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Resumen

En la actualidad la salmonelosis es una de las principales zoonosis que se presenta en varios
paises, debido al consumo de alimentos o de agua contaminados con Salmonella typhi, en el
ser humano la enfermedad presenta varios sintomas como fiebre, dolor de cabeza o diarrea,
si la infeccion no es tratada de manera adecuada puede ocasionar choque séptico y muerte.
En la industria farmacéutica se encuentra en constante busqueda de métodos alternativos para
la deteccion de endotoxinas que puedan aplicar durante las operaciones de obtencién de los
biofarmacos y en el control de calidad del producto terminado. En este trabajo se obtuvieron
tres extracciones de proteinas empelando tres distintos buffers de lisis, en los cuales se
modificaron las concentraciones (SDS 0.02, 0.05y 0.07 %), a partir de estos tres extractos
proteicos obtenidos, fueron analizados y purificados por FPLC modificando la concentracion
de la fase movil (NaCl 75, 100, 150 mM), obteniendo las tres preparaciones proteicas
purificadas a homogeneidad que mediante electroforesis se detectd la proteina de interés de
38 kDa. El objetivo de este trabajo fue detectar moléculas contaminantes en preparaciones
proteicas purificadas de Salmonella spp. para cuantificar por diferentes métodos
espectrofotométricos SDS, carbohidratos, lipidos, endotoxina y RNA. Se concluye que MP3
tiene mayor concentracion de proteina (0.165 mg/mL) y menor concentracion de moléculas
contaminantes (SDS 2544.067 pg/mL, ARN 0.0404 mg/mL, LPS 56 EU/mL) sin embargo,
MP1 fue el que obtuvo menor concentracion de carbohidratos (0.318 pg/mL), todo esto se le
atribuye a los cambios en el método de extraccion y purificacion de cada una de las muestras,
asi mismo, para el método de deteccion de lipidos no se pudo obtener una cuantificacion
correcta, debido a que se podria generar un complejo colorimétrico entre SDS proveniente

de la preparacion de la muestra y el SPV reactivo del método.



1. Introduccion

La bacteria Salmonella spp. pertenece a la familia Enterobacteriaceae, siendo uno de los
principales microorganismos implicados en las enfermedades transmitidas por alimentos en
humanos en todo el mundo. La infeccion conocida como salmonelosis es una de las mas
comunes y estd ampliamente distribuida en el mundo, se le considera un problema de salud
publica principalmente en paises en vias de desarrollo. Dependiendo de los factores de
virulencia y el estado inmunolégico del paciente, puede ocasionar una infeccion
gastrointestinal leve y autolimitada hasta una enfermedad sistémica que llega a poner en
peligro la vida del paciente (Diaz et al., 2014).

La parte virulenta de esta bacteria se encuentra en el lipopolisacarido (LPS) que consta de
tres partes principalmente que son: el lipido A, oligosacarido central y polisacarido repetitivo
designado como antigeno "O". El LPS considerado como una endotoxina bacteriana, es
posiblemente una de las moléculas que mas atraen la atencion de los investigadores ocupados

en estudiar la problematica de la patogénesis microbiana (Barasoain, 1976).

Las endotoxinas son contaminantes habituales en productos farmacéuticos e industriales por
lo que es necesario detectar y eliminar todas las trazas de esta biomolécula en farmacos,
sustancias y dispositivos utilizados en complejos hospitalarios o con pacientes
inmunodeprimidos. En la actualidad existen diversas técnicas para la deteccion de
endotoxinas, siendo el test Lisado de amebocitos de Limulus (LAL) y Rabbit Pyrogen Test
(RPT) los principales métodos validados por las agencias reguladoras en materia de salud,
sin embargo, estos métodos presentan limitaciones por lo que la implementacion de nuevas
técnicas alternativas de deteccidn de endotoxina es de suma importancia (Zuzuarregui, 2013).
En este trabajo se evaluaron técnicas para poder cuantificar la presencia de endotoxinas y
otras moléculas contaminantes en muestras proteicas con potencial de aplicacién

biofarmacéutica.

2. Antecedentes
La salmonelosis prevalece como una enfermedad descrita desde la época de Hipdcrates. El
género Salmonella engloba a todos los microorganismos capaces de generar tifus o fiebres

tifoideas, su nombre fue propuesto en honor a David Elmer Salmon que junto a Theobald



Smith obtuvieron el primer aislamiento de Salmonella cholerae-suis a partir de esto su
nomenclatura oficialmente fue aceptada en el afio de 1933 (Adelantado et al., 2008).

La salmonelosis una de las principales zoonosis que afecta a la poblacion humana, es causada
por bacterias del género Salmonella spp (Rivera et al., 2012). Es una enfermedad aguda de
amplia distribucion mundial en &reas donde no se han alcanzado las condiciones de
saneamiento e higiene adecuados y que no cuentan con medidas de salud pablica 6ptimas,
afecta a todos los grupos de edad, pero con mayor frecuencia a menores de cinco afios y
mayores de 60 afios, que son los grupos mas vulnerables (Gutiérrez et al., 2000).

En el mundo, anualmente se registran al menos 16 millones de casos de fiebre tifoidea
resultando en 600,000 muertes (Zaidi et al., 2006). Se ha estimado que en Asia, Africa y
Latinoamérica la probabilidad de que un nifio muera por enfermedad gastrointestinal antes
de los 7 afios es hasta del 50% dependiendo de factores socioeconémicos y nutricionales
(Parra et al., 2002). En México, las enfermedades gastrointestinales de origen infeccioso
ocupan la decimocuarta causa de fallecimiento, lo que representa un severo problema de

salud publica para nuestro pais (Hernandez et al., 2011).

2.2 Salmonella una infeccion bacteriana

La salmonelosis es una enfermedad reconocida mundialmente. Los seres humanos adquieren
esta infeccion por la ingestion de Salmonella proveniente de alimentos contaminados, los
principales serotipos causantes son Typhi y Parathypi caracteristicos por ser hospedero-
especificos (Contreras et al., 2019). Esta infeccidén esta asociada principalmente con la
ingestion de alimentos preparados o manipulados inapropiadamente que se encuentran
contaminados, como carnes, productos lacteos y huevos crudos, los cuales son las fuentes
mas probables de infeccion (Durango et al., 2004). Una de la caracteristicas importantes de
esta bacteria es su persistencia y comportamiento estacional, particularmente en regiones
tropicales y subtropicales donde las condiciones ambientales son ideales para su
establecimiento, lo que favorece que la bacteria desarrolle estrategias de supervivencia que
le permiten prevalecer por periodos prolongados adaptandose a condiciones estresantes de
temperatura, pH, desecacién, estrés osmotico y nutrimental que facilita su supervivencia y
dispersién ambiental para el alcance de nuevos hospederos (Contreras et al., 2019). Otra

caracteristica muy preocupante es el incremento en aislados de Salmonella enterica



resistentes a algunos antibidticos utilizados para el tratamiento empirico en particular
amoxicilina/acido clavulanico, cefalosporinas de tercera generacién o fluoroquinolonas la

mas frecuente y detectada es la resistencia a ampicilina (de Toro et al., 2014).

2.3 Caracteristicas del género Salmonella spp.

El género Salmonella spp. esta conformado por bacterias Gram-negativas, que pertenecen a
la familia Enterobacteriaceae y comprende una poblacién grande y estrechamente
relacionada de patdgenos médicamente importantes, hasta la fecha se han identificado mas
de 2,500 serotipos diferentes (Su et al., 2007). Este género consta de sélo dos especies que
son S. enterica y S. bongori. Por su parte la especie de Salmonella enterica se divide en seis
subespecies que se distinguen por algunas caracteristicas bioquimicas, estas subespecies son:
S. enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonae, S.
enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp. houtenae y S. enterica subsp. indica (Tindall
et al., 2005). De acuerdo con la presencia de los antigenos O (lipopolisacarido), Vi
(polisacéarido capsular) y H (flagelar) actualmente pueden serotiparse las serovariedades que
pertenecen al mismo genero con base a su gran identidad genetica mayor al 90%, en
consecuencia la especie S. entérica agrupa a los patdgenos de mayor interés para la salud
publica, por ejemplo Salmonella typhi causante de la fiebre tifoidea o en raras ocasiones
Salmonella Paratyphi (A, B'y C) que puede producir un cuadro clinico similar pero de menor
gravedad. Las demas subespecies de S. entérica y también S. bongori son habitantes del

ambiente y se asocian con animales de sangre fria (Delgado et al., 2015).

2.4 Estructura del lipopolisacarido de Salmonella
Salmonella spp. tiene un polisacarido capsular que cubre la superficie de la bacteria que actta
como factor de virulencia importante en su supervivencia en el ambiente acido del estomago,

ademas es responsable de la resistencia a la fagocitosis (Rodriguez, 2018).

El LPS es una endotoxina, componente mayoritario de la membrana externa de las bacterias
Gram-negativas; estd compuesto por una regién lipidica y una glicosidica con funciones
separadas y sinérgicas lo que hace que esta molécula contribuya a su virulencia, cuya
comprension ha sido complicada, por lo que continla estudiandose ampliamente (Romero et
al., 2010). La estructura basica de su LPS consta de tres partes: lipido A, oligosacarido central

y polisacérido repetitivo designado como antigeno "O” (figura 1). El lipido A esta altamente



conservado y ejerce la actividad endotoxica, mientras que la cadena de carbohidrato del

antigeno "O” es un polimero de oligosacaridos repetidos, que difiere entre especies (Rezania
etal., 2011).

@)
© S
WS ,
(o) ANTIGENO O
° S
S
@)
S ,
) POLISACARIDO
- CENTRAL
& I
; @ ?W»« Nucleo externo

o Nucleo interno
N 0
o 2 o%0e
0 N i° 30
Ni P,
o o o

LiPIDO A

Figura 1. Estructura quimica de la endotoxina de la bacteria E. coli. EI LPS de las bacterias Gram-negativas
esté constituido por tres regiones principales que son el antigeno O, el polisacarido central que a su vez se divide
en externo e interno, y el lipido A (Tomada de Magalhaes et al., 2007).

2.4.1 Antigeno O

La parte mas expuesta al exterior celular bacteriano de la molécula de LPS es el antigeno O,
por lo tanto, es el principal antigeno al que se dirigen las respuestas de anticuerpos del
huésped, el LPS contiene de una a ocho unidades repetitivas de residuos monosacaridos y se
diferencian entre las cepas por medio del tipo de azlcares, su secuencia, enlace quimico,
sustitucion y las formas de anillo utilizadas; esto conduce a una diversidad casi ilimitada de
la estructura de la cadena O dando como consecuencia a cientos de serotipos para especies
Gram negativas particulares. Asimismo, el nimero de subunidades utilizadas para completar
la cadena varia entre 0 - 50 y tan solo un organismo producird una amplia gama de estas

longitudes, dando lugar al patrén de pesos moleculares del LPS (Erridge et al., 2002).



2.4.2 Polisacarido central

El polisacérido central puede estar subdividido en interno y externo. El nlcleo externo
generalmente consiste en azlcares de hexosa comunes como glucosa, galactosa, ramnosa,
manosa, N-acetil galactosamina y N-acetil glucosamina. La diversidad estructural de la
region externa estd practicamente limitada a los lipopolisacaridos de enterobacterias. Los
componentes del nucleo interno en Salmonella y E. coli se caracterizan por tener azlcares
mas inusuales, que son caracteristicos del LPS, particularmente como el &cido 3-desoxi-D-
manooctulosénico (Kdo) y L-glicero-D-manoheptosa (Rojas, 1995).

2.4.3 Lipido A

El lipido A es un componente estructural del LPS responsable de su actividad endotoxica. Se
sabe que el lipido A de Salmonella se subdivide formalmente en un esqueleto hidrofilico que
contiene glucosamina y fosfato y un resto hidrofébico que consiste en residuos de acidos
grasos de cadena larga (Liideritz et al., 1973). Se compone tipicamente por un disacarido B-
D-GIcN-(1-6)-a-D-GlcN unido a dos grupos fosforilo (posicion 1,47), estos grupos fosfatos
se pueden sustituir por etanolamina, fosfato de etanolamina, difosfato de etanolamina, GIcN,
4-amino-4-deoxy-L-arabino-piranosa y D-arabinofuranosa. Estas cadenas a su vez pueden
ser sustituidas por mas acidos grasos como el acido palmitico, miristico, laurico, caprico,
estearico, entre otros, para proporcionar moléculas de LPS con hasta siete sustituyentes acilo,
que varian considerablemente entre especies en cuanto a numero, longitud, orden y

saturacion (Kabanov et al., 2010).

2.5 Métodos de deteccidon de endotoxina

2.5.1 Pirogeno
El término pirdgeno hace referencia a agentes que producen fiebre y se usa con frecuencia
para describir especificamente las endotoxinas de bacterias Gram-negativas en la industria

farmacéutica (Franco et al., 2018).

La deteccion de pirdgenos es de suma importancia cuando se habla de control de calidad, ya
gue es una parte esencial de las pruebas de seguridad de medicamentos en la industria
farmacéutica, laboratorios de referencia e instituciones de atencion médica. Para garantizar
la seguridad del paciente, se han determinado niveles de umbral critico de contaminacién

pirogénica en el biofarmaco y que no deben superarse. Por consecuencia la Farmacopea



Europea promueve métodos de deteccidn de endotoxinas répidos y eficientes (Wunderlich et
al., 2014). A continuacion, se describen los mas importantes.

2.5.2 Prueba de pirdégenos en conejo (RPT)

La prueba de pirdgenos en conejos (RPT) fue desarrollada en la década de 1920 y fue el
primer método aprobado por la Administracion de Drogas y Alimentos en EE.UU. para la
deteccion de LPS (Su et al., 2015). Fue descubierta por primera vez por Hort y Penfold, su
principio se basa en administrar farmacos por via parenteral a conejos y observar si los
animales presentan aumento de temperatura. La prueba en conejos es sensible para detectar
concentraciones de la endotoxina tan bajas como 0.5 EU/mL; similar a la prueba en humanos
(Vipond et al., 2016).

Sin embargo, el uso de RPT para evaluar vacunas que contienen niveles altos de endotoxina,
es problematico por variaciones en su sensibilidad, ademas su via de administracion puede
ser intravenosa, que garantiza una administracion rapida en el torrente sanguineo, mientras
tanto, la administracion subcutanea o intramuscular en donde se interactua con las células del
sistema inmunitario y la absorcion al torrente sanguineo es mas lenta. Las pruebas de
seguridad en farmacos son de suma importancia ya que la administracion de un producto
contaminado que tenga altas concentraciones de material pirogénico podria tener
consecuencias devastadoras, como la muerte en humanos. Este método ha sido objeto de
critica por sus deficiencias cientificas y éticas y ha sido reemplazado por la prueba de
endotoxinas bacterianas (BET, Bacterial Endotoxin Test), sin embargo, RPT se considera un
"estdndar de la industria”, particularmente para detectar pirégenos no endotéxicos en

medicamentos parenterales (Hoffmann et al., 2005).

2.5.3 Prueba del Lisado de amebocitos de Limulus (LAL)

En la década de los 60°s los investigadores comenzaron a estudiar el mecanismo de
coagulacién de la sangre del cangrejo herradura del Atlantico (Limulus polyphemus) y
descubrieron que tiene una alta sensibilidad a las endotoxinas. En 1964 Federick Bang y Jack
Levine desarrollaron una prueba enzimatica que consisti6 en mezclar los factores de
coagulacién de la sangre que se encuentra en los amebocitos con una muestra de farmaco en

un tubo de ensayo; en donde si hubiera endotoxina presente, el liquido en el tubo se



coagularia, esta fue la primera prueba basada en el “LAL” (Limulus Amebocyte Lysate) para
endotoxinas (Akbar et al., 2012).

La prueba LAL es mas sensible que el método RPT que solo detecta 0.5 EU/mL. Esta prueba
también es conocida como prueba de endotoxina bacteriana (BET). En este método existen
tres técnicas basicas, la técnica de codgulo-gel, turbidimétricas y cromogénicas (figura 2). La
técnica turbidimétrica y cromogénica son mas precisas y sensibles que la técnica coagulo-gel
(Dullah et al., 2017).

Técnicas del método LAL

Limite de deteccion de 0.1a
0.001 EU/mL *
¥ 4
Cromogénica Turbidimétrica Codgulo-gel
r
Mide un cromoforo liberado de un r A
péptido cromogeénico, por la reaccion Mide el incremento en turbidez del La enzima causa la gelificacion de

con la endotoxina, es posible cuantificar reactante, es posible cuantificar una proteina coagulable que
mediante valoracion cromogénica en el mediante valoracion turbidimétrica permite la formacion de un gel

punto final o cinética. en el punto final o cinética. donde puede ser detectado v

cuantificado al final de la reaccion.

Figura 2. Técnicas de la prueba de LAL. La prueba LAL requiere tres técnicas: turbidimétrica, cromogénica
y coéagulo-gel, su limite de deteccion minimo es de 0.001 EU/mL (Modificado de Joiner et al., 2002).

El mecanismo de accion comprende una serie de pasos que junto con LAL permiten la
formacion del gel en presencia de endotoxinas bacterianas. La reaccion se lleva a cabo con
la formacién del coagulo a través de una cascada de pasos de activacion enzimatica. La
proteina de coagulacion (coaguldgeno) es desdoblada por la enzima de coagulacion activada,
los productos del desdoblamiento son insolubles y se unen mediante interaccion ionica para

formar la matriz del gel (Cortes et al., 2006).

La prueba LAL ha sido aceptada como un método confiable para medir la pirogenicidad,
pero solo es especifica para el componente de la pared celular de las bacterias Gram-
negativas, por lo que no es aplicable para muestras que contengan una gran cantidad de

proteina, tampoco es capaz de cuantificar satisfactoriamente las actividades de endotoxina in



vivo y no es aplicable en muestras que contengan iones metalicos. Las ventajas de esta prueba
son su posibilidad de realizar una medicion cuantitativa o semicuantitativa de endotoxinas,
la alta sensibilidad del método, la relativa facilidad y velocidad de ejecucion del ensayo, su
Unica desventaja es que no detecta pirégenos no endotdxicos (Peterbauer et al., 2000).

2.5.4 Prueba de activacion de monocitos (MAT)

Recientemente la prueba de activacion de monocitos (MAT) se ha considerado en la
Farmacopea Europea como una prueba de deteccion de endotoxina. Esta prueba se basa en
la activacion de monocitos humanos por pirégenos lo que permite por primera vez la

deteccion de pirdgenos en la especie humana (Perdomo et al., 2011).

Esta prueba se basa en la activacion de TLR4 (Toll-like receptor 4), el sensor de endotoxinas
de los mamiferos que reconoce LPS estructuralmente. EI TLR4 activa factores de
transcripcion provocando la secrecion de fosfatasa alcalina facilmente detectable por la
coloracion azul/morada del medio de deteccion HEK-blue™. Las células de HEK-blue™
proceden de células HEK?293 transfectadas con todos los genes necesarios para la cascada de
sefializacion, incluyendo TLR4 junto con una fosfatasa alcalina mejorada para ser secretada,

con un promotor inducible por NF-kB y fosfatasa alcalina-1 (Fernandez, 2019).

Con un limite de deteccion de 0.01 EU/mL los esfuerzos cientificos buscan validar la MAT
para la deteccion de pirogénicos endotdxicos y no endotoxicos, buscando un reemplazo in
vitro para RPT. La prueba de MAT in vitro tiene el potencial de detectar sustancias

pirogénicas porque utiliza sangre entera humana (Borton et al., 2018).



3. JUSTIFICACION

La salmonelosis es una enfermedad bacteriana que afecta de manera importante al ser
humano a nivel mundial, causada principalmente por ingerir alimentos previamente
contaminados. El lipido A es una toxina presente en el LPS localizado en la membrana de
bacterias del género Salmonella, principal responsable de la actividad toxica de la bacteria,
provocando fiebre, dolor de cabeza, diarrea e incluso la muerte cuando la infeccion no es
tratada de manera adecuada. Diferentes componentes bacterianos tienen un papel importante
en el desarrollo de mecanismos de patogenicidad, asi como la respuesta aguda y severa que
el patégeno desarrolla y que continla investigandose su potencial inmunogénico. En el
presente trabajo de investigacion se evaluaron técnicas de deteccion de moléculas
contaminantes presentes en preparaciones proteicas con funcion inmunogénica, obtenidas de

Salmonella spp.

3.1 Objetivo general
Cuantificar moléculas contaminantes residuales presentes en preparaciones proteicas

purificadas a homogeneidad de Salmonella spp.

3.2 Objetivos particulares
e Obtener el extracto crudo a partir de biomasa de Salmonella.
e Obtener una preparacion proteica purificada a homogeneidad a partir del extracto
crudo de Salmonella.
e Cuantificar SDS en las preparaciones proteicas purificadas.
e Cuantificar diferentes biomacromoléculas residuales como carbohidratos, LPS,
lipidos y RNA en las preparaciones purificadas, mediante métodos colorimétricos y

espectrofotométricos.
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4. DIAGRAMA DE TRABAJO
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5. MATERIAL Y METODOS
5.1 Material

Material de vidrio, plastico y reactivos de grado analitico para cada determinacion.

5.2 Material bioldgico

Las preparaciones proteicas proporcionadas estan bajo resguardo por el laboratorio de
Nutravia S.A de C.V.

5.3 Equipos
Tabla 1. Equipos ocupados en este trabajo.
Equipo Marca Modelo
Espectrofotdmetro Hach DR 5000
Campana de extraccion Prendo CH-120
Vortex Thermo scientific M37615
Incubadora Lab-tech LSI-3016-A
Balanza de grado analitico Ohaus PA214
Bafo maria Sheldon manufacturing, inc SWBR17
Campana de flujo laminar Prendo CFL102 NW
Lector de microplacas Bio-rad iMARK™
Autoclave Aesa CV300
Centrifuga Eppendorf AG 5805F
Disruptor celular con una
. Emulsiflex* C5
presion
Ultrafiltrador Millipore 8050
Cromatdgrafo de liquidos de AKTA de General Electric
baja presion fplc (GE) Avant 25
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5.4 Métodos

Tabla 2. Métodos ocupados en este trabajo.

Determinacion Método Referencia
Extraccion de las proteinas Lisis alcalina Nikaido et al., 1983
Cromatografia de Hagopian et al., 1999

Purificacion de las proteinas _ N
filtracion en gel FPLC

Cuantificacion de proteina

Colorimétrico Smith et al., 1985
soluble
Determinacion de peso . _
Electroforesis Laemmli et al., 1970
molecular
Cuantificaciéon de SDS Colorimétrico Rusconi et al., 2001
L ) Solis, 2004; Burguet et al.,
Cuantificacion de LPS Coégulo gel
2012
Cuantificacion de _ _ )
Colorimétrico Dubois et al., 1956

carbohidratos

Frings et al.,1970; lzard et

Cuantificacion de lipidos Colorimétrico
al., 2003

Cuantificacion de RNA Colorimétrico Almog et al., 1978

6. METODOLOGIA
6.1 Conservacion y mantenimiento de las preparaciones proteicas

Las muestras proteicas fueron resguardadas y conservadas a 20 °C hasta su analisis

espectrofotométrico.

6.2 Método de extraccion de las proteinas de Salmonella

La biomasa de Salmonella, se incub6 con el buffer Tris 50 MM pH 7.7 con una relacién (1:4)
durante 30 minutos a 37 °C a 120 rpm de agitacion. Terminada la incubacion se le agregé
buffer de Tris 50 mM, 0.05 % de SDS, 1.34 % NaCl, EDTA a 0.005 M a pH 7.7 con una

relacion (1:4) y se lisé por dos ciclos en el disruptor celular con una presion de 700 Bar. La
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suspension obtenida se centrifugd a 11,000 rpm, por 15 minutos a 4 °C, para obtener el
sobrenadante 1 y fragmentos celulares.

1. Después de obtener los fragmentos celulares, se agreg6 buffer de Tris 50 mM, 0.05
% de SDS, 1.34 % NaCl, EDTA a 0.005 M a pH 7.7, con una relacion (1:4). La
mezcla se lis6 en el disruptor a 700 Bar por un ciclo. El lisado se centrifugé a 11,000
rpm por 15 minutos a 4 °C para obtener el sobrenadante 2.

2. A los fragmentos celulares se les agregé un buffer de Tris 50 mM, 0.05 % de SDS,
1.34 % NaCl, EDTA a 0.005 M a pH 7.7, manteniendo la misma relacion. La mezcla
se liso en el disruptor a 700 Bar por un ciclo. Repitiendo este ciclo por 2 veces méas
para obtener el sobrenadante 3y 4.

3. Los sobrenadantes 1, 2, 3, 4 se incorporaron, en una sola muestra que se microfiltré
con una membrana de disco con poro de 0.22 um para finalmente obtener el extracto
crudo proteico MP1 (Nikaido et al., 1983).

Este método fue modificado en el buffer de lisis que se utiliz para la extraccion, donde se
cambid la concentracion de SDS para cada una de las extracciones, para MP1 se utilizé una
concentracion de SDS de 0.05 % (descrita anteriormente) para MP2 0.02 % y MP3 0.07 %,

en todos los casos se ocupo el mismo método de extraccion.

6.3 Ultrafiltracion del extracto crudo proteico

El extracto crudo MP1 previamente microfiltrado, fue sometido a ultrafiltracion con una
presion de 50-70 Bar por membrana de 30 kDa hasta retener el 20 % del volumen inicial para
obtener un concentrado proteico final de MP1, este mismo proceso se aplicd para MP2 y
MP3.

6.4 Purificacion por FPLC

A través de cromatografia de exclusion molecular en FPLC el concentrado proteico MP1 se
microfiltré nuevamente por filtro de tamafio de poro de 0.45 um y se cargaron 5 mL en una
columna con resina Superdex S-200 de Cytiva de 60 cm, con un flujo de 5 mL/min utilizando
como fase mavil una solucion buffer de Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM pH 7.4 con una
temperatura de 21 °Cy con presién de 20 PSI, el tiempo de corrida consto de 180 min, donde
se recolectaron fracciones de un mililitro por minuto durante los primero 150 min para su
analisis posterior en SDS-PAGE (Hagopian et al., 1999).
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El método de FPLC fue Unicamente modificado en el buffer de la fase movil, donde se
cambid la concentracion de NaCl para cada una de las corridas, para MP1 se utilizé una
concentracion de 100 mM (descrita anteriormente) para MP2 75 mM y MP3 150 mM en

todos los casos se ocup6 el mismo método de purificacion.

6.5 Cuantificacion de proteina por el ensayo de BCA

La cuantificacion de proteina se midi6 con el kit Pierce ™ BCA protein Assay de Thermo
Scientific ™, Este ensayo tiene 2 componentes: el BCA reagent A y el BCA reagent B. Para
la preparacion de la solucidn de trabajo se mezclaron ambos reactivos en una proporcion de
50:1, Reagent A: B, esta preparacion producira un color verde claro cuando hay presencia de
proteina soluble.

Para la realizacion de la curva de calibracion del ensayo de BCA se utilizé una solucién a
una concentracion de Tris 50 mM pH 7.7 y una solucion estandar de Albumina de Suero
Bovino (incluida en el kit) con una concentracion de 2 mg/mL. A partir de esta solucion
estandar y con la solucién Tris se realizaron diluciones en un rango de 25 pg/mL a 2000

pMg/mL como se muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Soluciones para la curva de calibracion de proteina.

Albumina de Solucion de )
N° de ) ] Concentracion
Suero Bovino Tris
muestra (ng/mL)
(uL) (uL)
1 0 1000 0 (Blanco)
2 12 988 25
3 62 936 125
4 125 875 250
5 250 750 500
6 375 1625 750
7 500 500 1000
8 750 250 1500
9 1000 0 2000
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De cada una de las diluciones y de la muestra problema se tomaron 25 ul y se colocaron en

una microplaca, posteriormente se agregaron 200 L de la solucion Reagent A:B, se agito e

incubo en oscuridad a 37 °C durante 30 minutos. Transcurrido el tiempo de incubacion se

realizo la lectura de absorbancia a una longitud de onda de 595 nm en un espectrofotometro

de microplaca (Smith et al., 1985).

6.6 Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes

Dependiendo al peso molecular de las proteinas, las muestras MP1, MP2 y MP3 fueron

sometidas a electroforesis en gel de poliacrilamida. EI gel fue preparado de acuerdo con la

tabla 5, el buffer de electrodo (concentracion de 1x) y el buffer de carga fueron preparados

de acuerdo con latabla 6 y 7 respectivamente. Finalmente, al terminar la electroforesis el gel

fue tefiido por azul de Coomassie o por plata (Laemmli et al., 1970).

Tabla 5. Reactivos para llevar a cabo el gel de poliacrilamida al 12%.

Gel de poliacrilamida (12%0)

Acrilamida/Bisacrilamida 30 % 12 mL
Tris-HCI 1.5 M pH 8.8 1.75mL
Agua desionizada 2.38 mL
Persulfato de amonio 10 % 35 mL
TEMED 3.5ML

Tabla 6. Reactivos utilizados para buffer de electrodo 10x.

Buffer de electrodo 10 x (1 L)

Tris 10¢g
Glicina 144 g
SDS 10¢
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Tabla 7. Reactivos utilizados para buffer de carga con una concentracion de 2x.

Buffer de carga 2x (10 mL)
SDS 049
Glicerol 2mL
[-mercaptoetanol 1mL
Azul de bromofenol 0.04¢
Tris 0.5 M pH 6.8 2.5mL
Agua desionizada 4.5mL

6.7 Cuantificacion de dodecilsulfato de sodio (SDS) en preparaciones proteicas

La cuantificacion de dodecilsulfato de sodio (SDS) en muestras proteicas se llevo a cabo por

el método de Rusconi et al., 2001. Para la determinacion cuantitativa de SDS se prepar0 una

curva de calibracién realizando una solucién estandar al 0.5 % de SDS con la solucion de

Tris(hidroximetil)aminometano 50 mM con un pH de 7.7. Usando la solucion anterior se

prepararon diferentes diluciones como se muestra en la tabla 8.

Tabla 8. Soluciones para la curva de calibracién de SDS.

N° de Solucion de SDS SOIL::?: de Concentracion
muestra (nL) (L) (%)
1 0 1000 0 (Blanco)
2 20 980 0.01
3 40 960 0.02
4 60 940 0.03
5 80 920 0.04
6 100 900 0.05
7 120 880 0.06
8 140 860 0.07
9 160 840 0.08
10 180 820 0.09
11 200 800 0.1
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Posteriormente, se prepard una solucién estandar con una concentracién de 1 mg/mL de
carbocianina en 1:1 de Agua: Isopropanol, posteriormente se prepar6 una solucion final con
1 mL de solucion estandar de carbocianina mas 1 mL de formamida en 19 mL de agua
desionizada, mezclando perfectamente, esta solucién se mantiene estable en la oscuridad

durante 3 dias a una temperatura de 23 °C.

El procedimiento consistio en tomar 1 uL de las diluciones y de las muestras proteicas, para
el blanco se coloco 1uL de la solucion de Tris, posteriormente se le agregaron 200 uL de la
solucidn de carbocianina en vortex por 10 s. La absorbancia se midié en un espectrofotémetro

a una longitud de onda de 438 nm.

6.8 Cuantificacion de LPS por el método de Lisado de amebocitos de Limulus

La cuantificacion de endotoxina en muestras proteicas se llevo a cabo por el método de Solis
etal., 2004 y Burguet et al., 2012. La determinacion cuantitativa de LPS se realiz6 una curva
de calibracion a partir de una solucién estandar de endotoxina de E. coli de 100 EU/mL
preparado con agua libre de pirogenos, a partir de esta solucién se realizaron diferentes

diluciones como se muestra en la tabla 9.

Tabla 9. Soluciones para la curva de calibracién de LPS.

) ) Agua libre de )
N° de Solucion de endotoxina . Concentracion
pirdgenos
tubo (nL) (EU/mL)
(uL)

1 0 1000 0 (Blanco)

2 100 pL de la solucién de 100 EU/mL 900 10

3 500 pL de la solucién de 10 EU/mL 500 5

4 100 pL de la solucion de 10 EU/mL 900 1

5 100 pL de la solucion de 1 EU/mL 900 0.1

6 100 pL de la solucion de 0.1 EU/mL 900 0.01

Primeramente, se prepard una solucion de Limulus Amebocyte Lysate PYROGENT 5000
mezclando suavemente con el buffer de reconstitucion PYROGENT 5000 por 1 min, hasta
que se homogeneiz6 completamente (evitando la formacién de burbujas), esta solucién

llamada LAL es fotosensible y debi6 ser preparada antes de su uso, ya que solo es estable
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hasta por 8 h almacenada a 2-4 °C. Para el proceso en general, todas las muestras debieron
estar a 25 °C, posteriormente se agregaron 100 uL de todas las muestras y se pre-incubaron
todas las muestras a 37 °C por 10 min, después se agregd 100 pL del reactivo LAL a cada
una de las muestras y se dejo reaccionar por 1 hora a 37 °C. La absorbancia se midi6 en un
lector de microplacas a una longitud de onda de 340 nm.

Nota: Este método se llevd a cabo en una campana de flujo laminar para evitar

contaminacion.

6.9 Cuantificacion de carbohidratos solubles totales por el método de Fenol-Sulfarico

La cuantificacion de carbohidratos totales se llevé a cabo por medio del método colorimétrico
descrito por Dubois et al., 1956. Para esta determinacion cuantitativa de carbohidratos totales
se preparo una curva de calibracion a partir de una solucion estandar de glucosa en agua
destilada con una concentracion de 0.1 pg/mL. Usando la solucion anterior se prepararon

diferentes diluciones como se muestra en la tabla 10.

Tabla 10. Soluciones para la curva de calibracion de carbohidratos.

Solucién de Agua »
N° de i Concentracion
glucosa destilada
muestra (ng/mL)
(uL) (uL)
1 0 1000 0 (Blanco)
2 100 900 0.01
3 200 800 0.02
4 300 700 0.03
5 400 600 0.04
6 500 500 0.05
7 600 400 0.06
8 700 300 0.07
9 800 200 0.08
10 900 100 0.09
11 1000 0 0.1
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Una vez preparadas las soluciones para la curva de calibracion, para proceso en general se
agregd 1 mL de las diluciones y de las muestras proteicas, el blanco contendria 1 mL de agua
destilada, a cada tubo se le agregé 1 mL de solucion fenol al 5 %, se agitaron durante 10
segundos en vortex. Posteriormente, se adicionaron 5 mL de &cido sulfurico concentrado, y
se agitaron durante 10 segundos en vortex, se dejo reaccionar por 10 min a 25 °C y se
colocaron en un bafio de agua fria por 10 min para detener la reaccion. La absorbancia se

midi6 en un espectrofotometro a una longitud de onda de 490 nm.

6.10 Cuantificacion de lipidos totales bacterianos por el método de sulfo-fosfo-
vainillina

La cuantificacion de lipidos totales se llevo a cabo por el método colorimétrico de Sulfo-
fosfo-vainillina (SPV) para cuantificar lipidos totales bacterianos descrito por Frings et al.,
1969 e lzard et al., 2003. La cuantificacion de lipidos totales se prepard una curva de
calibracion a partir de una solucion estandar de acido oleico con concentracion de 2 mg/mL
en cloroformo, a partir de esta solucion se realizaron diferentes diluciones como se muestra
en la tabla 11.

Tabla 11. Soluciones para la curva de calibracion de lipidos.

N° de Solucion de acido Cloroformo | Concentracion
oleico
muestra L) (nL) (mg/mL)

1 1000 0 2

2 900 100 1.8
3 800 200 1.6
4 700 300 14
5 600 400 1.2
6 500 500 1

7 400 600 0.8
8 300 700 0.6
9 200 800 0.4
10 100 900 0.2
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Primeramente, se prepard una solucion de (SPV) con una concentraciéon de 1.2 mg/mL de
vainillina en una solucién de 1:4 de agua desionizada: acido fosférico perfectamente
homogénea con agitacion constante. Para las diluciones se tomaron 100 pL de cada
concentracion y se colocaron en un bafio de agua a 60 °C por 10 min para evaporar el
solvente. Posteriormente, a cada tubo se le agregaron 100 uL de agua desionizada agitando
por 10 s en vortex, después se agregaron 2 mL de acido sulfurico concentrado agitando en
vortex por 10 s, se dej6 reaccionar por 10 minutos en bafio maria a 100 °C e inmediatamente
después se colocaron en un bafio de agua fria por 5 min, finalmente se le agregaron 5 mL del
reactivo SPV agitando por 10 s en voértex y se incub6 a 37 °C a 200 rpm por 15 min. La
absorbancia se midid en un espectrofotometro a una longitud de onda de 530 nm.

Asi mismo para el tratamiento de las muestras proteicas el proceso fue el siguiente: a cada
tubo se le agregaron 100 uL de la muestra proteica y 2 mL de acido sulfarico concentrado
agitando en vortex por 10 s y se dejé reaccionar por 10 min en un bafio maria a ebullicion;
inmediatamente después se colocé en un bafio de agua fria por 5 min, finalmente se le
agregaron 5 mL del reactivo SPV agitando por 10 s en vortex y se incubé a 37 °C a 200 rpm
por 15 min. Para la preparacion del blanco se agregaron 100 uL de agua desionizada, 2 mL
de &cido sulfdrico y 5 mL del reactivo SPV vy se siguié el mismo procedimiento anterior. La

absorbancia se midié en un espectrofotometro a una longitud de onda de 530 nm.

6.11 Cuantificacion de ARN

La cuantificacién de ARN se llevo a cabo por medio del método colorimétrico descrito por
Almog et al., 1978. La cuantificacion de ARN se determind a partir de una curva de
calibracion realizando una solucion de ribosa con agua destilada con una concentracion total
de 0.02 mg/mL, a partir de esta Ultima solucion se prepararon diferentes diluciones con una

concentracidon como se muestra en la tabla 12.
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Tabla 12. Soluciones para la curva de calibracion de ARN.

Solucién de Agua N
N° de Concentracion
ribosa destilada
muestra (mg/mL)
(nL) (nL)
1 0 1000 0 (Blanco)
2 100 900 0.002
3 200 800 0.004
4 300 700 0.006
5 400 600 0.008
6 500 500 0.10
7 600 400 0.012
8 700 300 0.014
9 800 200 0.016
10 900 100 0.018
11 1000 0 0.02

Primeramente, se prepard una solucién de orcinol con una concentracion de 10 mg/mL mas
5 mg/mL de cloruro férrico en acido clorhidrico concentrado. Después se tomé 1 mL de las
diluciones y de las muestras proteicas, se colocaron en un tubo, después se les adicionaron
3 mL del reactivo orcinol a cada tubo y fueron calentados en bafio maria a 100 °C por
15 min. Posteriormente, los tubos fueron colocados en bafio de agua fria por 10 min para
detener la reaccion. La absorbancia se midid en un espectrofotometro a una longitud de onda
de 660 nm. Para determinar la concentracién de RNA total, la concentracion fue multiplicado

por 4.23 que constituye el promedio del peso del tetranucleétido del ARN.

NOTA: Todo el material utilizado debi6 ser lavado primeramente con dextran, después con
agua destilada, posteriormente con alcohol etilico al 96 % y secado en horno a 60 °C, para

finalmente ser esterilizado.

6.12 Analisis estadistico
Las absorbancias obtenidas a partir de las curvas de calibracién de cada método fueron

graficadas, posteriormente se realizd un analisis de regresion lineal para obtener una ecuacién
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(pendiente de la recta) por el método de minimos cuadrados y un andlisis de correlacion, cada

curva de calibracion fue realizada por triplicado.

7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Extraccién de proteinas de Salmonella

Las extracciones se realizaron a partir de 50 g de biomasa de Salmonella spp., variando solo
la concentracién de SDS en el buffer de lisis (como se describe en la parte de metodologia
6.2). En la tabla 13 se muestra la concentracion de los extractos obtenidos en los 3 procesos
distintos. Después de que el extracto fuera sometido a ultrafiltracion con membrana de 30
kDa, los volumenes disminuyeron aproximadamente hasta un 20 %, lo que favorecio que la
proteina se concentrara, la concentracion de proteina se evalué mediante el método de BCA
(Smith et al., 1985, Anexo 1)

Tabla 13. Concentracion de proteina antes y después del proceso de ultrafiltracion del extracto crudo.

Extractos crudos

Concentracion | Proteina total Concentracion | Proteina total
Volumen Volumen
de proteina antes de . de proteina después de
antes de ] . después de o
Muestra ] ] antes de ultrafiltracion o después de | ultrafiltracion
ultrafiltracion ] . ultrafiltracion o
ultrafiltracién mg ultrafiltracién mg
mL mL
mg/mL mg/mL
MP1 110 1.720 189.2 22 3.988 87.736
MP2 106 1.640 173.84 21 3.796 79.716
MP3 115 1.872 215.28 23 4.256 97.888

En la tabla 13 muestra los volumenes totales y concentraciones finales de proteina en cada
uno de los extractos crudos, se puede observar que la concentracion de proteina mas alta se
obtuvo con el extracto crudo MP3 (4.256 mg/mL), seguido del extracto crudo e MP1 (3.988
mg/mL) y finalmente MP2 (3.796 mg/mL), en consecuencia el método de extraccion de
MP3 es mas eficiente, lo que se atribuye a que el buffer de lisis (Tris 50 mM, 0.07 % de SDS,
1.34 % de NaCl, EDTA a 0.005 M a pH 7.7) puede mejorar la extraccién al contener mayor

concentracion de SDS.
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Con el proceso de ultrafiltracion se trato de retirar proteina contaminante menor a 30 kDa
como se observa en el ejemplo de la muestra MP2 en la figura 3, donde se identifica la
proteina de interés con un peso molecular aproximadamente de 38 kDa antes y después de la
ultrafiltracion. Adicionalmente, el volumen obtenido disminuyd, lo cual promovid que la

concentracion de proteina del extracto crudo aumentara.

1 2 3 kpa

kDa

Figura 3. Electroforesis SDS-PAGE tefiido con Coomassie del extracto MP2 (2 ug), antes y después de la
ultrafiltracion. Descripcion de carriles: Carril 1: Marcador de peso molecular (Thermo Fisher Scientific),
Carril 2: Extracto MP2 antes de ultrafiltar, Carril 3: Extracto MP2 despues de ultrafiltar.

Cabe recalcar que después de cada ultrafiltracion en cada uno de los extractos, la
concentracion de proteina aumento, pero se conservé la proteina de interés (con peso
molecular aproximadamente de 38 kDa), por lo tanto, el procedimiento fue eficiente para
retirar proteina contaminante menor de 30 kDa, sin embargo, aln se observa la presencia de
proteinas contaminantes mayor a 30 kDa lo requirié continuar con el procedimiento de

purificacién mediante FPLC.

7.2 Obtencion de una preparacion proteica homogénea de Salmonella

Una vez que se obtuvieron los extractos crudos (MP1, MP2 y MP3) previamente sometidos
a ultrafiltracion, fueron separados posteriormente mediante FPLC, variando la concentracion
de NaCl (75, 100 y 150 mM), 15 mg de proteina fueron inyectados en la columna. Se

obtuvieron 150 fracciones por corrimiento de FPLC.
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Los cromatogramas de la figura 4 muestran que las fracciones 70-135 contenian mayor
concentracion de proteinas, ademas el corrimiento de FPLC empleando NaCl a 150 mM

favorecio una mejor resolucion de los picos proteicos.

En la figura 4 se puede observar los cromatogramas de los extractos crudos proteicos (MP1,
MP2 y MP3) con la similitud de los picos en el mismo tiempo de retencién. El cromatograma
de MP3 mostré una mejor definicion en los picos, atribuyendo esto a la concentracion de
cloruro de sodio, lo que mejoré la elucion de la muestra, este cambio tiene un impacto

significativo en las interacciones moleculares y, por lo tanto, en la eficiencia de la separacion

la muestra.
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Figura 4. Cromatogramas obtenidos de FPLC de las preparaciones proteicas MP1, MP2 y MP3. El
cromatograma en gris muestra la preparacién proteica MP1, el de color azul MP2 y el de color naranja MP3.

7.3 Analisis de las fracciones recolectadas por cromatografia de FPLC, mediante SDS-
PAGE

Las fracciones obtenidas de la cromatografia de FPLC fueron analizadas mediante SDS-
PAGE, los corrimientos electroforéticos de la muestra MP1 se muestran en los ejemplos de
las figuras 6-9, que corresponde a la cromatografia realizada con 100 mM de NaCl, la
presencia de la banda proteica de interés (38 kDa) se identifico en las fracciones 70-135,
corroborando que esta técnica de purificacion retird con efectividad proteinas contaminantes
de pesos moleculares mayores a 31 kDa, conservando a la proteina de interés como se

observa en el ejemplo de la muestra MP3 en la figura 5. Como ya se dijo anteriormente el
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cambio de la fase mdvil favorecio la elucion de las proteinas esto al influir en las
interacciones entre las moléculas del analito y la fase estacionaria del gel, debido a que las
proteinas presentan cierta carga eléctrica que, a un determinado pH, la muestra proteica queda
retenida sobre el soporte solido (en este caso resina) por afinidad electrostatica, esto depende
de la carga eléctrica neta de las proteinas (relacidn carga/tamafio), algunos constituyentes de
la mezcla serén retenidos con mayor fuerza sobre la resina que otros, lo que provocara una
mejor separacion. En este caso el pH y la concentracion salina en este caso NaCl en la fase
movil hace que se alcance el punto isoeléctrico de las proteinas, neutralizando de este modo
la fuerza que las retiene en la columna, la elucién puede ser de manera isocrética
(concentracion constante de sal) como es el caso, 0 en su defecto puede existir gradiente de

concentracion (Montecino, 2009).

Figura 5. Electroforesis SDS-PAGE tefiido con Coomassie del extracto crudo de MP3 (2 pg) antes de la
ultrafiltracion y después de FPLC. Descripcién de carriles: Carril 1: Marcador de peso molecular (Thermo
Fisher Scientific), Carril 2: Extracto MP2 antes de ultrafiltar, Carril 3: Extracto MP2 después de la purificacion
por FPLC.
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Figura 6. Electroforesis SDS-PAGE tefiido con Coomassie de fracciones obtenidas mediante la
purificacién de FPLC de MP1 (2 ug), minuto de retencion 70-89. Descripcion de carriles: Carril 1: Fraccion
70y 7, Carril 2: Fraccién 72 y 73, Carril 3: Fraccion 74y 75, Carril 4; Fraccién 76 y 77, Carril 5; Fraccién 78
y 79, Carril 6; Fraccion 80 y 81, Carril 7; Fraccién 82 y 83, Carril 8; Fraccion 84 y 85, Carril 9; Fraccion 86 'y

87, Carril 10; Fraccién 88y 89.

Figura 7. Electroforesis SDS-PAGE tefiido con Coomassie de fracciones obtenidas mediante la
purificacién de FPLC de MP1 (2 pg), minuto de retencién 90-109. Descripcion de carriles: Carril 1:
Fraccion 90 y 91, Carril 2: Fraccién 92 y 93, Carril 3: Fraccion 94 y 95, Carril 4; Fraccion 96 y 97, Carril 5;
Fraccion 98 y 99, Carril 6; Fraccion 100 y 101, Carril 7; Fraccion 102 y 103, Carril 8; Fraccion 104 y 105,
Carril 9; Fraccién 106 y 107, Carril 10; Fraccion 108 y 1009.
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38

Figura 8 . Electroforesis SDS-PAGE tefiido con Coomassie de fracciones obtenidas mediante la
purificacién de FPLC de MP1 (2 pg), minuto de retencion 110-129. Descripcion de carriles: Carril 1:
Fraccion 110 y 111, Carril 2: Fraccion 112 y 113, Carril 3: Fraccién 114 y 115, Carril 4; Fraccion 116 y 117,
Carril 5; Fraccion 118y 119, Carril 6; Fraccion 120y 121, Carril 7; Fraccion 122 y 123, Carril 8; Fraccion 124
y 125, Carril 9; Fraccion 126 y 127, Carril 10; Fraccién 128 y 129.

kDa

Figura 9. Electroforesis SDS-PAGE tefiido con Coomassie de fracciones obtenidas mediante la
purificacién de FPLC de MP1 (2 pg), minuto de retencion 130-135. Descripcion de carriles: Carril 1:
Fraccion 130y 131, Carril 2: Fraccion 132 y 133, Carril 3: Fraccion 134 y 135.

Posteriormente se muestra en la tabla 14 el volumen obtenido de cada una de las
preparaciones proteicas juntando las fracciones (70-135) de una sola inyeccién, mostrando
la concentracion de cada una de las preparaciones, se puede observar que la preparacion
proteica MP3 tiene la mayor concentracion de proteina purificada con 0.165 mg/mL, seguida
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de MP1 con 0.125 mg/mL y MP2 con 0.116 mg/mL, esto demuestra que el mejor método de
purificacion y extraccion es el de MP3 para obtener mayor concentracion de la proteina de
interés, esto se debe al cambio de la concentracion de SDS en el buffer de extraccién y el
cambio de concentracion en el cloruro de sodio en la fase movil del método de purificacion
por FPLC, en la tabla también se observa que es mayor la proteina total que se obtiene de la
muestra MP3 que de MP1y MP2.

Tabla 14. Concentracion de proteina después de FPLC.

Preparacion Mililitros Concentracion de Concentracion total
proteica totales proteina mg/mL de proteina mg
MP1 55 0.125 6.875
MP2 56 0.116 6.496
MP3 54 0.165 8.910

Después de la unién de las fracciones en cada método de purificacion y al obtener las tres
preparaciones proteicas, se realizO SDS-PAGE tefiido por Coomassie Brilliant Blue G250
(figura 10) y tincion por plata (figura 11) de las preparaciones proteicas MP1, MP2 y MP3.
En el gel tefiido con Coomassie Brilliant Blue se observan las tres bandas a la misma altura,
sin embargo, se realizd un gel con tincion de plata, en este gel se observan las tres bandas a
la misma altura, pero también se observan impurezas en cada una de las preparaciones
proteicas debido a la alta sensibilidad de la tincién de plata , en la preparacion MP3 se
observan menos impurezas que en MP1 y MP2, como consecuencia el método de

purificacion de MP3 es mucho mejor y se obtiene un mejor rendimiento de proteina total.
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Figura 10. Electroforesis SDS-PAGE tefiido con Coomassie de las preparaciones proteicas MP1, MP2 y

MP3 (2 pg) después de la purificacion por FPLC. Descripcion de carriles: Carril 1: Preparacion proteica

MP3, Carril 2: Marcador de peso molecular (Thermo Fisher Scientific), Carril 3; Preparacion proteica MP2,
Carril 4; Preparacion proteica MP1
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Figura 11. Electroforesis SDS-PAGE tefiido por Plata de las preparaciones proteicas MP1, MP2 y MP3
(1 pg), después de la purificacion por FPLC. Descripcion de carriles:  Carril 1: Marcador de peso molecular

(Thermo Fisher Scientific), Carril 2: Preparacion proteica MP3, Carril 3; Preparacion proteica MP2, Carril 4;

Preparacion proteica MP1.
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7.4 Evaluacion de moléculas contaminantes en las preparaciones proteicas homogéneas
Después de obtener las tres muestras proteicas con grado homogeneidad, se procedio a
analizar las moléculas contaminantes para poder deducir cual método de extraccion y

purificacion es el mas conveniente para obtener la proteina de interés.

7.4.1 Evaluacion de dodecilsulfato de sodio (SDS)

La cuantificacion de SDS se baso en el uso de un colorante de carbocianina como reactivo
especifico y sensible de SDS, es una reaccion colorimétrica en donde, la carbocianina
(colorante catiénico) reacciona con el SDS (detergente anidnico) que por fuerzas ionicas
forman un complejo estable. Este complejo cambia de color de fucsia intenso a amarillo,
mostrando un cambio gradual y proporcional a la cantidad de SDS lo que permite cuantificar
por medio de espectrofotometria de luz visible a 438 nm.

Para evaluar la presencia de SDS, se realizo una curva de calibracion con un rango de
concentraciones de 0.1 a 1 mg/mL de SDS a partir de una solucion estandar de 0.5% de SDS
que fue realizada con la solucién de Tris 50 mM con un pH de 7.7. La curva de calibracion

se muestra en la figura 12.
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Figura 12. Curva de calibracién de SDS.

En la curva de calibracion de SDS (figura 12) se obtuvo una linealidad con un coeficiente de
correlacion de 0.998 lo que demostro que hay una correlacion entre la concentracion de SDS
y la absorbancia. Una vez obtenida la curva de calibracion se analizaron las preparaciones

proteicas MP1, MP2 y MP3 después de la purificacion por FPLC, a partir de la ecuacion de
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la pendiente obtenida en la curva de calibracion se obtuvieron las siguientes concentraciones

de las tres preparaciones proteicas (figura 13).
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Figura 13. Cuantificacion de SDS en las muestras proteicas homogéneas. La grafica muestra los datos
obtenidos de la cuantificacion de SDS de las muestras MP1, MP2 y MP3 después de la purificion por FPLC
expresado en pg/mL.

A partir de esta cuantificacion se obtuvieron los siguientes datos, MP3 contiene 2544.067
ug/mL de SDS seguido de MP1 con 2773.688 pug/mL y por Gltimo MP2 5391.781 pg/mL.
Estos datos confirman que el método de purificacion de la muestra proteica MP3 es mas
eficiente que los métodos MP1 y MP2, pues contiene niveles menores de SDS, esto se
atribuye al cambio de concentracidn del NaCl en el método de purificacion en FPLC (descrito

anteriormente en la seccion 7.3).

En la quimica de proteinas el uso de SDS es importante porque comdnmente se utiliza para
la desnaturalizacion o solubilizacion de la proteina, que a menudo son importantes para la
purificacion de proteinas, la union entre SDS y proteina es independiente de la fuerza idnica
y principalmente la formacion de complejo proteina-SDS es de naturaleza hidrofébica
(Bischoff et al., 1998). A nivel farmacolégico el SDS tiene una serie de usos funcionales
como agente emulsionante, agente solubilizante, agente de liberacion modificada entre otros
y aunque no existe algunas recomendaciones reglamentarias o directrices en la Unién
Europea en relacion a los niveles aceptables de SDS en medicamentos, solo se autoriza

medicamentos que contengan concentraciones que van desde 0.2 % (cremas) hasta el 25%
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(shampoo) y no se permite usar SDS en productos parentales (European Medicines Agency,
2015).

7.4.2 Evaluacion de LPS por el método de Lisado de amebocitos de Limulus

El pir6geno de mayor preocupacion para las industrias farmacéuticas y médicas es la
endotoxina bacteriana (LPS) porque es un contaminante toxico, debido a estas caracteristicas,
se han buscado varios métodos para su cuantificacion y deteccion (métodos descritos en la
seccion 2.5) su deteccion es una prueba control de calidad requerida para todos los productos
farmacéuticos, por lo tanto, se propuso un método para cuantificar endotoxina en
preparaciones proteicas procedentes de Salmonella. EI método LAL se sustenta en que la
endotoxina provoca la coagulacion extracelular mediada por serina proteasa de la hemolinfa
del cangrejo herradura, los componentes enzimaticos y los eventos moleculares que son
responsables de la cascada de coagulacion, el factor C, el primer componente de la cascada,
es una serina proteasa que se activa mediante la union de endotoxinas. La cascada, iniciada
por la endotoxina, culmina en la activacién de la enzima pro-coagulacién a su forma activa,
la enzima coagulante, que a su vez actua sobre el coaguldgeno para convertirlo en el coagulo
de coagulina y este coagulo se mide a través de absorbancia para su cuantificacion de
endotoxina (Abate et al., 2017).

Mediante el método LAL se realizO una curva de calibracion con un rango de
concentraciones de 0.01 a 10 EU/mL a partir de una solucion estandar de endotoxina de E.

coli de 100 EU/mL como se muestra en la figura 14.
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Figura 14. Curva de la calibracion de LPS.
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En la curva de calibracién de endotoxina (figura 14) se observo una correlacion en donde se
obtuvo un coeficiente de correlacion de 0.9943, cabe recalcar que este método (LAL) es muy
sensible a contaminaciones, por lo cual se recomienda que el método se realice en un
ambiente esterilizado y se recomienda ocupar el kit completo (Ver anexo 3) para tener una
cuantificacién correcta, se trat0 de reemplazar agua despirogeneizada por agua grado

molecular o agua desionizada, previamente estéril y no se observo una buena correlacion.

En la figura 15 se muestran las concentraciones de las muestras proteicas obtenidas mediante
la ecuacion de la pendiente de la curva de calibracion.
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Figura 15. Cuantificacion de LPS en las muestras proteicas homogéneas. La grafica muestra los datos
obtenidos de la cuantificacién de LPS de las muestras MP1, MP2 y MP3 después de la purificacion por FPLC

expresado en EU/mL.

Por medio de esta cuantificacion se obtuvo que MP1 tiene 108 EU/mL, seguido de MP2 con
58 EU/mL y finalmente MP3 con 56 EU/mL, se demuestra que MP3 tiene menor
concentracion de endotoxina, por lo que su método de purificacion funciona mejor que el de
las muestras MP1 y MP2, de igual manera cabe recalcar que es muy dificil la purificacion
total de proteina, porque existe una interaccion quimica entre proteina/endotoxina lo cual
complica la separacion total entre estas dos.
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Es imprescindible obtener la proteina lo méas purificada posible para su posible uso
farmacoldgico ya que los humanos son extremadamente sensibles a las endotoxinas en
cantidades nanomolares , sin embargo, la FDA en su reporte Guidance of Industry Pyrogen
and Endotoxin Testing: Questions and Answers, del 2012, establece que para un
medicamento administrado por via intramuscular o intravenosa, con un volumen maximo de
2 mL para un adulto de peso promedio de 70 kg, el limite maximo de endotoxina en el
producto es de 175 EU/mL, si bien, rebasando este limite en el ser humano pueden inducir
una respuesta de fiebre aguda y sepsis por consecuencia se ha requerido el desarrollo de una
prueba altamente confiable, sensible y cuantitativa en las industrias farmacéutica y médica
(Mathaes et al., 2016).

7.4.3 Evaluacion de carbohidratos solubles totales por el método de Fenol-Sulfurico

El método de acido fenol-sulfdrico descrito por Dubois descompone los glucdésidos,
polisacaridos, glicoproteinas, oligosacaridos y disacaridos en monosacaridos. Con esta
reaccion exotérmica se forman derivados del furfural, las pentosas (compuestos de 5
carbonos) se deshidratan a furfural y las hexosas (compuestos de 6 carbonos) a hidroximetil
furfural. Estos compuestos luego reaccionan con el fenol para producir un color amarillo
dorado, en condiciones adecuadas (Nielsen., 2010). En consecuencia, para detectar los
carbohidratos solubles totales de las preparaciones proteicas se prepard una curva de
calibracion con glucosa anhidrida con un rango de concentraciones 0.2 a 2 pg/mL como se

observa en la figura 16.
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Figura 16. Curva de calibracién de glucosa.
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En la figura 16 se obtuvo una buena correlacion entre la concentracion de la glucosa y la
absorbancia teniendo un coeficiente de correlacion de 0.998, de acuerdo con la ecuacion de
la pendiente obtenida en la curva de calibracion se obtuvieron las siguientes concentraciones

de las muestras proteicas (figura 17).
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Figura 17. Cuantificacion de carbohidratos en las muestras proteicas homogéneas. La grafica muestra los
datos obtenidos de la cuantificacién de carbohidratos solubles de las muestras MP1, MP2 y MP3 después de la

purificacion por FPLC expresado en pg/mL.

En la figura 17 se observa que la muestra MP1 con 0.318 pg/mL, seguida de MP2 con 4.387
pg/mL y finalmente MP3 con 5.297 pg/mL., considerando los resultados se observa que MP3
tiene mayor concentracion de carbohidratos y que ahora MP1 tiene una menor concentracion
esto quiere decir que su método de purificacion es mas eficiente para eliminar carbohidratos.
Pero de acuerdo con los resultados anteriores de la cuantificacion de SDS y endotoxina, se
observa que la muestra MP3 tiene menor cantidad de endotoxina, al menos lo més toxicé
para el ser humano, por consecuencia método sigue siendo mas eficiente pero no tan efectivo
para eliminar carbohidratos totales. Anteriormente se describio (Seccion 2.4) que el LPS de
Salmonella esta conformado por varios azucares (mono, di, oligosacaridos) esta
cuantificacién de carbohidratos no necesariamente puede ser del LPS de la bacteria, si no que
pueden provenir de restos membranales de la bacteria, por consecuencia no se puede decir

que haya alguna relacién entre esta cuantificacion y la cuantificacién de LPS.
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7.4.4 Evaluacion de lipidos totales bacterianos por el método de sulfo-fosfo-vainillina
La reaccion de SPV para la determinacion de lipidos totales, es un método simple, rapido y
razonablemente preciso y se ha recomendado como un procedimiento aceptable para uso
rutinario (Byreddy et al., 2016).

Para la deteccién de lipidos totales se prepar6 una curva de calibracion con acido oleico en
un rango de concentraciones de 0.2 a 2 mg/mL como se muestra en la figura 18.
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Figura 18. Curva de calibracion de &cido oleico.

En la figura 18 se observo una correlacion entre la concentracion de acido oleico y las
absorbancias obtenidas, con un coeficiente de correlacion de 0.992, desafortunadamente esta
técnica no funciond para la cuantificacion de lipidos, pues cuando se hacia la cuantificacion
de las muestras, se tenia la sospecha de que reaccionaba con el SDS (figura 19), por
consecuencia se practicé esta técnica a una solucion de SDS al 0.33% y se comprobd que si
habia interacciones quimicas entre el SDS y los componentes de la reaccion dando una
absorbancia de 0.892 nm, por lo cual nos daban falsos positivos a las mediciones de las
preparaciones proteicas. En una busqueda bibliografica, no se encontraron trabajos que
indiquen que ocurren interacciones quimicas del SDS durante la reaccién con SPV, la
hipbtesis al respecto es que existen interacciones ionicas entre las cargas del SDS y el

compuesto de resonancia que se forma durante la reaccion.
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Figura 19. Reaccion de SPV dependiente de la concentracion de SDS. En la figura se muestra la reaccion
de SPV con las siguientes muestras, de izquierda a derecha, una solucion de SDS al 0.33%, la muestra MP2, la

muestra MP3, la muestra MP1 y un blanco (agua).

Al realizar una busqueda bibliografica sobre la quimica basica de la reaccion y la reactividad
con varios lipidos, se encontré que la reaccion requiere un doble enlace carbono-carbono,
este requisito es fundamental ya que los &cidos grasos saturados y los triglicéridos (&cido
estearico, palmitico y tripalmitina) asi como el glicerol, no reaccionan. El acido sulfurico
concentrado reacciona con lipidos insaturados en el paso inicial para formar un ion carbono.
El &cido fosforico reacciona con la vainillina para producir un éster de fosfato que aumenta
la reactividad del grupo carbonilo, el ion carbonio reacciona con el grupo carbonilo de la
fosfovainillina para formar un compuesto coloreado que se estabiliza por resonancia (figura
20), los compuestos insaturados con mas de un doble enlace reaccionan, pero la reaccion

puede variar con el impedimento estérico (Knight et al., 1972).
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Figura 20. Mecanismo de reaccion de SPV. Segln la secuencia de la reaccién es (1) Los compuestos
insaturados reaccionan con acido sulfurico para producir un ion carbonio, (2) la vainillina reacciona con &cido
fosfdrico para producir un éster de fosfato aromatico, y (3) el ion carbonio reacciona con el grupo carbonilo
activado de la fosfovainillina para producir un complejo coloreado cargado que se estabiliza por resonancia y

se absorbe al maximo a unos 525 nm (Modificado de Knight et al., 1972).

Aparentemente la reaccion es especifica para compuestos organicos insaturados, por lo tanto,
se debe esperar que los resultados varien segun el peso molecular y la estructura quimica del
lipido que reacciona, lo que a su vez significa que los valores informados mediante el uso de
este método dependen en gran medida de la composicion del estandar de referencia utilizado
(Anschau et al., 2017).

7.4.5 Evaluacion de ARN

La problematica para cuantificar ARN en presencia de ADN y proteinas tiene como
consecuencia que se desarrollen métodos totalmente especificos para la cuantificaciéon de
ARN, este método espectrofotométrico es el de orcinol que esta previamente estudiado y
modificado para hacer la cuantificacion de acidos nucleicos bajo la absorbancia de 660 nm

en donde la interferencia de ADN y proteinas no se hacen presentes (Dische et al., 1937).

Hay pruebas previas en donde el ADN o la desoxipentosa se convierten principalmente en

acido levulinico en condiciones acidas, mientras que el azlcar ribosa del ARN se convierte
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principalmente en furfural y sus homdlogos que al reaccionar con el reactivo orcinol (acido
en presencia de calor) produce bandas a 660 nm; el hecho de que el furfural reaccione con el
orcinol mientras que el &cido levulinico no lo hace ha llevado al desarrollo de este método
especifico para la cuantificacion de acidos nucleicos (Mejbaum, 1939).

Para cuantificar los acidos nucleicos en las muestras proteicas se realizd una curva de
calibracién con ribosa en un rango de concentraciones de 0.02 a 0.002 pg/mL como se
observa en la siguiente figura 21. En donde se obtuvo una coloracion de verde a amarillo

claro dependiendo de la concentracion de ARN.
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Figura 21. Curva de calibracién de ribosa.

En funcion de la ecuacion obtenida en la curva de calibracion se obtuvieron las siguientes

concentraciones de acidos nucleicos presente en las muestras proteicas (figura 22).
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Figura 22. Cuantificacion de RNA en las muestras proteicas homogéneas. La grafica muestra los datos
obtenidos de la cuantificacion de ARN expresado en pug/mL de las muestras MP1, MP2 y MP3 después de la
purificacion por FPLC.

De acuerdo con la cuantificacion la muestra MP1 tiene 0.0545 pg/mL, seguida de MP2 con
3.821 pg/mL y finalmente MP3 con 0.0404 pg/mL, nuevamente se observa que la muestra
proteica MP3 tiene menos contenido de RNA, donde se comprueba nuevamente que el
método de purificacion por FPLC es completamente exitoso quitando contaminantes de la
muestra proteica, como anteriormente se dijo lo mas toxico para muestras con fin
farmacologico es el SDS y LPS, pero también un punto importantes es el ARN ya que el
problema de que exista material genético (ARN) en una muestra con fin farmacologico son
las mutaciones que pueden alterar el funcionamiento normal del ARN en los seres humanos
y causar enfermedades potencialmente mortales que se pueden heredar o aparecer variantes
nuevas con mayor resistencia a los antibioticos, las tasas de mutaciones que causan
enfermedades a los seres humanos son muy altas, esto explica la rapida evolucion y capacidad
para producir variantes nuevas con mayor infectividad, en consecuencia es importante
mantener un control de concentraciones de material genético para evitar problemas a nivel
mundial (Wang et al., 2022).
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8. CONCLUSION

De los extractos crudos obtenidos de Salmonella, se modifico la concentracion de
SDS (0.02, 0.05 y 0.07 %) en el buffer de lisis, en cada uno de los extractos se pudo
observar por medio de un andlisis electroforético la proteina de interés de 38 kDa, sin
embargo, se obtuvo un mejor rendimiento en la concentracion de proteina en la
muestra MP3, donde se observoé que el incremento de SDS (0.07 %), demostro ser la
mejor condicion para la obtencion de un extracto proteico con un 12 % mas de
proteina total.

En los tres extractos crudos de Salmonella se realizaron métodos distintos de FPLC,
donde se modifico la concentracion de NaCl (75, 100 y 150 mM), en las tres
preparaciones proteicas purificadas se observo la proteina de interés (38 kDa)
mediante un analisis electroforético, sin embargo, el método mas eficiente fue el de
la muestra MP3 (NaCl 150 mM) obteniendo un 22 % mas de proteina total.

Las técnicas de deteccion empleadas para la evaluacion de las moléculas
contaminantes en las preparaciones proteicas purificadas a homogeneidad fueron
eficientes, la muestra MP3 mostro que contenia 54 % menos SDS comparado con
MP2, 49 % menos LPS comparada con MP1 y 98 % menos ARN comparada con
MP2, considerando la concentracion mas alta en cada una de las técnicas de
deteccidn. Sin embargo, el método de purificacion no fue tan eficiente para quitar
carbohidratos pues la muestra proteica MP3 contiene un 95 % mas que MP1 siendo
esta muestra la cual contenia menor concentracion de carbohidratos.

El método de deteccidn de lipidos no fue eficiente para poder cuantificar en las
preparaciones proteicas purificadas a homogeneidad, pudiera ser por la presencia de
SDS en las muestras proteicas, ya que se mostré una coloracion rosa en la muestra
debido al porcentaje de SDS (0.33%) que contenia, se concluye que se podria generar
un complejo colorimétrico con el reactivo SPV que impide una cuantificacion

correcta de lipidos en las muestras proteicas.

42



ANEXQOS
Anexo 1:

Cuantificacion de proteina soluble por el ensayo de BCA.

El ensayo del &cido bicinconinico (BCA) es un ensayo colorimétrico para la determinacion
de la concentracion de proteinas, en este ensayo la formacion de color es el resultado de dos
reacciones. En primer lugar, los iones Cu?* del cobre se reducen a Cu* mediante la(s)
proteina(s) ensayada(s) en condiciones alcalinas a través de la reaccion de Biuret. En el
siguiente paso, se forma un complejo de color purpura de Cu* y acido bicinconinico que se
puede medir a una longitud de onda de 595 nm. Sin embargo, varios estudios también
demuestran que, ademas del enlace peptidico, varios aminoacidos como la cisteina, la cistina,

el triptéfano y la tirosina también son capaces de reducir Cu?* a Cu* (Rogatsky et al., 2021).

De acuerdo con el método de BCA se obtuvo la siguiente curva de calibracion para obtener

la concentracion de las muestras problemas.
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Figura 23. Curva de calibracién de Albdmina.

En la curva de calibracion de Albumina (figura 23) se obtuvo una linealidad con un
coeficiente de correlacion de 0.993 que demostr6 que hay una correlacion entre la
concentracion de BCA y la absorbancia obtenida. Una vez obtenida la curva de calibracién

se procedié a cuantificar los concentrados y las preparaciones proteicos.
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Figura 24. Cuantificacion de proteina de MP1, MP2 y MP3 de los extractos crudos. La grafica muestra
los datos obtenidos de la cuantificacion de los concentrados proteicos MP1, MP2 y MP3 expresado en mg/mL.
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Figura 25. Cuantificacién de proteina de MP1, MP2 y MP3 de las preparaciones proteicas homogéneas.
La gréfica muestra los datos obtenidos de la cuatificacion de las preparaciones proteicas finales MP1, MP2 y
MP3 expersado en mg/mL.

Anexo 2

En la figura 26 se muestra el kit completo para la cuantificacion de endotoxina, es esencial
para la cuantificacién correcta de LPS.
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RO

Figura 26. Kit de Limulus Amebocye Lysate
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