especificos para amplificar
el gen de la enolasa de la cepa HINTBUAP96, posteriormente lo clon6 en el plasmido
pCR®2.1-TOPO®, y obtuvo la secuencia completa de dicho gen, el cual se encuentra
publicado en la base de datos del GenBank con el numero de acceso: MF405339.1.

Adicionalmente en un trabajo previo de nuestro grupo, Osorio-Aguilar en 2018, usando
analisis in silico, con la secuencia de la enolasa de H. influenzae identifico de forma
preliminar, un motivo putativo de unién a plasmindégeno (252 FYNKENGMY 260),
ademas de epitopos putativos para activar a linfocitos B y T citotoxicos (CTL), indicando
que la enolasa de H. influenzae podria generar una respuesta inmune tanto humoral
como celular, ademas se identificé una regidén trans-membranal mediante la cual podria

estar anclada a la superficie de la bacteria.

En ese estudio se obtuvo la enolasa recombinante purificada de la cepa HibBUAPNAN

(rEnoHi), la cual demostr6 ser altamente inmunogénica ya que genero titulos de

anticuerpos arriba de 1:40,000 en un modelo de conejo. Aunado a esto, se observo a la
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enolasa de H. influenzae expuesta en la superficie celular de cepas tipificables y no
tipificables y los anticuerpos policlonales reconocieron especificamente a la enolasa

nativa de las distintas cepas tanto no tipificables como serotipo b (Osorio Aguilar 2018).

5. JUSTIFICACION

H. influenzae tiene importancia médica por ser causa de una amplia variedad de
infecciones tanto sistémicas como localizadas, principalmente en nifios menores de 5

afnos, adultos mayores de 65 afios y personas inmunocomprometidas.

A pesar de que actualmente existe la vacuna contra H. influenzae serotipo b (Hib), no
protege a la poblacion que adquiere una infeccion por otros serotipos o por cepas no
tipificables. Aunado a esto, el incremento de la resistencia a multiples antibioticos por
estas cepas, hace cada vez mas dificil el tratamiento de las infecciones causadas por las

mismas, lo que constituye un problema importante en salud publica.

Por lo que es necesario realizar estudios para el desarrollo de una vacuna que pudiera
proteger de las infecciones asociadas a H. influenzae serotipificable y no tipificable. Con
base a esto, propusimos estudiar algunas propiedades de virulencia e inmunoldgicas de
la enolasa de H. influenzae, y obtener informacion relevante con la finalidad de proponer
a esta proteina como un candidato a inmunogeno. Con una vacuna efectiva que genere
proteccion contra todas las cepas, se contribuiria a limitar el uso exagerado de

antibidticos y reduciria los costos asociados al cuidado de la salud en estos pacientes.
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6. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar las propiedades de virulencia e inmunologicas de rEnoHi a través de

ensayos experimentales in vivo e in vitro.
6.1. Objetivos particulares y especificos

6.2 Determinar del papel de la enolasa como un posible factor de virulencia de H.

influenzae
6.2.1. Determinar la interaccién rEnoHi con proteinas plasmaticas y plasmindgeno

6.2.2. Determinar la interaccién rEnoHi con componentes de matriz extracelular

(Colageno | y lll, fibronectina y laminina)

6.2.3. ldentificar en la secuencia de la enolasa posibles sitios de union a ARN

extracelular (exRNA)
6.3. Caracterizar la respuesta inmune de la enolasa de H. influenzae

6.3.1. Complementar el analisis bioinformatico de las propiedades inmunogénicas de la
enolasa de la cepa HINTBUAP9612540.

6.3.2. Purificar mediante cromatografia de afinidad la rEnoHi a homogeneidad.
6.3.3. Desarrollar un protocolo de inmunizacién en un modelo murino.

6.3.4. Determinar el titulo e isotipo de anticuerpos policlonales generados contra
rEnoHi.

6.3.5. Realizar ensayos para identificar anticuerpos opsonizantes
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7. DIAGRAMA DE TRABAJO

Caracterizar las propiedades de virulencia e
inmunoldgicas generadas por rEnoHi

Determinar la interaccién rEnoHi- Caracterizar la respuesta inmune de
proteinas plasmaticas y de matriz rEnoHi

extracelular.
(Pasmindgeno, colagena, fibronectina
y laminina)

| \
| \ |

Andlisis in vitro Docking Andlisis in silio de las Esquema de
(Far- Western-Blot molecular propiedades inmunizacién en
y ELISA) Patchdock, inmunogénicas de la modelo murino
HDOCK y enolasa

Autodock vina

l i

NetCTL 1.2 Identificacion del
BepiPred 2.0 titulo e isotipo de
Vaxilen v2.0 anticuerpos por

AllergenFP v 1.0 ELISA
NetChop 3.1 Determinacion de

Acs opsonizantes
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1. Material biolégico utilizado

En el presente estudio se incluyeron dos cepas de H. influenzae: la cepa tipificable

HibBUAPNAN (serotipo b), que fue aislada de una nifia menor de 2 afios con un cuadro

clinico de meningitis; y la cepa no tipificable HINTBUAP96 aislada de un nifio menor de

cinco anos con un cuadro clinico de otitis media con secrecion.

También se trabajo con E. coli BL21(DE3) pLysS, conteniendo la construccion
pRSETA::EnoHibBUAPNAN (Derivado del plasmido pRSETA con insercion del gen eno
de HibBUAPNAN obtenida por Osorio-Aguilar, en un trabajo previo (Osorio Aguilar,

2018). Las caracteristicas de las cepas se enumeran en la tabla 1.

Todas las cepas utilizadas en este estudio forman parte de la coleccion del cepario del

Laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la Comunidad, del Instituto de Ciencias de

la BUAP (ICUAP).

Cepa

HINTBUAP96

HibBUAPNAN

E. coli BL21(DE3)
pLysS

Tabla 1. Cepas utilizadas
Caracteristicas

Cepa no tipificable aislada de un
cuadro clinico de otitis media con secrecion.

Cepa serotipo b aislada de un cuadro clinico de
meningitis.

F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm (DE3) pLysS
(CamR)
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8.2. Cultivo de cepas

Las cepas de H. influenzae se cultivaron en medio agar infusién cerebro-corazon (BHI),
suplementado con Fildes al 5%, el cual es un digerido de sangre de carnero, que aporta
el factor X (hemina) y el factor V (nicotinamida adenina dinucle6tido, NAD), factores
necesarios para el adecuado crecimiento de H. influenzae. Las cepas se incubaron por
24 h a 37 °C y a una atmodsfera de CO2del 5-10%

Por otra parte, la cepa de E. coli BL21(DE3) pLysS trasformada con el plasmido
pRSETA::EnoHiIibBUAPNAN se cultivd en medio LB suplementado con ampicilina 100
pug/ml y cloranfenicol 34 ug/ml e incubé a 37 °C.

8.3. Analisis in silico

Para los diferentes analisis in silico, se trabajo con la secuencia de la enolasa de la cepa
HINTBUAP96 (NTHIENO), que ya se encuentra disponible en la base de datos del
GenBank, con numero de acceso MF405339.1.

8.3.1. Alineamiento de enolasas

A partir de la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information), se
obtuvieron las secuencias de la enolasa de varios microorganismos en los que ya se ha
demostrado que la enzima tiene un motivo interno implicado en la union al plasmindgeno,
el cual ha sido caracterizado por ensayos in vitro y por acoplamiento molecular. Estos
microorganismos fueron: Streptococcus pneumoniae (GenBank: VDG78305.1),
Leishmania mexicana (GenBank: ABAG4522.1) y Bartonella henselae (GenBank:
ATP12173.1). Estas secuencias y la de NTHIENO, se alinearon usando CLUSTAL
OMEGA (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) con la finalidad de evaluar el
porcentaje de identidad entre todas las cepas, enfocandonos principalmente en el motivo

interno de unién a PIg.

16



8.3.2. Modelado por homologia de NTHIENO

El modelado por homologia de la enolasa de H. influenzae no tipificable (NTHIENO)
(GenBank: MF405339.1) se realizo inicialmente con la obtencion de la estructura en 3D
de la enolasa por medio de Pryre2 (monomero de la enolasa) (Kelley et al., 2015) y la
plataforma SWISS-MODEL (dimero de la enolasa) (Waterhouse et al., 2018),
posteriormente la calidad y la estereoquimica de los modelos obtenidos (monémero y
dimero) se evaluaron mediante el programa PROCHECK (R.A. Laskowski et al., 1993).
El programa QMEAN (Qualitative Model Energy Analysis) de SWISS-MODEL se utilizo
para la estimacion de la mejor calidad fiable del modelo (Benkert et al., 2008), y la
herramienta ProSA (Protein Structure Assessment) para comprobar la calidad general
del modelo (Wiederstein & Sippl, 2007).

8.3.3. Obtencion de estructuras cristalizadas

Las estructuras cristalizadas de las diferentes proteinas que se utilizaron para realizar
los ensayos de acoplamiento molecular, fueron descargados del Protein Data Bank
(PDB), y corresponden a: plasminégeno humano (PDB ID 4AS5T) (Y. Xue et al., 2012),
colageno humano tipo | (PDB ID 7CWK) (RCSB PDB - 7CWK: Structure of a triple-helix
region of human collagen type I, n.d.), colageno humano tipo Il (PDB ID 6A0A) (Hua et
al., 2019) y fibronectina (PDB ID 3M7P)(Graille et al., 2010). Todas las estructuras fueron
limpiadas de residuos y/o ligandos experimentales en el software Chimera (Pettersen et
al., 2004).

8.3.4. Analisis de acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular (Docking molecular) es un método bioinformatico que permite
predecir y calcular computacionalmente la posicion mas favorable de interaccion entre
un ligando y un blanco (usualmente proteico) a partir de sus representaciones
tridimensionales (Ballén Paucara & Grados Torrez, 2019) generando un modelo de unién

y energias de enlace entre el ligando y el receptor (Prieto-Martinez et al., 2018),

Es decir, el acoplamiento se realiza generando poses de unidon con estructuras 3D

conocidas (proteina-ligando o proteina-proteina), tomando en cuenta métodos de
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busqueda y grados de libertad; usualmente la mejor pose es considerada como aquella
que reporta la mejor energia de afinidad (AG) y en ocasiones también se considera el
modelo que presenta el menor valor de la desviacion cuadratica media (por sus siglas en
inglés RMSD) con respecto a una estructura de referencia. (Velasquez et al., 2013), asi
como la que presenta el mejor puntaje de energia de acoplamiento y la energia de
contacto atdmico mas baja (ACE), esto depende del tipo de software que se utilice para
realizar el acoplamiento molecular; sin embargo, la finalidad es identificar la mejor pose

de interaccion entre ambas moléculas.

Actualmente, existen dos enfoques, en los cuales nos basamos para realizar este
estudio; el primero se basa en la complementariedad de superficie que se presentan
entre ambas moléculas, por ejemplo, proteina-proteina (PatchDock y HDOCK); y el
segundo enfoque en donde se calculan y miden las energias de interaccion del

emparejamiento entre proteina-ligando (AutoDock Vina).
8.3.5. Docking molecular NTHIENO-Plasminégeno

Para este analisis se utilizo la estructura de NTHIENO obtenida por Phyre2. El
acoplamiento molecular de las interacciones proteina-proteina entre NTHIENO vy el
plasminégeno humano (ID 4AS5T) se realizé mediante PatchDock (Schneidman-Duhovny
et al., 2005). Se analizaron los primeros 10 mejores resultados de acoplamiento, en
funcion de la mejor puntuacion y energia de contacto atdmica (ACE); quedandonos con
el modelo que presentd el valor mas bajo de ACE y que presentaba el motivo putativo
de union a plasmindégeno en la region de la interfaz. El modo de unién fue visualizado

por el software Chimera.
8.3.6. Obtencion del motivo de unién a Plg (pbmHIiENO)

A partir del modelo tridimensional de NTHIENO descrito anteriormente, con el programa
GaussView 5.0 (Nielsen, A.B. and Holder, A.J. (2009) Gauss View 5.0, User’s Reference.
GAUSSIAN Inc., Pittsburgh. - References - Scientific Research Publishing, n.d.), se cortd
el péptido de 11 aminoacidos correspondiente al motivo putativo de union a Plg:
251EFYNKENGMYEZ261 (pbmHIiENO); agregando un aminoacido adicional en ambos

extremos para mantener la estructura tridimensional. Posteriormente, para neutralizar las
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cargas de los aminoacidos en los extremos que fueron cortados, se agregaron los
‘capping groups” CT3 (N-metilo) y ACE (acetilo) a las regiones N- y C-terminal,
respectivamente, mediante el software VMD(Humphrey et al., 1996). Este péptido se uso
como ligando para realizar los ensayos de “Blind Docking”.

8.3.7. Blind Docking pbmHiENO-Plasminégeno

Cuando se realiza el acoplamiento molecular entre un ligando pequefo (por ejemplo un
péptido) y su receptor (proteina), generalmente el sitio de interaccién se restringe a sitios
de union de tamafo pequefo “pockets” y a una cantidad pequefia de residuos que
puedan interactuar; sin embargo, cuando no se conoce el sitio destino en especifico, se

le denomina “Blind Docking” o acoplamiento ciego (Hassan et al., 2017).

Por otra parte, tanto el ligado (pbmHIENO) como la proteina Plg, fueron preparados con
el software Autodock Tools, para convertir los archivos del formato PDB a formato PDBQT,
posteriormente el “Blind Docking” se ejecuté con el programa AutoDock Vina (Trott &
Olson, 2009), utilizando como objetivo toda la superficie de cada una de las regiones de
los cinco dominios kringle (K1-K5) del plasmindgeno humano. La busqueda de dominios
conservados se realizo a través de la plataforma de busqueda de dominios conservados
del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi). Se realizaron varios
acoplamientos y se seleccionaron los mejores modelos en funcién de la mejor afinidad

de union (Kcal/mol) y formacion de puentes de hidrogeno.
8.3.8. Docking molecular de controles positivos

Para validar la confiabilidad del programa AutoDock Vina, con relacién a la prediccion
del modo interaccidn entre dos moléculas, se decidid hacer la prueba de “Re-docking”
(la cual consiste en eliminar la molécula del ligando de su receptor y luego volver a

acoplarlas).

Para esta prueba se seleccionaron 3 proteinas co-cristalizadas con sus ligandos
experimentales. Las moléculas seleccionadas que sirvieron como controles positivos
fueron la plasmina (forma activa del plasminégeno) EC 3.4.21.7 (PDB ID 5UGG) con su
ligando (PDB ID 89M) (Law et al., 2017), alfa-trombina EC 3.4.21.5 (PDB ID 1HDT) con
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su ligando (PDB ID OE7) (Tabernero et al., 1995), y factor de coagulacién sanguinea Xa
EC 3.4. 21.5 (PDB ID 1LPG) con su ligando (PDB ID IMA) (Matter et al., 2002). Estas
proteinas comparten caracteristicas similares al plasminégeno en cuanto a su funcion
biolégica y también a la naturaleza quimica del ligando (pbmHIENO). Todas las
moléculas se prepararon utilizando el programa Chimera y AutoDock Tools (como se
menciond anteriormente), posteriormente los acoplamientos fueron ejecutados en la
extension Vina (Trott & Olson, 2009). Se evalu¢ la afinidad de union (Kcal/mol) entre el
ligando y el receptor y, finalmente, mediante el software SPDV (Guex & Peitsch, 1997)
se calculd la desviacion cuadratica media (RMSD) de la pose del ligando acoplado, con
respecto a la pose del ligando experimental.

8.3.9. Docking molecular de NTHiENO con MEC

Para este analisis se utilizé el dimero de NTHIENO obtenida por SWISS-MODEL. El
acoplamiento molecular se realizé con cada uno de los 3 principales componentes de la
MEC [colageno tipo | (CIn [), colageno tipo Il (CIn Ill) y fibronectina (Fn)], utilizando una
version en linea del servidor HDOCK (Yan et al., 2020). Para cada caso se analizaron
los primeros 10 mejores resultados de acoplamiento, y se seleccioné el que obtuvo la
mejor puntuacion de energia de acoplamiento para todos los casos. El modo de union
fue visualizado por Chimera y el analisis y visualizacion del tipo de interaccion proteina-

proteina se realiz6 mediante PDBsum (Roman A. Laskowski et al., 2018)

Finalmente, tanto el modelo de interaccién proteina-proteina, obtenido por PatchDock
(NTHIENO-PIg) y los obtenidos por HDOCK (NTHIENO-CIn I/ Cin 1ll/ Fn), fueron
sometidos a un analisis para evaluar la afinidad de union (AG) y la constante de
disociacion (Kd) mediante la plataforma PRODIGY (L. C. Xue et al., 2016).

8.3.10. Prediccion de propiedades inmunogénicas de NTHIENO

La secuencia de NTHIENO se analiz6 con diferentes programas bioinformaticos con la
finalidad de identificar epitopos para activar a Linfocitos T citotoxicos (CTL), tal como lo
describe Osorio-Aguilar en un trabajo previo; sin embargo, en este caso se realizé un
analisis mas riguroso en donde se incluyeron todos los supertipos de HLA disponibles en
el servidor NetCTL 1.2 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetCTL/). Por otra parte, también
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se corrobord la prediccion de los epitopos identificados para la activacion de linfocitos B,
mediante el servido BepiPred (http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred /).
Adicionalmente, se identificaron los sitos de escisiones proteosomales mediante
NetChop - 3.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetChop/).

La prediccion de antigenicidad de NTHIENO se realizé utilizando el servidor VaxiJen
v.2.0 (http://www.ddgpharmfac.net/vaxijen/scripts/Vaxiden_scripts/VaxiJen3.pl) y la de
alergenicidad se realizé mediante AllergenFP v.1.0 (https://ddg-
pharmfac.net/AllergenFP/feedback.py).

8.4. Purificacion de la enolasa recombinante de H. influenzae

El porcentaje de identidad que presenta la enolasa de las cepas HINTBUAP96 y
HibBUAPNAN es del 99,54%, por lo tanto, se podria considerar que la secuencia es
practicamente la misma, ya que no presenta diferencia significativa (Osorio Aguilar,
2018).

Para obtener la enolasa recombinante purificada de la cepa HbBUAPNAN (rEnoHi) se

siguid el protocolo de Osorio Aguilar, 2018, el cual se describe a continuacion.

Se tomaron 5 mL de un precultivo de células de E. coli BL21(DE3) pLysS, que contenian
el plasmido pRSETA::EnoHibBUAPNAN y se inocul6 un matraz que contenia 50 mL de
LB suplementado con cloranfenicol y ampicilina, el matraz se mantuvo en agitacion

constante a 37 °C hasta alcanzar una densidad 6ptica (DOeo0)=0.4-0.6.

Posteriormente, para inducir la sobrexpresion de rEnoHi se adicioné Isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) a una concentracion final de 1mM, el cultivo se mantuvo
durante 1h a 37°C en agitacion constante, pasado ese tiempo, las células se recolectaron
mediante centrifugacién a 8,000 rpm/5 min, y el sedimento se resuspendié en 20 mL de
buffer de lisis (0,5 M de NaCl, Tris-HCI 20 mM PH 8, 0,5 mM de imidazol y 0,1 X de
inhibidores de proteasas).

La suspensioén resultante se sonicé a 10 pulsos y 50 de amplitud por 40 min, en el equipo
Ultrasonic processor, posteriormente el contenido celular se centrifugé a 8,000 rpm/10
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min y la enolasa recombinante que esta fusionada a una etiqueta de histidinas se purifico

mediante cromatografia de afinidad a Niquel como se indica a continuacion.

Primeramente, la columna con 500 pL de resina (Ni-NTA Agarose Invitrogen), se cargo
con 5 volumenes de buffer de carga y se dejo interaccionando por 30 min, posteriormente
se pasaron 3 volumenes de buffer de union. Una vez equilibrada la columna, se hizo
pasar el extracto lentamente, y se procedidé a hacer los lavados con 10 vol. de buffer de
union, seguido de 12 vol. de buffer de lavado.

La proteina recombinante se eluyd con 6 vol. de buffer de elucién, seguido de 10 vol. de
buffer strip (el contenido y concentraciones de las soluciones se describen en Anexo 1).
Finalmente, la purificacion de la proteina se visualizé mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE), (Anexo 2), y la proteina purificada se cuantificO mediante el
método de Bradford.

8.5. Obtencion de proteinas plasmaticas humanas

Mediante puncion venosa se obtuvo sangre total de 3 voluntarios clinicamente sanos
usando un sistema Vacutainer, las muestras se centrifugaron a 4,000 rpm/5 min para
obtener el plasma sanguineo, posteriormente a 200 uL de suero se le agregaron 3
volumenes de acetona fria y la muestra se incubo toda la noche a -20 °C. Al dia siguiente
se centrifugd a 13,000 rpm/ 30 minutos, se elimind el sobrenadante y el precipitado fue
resuspendido en solucién salina isoténica (SSI), las muestras se almacenaron a -20 °C,
hasta su uso.

8.6. Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

Se realizo una curva de calibracion con albumina bovina sérica (BSA) a partir de un stock
de 0,1 mg/1 mL. En una placa de ELISA de 96 pozos, por duplicado, se agregaron los
volumenes equivalentes a las siguientes concentraciones: 0, 0.5, 1, 2, 3,4, 5y 6 ug, el
volumen se llevo a 160 pL con agua destilada, posteriormente se agregaron 40 ul del
reactivo de Bradford obteniendo un volumen final de 200 pL, la placa se incubd por 5 min
a temperatura ambiente, la absorbancia se midi6 a A= 595 nm, en un lector de
microplacas de ELISA (Multiskan MS, Labsystems, Finlandia). Para las muestras
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problema se agregaron 10 pyL de la solucion que contenian las proteinas, se midié la
absorbancia y la concentracion se determiné basandonos en la ecuacion de larecta Y =

mx + by despejando “X”.
8.7. Obtencion de anticuerpos policlonales anti-Plg

Para el esquema de inmunizacidn, cuatro ratones hembra BALB/C, fueron sangrados por
la cola para recolectar suero preinmune; posteriormente, se inmunizaron con 20 ug de
plasminébgeno humano (Sigma-Aldrich, EE. UU.) emulsificado con el adyuvante
TiterMax ® (Sigma-Aldrich) por via intramuscular, seguido de tres refuerzos con las
mismas concentraciones, en un periodo de ocho dias entre cada uno. Al final del
esquema de inmunizacién, los ratones fueron sangrados para obtener el suero
hiperinmune. Los anticuerpos policlonales fueron usados en Western Blot y en Ensayo
de Inmunoadsorcion Ligado a Enzima (ELISA), donde mostraron reconocimiento por el
plasmindégeno humano purificado (Anexo 3)

8.8. Determinacién de la interaccién Proteina-Proteina por Far-Western Blot

Para detectar interacciones enolasa-plasmindgeno, se realizaron ensayos de Far-
Western Blot como lo describe (Hall, 2015). Brevemente, 5 y 10 ug del plasminégeno
humano (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EE. UU.) y 3 ug de rEnoHi, se migraron en un
SDS-PAGE (10%) y luego se electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa a 15
Volts/40 min. La membrana se bloqued con buffer de bloqueo (leche descremada en
polvo al 2 %, Tween-20 al 0,1 % en PBS) durante 1 h a temperatura ambiente (TA).
Posteriormente, la membrana se incub6 toda la noche a 4 °C con una solucion de buffer
de bloqueo que contenia 10 pg/mL de rEnoHi o con albumina bovina sérica (BSA) a la
misma concentracion (control negativo). Se dieron 3 lavados con buffer de bloqueo por
5 min. La union de rEnoHi-Plg se detectd incubando la membrana con anticuerpos
policlonales anti-rEnoHi como primer anticuerpo (1:5,000 /2h/TA), seguido de tres
lavados y como segundo anticuerpo, un anti-raton IgG conjugado a fosfatasa alcalina
producido en cabra (Novex ®por Life Technologies, Van Allen Way Carlsbad, CA, EE.
UU.) (1:5,000 / 2h/TA), se dieron tres lavados mas y los anticuerpos unidos se revelaron
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usando NBT (nitro azul de tetrazolio) y BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato) (Thermo
Fisher Scientific).

Nota: Para el caso de la interaccion de rEnoHi-MEC, se siguié el mismo protocolo, solo
se modifico la concentracion de proteinas cargadas en los pozos, se agregaron 3 ug de
Cin l'y CIn lll, y para la interaccion con proteinas plasmaticas totales se cargaron 20 pg.
Se migraron en un SDS-PAGE al 7,5%. Los volumenes y cantidades utilizadas para

realizar el gel se describen en el anexo 2.
8.9. Deteccidn de la interaccion e inhibicion de rEnoHi-Plg por ELISA

Brevemente, se recubrié una placa de 96 pocillos con 1 pg/pocillo de rEnoHi diluido en
100 pL de PBS (Buffer salino de fosfatos) y se incubd durante la noche a 4
°C. Posteriormente, se realizaron tres lavados con PBS-Tween al 0,5 % (PBS-T). Los
pocillos se bloquearon con BSA al 2 % durante 2 h a 37 °C. La placa se volvi6 a lavar
tres veces y se incub6 toda la noche a 4°C, con 0,01-10 pg/pozo de plasminégeno
humano diluido en 100 yL de PBS o con BSA como control negativo a las mismas
concentraciones. La proteina unida se detectd con anticuerpos policlonales anti-Plg
(1:5,000 /2h/TA) como primer anticuerpo y como anticuerpo secundario se agregd un
anti-raton 1IgG-HRP producido en cabra (1:5,000 /30 min/TA).

La interaccion se visualizo utilizando el sustrato TMB, la reaccion se detuvo con la adicion
de 50 pL de &acido sulfurico 0,5 M vy, finalmente, se leyo la DO a 450 nm. Todos los

experimentos se repitieron en tres ocasiones de forma independiente.

Los experimentos de inhibicion se realizaron mediante la adicion de anticuerpos
policlonales anti-rEnoHi producidos en conejo (diluidos en serie de 1/100 a 1/40,000)
antes de la adicion del Plg (1ug/pozo). La inhibicion de la interaccion se visualizo
utilizando 100 pL de 3,3',5,5'-Tetrametilbencidina (TMB; Sigma-Aldrich), se detuvo la
reaccion con la adicion de 50 yL de acido sulfurico 0,5 My, finalmente, se leyé la DO a
450 nm. Todos los experimentos fueron repetidos en tres ocasiones de forma
independiente.

24



Nota: Los anticuerpos anti-rEnoHi producidos en conejo se obtuvieron en el trabajo

previo de maestria (Osorio Aguilar, 2018).

8.10. Deteccidn de la interacciéon de rEnoHi-MEC por ELISA

Brevemente, los pocillos individuales de placas de ELISA se cubrieron con 1,0 ug/pozo de
Cin 1, CIn lll o FN diluidos en 100 yL de PBS y se incubaron a 4°C durante la noche, como
control negativo se utilizé caseina a la misma concentracion. Las placas se lavaron tres
veces con PBS-T/5 min. Después, los pozos se bloquearon con caseina al 3 % durante 2
h a 37 °C, se lavaron tres veces nuevamente y se incubaron con 0,01-1 ug/pocillo de
rEnoHi, diluido en 100 yL de PBS y se incubaron a 4 °C durante la noche. La proteina
unida se detectd con anticuerpos policlonales anti-rEnoHi producidos en ratén, como
primer anticuerpo (1:5,000 /2h/TA) y como anticuerpo secundario se utilizé un anti-raton
IgG-HRP producido en cabra (1:5,000 /30 min/TA).

La interaccion se visualizo utilizando el sustrato TMB, la reaccidon se detuvo con la adicion
de 50 pL de acido sulfurico 0,5 M vy, finalmente, se ley6 la DO a 450 nm. Todos los

experimentos se repitieron en tres ocasiones de forma independiente.
8.11. Inmunizacién de rEnoHi con H. influenzae en un modelo murino

Ratones hembra BALB/C de 20 dias de edad se sangraron de la cola para obtener el
suero preinmune, posteriormente se realizé la inmunizacion con 20 ug de rEnoHi
emulsificada 1:1 con adyuvante completo de Freund via IP, seguida de tres refuerzos
cada 7 dias, con la misma concentracion de proteina recombinante, pero con adyuvante
incompleto de Freund. Como control negativo se administr6 PBS en las mismas
condiciones. Al dia 45 los ratones fueron sangrados nuevamente para obtener el suero
hiperinmune que contenia los anticuerpos policlonales anti rEnoHi. Se determiné el titulo
e isotipo de anticuerpos policlonales generados contra rEnoHi, mediante ensayos de
Western-Blot y ELISA.
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El cuidado y mantenimiento de los animales se realizo en el bioterio Claude Bernard de
la BUAP acorde a su reglamento y a los descritos en la NORMA Oficial Mexicana NOM-
062-Z00-1999.

8.12. Identificacidon de la enolasa de H. influenzae por Western Blot

Para demostrar el reconocimiento de los anticuerpos policlonales por rEnoHi y la enolasa
nativa de diferentes cepas tipificables y no tipificables de H. influenzae, 10 ug de rEnoHi
y extractos de proteinas totales de cepas de H. influenzae fueron migradas en un SDS-
PAGE al 12%, posteriormente la proteina se electrotransfirid a una membrana de
nitrocelulosa a 15 Volts durante 40 min. Las membranas se bloquearon con solucion de
bloqueo (leche descremada en polvo al 5 % en PBS) durante 1h /37 °C con agitacion
suave, seguido de tres lavados con PBS-Tween-20 al 0,05 %, y luego se incubaron
durante toda la noche a 4°C con anticuerpos policlonales anti-rEnoHi en una dilucion
1:5,000 en PBS. Después del procedimiento de lavado, las membranas se incubaron con
el anticuerpo secundario anti-raton IgG conjugado a fosfatasa alcalina (Novex® de Life
Technologies) en una dilucién 1:5,000 durante 1 hora a 37 °C. Finalmente la sefal se
revelé con NBT/ BCIP

8.13. Determinacion del isotipo de anticuerpos mediante ELISA

Para la determinacion del isotipo de anticuerpos se adicionaron 0,4 pg de rEnoHi diluida
en 40 pL de PBS en cada pozo de una microplaca de ELISA, y se incubo toda la noche
a 4°C, seguido de tres lavados con PBS-T al 0.05 %. Posteriormente, se agregaron 100
uL del suero hiperinmune a una dilucion 1:5,000 en PBS y se incubd por 2h /TA; (como
control negativo se utilizo el suero preinmune). Se realizaron tres lavados y se adiciono
50 pL de una dilucién 1:1,000 de anticuerpo anti-isotipo (30 min/TA) (ISO2-1KT Mouse
Monoclonal Antibody Isotiping, Sigma). Los anticuerpos unidos se detectaron con el tercer
anticuerpo, un anti-cabra IgG-HRP producido en conejo (1:5,000 /30 min/TA) (A5420,
Sigma).

Finalmente, la interaccién se visualizo utilizando 100 uL de TMB, la reaccion se detuvo con
la adicion de 50 L de acido sulfurico 0,5 My, finalmente, se ley6 la DO a 450 nm. Todos

los experimentos se repitieron en tres ocasiones de manera independiente.
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8.14. Determinacion de anticuerpos opsonizantes por inmunofluorescencia.

Previamente, el suero hiperinmune que contenia los anticuerpos anti-rEnoHi, fue tratado

con calor durante 30 min a 56 °C, para inactivar a las proteinas del complemento.

Posteriormente, 5 x 10" UFC de las cepas HINTBUAP96, HibBUAPNAN, fueron
resuspendidas en PBS estéril y centrifugadas a 2,800 rpm/5min, el sobrenadante se
elimind y la pastilla se resuspendiéo en 50 uL, posteriormente se tomo una alicuota
equivalente 1 x 108 UFC y fueron fijadas por 30min/TA en un portaobjetos con solucion
fijadora al 4% de paraformaldehido, seguido de dos lavados con PBS, se adiciono
solucion Quenching (glicina 0.1M en PBS), durante 15 min, seguida de 3 lavados con
PBS, y se incubd con solucion de bloqueo (1 % de BSA en PBS) durante 1 h/TA. Se lavo
una vez y se incubd a 4°C toda la noche con el anticuerpo primario (suero inactivado por
calor en PBS, 1:50).

Al dia siguiente se realizaron 4 lavados con PBS-Tween, las muestras se incubaron por
1h a 37°C, con una dilucion (1:250) con el anticuerpo anti-raton IgG(H+L) hecho en cabra
acoplado a FITC y se mantuvo en una camara humeda, protegida de la luz; trascurrido
el tiempo se realizaron 4 lavados con PBS-Tween, ademas de un lavado con agua
destilada, se elimind el exceso de agua; se agregaron 8ul de VECTASHIELD ® y se

colocd un cubreobjetos, procurando que quedara extendido en toda la muestra.

Finalmente, con una resina acrilica se sell6 toda la periferia, las muestras se mantuvieron

a 4°C protegidas de la luz, hasta su observacién con microscopio de epifluorescencia

Nota: Como controles positivos se utilizaron anticuerpos anti-rEnoHi sin tratamiento de
calor, anticuerpos totales contra NTHi y Hib, proporcionados por el LMHyC y como

control negativo suero preinmune.
8.15. Analisis de los datos.

Toda la informacion recopilada se comparé usando pruebas de ANOVA y T de student

no pareado. La prueba de Tukey se utilizé para hacer comparaciones pareadas.
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9. RESULTADOS

DETERMINACION DEL PAPEL DE LA ENOLASA COMO UN POSIBLE FACTOR DE
VIRULENCIA DE H. influenzae.

9.1. Purificacion de rEnoHi

Inicialmente, como ya se tenia clonado el gen de la enolasa de H. influenzae en la cepa
de E. coli BL21(DE3) pLysS, conteniendo el plasmido pRSETA::EnoHibBUAPNAN,
proseguimos con la sobreexpresion y purificacion de rEnoHi. Se realizaron multiples
purificaciones de rEnoHi por cromatografia de afinidad a niquel hasta obtener la cantidad
necesaria de proteina que se requeria para realizar los siguientes experimentos
programados. La proteina recombinante purificada se obtuvo a homogeneidad, la cual
fue visualizada en un gel SDS-PAGE al 12%; rEnoHi se observa como una unica banda
con tamano aproximado de 52 kDa, (Figura 1 A, B), del cual aproximadamente 6 kDa
corresponden a la fusion de etiquetas de histidina, como se describe en un trabajo previo
(Osorio Aguilar, 2018).

A)

Figura 1. A) Expresion y purificacion de rEnoHi visualizada a través de Electroforesis en geles de
acrilamida (SDS-PAGE) al 12%. MP: marcador de peso molecular; Carril 1: No inducido; Carril 2: Inducido;
Carril 3: Solucion de lavado; Carriles 4-6: rEnoHi purificada 52 kDa. B) Carril 1: C+; Carril 2: No inducido;
Carril 3: Inducido; Carril 4: pastilla; Carril 5: Solucion de lavado; Carriles 6-8: rEnoHi purificada.
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9.2. Interaccion de rEnoHi con proteinas plasmaticas

Como se ha mencionado anteriormente uno de los principales objetivos era identificar el
papel de la enolasa como proteina de union a plasminégeno humano, una forma indirecta
de evaluar esta interaccion fue utilizando plasma sanguineo. Por tal motivo, se obtuvo
plasma sanguineo de 3 voluntarios clinicamente sanos, se separaron las proteinas
plasmaticas totales en donde el plasmindégeno se encuentra a una concentracion de 200
mg/L y se sometieron a ensayos de Far Western Blot y ELISA, para evaluar la interaccion

proteina-proteina

Las proteinas plasmaticas (Pp) de los 3 voluntarios clinicamente sanos y rEnoHi fueron
migradas en un gel SDS-PAGE al 7,5%, en donde se observa el patron electroforético
esperado y una sola banda para rEnoHi purificado, con un peso aproximado de 52 kDa
(Figura 2 A). Las proteinas se electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa, se
bloqueé y posteriormente se incub6é con rEnoHi. La interaccién rEnoHi-Proteinas
plasmaticas (Pp) se identificd utilizando anticuerpos policlonales anti-rEnoHi. En la
membrana se observa una banda con un peso aproximado de 92 kDa, la cual podria
corresponder al plasmindgeno humano; ademas de la banda de 52 kDa correspondiente
a rEnoHi (control positivo). Se visualizaron bandas adicionales por debajo de 92 kDa, sin
embargo, desconocemos a qué proteinas podrian corresponder (Figura 2 A, B). No se
detecto sefal de unidon cuando la membrana se incubé con BSA como control negativo,
ya que solo se observa la banda del control positivo (Figura 2 C). Por otra parte, los
resultados obtenidos en los ensayos de ELISA mostraron que rEnoHi se unio

significativamente a Pp, en comparacion con el control negativo (Figura 3).
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Figura 2. A) SDS-PAGE 7,5 % de las proteinas totales de plasma humano. MP: marcador de peso;
carril 1: Muestra voluntario clinicamente sano 1; carril 2: Muestra voluntario clinicamente sano 2; carril 3:
Muestra voluntario clinicamente sano 3; carril 4: rEnoHi. B) Inmunodeteccién de la interacciéon rEnoHi-
Proteinas plasmaticas de humano, mediante Far-Western Blot con anticuerpos policlonales anti
rEnoHi. MP: marcador de peso; carril 1: M1 carril 2: M2; carril 3: M3; carril 4: rEnoHi. Flecha indica probable
interaccion rEnoHi-plasminégeno (92 kDa). C) Control negativo (Membrana no se incubo con rEnoHi).
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Figura 3. Deteccion por ELISA de la interaccion de rEnoHi con proteinas plasmaticas de humano
utilizando anticuerpos policlonales anti rEnoHi. Bco: blanco; C-: Control negativo (albumina); P.p:
proteinas plasmaticas. Los datos representan la desviacion estandar promedio + SD, de tres experimentos
independientes, (*p<0.001): C- VS P. plasma.
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9.3. Interaccién de rEnoHi con Plasminégeno humano

Se realizaron ensayos de Far Western Blot, con plasmindgeno humano comercial.
Inicialmente, el Plg humano (5 y 10 ug) o rEnoHi (3 ug), fueron migradas en un SDS-
PAGE al 10%, en donde visualizamos las bandas correspondientes a cada proteina
(Figura 4 A), dichas proteinas fueron electrotranferidas a una membrana de nitrocelulosa
y se prosiguio con la técnica de Far Western Blot descrita anteriormente. La interaccion
rEnoHi-Plg se identifico con anticuerpos policlonales de raton anti-rEnoHi, se visualizd
una sefal correspondiente al peso de plasmindégeno, asi como la sefial correspondiente
al peso de rEnoHi (control positivo) (Figura 4 B), lo que indica que rEnoHi se une a
Plg. No se detecto sefial positiva cuando la membrana se incubé con BSA como control
negativo (Figura C).

A)
MP1 2 3 B) Mp1 2 3 A i1 2
260-- 260--
140-- 140--
100-- - - «—Plg  100-- «—Plg «—Plg
70-- 70--
50-- <«—rEnoHi 50-- |4—rEnoHi <«—TrEnoHi
40-- 40--
35 35--
25— 25~
15--
15--

Figura. 4 A) SDS-PAGE 10% de la interaccion de rEnoHi con Plasminégeno humano. MP: marcador
de peso molecular; Carril 1: Plg 5 ug; Carril 2: Plg 10 ug; Carril 3: rEnoHi B) Inmunodeteccion mediante
FAR-Western Blot de la interaccion rEnoHi-Plg revelada con Ac policlonales anti rEnoHi. MP: marcador
de peso molecular; Carril 1-2: interaccion rEnoHi-Plg; Carril 3: rEnoHi C) Control negativo [Membrana
incubada con Albumina Bovina Sérica (BSA)]: Carril 1: Plg; Carril 2: rEnoHi.

Los resultados observados en los ensayos Far Western-Blot fueron consistentes con los
resultados obtenidos en los ensayos por ELISA, en donde observamos que rEnoHi se
une de manera significativa al Plg, en comparacion con el control negativo (BSA) y esta
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interaccidon es dependiente de la concentracion del Plg (Figura 5 A). Adicionalmente, al
realizar los experimentos de inhibicidn mediante la adicion de diferentes diluciones de
anticuerpos policlonales anti-rEnoHi (1/100-1/40,000), los resultados mostraron que la
adicidon de concentraciones crecientes de anticuerpos anti-rEnoHi, condujo a una
disminucién en la interaccion de rEnoHi a Plg, y esta disminucion es dependiente de la
concentracion de anticuerpos en la solucién, ademas se observa una diferencia

estadisticamente significativa con el suero preinmune (control negativo) (Figura 5 B).

Inhibicion de la interaccion rEnoHi-Plg

A) Interaccién rEnoHi-Plg B)
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Figura 5. A) Ensayos de union a plasminégeno. Los resultados por ELISA indican que el plasmindégeno
(Plg) se une a la enolasa recombinante purificada (rEnoHi) de una manera dependiente de la concentracion
de PIg (0.01- 10 ug/pozo); se usd Albumina Bovina Sérica (BSA) como control negativo. B) Deteccion por
ELISA de la inhibicidon de la interaccion de rEnoHi-Plg, con anticuerpos policlonales anti rEnoHi a
diferentes diluciones (1/40,000-1/100). Los datos representan la desviacion estandar promedio + SD, de
tres experimentos independientes (*P<0.001): Dilucién 1/100 VS Preinmune; (*P<0.01): Dilucién 1/1000
VS Preinmune.

Por otra parte, una vez que se confirmé de manera in vitro que rEnoHi interacciona con
el plasminégeno humano, el siguiente objetivo era identificar de manera in silico, como
se podria estar llevando a cabo esta interaccidn y cuales eran los principales residuos

involucrados.
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9.4. Modelado de la estructura de la enolasa de H. influenzae

Hasta el momento, la estructura cristalizada de la enolasa de H. influenzae no se
encuentra disponible en las bases de datos, por lo tanto; se procedié a realizar el
modelado por homologia de la enolasa de H. influenzae no tipificable (NTHIENO)
(GenBank: MF405339.1) mediante Pryre2 (Kelley et al., 2015) utilizando como plantilla,
la enolasa de E. coli (PDB: ID 2FYM)(Chandran & Luisi, 2006), la cual tiene un valor de

resolucion de 1,60 A.

La estructura obtenida, mejor resuelta, fue el mondmero de la enolasa y se visualizé con
el programa Chimera (Pettersen et al., 2004) (Figura 6 A). Debido a la alta identidad de
la plantilla utilizada con NTHIENO que fue del 85%, indica que es una plantilla adecuada
para el modelado. La evaluacion del modelo de NTHIENO mediante PROCHECK
muestra valores en el diagrama de Ramachandran del 99,7% (Figura 6 B), lo que indica
que las conformaciones de los residuos de aminoacidos se encuentran dentro de las
regiones mas favorecidas o permitidas. A su vez, el diagrama de Ramachandran indica
que el parametro estereoquimico Phi-Psi es ideal para el modelo propuesto. El valor
QMEAN (grado de natividad o autenticidad)fue -0,10, Z-score <7 y los valores del
puntaje de la calidad global, como son las interacciones de Cp (-0,67), interacciones
entre todos los atomos (-1,39), potencial de solvatacion (0,77) y angulo de torsion (-0,16),
fueron muy cercanos al valor de 0 (Figura 6 C). Estos valores muestran la buena calidad
del modelo. El resultado del modelo por ProSA obtuvo un valor de Z-score de —-8,74, lo
que indica que se encuentra dentro del rango de puntuaciones normales para proteinas
nativas de estructuras de tamafio similar obtenidas por rayos X y RMN (Figura 6 D). El
conjunto de estos datos sugiere que este modelo puede considerarse valido para el

ensayo de acoplamiento molecular.
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Figura 6. A) Representacion tridimensional del modelado por homologia de la enolasa de H.
influenzae obtenido por Phyre2 y visualizado por Chimera. La estructura secundaria, las hélices alfa 'y
las laminas beta estan coloreadas en azul y el motivo putativo de unién al plasminégeno se muestra en
rosa. B) Andlisis del diagrama de Ramachandran del modelo teérico de la enolasa de H. influenzae.
Todos los residuos, excepto Gly y Pro, se muestran como puntos cuadrados ubicados en las regiones mas
favorecidas (89,5% en el area roja), regiones adicionales permitidas (9,4% en el area amarillo intenso),
regiones generosamente permitidas (0,8% en el area amarillo claro) y regiones no permitidas (0,3% en el
area blanca). C) Grafico de puntuacion QMEAN normalizada que muestra el valor de Z-score < 1, y la
posicion del modelo de NTHIENO (estrella roja) en el conjunto de estructuras cristalizadas utilizadas para
la evaluacion. Los puntajes de la calidad global: rojo (peor) y azul (mejor) D) Analisis de ProSA (el punto
negro representa el Z-score del modelo de NTHIENO.
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9.5. Acoplamiento molecular de NTHIENO y Plg

El resultado obtenido con PatchDock para el acoplamiento proteina-proteina indicé que
NTHIENO y Plg (4AS5T) exhibieron complementariedad de superficie y que el supuesto
motivo de unidn al plasmindgeno esta presente en el area de la interfaz, lo que sugiere
que podria participar en la interaccion (Figura 7). El valor ACE (energia de contacto
atomico) del modelo fue de -101,53, la afinidad de union (Kcal/mol) de -21,3 y Kd (M) a
37.0°Cde 1.0 x 10 -5,
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Figura 7. Acoplamiento proteina-proteina de NTHIiENO y Plg humano por PatchDock. Las
interacciones se muestran como representaciones de superficie. NTHIENO se muestra en azul, el motivo
putativo de union al plasmindgeno se muestra en rosa y Plg humano (ID de PDB: 4A5T) se muestra en
verde.
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9.6. Identificacion del dominio putativo de unién al plasminégeno en NTHIENO

El alineamiento por CLUSTAL O, de las enolasas en las cuales el motivo de union a Plg
ya ha sido bien caracterizado y el motivo putativo presente en NTHIENO correspondiente
a (252 FYNKENGMY 260), mostro un porcentaje de identidad del 53,85% con S.
pneumoniae, seguida de L. mexicana con 46,5 % y un menor porcentaje con B.
henselae de 38,36 %. Aunque el motivo de union a plasminégeno de NTHIENO presenta
algunas diferencias en la secuencia de aminoacidos con respecto al motivo de las otras
enolasas, los principales residuos responsables de la interaccion mantienen tanto las
cargas positivas como las cargas negativas (Figura 8 A). Solo la region correspondiente

al motivo de unién al plasminégeno se muestra en todas las enolasas alineadas.

A) B)
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Figura 8. Region correspondiente al motivo de unién al plasminégeno en diferentes enolasas. A)
Alineamiento por CLUSTAL O, del motivo de unién al plasmindgeno de las enolasas de S. pneumonia, L.
mexicana, B. henselae, y el motivo putativo de unién al plasmindgeno de NTHIENO (resaltado en gris); el
alineamiento mostré6 un porcentaje de identidad del 53,85, 46,15 y 38,46%, respectivamente. Los
aminoacidos conservados en todas las secuencias estdn marcados con asteriscos; las sustituciones
conservativas y semiconservativas se etiquetan con dos puntos o uno respectivamente; ppbmHIENO
(recuadro morado) y los residuos de union de Plg propuestos estan subrayados. B) muestra el péptido de
11 aminoacidos (1TEFYNKENGMYE 11) (pbmHIiENO) obtenido con el software Gauss View 5.0, visualizado
por Chimera, equivalente a la posicion 251-261 de NTHIENO. Los residuos de unién a Plg se resaltan en
color cian (GLU 251, TYR 253 y LYS 255).
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9.7. Obtencién del Péptido pbmHIiENO

El sitio de union al plasmindégeno de las enolasas estudiadas, en la mayoria de los
organismos patogenos, es la lisina C-terminal(Vanegas et al., 2007); sin embargo, para
el caso la enolasa de H. influenzae de cepas tipificables y no tipificables no se identifico
el residuo de lisina C-terminal, no obstante, si presenta el motivo putativo para la union
al plasminogeno (Osorio Aguilar, 2018). Ademas, de acuerdo con los analisis realizados
por PatchDock, este motivo se encuentra expuesto en la estructura de la enolasa, y se
observa en la region de interfaz de la interaccidn proteina-proteina; por lo que podria
actuar como un sitio de unién al plasminégeno. Por tal motivo, y para hacer el analisis
mas sensible y especifico, decidimos realizar un analisis de acoplamiento molecular
proteina-ligando, para predecir si este motivo (252FYNKENGMY 260) tiene un papel en
la interaccion con el plasminégeno humano e identificar los residuos importantes para

esta interaccion.

Asi qué, se trabajo la estructura 3D de NTHIENO utilizando el software Gauss View 5.0
y se obtuvo solamente el péptido de 11 aminoacidos: (1EFYNKENGMYE 11)
(pbmHIENO), equivalente a la posicion 251-261 en la secuencia de NTHIENO, este
péptido contiene un aminoacido adicional en los extremos amino y carboxilo-terminal,
para mantener la estructura tridimensional nativa (Figura 8 B), y se utilizé como ligando

para realizar ensayos de Blind Docking.
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9.8. Acoplamiento molecular de pbmHIiENO- Plg

Los sitios de union de pbmHIENO con PIg se evaluaron mediante Blind Docking, para lo
cual se utilizo la estructura cristalizada del plasmindgeno humano disponible en la base
de datos del Protein Data Bank (PDB ID 4A5T). La busqueda de dominios conservados
kringle en el plasminbgeno humano proporcionaron los siguientes datos: K1 (82—164),
K2 (166-243), K3 (256-333), K4 (356-437) y K5 (460-541). Estas regiones se utilizaron
como objetivos del ligando (pbmHIENO), para realizar el Blind Docking mediante el

programa AutoDock Vina.

Los resultados del acoplamiento proteina-ligando mostraron que pbmHIiENO vy el
plasmindégeno humano presentan complementariedad de superficie en los dominios K2,
K3 y K5 (Figura 9 A-C). Se obtuvieron multiples modelos; sin embargo, solo se eligieron
aquellos que mostraron las mejores poses, con la mejor afinidad de unién (kcal/mol), asi
como los modelos con interacciones caracterizadas por la formacion de puentes de

hidrégeno.

Segun los resultados del acoplamiento molecular, ppomHIENO mostré una mayor afinidad
por los dominios K2, K3 y K5, con una afinidad de union kcal/mol de -3,9, -4,4 y -4,8,
respectivamente. La interaccion pbmHIENO-PIg presentd estabilidad conformacional
generada por puentes de hidrogeno y otras fuerzas intermoleculares ejercidas por

multiples residuos de plasmindgeno (Figura 9 D-F).

En estos analisis se identificaron tres residuos importantes en NTHIENO, esenciales para
la interaccion con Plg a través de la formacion de cuatro enlaces de hidrégeno
correspondientes a enoTYR253 -plgGLU1 (K2), enoTYR253 -plgGLY310 (K3), vy
enoLYS255 -plgARG471 / enoGLU251 -plgLYS468 (KS5), equivalentesa TYR 3,LYS 5y
GLU 1 en ppbmHIiENO (Figura 9 G-I). El resumen de los datos se muestra en la tabla 2, y
el resto de los aminoacidos del plasmindégeno que participan en la interaccién se

muestran en la tabla 3.
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Figura 9. Sitios de union al plasminégeno (PDB ID: 4A5T) con pbmHIiENO utilizando AutoDock
Vina. A-C) La interaccién proteina-ligando se muestra en una representacién de superficie, con
pbmHIENO (mostrado en rosa; las esferas azul, roja y amarilla correspondientes a los atomos de N, O y
S, respectivamente) unidos a los dominios kringle de Plg (K2, K3 y K5) mostrados en gris. D-F) La
interaccion de pbmHIiENO (cadena punteada) con los dominios kringle de Plg, se muestra mediante la
formacion de cuatro puentes de hidrégeno (esferas verdes pequefias en un recuadrado), junto con otros
residuos de plasminégeno involucrados en la interaccion (esferas grandes). G-l) Los residuos importantes
para la interaccion corresponden a K2: enoTYR253-plgGLU1, K3: enoTYR253-plgGLY310 y Kb&:
enoLYS255-pIgARG471/enoGLU251-plgLYS468. (Estos residuos son equivalentes a TYR3, LYS5 y GLU1

en pbmHIiENO).
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Tabla 2. Resultados de Blind Docking para residuos de NTHIENO que se unen a
los dominios kringle de plasmindgeno.

Dominio Residuos Residuos Residuos Puentes de Energia de
Kringlede en en en Plg Hidrogeno  afinidad
Pig(4A5T) NTHIENO pbmHiENO (Kcal/mol)
K2 TYR 253 TYR 3 GLU1 1 -3.9
K3 TYR 253 TYR 3 GLY 310 1 -4.4
K5 LYS 255 LYS 5 ARG 471 2 -4.8

GLU 251 GLU1 LYS 468

Tabla 3. Aminoacidos del plasmindgeno que participan en la interaccion

pbmHIENO-PIg
Dominio Residuos de aminoacidos de Plg
Kringle
K2 GLU1, ILE178, SER179, LYS180, ASP39 y PRO241
K3 VAL 272, GLY 310, LYS 311, ARG 324, TRP 325, GLU 326, TYR 327, TYR

713, GLU 714, PHE 715, LEU 730 y ASN 769.

K5 LYS 468, GLY 469, ARG 471, LYS 473, PRO 503, ARG 504, ALA 505, GLY
506, GLU 508, y LYS 509.

9.9. Anadlisis de acoplamiento en controles positivo

La optimizacion de los ensayos realizados por AutoDock Vina, se midi6é calculando la
desviacion cuadratica media (RMSD) de las coordenadas de los atomos de la estructura
del ligando cristalizado con respecto a la pose acoplada, mediante el software
SPDV. AutoDock Vina acopl6 con éxito los complejos ligando-proteina que se utilizaron
como controles positivos. La conformacién acoplada con los valores de las poses mejor
puntuadas mostré un RMSD de 89M/pose acoplada (0,61 A), 0E7/pose acoplada (0,65
A) e IMA/pose acoplada (0,68 A). Estos valores bajos de RMSD <2,0 A, asi como la
afinidad de union que presentaron los controles positivos (tabla 4), aportan informacion
sobre la confiabilidad del software en la prediccion de interacciones observadas para
pbmHIENO y plasminégeno humano.
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Tabla 4. Resumen de resultados de acoplamiento de controles positivos.

Receptor Ligando cristalizado  Energia de afinidad RMSD Ligando
cristalizado/pose
(PDB ID) (PDB ID) (Kcal/mOI) acop|ada
Plasmina (5UGG) 89M -7.8 0.61A
Alpha-trombina OE7 -7.2 0.65 A
(1HDT)
Factor Xa (1LPG) IMA -9.1 0.68 A

Una vez que se confirmo la interaccion de NTHIENO con el plasmindgeno, el siguiente
objetivo fue evaluar la interaccion de NTHIENO con algunos componentes de la MEC, al
igual que con el plasmindgeno, la interaccion con las otras proteinas se realiz6 mediante

ensayos in vitro e in silico.
9.10. Modelado de la estructura dimérica NTHIENO

El modelado por homologia del dimero de NTHIENO (GenBank: MF405339) se construyo
mediante la plataforma SWISS-MODEL, y la estructura obtenida se visualizd6 con el
programa Chimera (Figura 10 A). Como plantilla se utilizé el homo dimero cristalizado de
la enolasa de E. coli (PDB ID 6BFY), el cual presenta un valor de resolucion de 1,81 A
(Krucinska et al., 2019) y mostro un 85,61 % de identidad con NTHIENO. La estructura del
modelo se analizé mediante PROCHECK; el diagrama de Ramachandran muestra valores
de 91,4 % para las regiones mas favorecidas, 7,6 % para regiones adicionales permitidas,
0,5 % para regiones generosamente permitidas y 0,4 % para regiones no permitidas
(Figura 10 B), por lo que los valores indican que las conformaciones principales de los
residuos de aminoacidos se encuentran dentro de las regiones mas favorecidas o
permitidas y que el parametro estereoquimico Phi-Psi es ideal para el modelo propuesto.
El resultado del modelo por ProSA obtuvo un valor Z-score de -9,05, que se encuentra
dentro del rango de puntajes tipicos para proteinas nativas de un tamafo similar en
estructuras obtenidas por rayos X y RMN (Figura 10 C). Ademas, el valor QMEAN fue

0,34, Z-score <1 valores del puntaje de la calidad global y como las interacciones Cf
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(0,99), interacciones entre todos los atomos (0,46), potencial de solvatacién (0,59) y
angulos de torsion (-0,02), fueron muy cerca del valor de 0 (Figura 10 D). Estos datos

confirman la validez del modelo NTHIENO como dimero.

PROCHECK

A) B) Ramachandran Plot

Cadena A Cadena B

Psi (degrees)

o)
o
magdey | &

T

T T T v T
-180  -135 90 -45 45 90 135 1
Phi (degrees)
Plot statistics
Residues in most favoured regions [A,B,L] 694 91.4%
Residues in additional allowed regions [a,b,l,p] 58 7.6%
Residues in generously allowed regions [~a,~b,~1,~p] 4 0.5%
Residues in disallowed regions 3 0.4%
Number of non-glycine and non-proline residues 759 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 4
Number of glycine residues (shown as triangles) 88
Number of proline residucs 20
Total number of residues 871
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Figura 10. A) Estructura dimérica de NTHiENO obtenida por SWISS-MODEL y visualizada por
Chimera. La representacion de la estructura 3D se muestran en hélices alfa y laminas beta. Los colores
gris oscuro y gris claro representan la cadena A y la cadena B respectivamente (ambos tienen la misma
secuencia); mientras que el color cian representa la region de unién putativa al colageno (72-139), que es
equivalente a los residuos de aminoacidos 73-140 de la enolasa de Lactobacillus plantarum, identificada
como region de unién al colageno tipo |. B) Analisis grafico de Ramachandran del modelo tedrico del
dimero de NTHIiENO. Todos los residuos, excepto Gly y Pro, se muestran como puntos cuadrados
ubicados en las regiones mas favorecidas (91,4 % en el area roja), regiones adicionales permitidas (7,6 %
en el area amarilla oscura), regiones generosamente permitidas (0,5 % en el area amarilla clara), y
regiones no permitidas (0,4% en el area blanca). C) Analisis por ProSA (el punto negro representa el Z-
score del modelo (-9,05) para NTHIENO. D) Grafico de puntaje QMEAN normalizado que muestra el valor
Z- score >1 y la posicion del modelo de NTHIENO (estrella roja) en el conjunto de estructuras PDB
utilizadas para la evaluacion. Los puntajes de la calidad global: rojo (peor) y azul (mejor).
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9.11. Acoplamiento molecular de NTHIENO- Colageno

Los colagenos se componen de tres cadenas polipeptidicas, llamadas cadenas aq,
enrolladas en una triple hélice (Ricard-Blum, 2011) el colageno tipo | se compone
tipicamente de dos cadenas a1 y una cadena a2 (Rossert & de Crombrugghe, 2002),
mientras que el colageno tipo Ill es un homotrimero que contiene tres cadenas a1
(Nielsen & Karsdal, 2016). En la base de datos PDB, las tres cadenas a de ambos
colagenos se identifican como cadenas A, B y C. Sin embargo, en este estudio, para
diferenciarlas de las cadenas Ay B de NTHIENO, asi como diferenciarlas entre ellas, se
decidié renombrarlas como: cadena D (a 1), cadena E (a 17) y cadena F (a 2) para Cin |
y cadena D (a 1), cadena E (a 1°) y cadena F (a 17") para Cin Il

El programa HDOCK se utilizé para buscar y analizar las posibles poses de unién entre
NTHIENO y colageno en el espacio 3D. Para NTHIENO-CIn |, se consideraron los
primeros 10 mejores resultados de acoplamiento, y observamos que las posiciones de
unidn entre ambas proteinas eran muy similares entre si; es decir, se mantuvieron los
residuos presentes en la region de la interfaz en la mayoria de los casos, tanto para
NTHIENO como para Cin I; solo que en algunas predicciones, en la region de la interfaz
participaron principalmente los residuos de la cadena A, y en otras predicciones, se
identificaron los mismos residuos, pero de la cadena B del homodimero NTHIENO; es
decir, la zona de contacto permanecio en la misma region para ambas proteinas en al
menos el 50% de los modelos analizados. El modelo mas optimizado se selecciond en
funcidén de la mejor puntuacidén de energia de acoplamiento, que fue de -249,7. En el
caso de las poses de union entre el complejo NTHIENO-CIn Ill, también se consideraron
los primeros 10 mejores resultados de acoplamiento. La mejor puntuacion de energia de
acoplamiento fue —213,22, por lo que se seleccion6 este modelo.

Estos modelos se visualizaron en Chimera, en ambos modelamientos las proteinas
exhibieron complementariedad de superficie y el motivo putativo de union a colageno de
NTHIENO esta presente en el area de la interfaz (Figuras 11 Ay 11 B). El area de interfaz

en A? fue mayor con ClIn | que con Cin ll, los resultados se muestran en la tabla 5.
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Ademas, los resultados obtenidos por Prodigy mostraron una afinidad de union
(Kcal/mol) de -10.0 y -5.2, y una Kd (M) a 37.0 °C, de 8.7 x 108y 2.3 x 104, paraCIn | y

ClIn Il respectivamente.

A)

Figura 11. Modelos de interaccion del complejo NTHIENO-Colageno por HDOCK. Las interacciones
entre proteinas se muestran como representaciones de superficie. A) NTHIENO-CIn I; el homo dimero de
NTHIENO se muestra en gris oscuro (cadena A), gris claro (cadena B); la region putativa de union al
colageno para ambas cadenas se muestra en color cian, y la triple hélice de CIn | (7CWK) se muestra en
rosa (cadena a 1), azul (cadena a 1°) y verde (cadena a 2). B) Las interacciones de NTHIENO-CIn Ill se
muestran como representaciones de superficie. EIl homo dimero de NTHIENO en el mismo orden que “A”
y la triple hélice de Cin Ill (6AOA) se muestra en rosa (cadena a 1), azul (cadena a 1°) y verde (cadena a
17).

Tabla 5. Resultados resumidos de las interacciones NTHIENO-CIn |.

Cadenas No. de Area de No. de No. de No. de No. de

NTHIiENO-Cin | Residuos interfaz Puentes Puentes Puentes de Enlaces
enla (A?) salinos  Disulfuro Hidréogeno Débiles
Interfaz

A-D (al) 2:2 142:164 | 1 - - 5

A-E (a I) 10:9 423:476 | - - - 73

A-F (a 2) 6:5 364:394 | - - 1 36

B-D (al) 10:6 408:511 | - - 1 37

B-E (al) 3:1 105:146 | - - 2 18

B-F (a2) 6:3 212:294 | - - - 25
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9.12. Residuos involucrados en la interaccion NTHIENO- Cin |

Con la finalidad de evaluar el tipo de interacciones y los principales residuos involucrados
en la union de NTHIENO y Cin |, se analizé el modelo de acoplamiento utilizando la
plataforma PDBsum. Los resultados mostraron que NTHIENO y Cin | presentaron
estabilidad conformacional generada por puentes de hidrégeno, puentes salinos y otras
fuerzas intermoleculares ejercidas por multiples residuos de ambas proteinas. En los
analisis, tres residuos importantes en el homodimero de NTHIENO fueron identificados
como esenciales para la interaccion a través de la formacion de cuatro puentes de
hidrogeno correspondientes a TYR235 (cadena A), ASN72 y ASN73 (cadena B) y tres
residuos de CIn | GLN10 (cadena a1), ARG11 (cadena a1”) y HYP20 (cadena a2), estos
residuos se muestran en la estructura 3D del acoplamiento NTHIENO-CIn |, donde se
identifico que los residuos ASN72 y ASN73 de la cadena B pertenecen al motivo putativo
de union al colageno (Figura 12 A). Ademas de los cuatro puentes de hidrogeno, se
identifico la presencia de un puente salino y 194 enlaces débiles que estabilizan la
interaccidon entre ambas proteinas (Figura 12 B, C). El resumen de los datos se muestra
en la Tabla 5.
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Figura 12. Modelo de interaccion del complejo NTHiENO-CIn I. A) NTHIENO se muestra en gris oscuro
(cadena A) y gris claro (cadena B), mientras que el color cian representa el motivo de unién a colageno
(72-139). La triple hélice de CIn | (7CWK) se muestra en rosa (cadena D), azul (cadena E) y verde (cadena
F), equivalentes a las cadenas a1, a1” y a2, respectivamente. Los residuos involucrados en la formacion
de puentes de hidrégeno se representan como barras de color purpura (enolasa) y amarillo (Cin 1). B) Ala
izquierda, grafico de interaccion en PDBsum para el complejo NTHIENO (cadena A)-Cin | (cadenas o,
a1’y a2). C) A la derecha, grafico de interaccion en PDBsum para el complejo NTHIENO (cadena B)-Cin
| (cadenas a1, a1’ y a2). Los residuos se muestran en diferentes colores segun sus propiedades, y las
lineas de colores que unen estos residuos representan el tipo de interaccion entre ellos. Para enlaces
débiles, el ancho de la linea rayada es proporcional al nimero de contactos atémicos. El detalle de cada
tipo se muestra en la parte inferior de la figura.
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9.13. Residuos involucrados en la interaccion NTHIiENO- Cin Il

Para la interaccion de NTHIENO y Cin lll, el analisis mostré que la union de ambas
proteinas esta mediada por tres puentes de hidrogeno y 186 enlaces débiles (Figura 13
B, C), los resultados resumidos se muestran en la tabla 6. En este analisis también se
identificaron tres residuos importantes de NTHIENO, para la formacién de tres puentes
de hidrégeno correspondientes a LEU130, TYR131 y VAL32 de la cadena B y tres
residuos de Cin Il correspondientes a HYP23, HYP26 y HYP29 de la cadena a1’. Estos
residuos se localizan en la estructura 3D del acoplamiento NTHIENO-CIn Ill, donde se
observa que los residuos LEU130 y TYR131 de la cadena B pertenecen al motivo

putativo de union al colageno (Figura 13 A).

Tabla 6. Resultados resumidos de las interacciones NTHIENO-CIn lll.

Cadenas No. de Areadela No. de No. de No. de No. de
NTHIiENO-CIn Il Residuos Interfaz Puentes Puentes Puentes de Enlaces
enla (A?) Salinos Disulfuro Hidrégeno Débiles
Interfaz
A-D(al) 4:2 145:190 - - - 17
AE(al) 2:1 67:91 - . - 9
A-F(al”) 5:5 228:285 - - - 30
B-D(al) 9:4 292:430 - - - 61
B-E(al’) 10:6 325:412 - - 3 68
B-F(aul’) 1:1 38:37 - - - 1
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Figura 13. Modelo de interaccion del complejo NTHiENO-CIn lll. A) NTHIENO se muestra en gris
oscuro (cadena A) y gris claro (cadena B), mientras que el color cian representa el motivo de unién a
colageno (72-139), la triple hélice de Cin 11l (6A0A) se muestra en rosa (cadena D), azul (cadena E) y verde
(cadena F), equivalentes a las cadenas a1, a1’ y a1’ respectivamente. Los residuos involucrados en la
formacion de puentes de hidrégeno se representan en color purpura (enolasa) y amarillo (Cin 111). B) A la
izquierda, grafico de interaccion por PDBsum para el complejo NTHIENO (cadena A)-Cin Il (cadenas a1,
a1l y a1”). C) A la derecha, grafico de interaccion por PDBsum para el complejo NTHIENO (cadena B)-
Cin lll (cadenas a1, a1’y a17"). Los residuos se muestran en diferentes colores segun sus propiedades, y
las lineas de colores que unen estos residuos representan el tipo de interaccién entre ellos. Para enlaces
débiles, el ancho de la linea rayada es proporcional al nimero de contactos atémicos. El detalle de cada
tipo se muestra en la parte inferior de la figura.
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9.14. Interaccién de rEnoHi- Colageno

Una vez que identificamos el tipo de interacciones y los posibles residuos de NTHIENO
que podrian participar en la union al colageno humano tipo | y tipo lll, el siguiente objetivo
era demostrar si tales interacciones podian observarse en ensayos in vitro. Para realizar
estos ensayos se utilizé colageno tipo | purificado de cola de raton y colageno tipo Il de
rindn bovino, los cuales fueron donados por el Dr. José Luis Rosales Encina, adscrito al
Departamento de Infectdmica y Patogénesis Molecular del CINVESTAV-IPN.

Se utilizo el analisis de transferencia Far-Western para estudiar la unién proteina-
proteina. Cin | (cola de raton), Cin Il (riidn bovino) y rEnoHi se migraron en un SDS-
PAGE al 7,5 %. Se observo el patrén esperado en cada una de las cadenas
polipeptidicas individuales de colageno, y una sola banda para rEnoHi purificada, con un
peso aproximado de 52 kDa (Figura 14 A). Las proteinas se electrotransfirieron a una
membrana de nitrocelulosa, se bloqued y posteriormente se incub6 con rEnoHi. La
interaccion rEnoHi-Cin 'y Cin 1l se identifico utilizando anticuerpos policlonales de raton
anti-rEnoHi. Los resultados mostraron dos sefales, una correspondiente al peso de la
cadena a1 de CIn |, y otra banda correspondiente al peso de rEnoHi, que se utiliz6 como
control positivo. Para Cin Il no se visualizé sefial de union (Figura 14 B), esto indica que
rEnoHi se une principalmente al colageno tipo | y que la interaccion puede ser mediada
principalmente por la cadena a |; este ensayo se replicé en experimentos independientes
y la sefal de interaccion permanece constante con la cadena a1 de Cin | (Figura 14 C).
No se detecto sefial de union a CIn | cuando la membrana se incub6é con BSA como

control negativo (Figura 14 D)

Finalmente, los resultados obtenidos en los ensayos ELISA, mostraron que rEnoHi se
unio significativamente a CIn | de manera dependiente de la concentracion, en
comparacion con el control negativo (caseina), mientras que la interaccion con Cin Il no

tuvo diferencia significativa con respecto al control negativo (Figura 15).
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Figura 14. Identificacion de la interaccion de rEnoHi a colageno mediante Far Western Blot. A)
Migracioén de proteinas en SDS-PAGE 7,5%. MP: marcador de peso; Carril 1: Cin lll; Carril 2: CIn |; Carril
3: rEnoHi. En la imagen, las bandas correspondientes a las diferentes cadenas o se identifican en Cin 11l
y CIn |, las bandas no marcadas representan oligobmeros de las cadenas a (patrén caracteristico de las
colagenas | y ll1). B) Inmunodeteccion de la interacciéon rEnoHi-colageno utilizando anticuerpos policlonales
anti-rEnoHi como primer anticuerpo, y como segundo anticuerpo un anti-ratén 1gG acoplado a fosfatasa
alcalina. MP: marcador de peso; Carriles 1: CIn lll; Carril 2: interaccion rEnoHi-Cin | (a1); Carril 3: rEnoHi
(control positivo) C) Identificacion de la interaccidon de rEnoHi a colageno. Las proteinas se migraron en
SDS-PAGE (12%) y se electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa (mismo orden que la figura
A. D) Control negativo, la membrana solo se incub6 con BSA. MP: marcador de peso; Carril 1: Cin [I; Carril
2: rEnoHi. La unica sefal observada corresponde a rEnoHi (52,0 kDa).
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Figura 15. Identificacion mediante ELISA de la interaccion de rEnoHi con colageno. Las placas ELISA
se recubrieron con 1,0 pg/pozo de Cin [, Cin Ill o caseina (control negativo) diluida en 100 uL de PBS. Se
utilizaron concentraciones crecientes de rEnoHi (0,01-1,0 ug/pozo) como se indica en el grafico. La
interaccion se cuantificé usando anticuerpos policlonales anti-rEnoHi como primer anticuerpo y anti-ratén
IgG conjugado con a HRP como anticuerpo secundario. Los resultados muestran que la interaccion entre
rEnoHiy CIn | es dependiente de la concentracion, mientras que la interaccion con Cin Ill no tuvo diferencia
significativa (ns) con respecto al control negativo. Los datos representan la desviacion estandar media +
SD de tres experimentos independientes. (* p < 0,1): CIn 1 VS Caseina y Cin llI; (ns): Cin Ill VS Caseina.
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9.15. Acoplamiento molecular de NTHIENO- Fibronectina

Se utilizé HDOCK para buscar y analizar las posibles poses de unidén entre NTHIENO y
fibronectina (PDB ID 3M7P) en el espacio 3D. Para NTHIENO-FN, se consideraron los
primeros 10 mejores resultados de acoplamiento. El modelo mas optimé se selecciono
en funcion de la mejor puntuacién de energia de acoplamiento, que fue de -222,5.

El modelo se visualizd6 en Chimera (Figura 16), ambas proteinas exhibieron
complementariedad de superficie. Ademas, los resultados obtenidos por Prodigy
mostraron una afinidad de union (Kcal/mol) de -12,5 y una Kd (M) a 37.0 °C, de 1.9x10°

Figura 16. Modelos de interaccion del complejo NTHIiENO-Fibronectina por HDOCK. Las
interacciones entre proteinas se muestran como representaciones de superficie. EI homo dimero de
NTHIENO se muestra en gris oscuro (cadena A), gris claro (cadena B) y Fibronectina (3M7P) en morado.

9.16. Residuos involucrados en la interaccion NTHIiENO- Fibronectina

Para la interaccion de NTHIENO y FN el analisis mostré que la unién de ambas proteinas
esta mediada por seis puentes de hidrégeno, un puente salino y 147 enlaces débiles. En
este analisis también se identificaron los residuos importantes de NTHIENO, para la

formacion de seis puentes de hidrégeno correspondientes a SERS7, LYS56 (cadena A)
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y ARG419, LYS195, ASP311, GLY364 (cadena B) y los residuos de FN correspondientes
a ASP107, ASP137, GLN84, ASN146, GLN187, GLN252 (Figura 17 A, B). Los resultados

resumidos se muestran en la tabla 7.
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Cadena A

Figura 17. Modelo de interaccion del complejo NTHIENO-FN. A) NTHIENO se muestra en gris oscuro
(cadena A) y gris claro (cadena B), mientras que el color morado representa a fibronectina (3M7P). Los
residuos involucrados en la formacion de puentes de hidrogeno se representan en color rojo (enolasa) y
amarillo (FN). B) A la izquierda, grafico de interaccion por PDBsum para el complejo NTHIENO (cadena
A)-FN (cadena C). C) A la derecha, grafico de interaccion por PDBsum para el complejo NTHIENO (cadena
B)-FN (cadena C). Los residuos se muestran en diferentes colores segun sus propiedades, y las lineas de
colores que unen estos residuos representan el tipo de interaccion entre ellos. Para enlaces débiles, el
ancho de la linea rayada es proporcional al numero de contactos atomicos. El detalle de cada tipo se
muestra en la parte inferior de la figura.
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Tabla 7. Resultados resumidos de las interacciones NTHIENO-FN.

Cadenas No. de Areadela No. de No. de No. de No. de
NTHIiENO- Residuos Interfaz Puentes Puentes Puentes Enlaces
FN enla (A?) Salinos  Disulfuro de Débiles
Interfaz Hidrégeno
A-C 3:6 234:165 1 - 2 22
B-C 21:20 1242:1284 - - 4 125

9.17. Interaccion de rEnoHi con Fibronectina

Una vez que identificamos el tipo de interacciones y los posibles residuos de NTHIENO
que podrian participar en la unién con la fibronectina se prosiguio a realizar los ensayos
in vitro. En este caso no se realizaron los ensayos de Far Western Blot debido a que
teniamos muy poca concentracion de fibronectina, pero si se logré evaluar la interaccion
mediante ELISA. Los resultados obtenidos mostraron que rEnoHi se une
significativamente a FN y esta interaccién mostr6é ser dependiente de la concentracion

de FN en comparacion con el control negativo (Figura 18).

Interacciéon rEnoHi-Fibronectina
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Figura 18. Identificacion de la interaccion de rEnoHi a FN mediante ELISA. Las placas ELISA se
recubrieron con 1,0 pg/pozo FN o caseina (control negativo) diluida en 100 pyL de PBS. Se utilizé rEnoHi
con varias concentraciones crecientes (0,01-1,0 ug/pozo) como se indica en el grafico. Los resultados
muestran que la interaccion entre rEnoHi y FN es dependiente de la concentracion. Los datos representan
la desviacion estandar media + SD de tres experimentos independientes. (* p < 0,001): FN VS Caseina.

56



CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA INMUNE DE LA ENOLASA DE H.

influenzae

9.18. Prediccién de epitopos para células By T y su asociacién a los HLA

La secuencia de NTHIENO se analiz6 con diferentes programas bioinformaticos con la
finalidad de identificar epitopos para activar a linfocitos B y linfocitos T citotoxicos (CTL),
tal como se describe en el trabajo previo de maestria (Osorio Aguilar 2018), sin embargo,
en este caso se realizd un analisis mas riguroso en donde se incluyeron todos los
supertipos de HLA disponibles en el servidor NetCTL 1.2. Los ensayos bioinformaticos
predijeron la presencia de 10 epitopos lineales de células B y 13 epitopos de CTL que
se conservan en varios alelos de los supertipos del HLA (Figura 19). Adicionalmente, los
13 epitopos de CTL se examinaron para determinar la presencia de sitios de escision
proteasomal utilizando el programa NetChop 3.1. Todos los epitopos mostraron varios
sitios de escision para ser procesados por el proteosoma. Por otra parte, también se

observo que cuatro epitopos de células B se sobrelapan con epitopos de CTL (tabla 8).

Tabla 8. Epitopos de CTL para diferentes supertipos de HLA predichos en NTHIENO

No. De Secuencia Supertipo HLA  Superposicion con el Sitios de escision
péptido peptidica epitopo B proteosomal
1 HLEGGFVGL A26, B39, B44 No Si (2 sitios)
2 ASTGSREAL B7, B39 Si Si (4 sitios)
3 RFLGKGVLK A3, B27, B29 Si Si (4 sitios)
4 SNFGANAIL A2, B39, B58 No Si (2 sitios)
5 PREGUNTAR A1, A3, A26, B7, No Si (3 sitios)
B58, B62
6 ELNGTAGVY A1, A26, B44, No Si (3 sitios)
B62
7 GAKTLREAL B7, B8, B58 No Si (3 sitios)
8 EVFHNLAKV A26, B8, B44 No Si (4 sitios)
9 EAVEKAGYV A26, B7, B39 No Si (3 sitios)
10 YVLGKDUTL A2, B8, B39, B62 No Si (5 sitios)
11 FTSQEFTHY A1, A26, B39, Si Si (4 sitios)
B44, B58, B62
12 ESDWEGFAY A1, A26, B44, Si Si (2 sitios)
B58
13 LTETLAAIK A1, A2, A3, B44 No Si (4 sitios)
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Figura 19. Prediccion de epitopos de células T y B, en la secuencia de NTHIENO. Se muestran la
region del gen codificante para NTHIENO y su traduccion a proteina; los epitopos lineales para células B,
se encuentran subrayados; los epitopos para CTL se muestran sombreados en color gris. Un asterisco
indica los aminoacidos involucrados en el sitio catalitico de la enolasa (H 159, E 209 y K 394), con un signo
“+” el aminoacido involucrado en la uniéon a Mg %*, y el motivo putativo de union a Plg se muestra en un

recuadro.
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9.19. Prediccion de antigenicidad y alergenicidad de NTHIENO

Los resultados de prediccion de antigenicidad de NTHIENO por Vaxiden v.2,0, mostraron
un valor de 0,4828, categorizandolo como un probable antigeno; a su vez, AllergenFP

v.1,0, la clasifica como una proteina no alergénica.
9.20. Identificacion de sitios de unién a ARN extracelular (exARN)

Recientemente, se ha demostrado en la enolasa de S. pneumoniae |la presencia de seis
sitios de unidén a exRNA; ademas, estos motivos son importantes para la adhesion y su
internalizacion en diferentes células (Zakrzewicz et al., 2016). Por lo tanto, en este
estudio, en la secuencia de NTHIENO se identificaron los sitios putativos de unién a
exRNA. NTHIENO muestra cinco de los seis sitios de union hacia exRNA con una
identidad entre 44 y 85% (tabla 9); lo que es mas importante, conservaron aminoacidos
con carga positiva (lisina y arginina) presuntamente implicados en la interaccion con
exRNA. Solamente un motivo no estaba presente en NTHIENO correspondiente al
motivo 432 LKK 434, ubicado en Ila region C-terminal de laenolasa de S.
pneumoniae. Aunque se desconoce si H. influenzae interactua con el exRNA, existe la
posibilidad de que la enolasa de H. influenzae pueda interactuar con el exRNA derivado
del hospedero, favoreciendo la adhesion a las células del mismo. Sin embargo, se

requieren estudios experimentales para verificar esto.

Tabla 9. Motivos putativos de union a exRNA identificados en NTHIENO

No. de % de H influenzae S. pneumoniae
motivo identidad

1 44% 58 RFLGKGVLK 66 58 RIGGGLGTQK 66

2 50% 103 KSNFGA 108 103 KGKLGA 108

3 60% 191 HNLAKVLKSKGMSTA 205 187 HALKKILKSRGLETA 201

4 66.67% 310 GDRVAQL 315 310 GKKVAQL 315

5 85.71% 400 RSDRIAK 406 400 RTDRIAK 406

6 432 LKK 434

(%) porcentaje de homologia con respecto a los sitios de unidon a exRNA en S. pneumoniae
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9.21. Obtencién de anticuerpos policlonales en modelo murino

Con la finalidad de obtener anticuerpos policlonales contra rEnoHi ratones BALB/C
fueron inmunizados con 20 pg de rEnoHi emulsificada con adyuvante completo de
Freund, seguida de tres refuerzos cada 7 dias con la misma dosis emulsificada con
adyuvante incompleto de Freund, en relacion 1:1. Al dia 45 los ratones fueron sangrados
para obtener el suero hiperinmune. La inmunizacién con rEnoHi, generd titulos de
anticuerpos mayor a 1:80,000, tanto en ensayos de Western-Blot como en ensayos de

ELISA (Figura 20 A, B), lo que indica una fuerte reactividad y antigenicidad de rEnoHi.
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Figura 20 A) Inmunodeteccion mediante Western-Blot de rEnoHi (52 kDa.) con anticuerpos
policlonales anti rEnoHi. Carril 1: Suero pre inmune; Carril 2: dilucién 1:1,000; Carril 3: dilucién 1:10,000;
Carril 4: dilucién 1:20,000; Carril 5: dilucion 1:40,000; Carril 6: dilucion 1:60,000; Carril 7: dilucién 1:80,000,
la deteccién de rEnoHi con las diferentes concentraciones de Acs policlonales esta indicada con una flecha.
B) Deteccion por ELISA del titulo de anticuerpos en ratones inmunizados con rEnoHi. Los datos
representan el valor promedio de tres experimentos independientes (p< 0,001): PBS VS Anti-rEnoHi.

9.22. Identificacién de la enolasa nativa de H. influenzae

Una vez que confirmamos el reconocimiento de los anticuerpos policlonales por la
enolasa recombinante, ahora teniamos que identificar si los Ac reconocian a la enolasa
nativa de H. influenzae . De tal manera que, extractos de proteinas totales, asi como

enriquecidos de proteinas de membrana de diferentes aislados clinicos de H. influenzae

60



(serotipo b y cepas no tipificables), fueron migradas en un SDS-PAGE al 12% (Figura 21
A), posteriormente se electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa y la deteccidn
se realizdé con el uso de los anticuerpos policlonales anti-rEnoHi generados; estos Ac
mostraron alta especificidad al reconocer a la enolasa nativa, de las diferentes cepas de
H.influenzae, la cual se identific6 con un peso aproximado de 46 kDa, peso
correspondiente a lo reportado en la bibliografia y a la recombinante con un peso de 52
kDa (Figura 21 B); el aumento de peso de aproximadamente 6 kDa en rEnoHi,
corresponde a la etiqueta de histidinas fusionada al extremo N-terminal, una secuencia
estabilizadora de transcripcion del gen 10 del fago T7, el epitopo Xpress™ y la secuencia
de reconocimiento de escision de la enteroquinasa, las cuales se encuentran rio arriba

del inserto de ADN y son codificadas por el plasmido (Osorio Aguilar, 2018).
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Figura 21 Identificacion de la enolasa nativa de H. influenzae. A) SDS-PAGE 12% de extractos de
proteinas totales de H. influenzae. B) Inmunodetecciéon mediante Western-blot de la enolasa nativa
de H. influenzae (46 kDa.) MP: marcador de peso molecular; Carriles 1-4: Proteinas totales de
HibBUAPNAN, HIbATCC33, HINTBUAP96 y HINTBUAPPAU, respectivamente; Carriles 5-8: enriquecidos
de proteinas de membrana, mismo orden; Carril 9: rEnoHi (52 kDa), con anticuerpos policlonales anti-
rEnoHi.
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9.23. Identificacion del isotipo de anticuerpos generados por rEnoHi.

Por otra parte, se determiné el isotipo de anticuerpos estimulados por rEnoHi, donde
obervamos que, los anticuerpos policlonales son principalmente los de la clase IgG1 e
IgG2a, seguido de IgG2b, IgG3, IgA e IgM (Figura 22); sin embargo, se observo una
diferencia significativa de los niveles de IgG1 con respecto a IgG2a y el resto de los
isotipos.
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Figura 22. Isotipo de anticuerpos generados en ratones inmunizados con rEnoHi. Grafica que
muestra los valores de DO para los diferentes isotipos en un grupo de cuatro ratones. Los valores
representan el promedio del ensayo por triplicado + DS. La diferencia significativa fue detectada por la
comparacion entre los diferentes grupos: (*P<0,001) Preinmune VS IgG1, 1gG2a, 1gG2b, 1gG3, IgA e IgM;
(*P<0,001) IgG1 VS IgG2a, IgG2b, IgG3; (*P<0,01) IgG2a VS IgG2b, IgG3; ns: no significativo.
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9.24. Determinacion de Ac opsonizantes

Una vez determinado el isotipo de anticuerpos, ahora lo que nos interesaba identificar
era los anticuerpos opsonizantes. Para esto, los anticuerpos policlonales contra rEnoHi,
fueron sometidos a un tratamiento con calor para inactivar a las proteinas del
complemento, y para que, de esta manera, solo detectaramos los anticuerpos con
actividad opsonizante, tal como lo describe (Pablo et al., 2018). Estos ensayos se
realizaron mediante inmunofluorescencia indirecta, en donde se utilizé como anticuerpo

secundario un anticuerpo anti-ratén IgG(H+L) hecho en cabra acoplado a FITC.

Los anticuerpos opsonizantes mostraron reactividad con la enolasa superficial de las
cepas HINTBUAP96 y HIbBUAPNAN, el marcaje se observa punteado y con baja
intensidad de fluorescencia (Figura 23 y 24 A), con respecto a las muestras en donde se
utilizé el suero sin tratamiento de calor (Figura 23 y 24 B). Se observé mayor intensidad
en la fluorescencia en los controles positivos donde se utilizaron anticuerpos totales
contra H. influenzae, y ninguna sefal fue observada cuando las muestras que fueron

incubadas con el suero preinmune como control negativo (Figuras 23 y 24 D).
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Figura 23. Determinacion de anticuerpos opsonizantes contra HINTBUAP96 mediante
epifluorescencia (Marcaje con FITC). A) Anticuerpos opsonizantes anti-rEnoHi. B) Anticuerpos anti-
rEnoHi (suero sin tratamiento de calor). C) Control positivo (anticuerpos totales contra H. influenzae). D)
Control negativo (suero preinmune).
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A)

Anticuerpos opsonizantes anti-rEnoHi Anti-rEnoHi

C) D)

Control + Control -

Figura 24. Determinacion de anticuerpos opsonizantes contra HibBUAPNAN mediante
epifluorescencia (Marcaje con FITC). A) Anticuerpos opsonizantes anti-rEnoHi. B) Anticuerpos anti-
rEnoHi (suero sin tratamiento de calor). C) Control positivo (anticuerpos totales contra H. influenzae). D)
Control negativo (suero preinmune).
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10. DISCUSION

H. influenzae coloniza exclusivamente la nasofaringe humana (Watts & Holta, 2019). La
bacteria se clasifica en seis serotipos capsulares (a—f) y cepas no tipificables (NT). H.
influenzae es una de las principales bacterias patdgenas que causan enfermedades
invasivas (N et al., 2018) y sigue siendo una causa frecuente de enfermedad local, como
otitis media, en los nifios de todo el mundo (S et al., 2020)

En los paises desarrollados, la incidencia anual de meningitis causada por bacterias es
de aproximadamente 5 a 10 casos por cada 100, 000 habitantes (Zarei et al., 2016),

Uno de los patégenos habituales hasta antes de que surgiera la vacunacion, era el
serotipo b, pudiendo provocar muchas infecciones graves, como sepsis, epiglotitis,

neumonia y meningitis (Bruce et al., 2008).

Por otra parte, NTHi es una de las principales causas de infecciones del tracto
respiratorio, incluida la otitis media aguda (OMA), la fibrosis quistica y la neumonia
adquirida en la comunidad entre los nifios, especialmente en los paises en
desarrollo. También se sabe que la bacteria causa bronquitis créonica y EPOC en el tracto
respiratorio inferior de los adultos (Behrouzi et al., 2017). Ocasionalmente, NTHi se ha
aislado del tracto urogenital y se asocia con endometriosis, cervicovaginitis y otras
infecciones urogenitales; ademas, estas cepas pueden ocasionar sepsis neonatal (St.
Geme, 2000); (Puig et al., 2014).

Otros serotipos son patdogenos poco comunes y se cree que tienen baja virulencia; sin
embargo, algunos han planteado la hipotesis de que con la disminucion de infecciones
causadas por H. influenzae tipo b debido a la vacunacion [vacuna especifica contra este
serotipo, debido a que esta compuesta por el polisarido capsular fosfato de
polirribosilribitol (PRP)], otros serotipos podrian adquirir caracteristicas de virulencia y
emerger como patogenos importantes (Adderson et al., 2001). Tal como se describe en
estudios recientes, se ha informado un aumento en la incidencia de infecciones invasivas
causadas por cepas no Hib (Langereis & De Jonge, 2015). En un estudio realizado en el
periodo 2002-2013 en Bogota, Colombia, se aislaron cepas de H. influenzae de

enfermedades invasivas. El 50,5% provinieron de pacientes con meningitis, el 23,5%
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pacientes con neumonias, el 19,5% pacientes con sepsis y bacteriemia, el 2,0%
pacientes con otros tipos de infecciones, y el 4,5% sin datos. Donde se reporta que el
serotipo predominante fue Hib (40,5%), seguido de NTHi (38,0%), Hia (17,5 %), Hid (2,0
%), Hif (1,5 %) y Hie (0,5 %) (Rodriguez et al., 2015).

A pesar de una marcada reduccion en la enfermedad invasiva general de H. influenzae
después de la vacuna contra el serotipo b, las cepas no tipificables continuan causando
complicaciones invasivas como meningitis y bacteriemia, sobre todo en individuos
inmunocomprometidos. De manera preocupante, diversos estudios en varias
poblaciones posteriores a la vacunacion han observado un aumento constante de las
tasas de incidencia invasiva por NTHi. En los Estados Unidos, NTHi es la causa mas
comun de enfermedad invasiva por H. influenzae, durante el ano 2008 al 2019, la
incidencia anual promedio de NTHi fue de 1,3/100,000 habitantes y en general,
5,8/100,000 en nifios menores de 1 afo y 10,2/100,000 en adultos mayores de 80 afios
(Oliver et al., 2023), En México, en 2011 Solérzano-Santos y colaboradores realizaron
un estudio transversal, que incluy6é a 573 nifios menores de cinco afios. En donde se
report6 88 aislamientos de H. influenzae: en 7/573 (1.2 %) se aislo a Hib, en 3/573 (0.5
%) a Hia, c, d, fy en mayor porcentaje se aislé a NTHi con 78/573 (13.6 %) (Solérzano-
Santos et al., 2011).

La aparicién de cepas virulentas no tipificables enfatiza la importancia de desarrollar
nuevos objetivos de intervencion, lo que destaca la importancia de investigar los
mecanismos de invasividad en cepas con ausencia de capsula (Kress-Bennett et al.,
2016).

Es importante mencionar que la vigilancia continua es fundamental para todas las
infecciones por H. influenzae, ya que como lo describimos antes, los serotipos no b y las
cepas no tipificables pueden convertirse en la principal causa de enfermedades invasivas
(Roaa et al., 2016). La falta de una vacuna que genere proteccion contra todos los
serotipos y cepas no tipificables promueve la busqueda de nuevos antigenos con

potencial inmunogénico contra esta bacteria.
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La enolasa forma parte de un gran repertorio de proteinas multifuncionales y es un
objetivo de estudiarse como potencial inmunogeno para ser utilizado como vacuna, ya
que se ha informado que esta proteina es esencial para la virulencia in vivo de algunos
patdgenos, por lo cual se han reportado estudios en modelos bacterianos y parasitarios,
cuyos resultados han sido prometedores en una gran medida contra patdégenos
humanos, responsables de infecciones graves que amenazan la vida (Rahi et al., 2018).

En este contexto, hay reportes donde se describe que la enolasa de muchos patégenos
puede facilitar su invasion y diseminacién en los hospederos a través de la unién y
activacion del plasmindgeno y su posterior conversidon en plasmina activa (S. Bergmann
et al., 2001); (Simone Bergmann et al., 2003); (Agarwal et al., 2008); (Kornblatt et al.,
2011). Por lo que en este estudio se determiné el papel de la enolasa como proteina de
union al plasminégeno humano y componentes de la matriz extracelular, asi como
determinar su papel como inmundégeno para ser considerado un candidato vacunal

contra cepas tipificables y no tipificables de H. influenzae.

En un estudio previo demostramos que la enolasa de H. influenzae esta asociada a la
membrana externa de la bacteria y que las enolasas de cepas tipificables y no tipificables
tienen una identidad del 99,54 %. Esto podria indicar que el cambio entre la secuencia
de aminoacidos no es significativo. Ademas, se identificé un motivo putativo para la union
al plasminogeno (252 FYNKENGMY 260) y se encontro que estaba presente en las
enolasas de todas las cepas de H. influenzae. En el analisis de alineamiento se observo
que este motivo es similar a un motivo interno responsable de la union al
plasmindégeno. Este motivo ha sido bien caracterizado en la enolasa de S.
pneumoniae (248 FYDKERKVY 256) (Simone Bergmann et al., 2003), y otros
organismos, como L. mexicana (Vanegas et al., 2007) y B. henselae (Deng et al., 2019),
con porcentajes de homologia de 53,8%, 46,15% y 38,36%, respectivamente (Figura 8
A). En este estudio, las interacciones moleculares de NTHIENO con el plasminégeno del
hospedero, simuladas por PatchDock, mostraron que ambas proteinas presentaron
complementariedad de superficie, encontrandose el motivo putativo de union a Plg
(252 FYNKENGMY 260) en la region de interfaz (Figura 7). Se observaron resultados

similares en el caso de B. henselae y Trichinella spiralis (Deng et al., 2019), (P. Jiang et
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al., 2019). La estructura de NTHIENO se sometio a una evaluacion de calidad mediante
el analisis grafico PROCHECK Ramachandran, que muestra que las conformaciones de
la cadena principal para el 99,7% de los residuos de aminoacidos se encuentran dentro
de las regiones mas favorecidas o permitidas (Figura 6 B). El valor QMEAN normalizado
para el modelo fue de -0,10. Los valores de Z- scores de la calidad global alrededor de
0,0 reflejan una estructura similar a la nativa; como regla general, se habla de que un
valor Z- score de QMEAN por debajo de -4,0 indica un modelo de baja calidad (Benkert
et al., 2008); por lo tanto, nuestro modelo esta dentro del valor tipico de desviacion
estandar (Figura 6 C). Ademas, el valor pronosticado por ProSA de la puntuacion Z—
score de 8,47 esta dentro del rango de puntuaciones que normalmente se encuentran
para las proteinas nativas, y estos resultados respaldan la calidad del modelo (Figura 6
D).

Por otro lado, el valor de ACE de -101,54, la alta afinidad de unién (kcal/mol) de -21,3 y
el bajo valor de Kd (M) de 1,0 x 10 ® son resultados que muestran un buen modelo de
interaccidn predicho por PatchDock, y estos resultados confirman la calidad del modelo
predicho. Por lo tanto, planteamos la hipotesis de que ambas estructuras, tanto la
enolasa como Plg, presentan esta forma complementaria y que ppmHIENO esta presente
en la region interfaz, lo que sugiere que esta region de NTHIENO podria ser uno de los

principales sitios de unién con el plasminégeno humano.

La region N-terminal del plasmindgeno contiene cinco dominios kringle de 80
aminoacidos (K1-K5), que contienen sitios de union a lisina (Derbise et al., 2004). La
interaccion con la lisina conduce a un cambio conformacional, o que lo hace mas
susceptible a la escisidon por los factores activadores del plasmindégeno (Pas)
(Lahteenmaki et al., 2001) y asi pasar a su forma activa de plasmina.

Casi todos los dominios kringle se unen a lisina o ligandos similares a lisina. Las
interacciones con residuos de lisina ocurren en los dominios K1, 2, 4 y 5; K1 y K4 los
cuales exhiben las afinidades de ligando mas fuertes, mientras que K2 posee la afinidad
mas deébil (Menhart et al., 1993); (Marti et al., 1999); (Castellino & Ploplis, 2005);
(Bhattacharya et al., 2012). En la enolasa de T. spiralis (TSENO), se identificaron cuatro
residuos de lisina, que tienen un papel importante en la union al Plg, esto se demostro
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con un ensayo en donde los investigadores obtuvieron una cuadruple mutante de TSENO
(Lys90Ala + Lys289Ala + Lys291Ala + Lys300Ala), en el que los residuos clave de lisina
se sustituyeron por alanina; la mutante exhibi6é una reduccion en la union al Plg de casi
el 50 % (45,37 %) (P. Jiang et al., 2019).

Por otro lado, uno de los principales sitios de unidn a los dominios kringle del
plasminégeno, en las enolasas estudiadas en la mayoria de los organismos patégenos,
es la lisina C-terminal (Vanegas et al.,, 2007), como se observo en el caso de S.
pyogenes, S. pneumoniae (Derbise et al., 2004) y Mycobacterium tuberculosis (Rahi et
al., 2018). Sin embargo, mientras que en el caso de S. pyogenes las lisinas C-terminales
(dos lisinas), son importantes para la unién al Plg, para el caso de la enolasa
neumocadcica no es asi, ya que la union al Plg depende principalmente del motivo interno
de union de Plg denominado como BS2 (residuos 248-256), y el residuo de lisina C-
terminal no esta o solo estd minimamente involucrado (S. Bergmann et al., 2001);
(Candela et al., 2007). La enolasa de H influenzae carece de lisinas C-terminales; sin
embargo, tiene el sitio putativo de union de Plg interno (252 FYNKENGMY 260). Por lo
tanto, decidimos centrarnos en este motivo y someterlo a Blind Docking utilizando
AutoDock Vina, con el fin de identificar qué aminoacidos son clave para la interaccién
con los dominios kringle del plasminégeno.

Acorde a los resultados del acoplamiento molecular, las mejores poses con las energias
de enlace mas bajas y la formacidn de puentes de hidrégeno mostraron que pobmHIENO
(1 EFYNKENGMYE 11) tiene afinidad con los dominios kringle K2, K3 y K5, con una
afinidad de enlace Kcal/mol de -3,9, - 4,4 y -4,8, respectivamente (Figura 9 A, By C; tabla
2). Se identificaron tres residuos clave para la union del plasminégeno: uno de los
residuos de aminoacidos clave fue enoTYR 253, que se une a plgGLU 1 mediante la
formacion de un puente de hidrégeno. Aunque GLU 1 no se encuentra dentro de K2,
multiples residuos de plasminégeno ubicados en el dominio K2 ejercen otras fuerzas
intermoleculares que favorecen la interaccién. TYR 253 también participa en la
formacion de puentes de hidrogeno, pero en este caso, con plgGLY 310, ubicado en K3
de PIg. Los otros dos residuos clave que interaccionan con Plg fueron enoGLU 251y

enoLYS 255, que se unieron a plgLYS 468 y pIgARG 471, respectivamente, ambos
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ubicados en el dominio K5 (Figura 9 D-l). Ademas, otros residuos de plasmindgeno
ubicados en estos dominios (Tabla 3) que participan en la interaccion también fueron
identificados. Por otro lado, la prueba de acoplamiento de controles positivos mostré que
la diferencia en la ubicacion espacial de los atomos de la pose acoplada con respecto al
ligando cristalizado presenté un RMSD <2,0 A, (Tabla 4), por lo tanto, AutoDock Vina
predijo con éxito las coordenadas de los ligandos cristalizados. Estos resultados brindan
informacion de la confiabilidad del software; en consecuencia, se puede suponer que los

resultados obtenidos con el Blind Docking son confiables.

Como ya se menciono anteriormente, se ha propuesto el papel de un motivo interno de
union de Plg en las enolasas (248 FYDKERKVY 256) para muchos organismos, incluidos
parasitos, levaduras y bacterias. Para especies como S. pneumoniae, L. mexicana,
Bifidobacterias sp y Candida sp, el papel de este motivo interno de la enolasa fue
respaldado experimentalmente por ensayos de inhibicion competitiva con péptidos
sintéticos y/o también por mutagénesis dirigida al sitio del motivo de unién (Simone
Bergmann et al., 2003); (Vanegas et al., 2007); (Candela et al., 2009); (Satala et al.,
2020). En el caso de S. pneumoniae, se ha demostrado que LYS 251, GLU 252 y
LYS 254 son esenciales para la interaccion con el plasmindégeno. La sustitucion de tres
residuos de aminoacidos en el fragmento seleccionado de la enolasa bacteriana
(sustituciones LYS251LEU, GLU252GLY Y LYS254LEU) disminuyo la unién del
plasminégeno al 44% con respecto a la proteina nativa (Simone Bergmann et al.,
2003). Estos resultados también se han visto con la enolasa bifidobacteriana; ya que, por
mutagénesis directa de los sitios de LYS 251, GLU 252 y LYS 255 dentro del homdlogo
BS2 de B. /lactis , la enolasa BI07 disminuyo significativamente su actividad de union a
Plg, lo que sugiere que los residuos cargados positivamente LYS 251, LYS 255y el GLU
252 cargado negativamente, son vitales para la interaccion con Plg (Candela et al.,
2007). Estas cargas se conservan en pbmHIENO, equivalente a enoGLU 251,
enoTYR 253 y enoLYS 255. GLU 251 esta fuera del motivo de union al plasminégeno
caracteristico clasico (252 FYNKENGMY 260); sin embargo, se observé que puede
interactuar con el dominio K5. Por otra parte, aunque TYR 253 participa en la interaccion
con dos dominios kringle (K2 y K3), consideramos mas importante a LYS 255 por su alta
probabilidad de unirse con el dominio K5 debido a su posicion estratégica al estar
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expuesta en la estructura de NTHIENO (Figura 6 A y 8B). Resultados similares se
reportan en un acoplamiento molecular de G. intestinalis (GIENO), donde LYS 266 se
demostré que se une preferentemente al dominio K5 de Plg (Aguayo-Ortiz et al., 2017).
Con estos antecedentes y los resultados obtenidos en este trabajo, proponemos que
enoGLU 251, enoTYR 253 y enoLYS 255 constituyen los principales sitios de unién al
plasminégeno; sin embargo, podria haber aminoacidos fuera de pbmHIENO participando
en la interaccion o favoreciendo un plegamiento adecuado de la proteina para mantener
su interaccion con el plasmindégeno; sin embargo, esta hipétesis tendra que ser
confirmada en estudios posteriores. Mientras tanto, proponemos que la enolasa de H.
influenzae puede unirse a los dominios K2, K3, pero principalmente a K5 de Plg a través
de pbmHIENO, debido a la formacion de dos puentes de hidrogeno, y también porque
presento la mejor afinidad de union (Kcal/mol -4,8) (Figura 9 F).

Basandonos en lo descrito por (Osorio-Aguilar 2018), en este trabajo se obtuvo la
enolasa recombinante purificada de H. influenzae (rEnoHi) con un peso aproximado de
52 kDa (Figura 1 A, B), la cual fue utilizada para realizar los ensayos de interaccion in

vitro con distintas proteinas y que se describen a continuacion.

La capacidad de rEnoHi para unirse a Plg y Pp se realiz6 utilizando ensayos de ELISA'y
de Far-Western Blot, los resultados muestran claramente que rEnoHi es una proteina de
union a Plg de una manera dependiente de la concentracion de Plg (Figura 4 By 5 A).
Este resultado ha sido reportado en multiples enolasas de diferentes modelos como S.
pyogenes (Vijaykumar Pancholi & Fischetti, 1998); L. mexicana (Vanegas et al., 2007);
T. vaginalis (Mundodi et al., 2008); S. iniae (Jun Wang et al., 2015); M. tuberculosis (Rahi
et al., 2018); B. henselae (Deng et al., 2019), entre otros.

Sin embargo, para el caso de la interaccion con Pp, se observan bandas adicionales al
peso correspondiente del Plg (Figura 2B); hasta el momento desconocemos que tipo de
proteinas podrian ser.

En otros estudios, se ha sugerido que la interaccion entre el plasmindégeno y la enolasa
tiene un papel clave en la degradacién de las proteinas de la matriz extracelular, en las

que la enolasa microbiana es capturada por el plasminégeno humano, y su posterior
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conversion a plasmina sirve como mecanismo para aumentar su virulencia, favoreciendo
la invasion del tejido del hospedero (Chumchua et al., 2008). Incluso sin activacion del
Plg, se ha informado que el reclutamiento de plasmindgeno a la superficie bacteriana es
un mecanismo fundamental de patogenicidad, que promueve la union bacteriana a las
superficies celulares. Un estudio con ratones infectados por via intranasal demostré que
el reclutamiento del plasminégeno por la enolasa neumocdcica contribuye
significativamente a su virulencia en ratones. En otros estudios, la enolasa expuesta en
la superficie se identific6 como un mediador para la unién bacteriana dependiente del
plasminégeno (Lottenberg et al., 1994); (Simone Bergmann et al., 2003); (Fulde et al.,
2013).

Teniendo en cuenta los estudios mencionados anteriormente y los resultados obtenidos
del acoplamiento molecular, asi como los ensayos in vitro en este trabajo, se propone
que la interaccion NTHIENO-PIg podria ser uno de los mecanismos utilizados por H.
influenzae para infectar e invadir la célula hospedera: un mecanismo que para H.

influenzae hasta el momento no habia sido descrito.

Por otra parte, la matriz extracelular constituye un complejo de proteinas, cuya
composicidn y organizacion estructural influyen en numerosos procesos biolégicos como
la adhesion, migracion, proliferacion o diferenciacion celular (Chagnot et al., 2012);
(Bailao et al., 2012). Los microorganismos han desarrollado diferentes mecanismos para
colonizar con éxito los tejidos humanos. La adhesion a los tejidos del hospedero
representa un paso inicial crucial en el proceso de colonizacion (Castaldo et al., 2009b).
En el caso de H. influenzae, algunos mecanismos de persistencia incluyen la expresion
de multiples adhesinas que median la union a las células del hospedero y los
componentes de la matriz extracelular (Ahearn et al., 2017), por lo tanto, la relacién entre
las adhesinas y la MEC tiene un papel importante en el éxito de la colonizacion y

virulencia de H. influenzae (Osman et al., 2018).

Como ya se menciond, la enolasa tiene actividad como proteina multifuncional; la funcion
mas comun parece ser la unién al plasminégeno (Plg), sin embargo, también se ha
encontrado como adhesina en la superficie celular en una variedad de microorganismos

que interactuan con las proteinas de la MEC (Carneiro et al., 2004); (Castaldo et al.,
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2009b); (Antikainen, Kuparinen, et al., 2007), como laminina (Carneiro et al., 2004);
fibronectina (Castaldo et al., 2009a); colageno (Antikainen, Kuparinen, et al., 2007); entre
otros. Estas proteinas son componentes importantes de las membranas basales y las
matrices extracelulares en las barreras tisulares (Hussain et al., 2022).

Se ha reportado que, entre los componentes de la MEC, el colageno es uno de los
blancos de interaccion con la enolasa de muchos patdégenos, y algunas bacterias
probidticas (Marcos et al., 2012); (Salzillo et al., 2017); (Muscariello et al., 2020);
(Hussain et al., 2022). Sin embargo, hasta la fecha, en el caso de la enolasa de H.
influenzae, no hay datos reportados. Por lo tanto, en este estudio también se caracterizo
la capacidad de NTHIENO como una proteina de union a colageno del tipo | y Ill.

Para las predicciones in silico de la interaccion NTHIENO con colageno, al inicio se realizé
el acoplamiento molecular con el monémero de NTHIENO; sin embargo, consideramos
que los resultados no eran contundentes, debido a que algunas predicciones arrojaban
una complementariedad de superficie entre ambas proteinas donde la region involucrada
de la enolasa era la parte interna y, tomando en cuenta que la enolasa es una proteina
con estructura de homodimero (ambas cadenas tienen la misma secuencia y el mismo
pliegue basico; cadena A y cadena B son iguales) (Karbassi et al., 2010), muy
probablemente estas interacciones no podrian llevarse a cabo por un impedimento
estérico. De tal manera que se procedio a obtener el modelado por homologia, pero ahora,
de la estructura dimérica de NTHIENO mediante SWISS-MODEL; donde se utilizd el
homodimero de la enolasa de E. coli como plantilla, la cual tiene un valor de resolucion
de 1,81 A; ambas proteinas presentaron un alto porcentaje de identidad que es del
85,61%, por lo que proporciona una plantilla adecuada para el modelado de NTHIENO.

La calidad estereoquimica de la estructura NTHIENO fue verificada por PROCHECK
Ramachandran plot, demostrando que la posicion de los residuos de aminoacidos esta
dentro de las regiones mas favorecidas o permitidas con un valor de 99,5% (Figura 10
B). El Z-score calculado (-9,05) por el servidor ProSA, se encuentra en el rango de
puntuaciones de conformacion de proteinas nativas (Figura 10 C) y el valor de QMEAN
normalizado fue de 0,34 (Figura 10 D); lo que sugiere que el modelo obtenido no difiere

significativamente de las estructuras experimentales, los rangos de estimacion de calidad
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estan entre 0 y 1 (Benkert et al., 2008); por lo tanto, nuestro modelo se encuentra dentro
del valor tipico de desviacion estandar. Estos datos indican que el modelado es confiable.

El colageno tipo | se encuentra en todas las matrices extracelulares, incluidos los huesos,
la piel y los tendones, mientras que el colageno tipo Il también es un componente
importante de los vasos sanguineos y los 6rganos huecos (Bonnemann & Voermans,
2012), ambos son los principales constituyentes de la matriz extracelular (Bode, 2000),
pertenecen a los grandes colagenos fibrilares, y frecuentemente se pueden encontrar

juntos (Bonnemann & Voermans, 2012).

Un estudio realizado por Antikainen et al. en 2007, muestra que la enolasa de
Staphylococcus aureus y Lactobacillus crispatus presentan una fuerte union al colageno
tipo | (Antikainen, Kupannen, et al., 2007), esto también se observé en Lactobacillus casei
BL23 (Mufoz-Provencio et al., 2011a), Paracoccidioides brasiliensis (Marcos et al., 2012)
y Lactobacillus plantarum; curiosamente, en este ultimo estudio, los autores informaron
que, al usar variantes de la enolasa recombinante trunca, demostraron que la region de
aminoacidos que abarca desde los residuos 73 al 140 estan involucrados en la union del
colageno tipo I, ademas de que la enolasa recombinante puede unirse al colageno tanto
en condiciones nativas como desnaturalizantes, adicionalmente observaron que la cepa
mutante LM3- CC1, que lleva una mutacion nula en el gen enoA1, se une al colageno de
manera menos eficiente que la cepa de tipo nativa (Salzillo et al., 2015). Resultados
similares en cuanto a adhesién se observaron con la enolasa recombinante de
Staphylococcus lugdunensis (rSIEno) (Hussain et al., 2022), pero en este caso uniéndose

al colageno tipo IV.

En este estudio, en los resultados obtenidos por HDOCK, se observa que NTHIENO
presenta complementariedad de superficie tanto con CIn | como con Cin lll, para ambos
casos se analizaron multiples modelos, y en aproximadamente el 50% de las predicciones
de poses de acoplamiento para cada uno de los colagenos, ocurre en la misma regién. Sin
embargo, los residuos principales pertenecientes a la cadena A o la cadena B de NTHIENO
estan presentes en la region de la interfaz, lo que indica que la interaccion puede estar
mediada por ambas cadenas (A y B), pero el complejo NTHIENO-Colageno se puede
realizar principalmente con la cadena A o en su defecto con la cadena B de la enolasa de
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H. influenzae; estos resultados no sorprenden, ya que al ser un homodimero, ambas
cadenas tienen la misma secuencia. El mejor modelo se seleccion6 en funcion de la mejor
puntuacion de energia de acoplamiento, que fue de -249,7 y —213,22 para Cin | y Cin Il
respectivamente. En ambos casos, el motivo putativo de union a colageno de NTHIENO
correspondiente a los aminoacidos72-139, son equivalentes a la regién 73-140 de L.
plantarum antes mencionada, se encuentra presente en la region de la interfaz (Figura 11
Ay 11 B); sin embargo, para el caso de la interaccion NTHIENO-CIn [, el area de interfaz
(A2) fue mayor con respecto a NTHIENO-CIn IlI, es decir CIn | presenta mayor superficie
de contacto con NTHIENO, con respecto a Cin Il (Tabla 5 y 6).

Por otro lado, el analisis realizado con PDBsum del complejo NTHIENO-CIn |, identificd
tres residuos importantes en el homodimero de NTHIENO [TYR235 (cadena A), ASN72y
ASN73 (cadena B)] involucrados en la formacién de cuatro puentes de hidrégeno con Cin
I; dos de ellos ASN72 y ASN73 (cadena B) interactuan con GLN10 y ARG11 de las
cadenas a | de CIn | formando tres puentes de hidrégeno, y el tercero TYR235 (cadena A)
interactua con HYP20 de la cadena a 2. Ademas, también se identifico un puente salino
entre GLU415 (Cadena A) y ARG 11 de la cadena a | (Figura 12 B, C). Estos resultados
podrian estar indicando que NTHIENO, presenta mejor afinidad con las cadenas o | con
respecto a la cadena a 2 de Cin |, debido a la mayor formacion de puentes de hidrogeno,
ademas de los multiples enlaces débiles. Curiosamente, en los ensayos de interaccion in
vitro por Far-Western Blot, se observd que rEnoHi interactua con la banda correspondiente
a la cadena a | de Cin |, (Figura 14 B, C). La capacidad de rEnoHi para unirse a Cin |
también se examind mediante ensayos ELISA, y los resultados muestran que rEnoHi se
une a CIn | en manera dependiente de la concentracion de Cin | (Figura 15).

En el caso del analisis de interacciones del complejo NTHIENO-CIn lll, se observé que la
interaccidon podria estar mediada principalmente por tres puentes de hidrogeno
correspondientes a LEU130, TYR131 y VAL32 de la cadena B de NTHIENO y tres residuos
de CIn Ill correspondientes a HYP23, HYP26, HYP29 de la cadena o 1°, ademas de
multiples interacciones débiles. Sin embargo, en las pruebas de Far-Western Blot no se
observoé sefal, asi como en las pruebas de ELISA, ya que la capacidad de rEnoHi para

unirse a Cln Ill observada en la cinética de interaccion, no tuvo diferencia significativa con
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respecto al control negativo (Figura 15). Cabe mencionar que el acoplamiento molecular
se realizo con la estructura cristalizada del colageno tipo Il de humano, y en las pruebas
in vitro, se utilizd colageno bovino tipo Ill. Suponemos que esta falta de interaccion
observada en los ensayos in vitro podria deberse al tropismo tisular que presenta H.
influenzae por su hospedero, ya que coloniza exclusivamente la nasofaringe de humanos
(Watts & Holta, 2019).

Por otra parte, el colageno tipo | se purifico a partir de la cola de raton, y en los analisis in
vitro si se observo interaccion con rEnoHi, para analizar un poco mas este resultado, se
realiz6 un alineamiento con las secuencias del colageno tipo | de humano y de raton; los
resultados mostraron un alto porcentaje de identidad que fue del 92,36%. Por lo tanto, este
alto grado de similitud nos permite extrapolar los resultados de lo que podria suceder
naturalmente con el colageno de humano tipo I. Con estos datos, asumimos que rEnoHi
podria interactuar con esta proteina, y esta interaccion se llevaria a cabo principalmente

con las cadenas o 1.

Para el caso del colageno tipo Il bovino, no encontramos la secuencia disponible en la
base de datos del NCBI, sin embargo, con base a los resultados obtenidos por
acoplamiento molecular, podemos suponer que existe una alta probabilidad de interaccion
entre ambas proteinas. Aunque la afinidad de NTHIENO seria preferentemente hacia el
colageno tipo |, como se observa en los resultados obtenidos por Prodigy, donde los
valores de la energia libre de Gibbs AG: -10,0, asi como la constante de disociacion Kd:
8,7 x 10-8 observados, fueron mejores con respecto a los valores obtenidos para el
colageno tipo Il AG: -5,2 y Kd: 2,3 x 10-, ademas CIn | también present6 la mayor
formacién de puentes de hidrogeno, puentes salinos y enlaces débiles, y estos resultados
fueron consistentes con los ensayos in vitro, por lo tanto, proponemos que NTHIENO
podria presentar una mejor capacidad para unirse a Cin | con respecto a Cin Ill. Esto ha
sido reportado en estudios con las enolasas de S. aureus y L. crispatus (Antikainen,
Kupannen, et al., 2007),; L. casei BL23 (Munoz-Provencio et al., 2011b); P. brasiliensis
(Marcos et al., 2012) y L. plantarum (Salzillo et al., 2015); estas enolasas presentan una
fuerte union al colageno tipo I.
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La mejor afinidad que existe hacia el colageno tipo | con respecto al colageno tipo Il
probablemente se deba a las diferencias en la estructura que presentan, teniendo en
cuenta que, la triple hélice del colageno tipo | esta compuesta por dos cadenas a1(l) y una
cadena a2(l) (Gao et al., 2017), mientras que el colageno tipo Ill es un homotrimero de
tres cadenas polipeptidicas idénticas (Risteli et al., 2014), superenrolladas entre si en una
triple hélice dextrégira (Nielsen & Karsdal, 2016), por lo que asumimos que la exposicion

de ciertos residuos favorece una mejor interaccion con Cin |.

Como ya se mencioné anteriormente, en la enolasa de L. plantarum se demostro que la
region que abarca entre los residuos 73 y 140 esta involucrada en la unién al colageno tipo
| (Salzillo et al., 2015). En nuestros resultados identificamos a los residuos ASN72, ASN73
(cadenaB)y TYR235 (cadena A), y LEU130, TYR131 (cadena B) de NTHIENO, esenciales
para la formacion de puentes de hidrogeno con el colageno tipo | y tipo lll, respectivamente;
Estos aminoacidos estan presentes en el motivo putativo de union a colageno (72-139)
(Figura 12 Ay 13 A). Por tanto, con este antecedente, y los resultados obtenidos en este
trabajo, proponemos a los residuos (Asn72 y Asn73) y (Leu130 y Tyr131) de NTHIENO,
como principales sitios de union a Cin |; sin embargo, otros residuos podrian ser de vital

importancia para mantener estas interacciones.

Por lo tanto, el colageno humano podria ser un objetivo importante para la enolasa de
cepas de H. influenzae tanto tipificables como no tipificables (debido al alto porcentaje de
identidad que presentan entre ellas 99,54%) (Osorio Aguilar et al.,2018).

Otro componente importante de la MEC con el cual se ha identificado que la enolasa puede
interaccionar es con la fibronectina; en los ensayos de acoplamiento molecular por
HDOCK, observamos que NTHIENO y FN presentan complementariedad de forma (Figura
16). Ademas, los resultados obtenidos por Prodigy mostraron una alta afinidad de union
(Kcal/ mol) de -12,5 y una Kd (M) a 37.0 °C, de 1,9x10°. Por otra parte, un analisis de
interacciones mostrd que la union entre ambas proteinas esta mediada por seis puentes
de hidrégeno, un puente salino y 147 enlaces débiles. En este analisis también se
identificaron los residuos importantes de NTHIENO, para la formacion de seis puentes
de hidrégeno correspondientes a SERS7, LYS56 (cadena A) y ARG419, LYS195,
ASP311, GLY364 (cadena B) y los residuos de FN correspondientes a ASP107, ASP137,
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GLN84, ASN146, GLN187, GLN252 (Figura 17 A, B). La afinidad de interaccion entre
ambas proteinas fue evaluada por ELISA, donde se observo que rEnoHi se une de
manera dependiente de la concentracion a la FN inmovilizada (Figura 18). Estos
resultados son consistentes con lo reportado para la enolasa de S. suis (Esgleas et al.,
2008b); L. plantarum (Castaldo et al., 2009b); P.brasiliensis (Marcos et al., 2012);
Mycoplasma synoviae (Bao et al., 2014); C. albicans, C. tropicalis (Satala et al., 2020);
M. hyorhinis (Jia Wang et al., 2022); entre otros.

Por lo tanto, estas interacciones, tanto con el colageno como con fibronectina, podrian
potenciar la adhesién de H. influenzae a los principales componentes de la MEC, y por
consiguiente promover la invasion a las células hospederas, que también podria verse
favorecida por su interaccion con el plasminégeno humano (PIg) y su posterior conversion
en plasmina activa (P. Jiang et al., 2019). Lo que podria tener relacion con la fisiopatologia
de H. influenzae, ya que la interaccidn entre el plasmindgeno y la enolasa juega un papel
clave en la degradacion de las proteinas de la matriz extracelular, favoreciendo la

invasion del tejido del hospedero.

Por otra parte, se ha demostrado la expresion de exRNA en importantes fluidos biologicos
como la sangre, el semen, la saliva, las secreciones vaginales y la sangre menstrual
(Hanson et al., 2009). En S. pneumoniae, se ha visto que la secuencia de enolasa presenta
seis importantes motivos de unién a exRNA y, ademas, estos motivos promueven la
adhesion a las células endoteliales y epiteliales (Zakrzewicz et al., 2016). En la enolasa de
Helicobacter pylori, también se demostro la presencia de cinco motivos conservados que
podrian interactuar con el exARN derivado del hospedero (Lopez-Lopez et al., 2018). En
este estudio, se analiz6 la secuencia de NTHIENO y se identifico la presencia de cinco de
estos motivos (Tabla 9); esto podria indicar que H. influenzae estaria uniéndose con estos
motivos para tener adhesidon a exRNA, contribuyendo asi a la colonizacion y diseminacion
de esta bacteria, principalmente por torrente circulatorio; sin embargo, se deben realizar

mas ensayos para verificar esta hipotesis.

Una vez observada la participacion de la enolasa como un factor de virulencia en H.
influenzae, otro aspecto importante de este trabajo era determinar las propiedades
inmunogénicas de la enolasa de H. influenzae, inicialmente la secuencia de NTHIENO fue
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analizada utilizando un enfoque bioinformatico. Cuando la proteina se analizé con el
programa Vaxiden, mostré que la enolasa podria funcionar como un antigeno protector; a
su vez, AllergenFP v.1,0, la clasifica como una proteina no alergénica; estos resultados
indican que NTHIENO puede actuar como un determinante antigénico y no deberia
causar una reaccion alérgica dentro del cuerpo. Los ensayos bioinformaticos también
predijeron la presencia de 10 epitopos lineales de células B y 13 epitopos de CTL que
se conservan en varios alelos de los supertipos del HLA (Figura 19), cuatro de ellos
mostraron superposicion. Adicionalmente, los 13 epitopos de CTL se examinaron para
determinar la presencia de sitios de escision proteasomal. Todos los epitopos mostraron
varios sitios de escision para ser procesados por el proteosoma (Tabla 8); este
procesamiento por via citosolica es esencial para que un péptido actue como epitopo de
CTL.

Para corroborar la inmunogenicidad y el efecto inmunoprotector de la enolasa de H.
influenzae predicha por los analisis in silico, la recombinante purificada fue utilizada en
ensayos de inmunizacién en ratones BALB/C. Los anticuerpos policlonales generados,
mostraron reconocimientos por rEnoHi (Figura 20 A), ademas de que alcanzaron titulos
de anticuerpos mayores a 1:80,000 (Figura 20 B); cabe destacar que estos anticuerpos
mostraron ser especificos al reconocer exclusivamente a la enolasa nativa en extractos
de proteinas totales provenientes de diferentes aislados clinicos de H. influenzae
(tipificables y no tipificables) (Figura 21 B); y disminuir significativamente la interaccion
rEnoHi-Plg (Figura 5 B). Estos datos indican que la enolasa, es capaz de estimular
anticuerpos capaces de reconocer a la enolasa nativa de cepas tipificables y no
tipificables; ademas de bloquear la interaccion enolasa-Plg, que como ya se menciond,
es uno de los mecanismos que podria utilizar H. influenzae para favorecer su

diseminacién en el hospedero.

A su vez, se determiné el isotipo de anticuerpos generados, donde observamos que
rEnoHi, estimula principalmente a los anticuerpos de la clase IgG1 e IgG2a, seguido de
IgG2b, 1gG3, IgA e IgM (Figura 22). Este perfil de isotipo de anticuerpos son
caracteristicos de una respuesta Th1/Th2; por lo tanto, podemos enfatizar que la

inmunizacion con rEnoHi puede desencadenar una respuesta inmune tanto Th1 como
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Th2, tal como se predijo en los analisis in silico, sin embargo, se ve polarizada hacia una
respuesta inmune Th2 o mediada por anticuerpos, debido a que el isotipo con mayor
concentracion fue de la clase IgG1; ademas, estos anticuerpos pueden ser de naturaleza
opzonisante (Figura 23 Ay 24 A), estos son anticuerpos claves para la eliminacion de
bacterias que presentan capsula como es el caso de H. influenzae.

En este contexto, informes previos confirman que la estimulacion con la enolasa
recombinante de Clonorchis sinensis (enolasa rCs) conduce a la produccion de
anticuerpos IgG1 e IgG2a y que la enolasa rCs fusionada con una espora de Bacillus
subtilis induce una respuesta inmune Th1/Th2 (X. Wang et al., 2014). Por otro lado, la
enolasa de C. albicans puede estimular la secrecién de IL-12 e IL-10, ademas de que
también estimula anticuerpos protectores del isotipo IgG1 e IgG2a (Li et al., 2011).

Por otra parte, el uso de la enolasa para desencadenar una respuesta inmune protectora
se informo en un estudio previo (Jun Wang et al., 2015). Los autores observaron que, la
inmunizacion con la proteina recombinante confiere proteccién eficaz frente a una
infeccion experimental con Streptococcus iniae. Otro estudio también informé que la
enolasa recombinante de S. sobrinus actua como un antigeno altamente inmunogénico
en un modelo de rata, observando una correlacion entre la inmunizacién previa de
enolasa recombinante y la disminucion de la colonizacién oral por S. sobrinus (Dinis et
al., 2009).

De la misma manera, en Vibrio parahaemolyticus, se demostré que la vacunacion con
enolasa recombinante en un modelo de ratén confiere inmunidad eficaz contra una dosis

letal de V. parahaemolyticus (W. Jiang et al., 2014).

El efecto protector de la enolasa también ha sido reportado en parasitos. Por ejemplo,
un estudio realizado en la India en el afio 2007, mostré que los anticuerpos anti enolasa
recombinante de Plasmodium falciparum (r-Pfen) inhiben su crecimiento en un cultivo in
vitro; adicionalmente, los ratones inmunizados con r-Pfen demostraron proteccion frente

a una infeccién con la cepa letal de Plasmodium yoelii 17XL (Pal-Bhowmick et al., 2007).

Resultados similares se reportaron para la enolasa de Ascaris suum, donde se observé
una disminucion en la recuperacion de larvas y huevos del 61.13 y 88.62%
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respectivamente, en ratones previamente inmunizados con enolasa y que
posteriormente fueron infectados con 2500 larvas de A. suum; sugiriendo una vez mas
que la enolasa puede ser una vacuna candidata contra las infecciones por A. suum (Chen
et al., 2012). Otro estudio mostré que la enolasa recombinante de T. cruzi fue reconocida
por sueros de pacientes infectados; esto indica que la enolasa es reconocida por el
sistema inmunoldgico de los pacientes y, por lo tanto, es inmunogénica (Carabarin-Lima
etal., 2014).

De manera importante, la enolasa se ha utilizado como un inmundgeno para el desarrollo
de vacunas de varias bacterias como: Staphylococcus aureus (Glowalla et al., 2009),
Vibrio parahaemolyticus (W. Jiang et al., 2014), Streptococcus iniae (Jun Wang et al.,
2015), entre otros; mostrando especificidad y capacidad para conferir proteccién en

modelos infectados experimentalmente.

En conjunto, los resultados obtenidos en este trabajo son alentadores para proponer a
la enolasa recombinante de H. influenzae como un potencial candidato vacunal contra
las infecciones por esta bacteria, ya que podria generar proteccion contra todos los
serotipos y las cepas no tipificables.
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11. CONCLUSIONES

La enolasa recombinante de H. influenzae interacciona con plasmindégeno
humano y esta interaccion es dependiente de concentracion.

Los anticuerpos policlonales contra rEnoHi, disminuyen significativamente la
interaccion de rEnoHi-Plg.

La enolasa interacciona con los dominios kringle (K2, K3 y K5) del
plasmindgeno.

Los residuos de la enolasa claves para la interaccion con plasminégeno
humano son GLU251, TYR 253 y LYS2 55 (dentro del motivo putativo de union
a Plg).

La enolasa de H. influenzae interacciona con proteinas de la matriz
extracelular (colageno y fibronectina), lo cual sugiere que podria ser un
determinante de la virulencia al actuar como adhesina.

Se logro identificar los residuos clave que participan en la interaccion de dichas
proteinas con la enolasa de H. influenzae.

La enolasa recombinante de H. influenzae es altamente inmunogénica vy
estimula una respuesta inmune humoral y celular (IgG1 e 1gG2a).

Los anticuerpos policlonales contra la enolasa recombinante reconocen a la

enolasa nativa de H. influenzae de cepas tipificables y no tipificables.
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12. PERSPECTIVAS
Realizar mutaciones sitio dirigidas para confirmar la participacion en la interaccion
de los residuos propuestos con las diferentes proteinas de la matriz extracelular.
Complementar los ensayos de interaccion con fibronectina.
Disenar un protocolo en un biomodelo adecuado, para evaluar la proteccion que
podria conferir la inmunizacion con rEnoHi.
Complementar los ensayos para identificar anticuerpos opsonizantes y su
asociacion en la interaccion macréfago-H. influenzae.
Determinar el tipo de citocinas séricas producidas posterior a la inmunizacion
(IL-2, IL-4, IL-10 e INF-Y).

Realizar ensayos de inmunoproliferacion e identificar subpoblaciones celulares
(CD4* y CD8") posterior a la inmunizacién con la rEnoHi.
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14. ANEXOS

Anexo 1. Soluciones para la purificacion de proteinas

Solucidon

Componentes

Buffer de carga

50 mM de NiSOq4

Buffer de union

20mM Tris-HCI pH =8.0, 5 mM de imidazol, 0.5 M de
NaCl

Buffer de lavado

20mM Tris-HCI pH =8.0, 60 mM de imidazol, 0.5 M de
NaCl

Buffer eluyente

20mM Tris-HCI pH =8.0, 1 M de imidazol, 0.5 M de
NaCl

Buffer strip

20mM Tris-HCI pH =8.0, 100 mM de EDTA, 0.5 M de
NaCl
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Anexo 2. Componentes SDS-PAGE

Componentes Gel Gel Gel Gel
separador separador separador
concentrador
7.5% 10% 12%
Agua 2.86 ml 2.071 ml 1.35 ml 1.04 mi
Acrilamida 30% 1.82 ml 2.5 mi 3.0 mi 0.32 mi
Bis-acrilamida 2% 0.75 mi 1.0 ml 1.22 ml 0.13 mi
Tris-HCI1.5 M pH=8.8
1.82 ml 1.82 ml 1.82ml | -
SDS=0.4%
Tris-HCI1.5 M pH=6.8
---------- 0.5 ml
SDS=0.4%
Persulfato de amonio 109 60 pl 60 pl 60 pl 40 uL
TEMED 6 ul 6 ul 6 ul 3 uL
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Anexo 3. Identificaciéon de Plasminégeno (Plg) con Ac policlonales anti-Plg
Producidos en modelo murino

A) 1 2 3 4 5 6 B) Titulo de Anticuerpos contra Plg
— 4-
£
c
3
g 3
o
| a -~ Pre
Pl 82 = Anti-Plg
c
1]
2 11
=]
| 2 ] .
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£ o \"." \'\Q '\.‘}Q‘ \.?-Q”

A) Inmunodeteccion mediante Western-Blot de Plg con anticuerpos
policlonales anti Plg. Carril 1: Suero pre inmune; Carril 2: dilucion 1:1,000;
Carril 3: diluciéon 1:5,000; Carril 4: dilucion 1:10,000; Carril 5: dilucion
1:20,000; Carril 6: 1:40,000. B) Deteccion por ELISA del titulo de
anticuerpos en ratones inmunizados con rEnoHi. Los datos representan
el valor promedio de tres experimentos independientes (p< 0.001): Pre VS
Anti-rEnoHi
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Haemophilus influenzae is a common organism of the human upper respiratory tract; this bacterium is responsible of a wide
spectrum for respiratory infections and can generate invasive diseases such as meningitis and septicemia. These infections are
associated with H. influenzae encapsulated serotype b. However, the incidence of invasive disease caused by nontypeable H.
influenzae (NTHi) has increased in the post-H. influenzae serotype b (Hib) vaccine era. Currently, an effective vaccine against
NTHi is not available; due to this, it is important to find an antigen capable to confer protection against NTHi infection. In this
study, 10 linear B cell epitopes and 13 CTL epitopes and a putative plasminogen-binding motif (,,,FYNKENGMY,,) and the
presence of enolase on the surface of different strains of H. influenzae were identified in the enolase sequence of H. influenzae.
Both in silico and experimental results showed that recombinant enolase from H. influenzae is immunogenic that could induce a
humoral immune response; this was observed mediating the generation of specific polyclonal antibodies anti-rNTHIENO that
recognize typeable and nontypeable H. influenzae strains. The immunogenic properties and the superficial localization of
enolase in H. influenzae, important characteristics to be considered as a new candidate for the development of a vaccine, were
demonstrated.
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Abstract: Haemophilus influenzae is the causal agent of invasive pediatric diseases, such as menin-
gitis, epiglottitis, pneumonia, septic arthritis, pericarditis, cellulitis, and bacteremia (serotype b).
Non-typeable H. influenzae (NTHi) strains are associated with localized infections, such as ofitis
media, conjunctivitis, sinusitis, bronchitis, and pneumonia, and can cause invasive diseases, such
as as meningitis and sepsis in immunocompromised hosts. Enolase is a multifunctional protein
and can act as a receptor for plasminogen, promoting its activation to plasmin, which leads to the
degradation of components of the extracellular matrix, favoring host tissue invasion. In this study,
using molecular docking, three important residues involved in plasminogen interaction through the
plasminogen-binding motif (351 EFYNKENGMYE;;;) were identified in non-typeable H. influenzae
enolase (NTHiENQ). Interaction with the human plasminogen kringle domains is conformationally
stable due to the formation of four hydrogen bonds corresponding to enoTYRy53-plgGLU; (K2),
enoTYR,53-plgGLY 3, (K3), and enoLYS,s5-plg ARGy, /enoGLU,s5,-plgLYSss (K5). On the other
hand, in vitro assays, such as ELISA and far-western blot, showed that NTHiENO is a plasminogen-
binding protein. The inhibition of this interaction using polyclonal anti-NTHiENO antibodies was
significant. With these results, we can propose that NTHiENO-plasminogen interaction could be one
of the mechanisms used by H. influenzae to adhere to and invade host cells.

Keywords: Haemophilus influenzae; enolase; plasminogen-binding protein; interaction; virulence factor
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Abstract: The enolase protein plays a significant role as a moonlighting protein. In their role as sur-
face-associated enolase, has multiple functions as the interaction with extracellular matrix proteins.
Type I and III collagens are the major constituents of this extracellular matrix and collagen is one of
the targets of interaction with the enolase of many pathogens, thereby helping the colonization pro-
cess and promotes the subsequent invasion of the host. In this study, by in vitro tests was demon-
strated that recombinant enolase of non-typeable H. influenzae strong binding to type I collagen,
mainly with the a I chains of Cln L. Using molecular docking, the residues that could take part in
the interaction of NTHIENO- Cln I and NTHiENO-Cln [II were identify. However, in vitro assays
shows that NTHIENO has a better affinity to interact with the type I collagen, with respect to type
1II collagen. The interaction of NTHiENO with collagen could play a significant role in the coloni-
zation process, this would allow to H. influenzae increase their virulence factors and strengthen its
[+ pathogenesis.
Citation: To be added by editorial
staff during production. Keywords: Haemophilus influenzae; enolase; collagen-binding protein
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> XXXVIIL CONGRESO INTERAMERICANO DE INFECTOLOGIA
PEDIATRICA y X CONGRESO ESTATAL DE PEDIATRIA DE JALISCO
(noviembre 2019)

Tema: Enolasa recombinante de Haemophilus influenzae potencial inmunogeno
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> 3er CONGRESO NACIONAL DE CIENCIAS BIOQUIMICAS Y XXIV
SEMANA DEL QUIMICO, UNIVERSIDAD DE SONORA (noviembre 2020)

Tema 1: Analisis in silico y experimental de la interaccion de la enolasa de

Haemophilus influenzae con plasminégeno de humano.
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104



> XLVI CONGRESO NACIONAL DE INFECTOLOGIA Y MICROBIOLOGIA
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