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RESUMEN

Klebsiella pneumoniae es una bacteria gramnegativa y se ha convertido en uno de los
patdgenos oportunistas de mayor importancia en el entorno hospitalario causando neumonia,
infecciones en el tracto urinario y heridas, de las cuales se puede generar una bacteriemia.
Debido a la alta resistencia a antibidticos que presenta es de gran importancia desarrollar
nuevas estrategias de vacunacion y tratamiento para este microorganismo. La enolasa (ENO)
de K. pneumoniae es parte de las proteinas “moonlighting”, las cuales tienen funciones
diferentes con una sola cadena polipeptidica, entre estas funciones se encuentran las
relacionadas con la patogenicidad. En este trabajo se realizaron diversos analisis in silico con
el fin de analizar si ENO era capaz de desencadenar una respuesta inmune y asi ser un blanco
vacunal. Los analisis demostraron que la enolasa de K. pneumoniae tiene una similitud mayor
al 94% con respecto a enolasas de otros organismos, en los cuales ya se ha demostrado que
generan una respuesta inmune. Se identificaron posibles epitopos para la activacion de
linfocitos B y T, ademas se identificd una regién transmembranal, la cual le permitiria
anclarse a la membrana celular de K. pneumoniae donde quedaria expuesta un fragmento de
la enolasa con los posibles epitopos. Con este trabajo, se abren las puertas a futuros ensayos
que consideren a ENO como un candidato a antigeno con potencial a desarrollo de una

vacuna.

1. INTRODUCCION

1.1 Klebsiella pneumoniae

El manejo de enfermedades infecciosas causadas por la resistencia a diversos antibidticos ha
desatado una crisis, afectando la salud puablica e incrementando los costos médicos [1].
Klebsiella pneumoniae se ha convertido en los Gltimos afios en uno de los patdgenos
oportunistas mas comunes en infecciones nosocomiales. Sus nichos incluyen el agua, suelo,
algunas especies de plantas, insectos, aves, reptiles y diversos mamiferos. Es considerada un
patdgeno oportunista, infectando en su mayoria a recién nacidos, ancianos e
inmunodeprimidos; colonizando diversos sitios del cuerpo como el tracto respiratorio,
intestinos, nasofaringe, orofaringe y piel [2]. La mayoria de las infecciones por K.

pneumoniae son infecciones de tipo oportunista asociadas a la atencién de la salud (IAAS),
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las manifestaciones mas comunes son neumonia, infecciones en el tracto urinario y heridas,
y cualquiera de estas puede desarrollarse a una bacteriemia. K. pneumoniae también puede
actuar como un patdogeno “verdadero”, causando infecciones graves adquiridas en la
comunidad (community-acquired infections, CAIls). Las CAls comunes incluyen
endoftalmitis, neumonia, fascitis necrotizante, absceso no hepatico, meningitis y absceso
hepético pidgeno en ausencia de enfermedad del tracto biliar [3]. La capacidad de causar
infecciones en sitios inusuales se considera caracteristica de las infecciones por K.
pneumoniae hipervirulentas, que a menudo se acompafian de bacteriemia y/o metastasis [3].
Klebsiella pneumoniae es un bacilo no movil, fermenta lactosa y forma parte de la familia
Enterobacteriaceae, se encuentra asociado al grupo de bacterias denominado ESKAPE
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa y especies de Enterobacter) y que, debido a su
plasticidad gendmica junto con su habilidad de intercambiar plasmidos con otras especies,
hace de esta bacteria un reservorio importante de genes de virulencia y de resistencia a los
antimicrobianos (AMR). Presenta una céapsula gruesa de polisacarido distintiva, esta
caracteristica complica su deteccion por el sistema inmunologico del hospedero, evitando ser
fagocitada por los macréfagos [4].

Como fuentes de infeccion, ademas de IAAS y CAls, se han confirmado brotes de
transmision alimentaria, en un ndmero creciente en diferentes paises (Tabla 1). Se ha
encontrado en diferentes productos alimentarios como pavo, puerco, pastel, ganado, pollo,

leche, productos carnicos, hamburguesas, pescado, langostas y leche en polvo para infantes

[4]

Tabla 1. Categorias de Alimentos en donde se recuperé Klebsiella.

Categorias Comida Afio Region
de

alimentos
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Carne Pavo 1990
Carnes 1981 | Canada
Pavo 1991
Pavo, terneray pollo 2005 | Estados Unidos de America
Carne al por menor 2010 | Pakistan
Carne de ternera y pollo 2011 | Turquia
Productos carnicos al por menor 2015 | Estados Unidos de América
Carne de pollo cruda 2016 | Turquia
Carne de pollo al por menor 2017 | India
Carne al por menor 2018 | China
Carnes y pasteles 2018 | Japén
Carne al por menor 2018 | China
Cadaveres de pollo tipo broiler 2019 | Alemania
Res cruda 2019 | Noroeste de Sudafrica
Piel de pollo al por menor 2019 | Estados Unidos de America
Comida de | Comida en hospitales, cantinasy escuelas | 1971 | Reino Unido
Hospital Comida preparada del hospital para los
pacientes 1978 | Reino Unido
Comida de Hospital (Ensaladas y carne
fria) 1980 | Reino Unido
Comida de Hospital
Leche hecha por licuadoras del hospital | 1986 | Canada
1987 | Reino Unido
Animales Pollo tipo Broiler 2012 | Japon
para Hisopo fecal de cerdo 2016 | Brasil
alimento Animal de comida (camello) 2019 | Tanez
animales productores de alimentos | 2019 | China
(cerdos)
Animales para alimento 2020 | China
Alimentos al por menor crudos y listos | 2020 | Singapur
para comer
Vegetales y | Verduras crudas 2012 | Malasia
frutas Vegetales listos para consumo 2015 | Corea del Sur
Rébano, tomate, repollo, pimiento, | 2016 | Oman
platano, datiles,
mango, papaya y sandia
Frutas al por menor 2019 | China
Leche Formula infantil en polvo 2011 | China
Leche bovina 2016 | India
Leche cruda 2017 | -
Leche cruda 2017 | Libano
Productos Peces marinos, peces de agua dulce y | 1992 | India
ACUAticos langostinos de agua dulce
Camarones importados de Tailandia
Pollo y mariscos crudos frescos, | 2012 | Estados Unidos de América
alimentos crudos congelados,
comida cocinada 2016 | China
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Comida Queso 2017 | Egipto
sintética  u|Pepino, guindilla, hojas de cilantro, baya, | 2009 | India

otros. tomate, carne molida, carne picada y
helado

Alimentos minoristas 2018 China 2018 | China
Alimentos crudos (carne de ave, carne de 2019 |India
cordero, pescado, frutas y verduras).

Recuperado y modificado de Foodborne Pathogens and Disease. 2020. Hu, Y., Anes, J., Devineau,
S., & Fanning, S. [4]

1.2 Klebsiella pneumoniae y sus factores de virulencia

Los factores de virulencia de K. pneumoniae estan codificados en genes ubicados
tanto en el genoma core (compuesto por ~ 2,000 genes) como en el genoma accesorio (genes
gue varian entre especies), estos factores incluyen la capsula, lipopolisacaridos, sideroforos
y pilis. Puesto que el genoma de K. pneumoniae es de 5,000 a 6,000 genes, significa que la
mayoria del genoma se compone de genes accesorios [5]. Los elementos del genoma
accesorio pueden identificarse usando diversas aplicaciones in silico, incluyendo el célculo
del contenido de GC y un analisis gendmico comparativo [5]. Estos genes podrian determinar
la virulencia de la cepa infectante, la capacidad de una cepa colonizadora de progresar a una
infeccion, y definir el potencial patégeno de una cepa determinada.

Para generar una infeccion uno de los principales factores es la interaccion entre el
microorganismo y su hospedero, en donde se dara la primera respuesta inmune del sistema
innato, incluyendo las barreras mecanicas, quimicas y celulares. Sin embargo, Klebsiella
utiliza estrategias para proteger sus patrones moleculares asociados a patégenos de la
deteccidn de los receptores de reconocimiento de patégenos (PRRS) y evita la interaccion
con células hematopoyéticas y no hematopoyéticas para eludir la activacion de las respuestas
antimicrobianas del hospedero. También se ha demostrado que Klebsiella evade activamente
las defensas del hospedero a través de diversas estrategias las cuales se enlistan en la Tabla
2.
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Tabla 2. Estrategias de evasion inmune de K. pneumoniae

Estrategias de
invasion
inmune

Mecanismo

(i) Patogeno sigiloso

Factor Bacteriano

Referencias

Prevencidn de la accién antimicrobiana de efectores inmunolégicos innatos solubles.

Prevencion del
efecto
bactericida del
complemento y
opsonizacion

Limitar la
actividad
antimicrobina
de colectinas

Contrarrestar
la accién
bactericida y
polimixinas

Atenuar la interaccion con células inmunes.

Atenuacidn del engullimiento por células

epiteliales

Limitar la deposicion
de C3b.

Interaccién
contundente con SP-
A and SP-D

Limitar la interaccion
con la superficie
bacteriana. Eflujo de
CAMP.

Evitar la fagocitosis por neutrofilos

Evitar la fagocitosis por macréfagos.

CPS, LPS O-
polisacarido

CPS

CPS, LPS lipido A,
AcrAB

CPS

CPS, OmpK36

CPS, LPS decoraciones
del lipido A, OmpA,
OmpK36

Merino et al.1992;
Alvarez et al.2000; de
Astorza et al.2004

Kabha et al.1997;
Ofek et al.2001;
Kostina et al.2005

Campos et al.2004;
Llobet et al.2011;
Kidd et al.2017;
Mills et al.2017;
Padilla et al.2010

Cortes et al.2002;
Regueiro et al.2006

Regueiro et al.2006;

Pan et al.2011

March et al.2013
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about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank

Estrategias de

invasion

inmune Mecanismo
Limitar la Limitar el
activacion de reconocimiento de
PPRs LPS por TLR4

Factor Bacteriano

LPS lipido A 2-
hidroxilacién

(ii) Alteracién de las defensas del hospedero

Atenuacion de la inmunidad intrinseca de la célula

Control de la
maduracion de
las células
dendriticas.

Maduracion del
fagosoma de
manipulacién

Eje de activacion
PI3K-AKT-Rab14

Citotoxicidad en
células epiteliales.
Desencadenamiento
de la apoptosis en
macraéfagos.

Control de la
muerte celular

CPS, LPS O-
polisacérido

Desconocido

CPS desconocido

Abrogar las respuestas inflamatorias controladas por TLR:

Supresion de la

sefializacion

TLR

Romo NF-xB Regulacion positiva
sefializacion de la deubiquitinasa
NF-xB CYLD dirigiéndose

aNOD1y EGFR.
Regulacion positiva
de la deubiquitinasa

CPS, LPS O-
polisacéarido, OmpA,
T2SS

CPS, y otros factores
desconocidos

Referencias

Llobet et al.2015

Evrard et al.2010

Cano et al.2015

Cano et al.2009;
Leone et al.2016

March et al.2011;
Frank et al.2013;
Tomas et al.2015

Regueiro et al.2011;
Frank et al.2013
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about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank

Estrategias de

invasion
inmune Mecanismo Factor Bacteriano Referencias

CYLD al dirigirse a

NOD1y EGFR.
Reducir Regulacion positiva Desconocido Regueiro et al.2011
MAPKSs de la fosfatasa

MAPKSs, MKP-1 via

de activacion NOD1
Manipulacién Induccién de IL10. Desconocido Greenberger et al.1995;
de la Yoshida et al.2001
inmunidad
mucosa
Contrarrestar la  Secrecién de diversos  Yersinia-bactina, Lawlor, O’connor and
inmunidad sideroforos salmoquelina, Miller 2007;
nutricional aerobactina Bachman et al.2011;

Russo et al.2011

Recuperado y modificado de FEMS Microbiology Reviews. 2018. Bengoechea, J. A., & Pessoa, J.
S. [6]

Debido a laimportancia médica que tiene esta bacteria se ha renovado el interés en la creacion
de vacunas y otros tratamientos preventivos contra ella.

Para el tratamiento de la infeccion causadas por Klebsilla spp. se utilizan
antibidticos como cefalosporinas de tercera y cuarta generacion, quinolonas o
carbapenémicos, sin embargo, las infecciones adquiridas en un nosocomio, el tratamiento se
complica ya que estas bacterias suelen ser resistentes a diversos antimicrobianos, como es el
caso de K. pneumoniae capaz de producir carbapenemasas. Estas beta-lactamasas son
capaces de hidrolizar los carbapenémicos y conferir resistencia a un amplio espectro de
antibidticos. Para el caso de infeccion de K. pneumoniae multirresistente, el tratamiento
Optimo aun no esté bien establecido. Las combinaciones de tratamientos incluyendo dosis
altas de meropenem, colistina, fosfomicina, tigeciclina y aminoglucésidos, son utilizadas

ampliamente con resultados subdéptimos [7].
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Debido a las complicaciones para tratar este tipo de infecciones, es necesario crear nuevas
terapias, algunas de las cuales se ha sugerido su uso en conjunto con los antibidticos. Se ha
propuesto un enfoque de terapia génica adenoviral recombinante, la cual consiste en inducir
la sobreproduccion de Interleucina-2 (IL-2), este tipo de terapia redujo la incidencia de
neumonia en 12 veces [8]. También se han realizado ensayos utilizando el Factor de Necrosis
Tumoral (TNF), citocina proinflamatoria, los cuales tienen efectos benéficos para mejorar la
inmunidad adquirida del hospedero y reducir la infeccion bacteriana [9]. En el 2007 se realizd
otro enfoque, introduciendo el uso de di-GMP ciclico (c-di-GMP [c-diguanilato ]), el cual es
un agente inmuno-estimulador que aumenta la inmunidad innata. Si se administra por via
mucosa o dérmica 24-48 horas antes de la exposicién a K. pneumoniae generalmente protege
de la infeccion, ya que aumenta la acumulacion de neutrofilos y activa a los linfocitos Natural
Killers (NK) y linfocitos T [10]. Sin embargo, ninguno de estos ensayos ha podido entrar al

mercado ya que su costo es muy elevado y son poco préacticos.

Por otro lado, se sabe que para una inmunizacién activa, se necesita que un epitopo
microbiano se introduzca y sea reconocido por el sistema inmunoldgico, generando
anticuerpos contra él. Al investigar los factores de virulencia de Klebsiella, se identificaron
cinco clases principales de posibles antigenos: capsula, LPS, sideroforos, adhesinas (pili y

fimbrias) y exotoxinas [11].

1.3 Klebsiella pneumoniae y la proteina enolasa

Por otra parte, se han reportado las proteinas “moonlighting”, las cuales tienen
funciones diferentes con una sola cadena polipeptidica, entre estas funciones se encuentran
las relacionadas con la patogenicidad, y dentro de estas enzimas multifuncionales se
encuentra a la enolasa. La enolasa o 2-fosfo-D-glicerato hidrolasa o fosfopiruvato hidratasa
(EC 4.2.1.11), cataliza la deshidratacion del D-glicerato 2-fosfato para dar Fosfoenolpiruvato
(PEP). La reaccion, que se da en la ecuacion (1), es facilmente reversible. Como una de las
enzimas implicadas en la glucoélisis y la fermentacion, es probable que la enolasa sea casi

ubicua en el mundo bioldgico [12].
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En la reaccién inversa (via anabdlica) que ocurre durante la gluconeogénesis, la misma
enzima cataliza la hidratacion de PEP a PGA (fosfopiruvato hidratasa). La enolasa requiere
ciertos iones metalicos divalentes para su actividad. EI magnesio es el cofactor natural, en
presencia del cual, la enolasa presenta su mayor actividad [13].
Funcionalmente, las enolasas activas son proteinas diméricas y consisten en dimeros unidos
no covalentemente de subunidades a, B o y, que se encuentran codificadas en tres loci
genéticos independientes. Estos genes no se consideran genes constitutivos porque su
expresion es especifica de tejido y varia durante las condiciones de desarrollo, metaboélicas o
fisiopatoldgicas del organismo [15]. La alfa-enolasa (ENOL) esta presente en casi todos los
tejidos adultos, la beta-enolasa (ENO3) se encuentra principalmente en el musculo y la gama-
enolasa (ENO2) se encuentra en los tejidos neuronales y neuroendocrinos [16].

Se ha observado que la enolasa puede actuar como un receptor en lugar de enzima
cuando se expresa en la superficie de diversas células eucariotas, incluyendo neutréfilos,
monocitos, células T y B, células neuronales y endoteliales, asi como en un amplio rango de

bacterias, tanto Grampositivas como Gramnegativas.

1.4 Enolasa y Plasmindgeno

ENO1 puede actuar como receptor para el plasmindgeno jugando un papel importante en el
proceso de infeccion. El plasmindgeno (Plg) es un zimdgeno precursor de la plasmina (Pm),
la cual representa la enzima central del sistema fibrinolitico de la coagulacién, esta es
conocida por activar la procolagenasa en colagenasa, y degradar la fibrina y diversos
componentes de la matriz extracelular (extracellular matrix, ECM) incluyendo laminina y
fibronectina, las cuales pueden estar involucradas en la cicatrizacion, remodelacion tisular,
embriogénesis y la propagacion de células normales y malignas. El plasminégeno esta
presente de manera abundante en el plasma, conformado por una cadena pesada responsable
de mediar la union del plasminogeno a la matriz celular (llustracion 1), contiene cinco

dominios “kringle” con sitios de union a lisina que permiten la interaccion con moléculas
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diana y receptores del plasmindgeno (PIgRs), y una cadena ligera que contiene la triada
catalitica His603, Asp643 y Ser741, que forma el sitio activo de la serina proteasa [17].
Mientras que en el dominio de activacién (DA) se produce el corte proteolitico que activa la
plasmina, mediado por los activadores fisiologicos del hospedero; activador del
plasmindgeno tipo uroquinasa (UPA) o activador del plasmindgeno de tipo tisular (tPA).
Dicho sistema puede ser utilizado por patégenos para invadir tejidos y diseminarse a otras
partes del cuerpo [18].

NHA 177 |{78-168)-165-2441245-347)-338-461-d62.542- L 562791 |-coOH
L BN i N W Nl N i 543-582 -

PPA K1 K2 K3 K4 K5 DA  Proteasa

llustracion 1. Estructura del plasmindgeno. Estructura lineal y secundaria del plasmindgeno formada por el péptido de

preactivacion PPA sequido de los 5 dominios kringle K1-K5 y el dominio de activacién DA [17].

La fibrinolisis se inicia cuando el Plg es convertido a plasmina por los activadores del
plasminégeno, los mamiferos tienen dos tipos de activadores, uPA y tPA que fueron
identificados en extractos de orina y de tejido, respectivamente. Estos activadores reconocen
y se adhieren al péptido de unién R560-V561 en el Plg generando la Pm activa [20]. El
activador uPA se ha identificado como un desencadenante critico para la generacion de Pm
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durante la migracion e invasion celular bajo condiciones fisioldgicas y patologicas, por lo
tanto, se piensa que es el activador primario en el proceso de migracion celular, mientras que
el tPA es el activador principal en la fibrinolisis y el mantenimiento de permeabilidad
vascular. Tanto uPA como tPA son serinas proteasas gque se secretan como zimogenos
monocatenarios de baja actividad y que la plasmina procesa proteoliticamente en moléculas
de dos cadenas totalmente activas que se mantienen unidas por un solo enlace disulfuro [21].
El activador de tipo uroguinasa se expresa en diversos tejidos como una glicoproteina de 411
aminoéacidos con un peso molecular aproximado de 53 kDa. La generaciéon de Pm dada por
UPA da como resultado la activacion proteolitica de metaloproteinasas de matriz (Matrix
metalloproteinase, MMP), otras proteinasas de ECM vy factores de crecimiento. uPA inicia
una cascada proteolitica que conduce a la degradacién de la ECM, lo que facilita la unién y
desprendimiento de células, la remodelacion de tejidos y la metastasis tumoral. uPA se une
a un receptor especifico de uroquinasa (UPAR), el cual restringe la actividad de uPA a la
superficie celular, donde Plg igualmente se une a sus sitios afines. Por esto Plg y PA se
localizan en células y tejidos reforzando la prote6lisis asociada a células. La unién de uPA-
UPAR induce un cambio conformacional en el complejo activador de plasmindgeno, lo que
inicia cascadas de transduccion de sefiales que afectan la proliferacion y supervivencia
celular, la dinamica del citoesqueleto y la adhesion celular. Las interacciones uPA-uPAR se
consideran como proteolisis pericelular localizada, a diferencia de la actividad proteolitica
extracelular y plasmatica del tPA [22]. El activador del plasmindgeno tipo tisular es una
glicoproteina de 530 aminoéacidos secretada primordialmente por células endoteliales
vasculares como un prozimégeno con un nivel de actividad muy bajo hasta que es activado
proteoliticamente por Pm. Existe un vasto numero de estimulos que induce la liberacion de
t-PA desde las células endoteliales como la trombina, histamina, bradiquinina, adrenalina,
acetilcolina, vasopresina, el ejercicio fisico y la oclusion venosa. La region N-terminal de
tPA contiene un dominio tipo dedo “fibronectina de tipo I1”, un dominio EGF (factor de
crecimiento epidérmico) y dos dominios” kringle”. EI dominio en forma de dedo, junto con
el segundo dominio “kringle”, proporciona al tPA una alta afinidad por la fibrina. El papel
principal de tPA es degradar la fibrina en los vasos sanguineos. La actividad de tPA es
estimulada en gran medida por la fibrina que interactta con el “kringle” 2 y los dominios tipo

dedo y EGF. Ademas de su papel en la fibrinolisis, se ha demostrado que tPA tiene un papel
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adicional que no esta relacionado con su actividad proteolitica, ya que puede actuar como
ligando de las proteinas de la superficie celular y desencadenar varias respuestas celulares
[23].

La capacidad de las bacterias de interactuar con el sistema del plasmindgeno esta
fuertemente asociado a su potencial patogénico, ademas de poder actuar como un activador
del plasmindgeno, también pueden activar directamente una cascada de coagulacion,
resultando en un depdsito de fibrina. Los patégenos bacterianos, son capaces de interactuar
y unir el Plg a su superficie celular, usando el sistema proteolitico del hospedero para su
propio beneficio, facilitando la conversion a plasmina y protegiendo su actividad de la
inactivacion con a2-antiplasmina (llustracién 2) que es el principal inhibidor de la plasmina,
las infecciones bacterianas también pueden influir en la actividad del sistema Plg aumentando
la expresion de activadores del plasmindgeno por las células del hospedero. La o2-
antiplasmina es una glicoproteina que forma un complejo con la plasmina uniéndose a los
dominios “kringles” 1,2 y 3 de la plasmina. Debido a que el mismo sitio de unién a lisina en
los “kringles” median la unién con los receptores del plasmindgeno, la plasmina unida al
receptor es resistente a la inhibicion por a2-antiplasmina [19]. En bacterias Grampositivas el
receptor de plasminégeno mas importante es la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH). De igual manera a-enolasa esta implicada en la union del plasmindgeno a la
superficie celular en estafilococos, estreptococos, tricomonas, micoplasma y B. anthracis
[24].

Las bacterias Gramnegativas también han demostrado la capacidad de unirse al Plg y tener
actividad pericelular proteolitica, involucrando estructuras de adhesién como fimbrias y
flagelos. Las fimbrias de E. coli patogénica pueden actuar como receptores del plasmindgeno,
ademas de poder unirse a tPA y mediar su adhesion con componentes del ECM, para asi
localizar la maquinaria proteolitica al ECM [25]. También se ha encontrado en la superficie
celular de bacterias Gramnegativas y espiroquetas la presencia de a-enolasa y GAPDH. En
E. coli enteropatogénica y enterohemorragica se report6 la secrecion de GAPDH el cual se
une al Plg humano y al fibrindgeno, lo que sugiere gque tiene un papel en la patogénesis

bacteriana.
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llustracion 2. Mecanismos de activacion del plasmindgeno por bacterias. (A) La bacteria puede unir al Plg a su superficie,
utilizando receptores especificos de plg en su superficie (PlgRs) los cuales interactuan con los dominios kringle del Plg. El
Plg unido a la superficie puede ser fdacilmente activado por los activadores de plasmindgeno (t-PA o u-PA); la actividad
resultante de la plasmina asociada a la superficie es protegida de la inhibicion de alfa-2-antiplasmina (a2AP).
Alternamente, algunas bacterias producen un PA especifico, como la proteasa Pla de Y. pestis, asi como los PA no
proteoliticos de estreptoquinasa (SK de estreptococos de los grupos A, Cy G) y estafiloquinasa (SAK de S. aureus). (B) La
actividad de la plasmina generada por la bacteria estd involucrada en la invasion bacteriana por la degradacion de la
matriz extracelular (ECM); en la evasion del sistema inmune, por ejemplo, mediante la eliminacion de inmunoglobulinas y
factores opsonizantes del complemento; y en la degradacion de la fibrina que se forma alrededor de la colonia bacteriana.

[18].

Los PIgRs bacterianos capturan Plg en la superficie celular bacteriana, provocando la
activacion de Pm por los PA del hospedero, por consiguiente, la bacteria se convierte en un
organismo proteolitico, utilizando el sistema del hospedero, para facilitar la penetracion
bacteriana de las capas de células endoteliales y la degradacion de la matriz extracelular.
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La presencia de ENO1 en la superficie de Klebsiella pneumoniae como receptor de Plg puede
tener el efecto de concentrar el plasmindgeno en la superficie de las células y mejorar su
capacidad de degradar el tejido fibroso, lo que permite la migracion celular o invadir a través
del estroma. A través de la activacion de metaloproteasas, las bacterias cubiertas de plasmina
pueden descomponer la matriz extracelular y las membranas basales. Ademas, la
inmovilizacion de Pm la protege contra el inhibidor de la serina proteasa o2-antiplasmina,
ENOL1 se une a los “Kringles” del Plg de manera dependiente a lisina. en el caso de S. aureus
se ha sugerido gue la enolasa tiene un papel critico en la patogénesis bacteriana al permitir la
adherencia a la matriz extracelular que contiene laminina. Igualmente, en la infeccion de
células epiteliales mamarias de bovinos con S. aureus y la adicion de Plg al medio, promovi6

la diseminacion e invasividad [26].

La protedlisis mediada por plasmina del hospedero puede ayudar a las bacterias a
evadir la respuesta inmune innata del hospedero al degradar péptidos y proteinas implicados
en los mecanismos de defensa de primera linea, incluyendo componentes del sistema del
complemento y péptidos antimicrobianos como las defensinas. Una de las respuestas
inmunes innatas es la activacion de la coagulacién y encapsulacion de las bacterias con
fibrina, la actividad de la plasmina inducida por bacterias puede degradar esta red de fibrina
para promover la propagacion bacteriana. En el ensayo de Degen et. al., se observo que la

deficiencia de Plg redujo drasticamente la mortalidad por Y. pestis en ratones [27].

2. ANTECEDENTES
Las caracteristicas no-glicoliticas de la ENOL, especialmente aquellas relacionadas con la
expresion extracelular y la unién al plasmindgeno nos indican que ENOL tiene un papel en
el inicio del proceso de infeccidén, modulando el sistema pericelular y el sistema fibrinolitico
intravascular. Estas enfermedades pueden ser, enfermedades fungicas, sistémicas, cancer,

enfermedades dentales y desordenes autoinmunes.

ENOL1 ha sido evaluada como un posible inmundgeno en diversos estudios y modelos, como
en el caso de Aspergillus fumigatus que es de los hongos patdgenos oportunistas mas

comunes, responsable de diversas enfermedades en el humano, desde la aspergilosis
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broncopulmonar alérgica hasta la aspergilosis pulmonar cronica, principalmente en pacientes
tratados con medicamentos inmunosupresores, pacientes con VIH, cancer, y pacientes con
tratamientos de quimioterapia o de esteroides, con cirugias mayores o trasplante de 6rganos.
La baja cantidad de medicamentos fungicidas sumado a la resistencia de estos, requiere la
creacion de nuevas estrategias para su tratamiento. El desarrollo de anticuerpos monoclonales
(MADbs) contra hongos patogénicos es una propuesta nueva para su diagndstico y tratamiento,
que muestra alta especificidad y baja toxicidad [28]. En el estudio de Yadav et al., se genero
un anticuerpo monoclonal R-5 (IgM) de ratdn contra la enolasa presente en la superficie
celular de A. fumigatus por medio de tecnologia convencional de hibridacion. El efecto
fungicida de MAb R-5 fue demostrado in vitro con la reduccion del nimero de unidades
formadoras de colonias (UFC) y ensayos MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol). El efecto fungicida no se observo en otras especies clinicamente relevantes
(Candida albicans, Sporothrix schenckii, y Trichophyton mentagrophytes), lo que significa
que MAb R-5 es especifico para las especies de Aspergillus. Con el anticuerpo MAb R-5 se
logré reducir las UFC en el tejido renal de los ratones infectados, ademas de incrementar el
tiempo de sobrevivencia en comparacién con los animales de control. En conclusion, MAb
R-5 se une especificamente a la enolasa en la superficie celular de las especies de Aspergillus,
y tiene potencial para proteger al hospedero de una infeccion por Aspergillus e incrementar
el tiempo de sobrevivencia al reducir la carga flngica. Debido a esto se considera que MAb
R-5 puede ofrecer nuevas oportunidades para el desarrollo de una nueva herramienta de

diagnosis y tratamiento para un amplio rango de infecciones por Aspergillus [29].

Por otra parte, en el caso de algunos tipos de cancer, se ha demostrado que ENO1
tiene un desempefio fundamental en la tumorogénesis y actia como un buen indicador de
prondstico para controlar la progresion de la enfermedad. Por lo que ENO1 se esta
posicionando como un posible blanco para inmunoterapias. En el estudio de Xiong Shu, et.
al., se propuso a ENO1 como antigeno para el anticuerpo monoclonal 12C7 el cual presento
actividad antitumoral en células madre de cancer de pulmoén (LCSCs — Lung Cancer Stem
Cells). El cancer de pulmén es una de las principales causas de muerte relacionada con el
cancer en todo el mundo, aproximadamente 1.8 millones de personas son diagnosticadas con

cancer de pulmon y 1.6 millones de personas mueren debido a este cada afio. Las opciones
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de tratamiento actuales son bajas teniendo tasas de supervivencia de 5 afios, que van del 4 al
17% [30], por lo que son necesarias nuevas estrategias para su diagnostico y tratamiento. Las
celulas madre cancerosas (CSCs) son una subpoblacion de células tumorales que poseen la
capacidad de autorrenovarse y con alta tumorigenicidad, responsable de la progresion,
diseminacion, resistencia a los medicamentos y recurrencia del tumor, por lo que usarlas
como diana terapéutica podria ayudar a mejorar el resultado clinico de los pacientes con
cancer de pulmon.

Xiong Shu, et. al., detectaron la localizacion de un posible antigeno reconocido por
mAB12C7, este antigeno fue reconocido exitosamente por el anticuerpo 12C7 y mostré un
patron de expresion de antigeno de superficie, el cual concordaba con el patron de expresion
de antigeno tipico de las CSCs. Posteriormente se demostrd que dicho antigeno era ENOL.
La expresion abundante de ENOL en la membrana, el citoplasma, y ndcleo en la célula fijada,
demuestra su gran potencial como diana terapéutica. En este estudio Xiong Shu, et. al., se
demostrd que ENOL1 se expresa en la membrana, siendo el antigeno objetivo de mAb12C7
en LCSC:s, lo cual brinda un potencial para mejorar la actividad antitumoral de 12C7, ademas
de revelar que ENO1 tiene un rol oncogénico en el cancer pulmonar, al facilitar la

autorrenovacion, el crecimiento y la invasion de LCSCs [30].

Como se mencion0 anteriormente, las proteinas en la superficie bacteriana tienen
un papel importante en el proceso de infeccion, es el caso de algunas bacterias donde ENO
actia como un receptor de union a plasmindgeno. Salmonella spp. es una bacteria
Gramnegativa que pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Salmonella enteritidis y S.
typhimurium son bacterias patégenas, dos de los serotipos méas comunes de agentes de
salmonelosis aislados en todo el mundo. Las proteinas de la membrana externa como ENO
juegan un papel importante en el proceso de infeccidon y colonizacion, ya que participan en
el contacto de la bacteria con los tejidos del hospedero, al iniciar el proceso de degradacion
de tejido y estimulando el desarrollo de la infeccion. P. Serek et al., aislaron la enolasa de
Salmonella. La purificaron y usaron para obtener anticuerpos, lo cual facilitaria la
identificacion de la proteina similar a la enolasa en la membrana externa de S. Typhimurium.
P. Serek et al., demostraron que las proteinas de membrana de S. Typhimurium con una masa

molecular de 45 kDa mostraron reactividad con anticuerpos contra a- y [3-enolasa humana,
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lo que sugiere una similitud seroldgica entre epitopos. Se demostrd que tanto las proteinas de
membrana como las citosélicas reaccionaron con anticuerpos de suero de conejo inmunizado
por enolasa, corroborando que ambas enolasas tienen propiedades antigénicas similares,
ademas de que la enolasa de Salmonella también es reconocida por anticuerpos IgM, por lo
que esta proteina podria ser utilizada como marcador para la fase temprana de infeccion.

Estas observaciones indican que las infecciones por Salmonella pueden hacer que el sistema
inmunitario del huésped produzca anticuerpos contra la enolasa bacteriana y los epitopos de

la enolasa del huésped, lo que da lugar al desarrollo de enfermedades autoagresivas [31].

Los ejemplos anteriores respaldan el punto de que ENO es capaz de actuar como
un antigeno, ademas, de que el desarrollo de un anticuerpo especifico para microorganismos
que presenten la enolasa en su superficie celular puede ser Gtil para prevenir la infeccion de

dicho microorganismo.

3. JUSTIFICACION

Klebsiella pneumoniae es de los principales factores causales de neumonia adquirida en la
comunidad, con un porcentaje del 15% de los casos en paises en desarrollo, también es la
segunda causa de infecciones del tracto urinario producidas por bacteriemia por bacterias
Gramnegativas, aunado a esto, K. pneumoniae ha mostrado resistencia a diversos
antibidticos, por lo que la investigacion aplicada al tratamiento de la infeccion es de suma
importancia. EI conocimiento de las caracteristicas y comportamiento inmunogénico de la
enolasa de K. pneumoniae nos podria brindar nuevas oportunidades, como su
aprovechamiento como agente vacunal, por lo tanto, es importante analizar a través de
estudios in silico si la enolasa esta presente en la membrana externa de K. pneumoniae y

determinar si esta proteina podria actuar como un inmundgeno.

4. HIPOTESIS
Se sugiere la presencia de la enolasa en la membrana externa de K. pneumoniae, pudiendo

poseer caracteristicas inmunogénicas.
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5. OBJETIVO GENERAL
Comprobar mediante anélisis bioinformaticos la presencia de la enolasa en la superficie de

K. pneumoniae y evaluar sus propiedades inmunogénicas.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Analizar mediante herramientas in silico las caracteristicas bioquimicas y
estructurales de la enolasa de Klebsiella pneumoniae.
e Determinar la presencia de hélices transmembranales en la enolasa mediante
bioinformatica.
e Analizar las propiedades inmunogénicas de la enolasa a través de ensayos

bioinformaticos.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Andlisis in silico de la proteina enolasa de Klebsiella pneumoniae (KpEno).

Se realizaron ensayos in silico utilizando diferentes programas bioinformaticos y bases de
datos, de las cuales se obtuvieron la secuencias de diferentes enolasas, incluyendo la de
Klebsiella pneumoniae, la cual tiene el nimero de acceso en GenBank: AHM83523.1 y que
corresponde a la enolasa de la cepa Klebsiella pneumoniae 30660/NJST258 1, esta secuencia
se utiliz6 para buscar e identificar 10 secuencias de enolasas correspondientes a bacterias que
comparten un porcentaje de identidad mayor al 90%, por medio de la herramienta bésica de
busqueda de alineacion local (BLAST), una vez obtenidas se procedi6 a realizar un arbol
filogenético mediante el algoritmo neighbor-joining, con un boostrap de 500 en el programa
MEGA X.

Identificacidn de secuencias de enolasas con alto porcentaje de identidad con KpEno.

Utilizando el programa Clustal Omega, se realizo el alineamiento de las secuencias de

aminoéacidos de las enolasas relacionadas filogenéticamente con K. pneumoniae, obtenidas
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de la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology information) y se establecio

el porcentaje de identidad de cada una, respecto con la enolasa de K. pneumoniae.

6.2 Analisis estructural in silico de la KpEno.

La secuencia de aminoacidos de K. pneumoniae se analizd con el fin de obtener peso
molecular, pl, estabilidad y composicion (http://ca.expasy.org/tools/protparam/html),
solubilidad (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetSolP-1.0),

) localizacion celular y hélices transmembranales
(http://www.enzim.hu/hmmtop/html/submit.html) y CCTOP

(http://cctop.enzim.ttk.mta.hu/? _=/jobs/submit), sitios de modificaciones postraduccionales
(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php? TMHMM-2.0,
), presencia de péptido sefial (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?TargetP-2.0 v

https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP-5.0).

6.3 Analisis de las propiedades inmunogénicas de KpEno in silico.

Con la secuencia en aminoéacidos de la KpEno, se realiz6 la identificacion de posibles
epitopos para la activacion de linfocitos B (BepiPred-2.0 (dtu.dk)), posibles epitopos
activadores de linfocitos T (NetCTL - 1.2 - Services - DTU Health Tech), identificacion de

sitios de procesamiento (NetChop - 3.1 - Services - DTU Health Tech), caracterizacion de
los HLA (NetMHC - 4.0 - Services - DTU Health Tech) y la identificacion de los epitopos
activadores de respuesta mediada por el MHC I'y MHC 11 (NetMHCII - 2.3 - Services - DTU
Health Tech).

6.4 Identificacion de los epitopos predichos en la estructura tridimensional de KpEno.
Para la construccion del modelo tridimensional de la KpEno se utiliz6 el programa Phyre2 y
el modelamiento se realizd en el programa UCSF Chimera 2.0, identificando los residuos
involucrados en la unién a Mg*2, los aminoacidos involucrados en la dimerizacién, los

motivos de unidn a plasminogeno, los epitopos para la activacion de linfocitos By T.
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7. RESULTADOS
7.1 Caracteristicas estructurales y funcionales de la KpEno
A partir del BLAST realizado con la secuencia de la enolasa de K. pneumoniae se
seleccionaron 10 secuencias de enolasa de diferentes bacterias, todas con un porcentaje de
identidad mayor al 90%. Las cepas y su numero de acceso se enlistan en la tabla 3.

Tabla 3. Cepas seleccionadas con base en el % de

identidad
Cepa Numero de acceso NCBI
Yersinia pestis KZC7246.1

Serratia liquefaciens SUI74316.1
Salmonella typhimurium AQU53597.1

Shigella flexneri QBB81718.1
Kosakonia sacchari SEL15901.1
Citrobacter freundii SYX26225.1
Cronobacter turicensis CBA3329.1
Escherichia coli CUU95059.1
Enterobacter timonensis WP_061707359.1
Shimwellia blattae VEC21339.1

Posteriormente se obtuvo un arbol filogenético (ilustracion 3) usando el algoritmo neighbor-
joining y un boostrap de 500 en el programa MEGA X, esto con la finalidad de identificar

la evolucién de la enolasa entre estas bacterias.

Para determinar la homologia de las secuencias de las bacterias seleccionadas se realiz6 un
alineamiento maultiple Clustal Omega (ilustracion 4), en las secuencias se resaltaron zonas
de interés como el posible sitio de union a plasminogeno (verde), la firma de la enolasa
(morado) y los residuos involucrados en la unién a Mg*?2, los resultados del alineamiento

en cuanto al porcentaje de identidad se enlistan en la tabla 4.
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Klebsiella pneumoniae

Yersinia pestis

a5 —— Serratia liquefaciens

Shimwellia bfattae

Salmonella enterica
a0

47

Enterobacter timonensis
52

Shigella flexneri

5 Escherichia coli

Cronobacter turicensis

Kosakonia sacchari

Citrobacter freundii

Ilustracién 3. Arbol filogenético construido mediante el algoritmo neighbor-joining, en el programa MEGA X.
En este drbol se muestran las 10 especies bacterianas; Yersinia pestis, Serratia liquefaciens, Salmonella
typhimurium, Shigella flexneri, Kosakonia sacchari, Citrobacter freundii, Cronobacter turicensis, Escherichia
coli, Enterobacter timonensis, Shimwellia blattae cuya enolasa presenta mayor relacion con la enolasa de K.
pneumoniae.
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Tabla 4. Porcentaje de identidad
con relacion a la enolasa de

Klebsiella pneumoniae
Cepa Porcentaje de
identidad
KZC7246.1 94.43
SUI74316.1 95.36
AQU53597.1 97.22
QBB81718.1 97.45
SEL15901.1 97.69
SYX26225.1 96.99
CBA3329.1 96.76
CUU95059.1 96.76
WP_061707359.1 97.45
VEC21339.1 97.92
KzC72461.1 MSKIVKVIGREIIDSRGNPTVEAEVHLEGGFVGLAAAPSGASTGSREALELRDGDKSREL 60
SUI74316.1 MSKIVKVIGREIIDSRGNPTVEAEVHLEGGFVGLAAAPSGASTGSREALELRDGDKSREL 60
VEC21339.1 MSKIVKIIGREIIDSRGNPTVEAEVHLEGGFVGMAAAPSGASTGSREALELRDGDKSREL 60
SYX26225.1 MSKIVKIIGREIIDSRGNPTVEAEVHLEGGFVGMAAAPSGASTGSREALELRDGDKSREM 60
SEL15901.1 MSKIVKVIGREIIDSRGNPTVEAEVHLEGGFVGLAAAPSGASTGSREALELRDGDKSREL 60
CBA33293.1 MSKIVKVIGREIIDSRGNPTVEAEVHLEGGFVGMAAAPSGASTGSREALELRDGDKSREL 60
Klebsiella MSKIVKVIGREIIDSRGNPTVEAEVHLEGGFVGMAAAPSGASTGSREALELRDGDKSREL 60
QBB81718.1 MSKIVKIIGREIIDSRGNPTVEAEVHLEGGFVGMAAAPSGASTGSREALELRDGDKSREL 60
CUU95059.1 MSKIVKIIGREIIDSRGNPTVEAEVHLEGGFVGMAAAPSGASTGSREALELRDGDKSREL 60
AQU53597.1 MSKIVKVIGREIIDSRGNPTVEAEVHLEGGFVGMAAAPSGASTGSREALELRDGDKSREL 60
WP_O61707359.1 MSKIVKVIGREIIDSRGNPTVEAEVHLEGGFVGMAAAPSGASTGSREALELRDGDKSREL 60
******:‘k‘k‘k*‘k‘k‘k‘k‘k‘k****‘k‘k‘k‘k‘k‘k***‘k‘k‘k:~k************************:
KzC72461.1 GKGVLKAVAAVNGPIAQAVIGKDAKDQANIDKIMIDLDGTENKSQFGANAILAVSLAAAK 120
SUI74316.1 GKGVLKAVAAVNGPIAQAVLGKDAKDQANIDKIMIDLDGTENKSQFGANATILAVSLAAAK 120
VEC21339.1 GKGVTKAVAAVNGPIAQALLGKDAKDQAGIDKIMIDLDGTENKSKFGANAILAVSLANAK 120
SYX26225.1 GKGVLKAVAAVNGPIAQALLGKDAKDQAGIDKIMIDLDGTENKSNFGANATILAVSLANAK 120
SEL15901.1 GKGVLKAVGAVNGPIAQATLGKDAKDQAGIDKIMIDLDGTENKSNFGANATILAVSLAVAK 120
CBA33293.1 GKGVTKAVGAVNGPIAQATIVGKDAKDQAGIDKIMIDLDGTENKSNFGANAILAVSLAAAK 120
Klebsiella GKGVTKAVAAVNGPIAQATILGKDAKDQAGIDKIMIDLDGTENKSNFGANATILAVSLANAK 120
QBB81718.1 GKGVTKAVAAVNGPIAQALIGKDAKDQAGIDKIMIDLDGTENKSKFGANATILAVSLANAK 120
CUU95059.1 GKGVTKAVAAVNGPIAQALIGKDAKDQAGIDKIMIDLDGTENKSKFGANATILAVSLANAK 120
AQU53597.1 GKGVTKAVGAVNGPIAQATILGKDAKDQAGIDKIMIDLDGTENKSNFGANATILAVSLANAK 120
WP70617O7359.1 GKGVTKAVAAVNGPIAQATILGKDAKDQAGIDKIMIDLDGTENKSNFGANATILAVSLANAK 120
* Kk kK *‘k‘k‘*********::‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘***************:************ * K
KzC72461.1 AAAASKGMPLYEHIAELNGTPGKFSMPLPMMNIINGGEHADNNVDIQEFMIQPVGAKTLK 180
SUI74316.1 AAAASKGMPLYEHIAELNGTPGKFSMPLPMMNIINGGEHADNNVDIQEFMIQPVGAKTLK 180
VEC21339.1 AAAASKGQPLFEHIAELNGTPGKYSMPVPMMNIINGGEHADNNVDIQEFMIQPVGAPTLK 180
SYX26225.1 AAAAAKGLPLYAHIAELNGTPGKYSMPVPMMNIINGGEHADNNVDIQEFMIQPVGAKTLK 180
SEL15901.1 AAAASKGLPLYAHIAELNGTPGKYSMPVPMMNIINGGEHADNNVDIQEFMIQPVGAKSLK 180
CBA33293.1 AAAASKGMPLYEHIAELNGTPGKFSMPVPMMNIINGGEHADNNVDIQEFMIQPVGASSVK 180
Klebsiella AAAASKGLPLYAHIAELNGTPGKYSMPVPMMNIINGGEHADNNVDIQEFMIQPVGAPTLK 180
QBB81718.1 AAAAAKGMPLYEHIAELNGTPGKYSMPVPMMNIINGGEHADNNVDIQEFMIQPVGAKTVK 180
CUU95059.1 AAAAAKGMPLYEHIAELNGTPGKYSMPVPMMNIINGGEHADNNVDIQEFMIQPVGAKTVK 180
AQU53597.1 AAAAAKGMPLYEHIAELNGTPGKYSMPVPMMNIINGGEHADNNVDIQEFMIQPVGAKTVK 180
WP_O61707359.1 AAAASKGOQPLYEHIAELNGTPGKYSMPVPMMNIINGGEHADNNVDIQEFMIQPVGAKTVK 180
****:** **: ***********:***:**************************** ::*
KzC72461.1 EAVRIGSEVFHHLAKVLKAKGLNTAVGDEGGYAPNLGSNAEALAVIAEAVKAAGYELGKD 240
SUI74316.1 EAVRIGSEVFHHLAKVLKAKGLNTAVGDEGGYAPNLGSNAEALAVIAEAVKAAGYELGKD 240
VEC21339.1 EAVRMGSEVFHHLAKVLKAKGMNTAVGDEGGYAPNLGSNAEALAVIAEAVKAAGYELGKD 240
SYX26225.1 EAVRMGSEVFHNLAKVLKAKGMNTAVGDEGGYAPNLGSNAEALAVIAEAVKAAGYELGKD 240
SEL15901.1 EAVRMGSEVFHNLAKVLKSKGMNTAVGDEGGYAPNLGSNAEALAVIAEAVKAAGYELGKD 240
CBA33293.1 EATRMGSEVFHHLAKVLKSKGMNTAVGDEGGYAPNLGSNAEALAVIAEAVKAAGYELGKD 240
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Klebsiella EAVRMGSEVFHHLAKVLKSKGMNTAVGDEGGYAPNLGSNAEALAVIAEAVKAAGYELGKD 240
OBB81718.1 EATRMGSEVFHHLAKVLKAKGMNTAVGDEGGYAPNLGSNAEALAVIAEAVKAAGYELGKD 240
CUU95059.1 EATRMGSEVFHHLAKVLKAKGMNTAVGDEGGYAPNLGSNAEALAVIAEAVKAAGYELGKD 240
AQU53597.1 EATRMGSEVFHHLAKVLKGKGMNTAVGDEGGYAPNLGSNAEALAVIAEAVKAAGYELGKD 240
WP 061707359.1 EATRMGSEVFHHLAKVLKGKGMNTAVGDEGGYAPNLGSNAEALAVIAEAVKAAGYELGKD 240
**:*:******:******.**:**************************************
KzC72461.1 ITLAMDCAASE LAGEGNKAFTSEEFTHFLEDLTKQYPIVSIEDGLDESDWAG 300
SUI74316.1 VTLAMDCAASE LAGEGNKAFTSEEFTHFLEELTKQYPIVSIEDGLDESDWDG 300
VEC21339.1 ITLAMDCAASE LAGEGNKAFTSEEFTHFLEDLTKQYPIVSIEDGLDESDWDG 300
SYX26225.1 ITLAMDCAASE LAGEGNKAFTSEEFTHFLEELTKQYPIVSIEDGLDESDWDG 300
SEL15901.1 ITLAMDCAASE LAGEGNKAFTSEEFTHFLEDLTKQYPIVSIEDGLDESDWAG 300
CBA33293.1 ITLAMDCAASE LAGEGNKAFTSEEFTHFLEDLTKQYPIVSIEDGLDESDWDG 300
Klebsiella ITLAMDCAASE LAGEGNKAFTSEEFTHFLEELTKQYPIVSIEDGLDESDWEG 300
OBB81718.1 ITLAMDCAASE LAGEGNKAFTSEEFTHFLEELTKQYPIVSIEDGLDESDWDG 300
CUU95059.1 ITLAMDCAASE LAGEGNKAFTSEEFTHFLEELTKQYPIVSIEDGLDESDWDG 300
AQU53597.1 ITLAMDCAASE LAGEGNKAFTSEEFTHFLEELTKQYPIVSIEDGLDESDWDG 300
WP _061707359.1 ITLAMDCAASE LAGEGNKAFTSEEFTHFLEELTKQYPIVSIEDGLDESDWDG 300
R P
KzC72461.1 FKYQTEVLGDKIQLVGDDLEFVTNTKILKEGIEKGVANS INMRNNNORNESAMNNT. A A T KMAK 360
SUI74316.1 FAYQTKVLGDKIQLVGDDLEVTNTKILKEGIEKGIANS IR NNNORNESAMNNT. A A T KMAK 360
VEC21339.1 FAYQTKVLGDKIQLVGDDLFVTNTKILKEGIEKGIANSINMNSBNONNERIMNNNT AN T KMAK 360
SYX26225.1 FAYQTKVLGDKIQLVGDDLEFVTNTKILKEGIEKGIVNS INMNSBNONNENIMNNNT AN T KMAK 360
SEL15901.1 FAYQTKVLGDKIQLVGDDLEVTNTKILKEGIEKGIVNSINMRNNNORNESAMNNT. A A T KMAK 360
CBA33293.1 FAYQTKVLGDKIQLVGDDLEFVTNTKILKEGIEKGIANS IR NNNORNESMNNT. AN\ T KMAK 360
Klebsiella FAYQTKVLGDKIQLVGDDLFVTNTKILKEGIEKGIANS INMNSBNONNEIMNNNT AN T KMAK 360
OBB81718.1 FAYQTKVLGDKIQLVGDDLFVTNTKILKEGIEKGIANSINMNSBNONNEIMNNNT AN T KMAK 360
CUU95059.1 FAYQTKVLGDKIQLVGDDLFVTNTKILKEGIEKGIANS INMNSBNONNERIMNNNT AN T KMAK 360
AQU53597.1 FAYQTKVLGDKIQLVGDDLEFVTNTKILKEGIEKGIANS INMRNNNORNESAMNNT. A A T KMAK 360
WP _061707359.1 FAYQTKVLGDKIQLVGDDLEVTNTKILKEGIEKGIANS IR NNORNESMNNT. A A T KMAK 360
L R R R R P e L R L L
KzC72461.1 DAGYTAVISHRSGETEDATIADLAVGTAAGQIKTGSMSRSDRVAKYNQLIRIEEALGDRA 420
SUI74316.1 DAGYTAVISHRSGETEDATIADLAVGTAAGQIKTGSMSRSDRVAKYNQLIRIEEALGARA 420
VEC21339.1 DAGYTAIISHRSGETEDATIADLAVGTAAGQIKTGSMSRSDRVAKYNQLIRIEEALGARA 420
SYX26225.1 DAGYTAVISHRSGETEDATIADLAVGTAAGQIKTGSMSRSDRVAKYNQLIRIEEALGEQA 420
SEL15901.1 DAGYTAVISHRSGETEDATIADLAVGTAAGQIKTGSMSRSDRVAKYNQLIRIEEALGEQA 420
CBA33293.1 DAGYTAVISHRSGETEDATIADLAVGTAAGQIKTGSMSRSDRVAKYNQLIRIEEALGEKA 420
Klebsiella DAGYTAVISHRSGETEDATIADLAVGTAAGQIKTGSMSRSDRVAKYNQLIRIEEALGEQA 420
OBB81718.1 DAGYTAVISHRSGETEDATIADLAVGTAAGQIKTGSMSRSDRVAKYNQLIRIEEALGEKA 420
CUU95059.1 DAGYTAVISHRSGETEDATIADLAVGTAAGQIKTGSMSRSDRVAKYNQLIRIEEALGEKA 420
AQU53597.1 DAGYTAVISHRSGETEDATIADLAVGTAAGQIKTGSMSRSDRVAKYNQLIRIEEALGEKA 420
WP _061707359.1 DAGYTAVISHRSGETEDATIADLAVGTAAGQIKTGSMSRSDRVAKYNQLIRIEEALGEKA 420

khkkhkkhkoehkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkk %

KzC72461.1 PEFNGLKEVKGQ- 431
SUI74316.1 PENGLKEVKGQ- 431
VEC21339.1 PEFNGRKEIKGQA 432
SYX26225.1 PYNGRKEIKGOQA 432
SEL15901.1 PFNGRKEIKGQA 432
CBA33293.1 PFNGRKEIKGQA 432
Klebsiella PEFNGRKEIKGQA 432
Q0BB81718.1 PYNGRKEIKGQA 432
CUU95059.1 PYNGRKEIKGOQA 432
AQU53597.1 PYNGRKEIKGOQA 432
WP 061707359.1 PYNGRKEIKGQA 432

llustracion 4. Alineamiento multiple de la enolasa de K. pneumoniae y las diferentes cepas; Yersinia pestis,
Serratia _liquefaciens, Salmonella typhimurium, Shigella flexneri, Kosakonia sacchari, Citrobacter freundii,
Cronobacter turicensis, Escherichia coli, Enterobacter timonensis, Shimwellia blattae. Regiones de identidad
(*), regiones con alta similitud (:), regiones con baja similitud (.). Los residuos de unién a Mg*? (D246, E290,
D317) en color azul, la firma de la enolasa (339 ILIKFNQIGSLTET 352) en color morado y el posible motivo de
union a plasmindgeno (252 FYKDGKYV 259) en color gris.
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7.2 ldentificacion de las propiedades inmunogénicas de la KpEno

Para la identificacion de epitopos que activan linfocitos B se utilizo la secuencia de
la enolasa de K. pneumoniae y se analiz6 en el programa Bepipred, se utiliz6 un valor de 0.5
de threshold para la seleccion de los epitopes. En este andlisis se identificaron 5 posibles

epitopes activadores de linfocitos B. Los resultados se observan en la tabla 5.

Para la identificacion de epitopos activadores de linfocitos T se utilizd el programa NetCTL-
1.2, el valor utilizado de threshold fue de 0.7500 y fueron identificados 8 posibles epitopes
activadores de linfocitos T citotoxicos (CTL), la identidad de los epitopes se observan en la
tabla 6.

Cada epitopo activador de linfocitos T se revisé en el programa NetChop-3.1, con el fin de
identificar sitios de procesamiento, los resultados de cada epitopo se visualizan en la
ilustracion 5.

Tabla 5. Epitopos activadores de linfocitos B encontrados en la
secuencia de la enolasa de K. pneumoniae con el programa Bepiprep.

Secuencia péptido y posicion Probabilidad Epitopo B
ASTGSREALELRDGDKSRFLG 0.55164251

KG (41-63)

LDGTENKSNFG (97-107) 0.54169697
SKGMNTAVGDEGGYAPNLGS 0.53307407

N (199-219)

NKAFTSEEFTH (265-275) 0.52213131
EQAPFNGRKEIK (418-428) 0.55811111

Tabla 6. Epitopos activadores de linfocitos T
encontrados en la secuencia de la enolasa de K.
pneumoniae con el programa NetCTL.

Secuencia péptido y posicion Probabilidad
Epitopo T
AASKGLPLY (123-131) 1.0644
ELNGTPGKY (136-144) 0.9384
AMDCAASEF (244-252) 1.4310
FTSEEFTHF (268-276) 1.7053
TSEEFTHFL (269-277) 1.4192
FLEELTKQY (276-284) 1.6067
ESDWEGFAY (295-303) 3.4002
LTETLAAIK (349-357) 0.8896
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MSKIVKVIGREIIDSRGNPTVEAEVHLEGGFVGMAAAPSGASTGSREALELRDGDKSRFLGKGVTKAVAAVNGPIAQAIL
.................... S.5.8.8......8.............585.5....5.85......8585..5......5.5
GKDAKDQAGIDKIMIDLDGTENKSNFGANAILAVSLANAKAAAASKGLPLYAHIAELNGTPGKYSMPVPMMNIINGGEHA
S S S S, S, S..8S.S..... SS.... ... SS......
DNNVDIQEFMIQPVGAPTLKEAVRMGSEVFHHLAKVLKSKGMNTAVGDEGGYAPNLGSNAEALAVIAEAVKAAGYELGKD
e S SS...S........ S.SS......... S..... S S...S.S...
ITLAMDCAASEEFYKDGKYVLAGEGNKAFTSEEFTHFLEELTKQYPIVSIEDGLDESDWEGFAYQTKVLGDKIQLVGDDLFE
..S.S.. ... S..... S.S..... S, SS..S8.5.5..8.5...8.........5...5......85.....
VINTKILKEGIEKGIANSILIKFNQIGSLTETLAAIKMAKDAGYTAVISHRSGETEDATIADLAVGTAAGQIKTGSMSRS
L.S8SS. e S...... S..S...... S.S....... SSS..S. i S.... 8. . .. S..

DRVAKYNQLIRIEEALGEQAPFNGRKEIKGQA

..... S..S..5.........8...5.58...5

llustracion 5. Se muestran subrayados en color azul los sitios de procesamiento encontrados en la secuencia

peptidica de K. pneumoniae.

Para la caracterizacién de los HLA se analizo la secuencia aminoacidica de la enolasa
en el programa NetMHC-4.0, obteniendo 2 ligandos fuertes (Threshold de 0.500) y 4
ligandos débiles (threshold de 2.000) con en péptido de 8 aminoacidos (tabla 7). Con el alelo

HLA-A0201, y en el programa NetMHCII-2.3 para identificar los epitopos activadores de

respuesta mediada por el MHCI y MHCII con un threshold para el ligando fuerte de 2.00 y

uno de 10.00 para el ligando débil, con un péptido de 15 aminoacidos (tabla 8).

Tabla 7. Epitopos activadores de respuesta mediada por MHCI
encontrados en la secuencia de la enolasa de K. pneumoniae.
Ligando Valor Posicion Ligando débil Valor Posicién

VLGDK];l(JQeIit\s 0.25 306 FLGKGVTKA 1.10 58
SLTETLAAI  0.40 347  ILAVSLANA 1.2 110
ALAVIAEAV 1.0 221

QLVGDDLFV  0.80 312

Tabla 8. Epitopos activadores de respuesta mediada por MHCl y MHCII encontrados

en la secuencia de la enolasa de K. pneumoniae.

Ligando fuerte Valor Posicion Ligando debil Valor
HLEGGFVGMAAAPSG  0.90 26 MSKIVKVIGREIIDS 8.0
LEGGFVGMAAAPSGA 0.40 27 VHLEGGFVGMAAAPS 3.5
EGGFVGMAAAPSGAS 0.20 28 KSRFLGKGVTKAVAA 55
GGFVGMAAAPSGAST 0.20 29 ILAVSLANAKAAAAS 2.0
GFVGMAAAPSGASTG  0.30 30 SEVFHHLAKVLKSKG 4.0

FVGMAAAPSGASTGS 1.40 31 DAGYTAVISHRSGET 2.0

Posicion
1

25

56

111

187

361
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7.3 ldentificacion de propiedades fisicoquimicas de la KpEno

Las propiedades fisicoquimicas de la proteina se evaluaron usando el programa EXPASy
ProtParam tool; la proteina estd compuesta de 432 aminoacidos, con un Peso Molecular
aproximado de 45549.70 Da, el punto isoeléctrico tedrico es de 5.18 la vida media estimada
fue de 30 h y la proteina se clasifico como estable con un indice de estabilidad (11) de 27.08.
Con el programa NetSolP-1.0, utilizado para predecir la solubilidad y usabilidad para la
purificacion de las proteinas expresadas en E. coli, obteniendo un valor de 0.832 en la

solubilidad y un valor de 0.701 en usabilidad.

Con el programa DeepTMHMM (Un modelo de aprendizaje profundo para la
prediccion y clasificacion de topologias transmembrana) se analizo la secuencia de KpEno
con el propdsito de predecir proteinas transmembranales, debido a que estas proteinas son
relevantes en el desarrollo de farmacos. Los resultados no mostraron ningun sitio
transmembranal y se clasifico a la proteina como citosolica, tal como se observa en la
ilustracion 6.

_ DeepTMHMM - Most Likely Topology | Type: Globular
Outside

Membrane

Inside
0 100 200 300 400

DeepTMHMM - Posterior Probabilities
1.0

Probability
o o
o o

o
s

o
(N

Inside

0.0 0 100 200 300 400

Sequence

llustracion 6. Prediccion de hélices transmembranales con el servidor DTMHMM. Longitud de la secuencia 432 aa.
Numero de regiones TM predichas: 0.
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La secuencia de la enolasa de K. pneumoniae se analizé con el programa TMHMM-2.0 para
la prediccion de hélices transmembranales en la proteina y no se obtuvo ninguna region o
hélice transmembranal, ya que la probabilidad de estas era menor a 0.06, se clasificé a la

proteina como una proteina externa, los resultados se observan en la ilustracion 7.

TMHMM result

# UAI99487.1 Length: 432

# UAI99487.1 Number of predicted TMHs: @

# UAI99497.1 Exp number of AAs in TMHs: ©.85952

# UAI99487.1 Exp number, first 60 Afs: ©.08458

# UAI99487.1 Total prob of N-in: 8.81616
UATIS9487.1 TMHMMZ . @ outside 1 432

TMHMM posterior probabilities for UAI33407.1

0.8

06

probability

0.4

0.2

0 T T
50 100 150 200 250 300 350 400

inside outside

transmembrane

llustracion 7. Prediccion de hélices transmembranales de la secuencia de K. pneumoniae

Con el programa SignalP- 5.0 se analiz6 la secuencia para predecir la presencia de péptidos
de sefalizacion y la localizacion de los sitios de anclaje en la proteina, en los resultados no
se observa ninguna sefial relevante puesto que la probabilidad de estos es menor a 0.03

(ilustracion 8).

Con el programa InterPro, el cual clasifica familias de proteinas, se analiz6 la secuencia de
la enolasa de K. pneumoniae y se encontraron tres residuos de unién a Mg*? ; Asp246 , Glu290
y Asp317.
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Protein type|[Signal peptide (Sec/SPI)| TAT signal peptide (Tat/SPI)|Lipoprotein signal peptide (Sec/SPII)|Other
Likelihood |[0.0202 0.0146 0.0012 0.964
Download: PNG / EPS / Tabular

SignalP-5.0 prediction (Gram-negative): UAI99407.1

SP(Sec/5P1) —
TAT(Tat/sP1) ==
LIPO(Sec/SPII)
cs
OTHER
0.8

=

Probability
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llustracion 8. Prediccidn de péptidos de sefializacidn. Sec/SPI: péptidos sefial secretores "estdndar" transportados por el
translocén Sec y escindidos por la péptido sefial | (Lep). Sec/SPII: péptidos sefial de lipoproteinas transportados por el
translocén Sec y escindidos por Signal Peptidase Il (Lsp). Tat/SPI: Péptidos sefial Tat transportados por el translocén Taty
escindidos por la péptido sefial | (Lep).

Se utilizo el servidor TargetP-2.0. para predecir la presencia de presecuencias de N-terminal,
como: péptidos de sefializacion (SP), péptido de transito mitocondrial (mTP), péptido de
transito de cloroplasto (cTP) o péptido de transito luminal de tilacoides (ITP). Como se
observa en la ilustracion 9, no se obtuvo ningln resultado significativo ya que la probabilidad

de la presencia de las presecuencias mencionadas anteriormente es menor a 0.0003.

Protein type Other Signal peptide Mitochondrial transfer peptide

Likelihood 0.9997 0.0002 0.0001

TargetP-2.0 prediction (Non-Plant); UAII9407.1

Probabilly

MEKIVEVIGREILDSRGNPTVEAEVHLE GGFVGMAAAPSGASTESREALELRDEDRSRFLGKGYTKAVAAVNGP 1AQATLEKDAKDQAGIOKINIDLDGTENKSHE GANATLAVSLARARARAASKGLPLYARIAELNG TPGRYSHFYFHNN I INGGEHADNNYDIQEFNIQPYGAPTLKEAVRNGSEVEHKLARVLESK

llustracion 9. Prediccion de péptidos de sefializacion, péptido de transito mitocondrial, péptido de trdnsito de cloroplasto
o péptido de transito luminal de tilacoides.
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Se realizaron otros analisis in silico con el proposito de identificar la ubicacion de la proteina
enolasa, y su capacidad de desencadenar una respuesta inmune, asi como la identificacion de
dominios transmembranales. Con el programa HMMTOP y CCTOP se predijo la regién
intracelular, una region o hélice transmembranal (TM) que va del aa 106-124 y la region
externa (ilustracion 10).
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7.4 Identificacion de epitopos predichos en la estructura tridimensional de KpEn

Inicialmente la secuencia de la KpEno fue utilizada para realizar la construccion del modelo tridimensional utilizando el programa
Phyre2, posteriormente se utilizo el programa UCSF Chimera para realizar la visualizacion del modelamiento de la proteina en la cual
se identificaron diversas regiones de importancia bioguimica e inmunologica (ilustracion 11-14).

llustracion 11. Estructura tridimensional de la enolasa de K. pneumoniae en Chimera 1.16: Region transmembranal b1 , Regidn citoplasmdtica o
intracelular Wd, Region extracelular W , Motivo de unién a plasminégeno M .
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llustracion 12. Estructura tridimensional de la enolasa de K. pneumoniae en Chimera 1.16: Region transmembranal k-1 , Region citoplasmdtica o
intracelular W4, Region extracelular B , Sitios de union a Mg*? | |, Sitios de dimerizacion M .
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llustracion 13. Estructura tridimensional de la enolasa de K. pneumoniae en Chimera 1.16: Region transmembranal ¥4 , Regidn citoplasmdtica o
intracelular WA, Regidn extracelular W, Epitopos linfocitos B , Epitopos linfocitos T b .
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llustracion 14. Estructura tridimensional de la enolasa de K. pneumoniae en Chimera 1.16: Regidon transmembranal k-4, Region citoplasmdtica o
intracelular W, Region extracelular W . Se muestran los péptidos de union a moléculas MHC clase |, Ligandos fuertes b , Ligandos débiles W . Asi
como los epitopos activadores de respuesta mediada por el MHCI y MICHII, ligando fuerte B, ligandos débiles M.
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8. DISCUSION

Klebsiella pneumoniae es un patdégeno de gran importancia para la salud publica y
entorno hospitalario, debido a que es causante de infecciones como la bacteriemia o infeccion
del torrente sanguineo, neumonia, infeccion urinaria, enterocolitis, meningitis, absceso renal,
endocarditis, entre otras [33]. Es considerada un patdgeno oportunista, infectando
mayormente a recién nacidos, ancianos e inmunodeprimidos, sin embargo, los patotipos
hipervirulentos de K. pneumoniae son altamente invasivos, son capaces de afectar a personas
sanas y causar infecciones adquiridas en la comunidad potencialmente mortales como el
absceso hepatico pidgeno, fascitis necrosante, endoftalmitis y neumonia grave. Klebsiella
pneumoniae utiliza una variedad de factores de virulencia, como los polisacaridos de la
capsula, fimbrias, proteinas de la membrana externa, residuos especificos para la adquisicién
de hierro y la utilizacién de fuente de nitrégeno para la supervivenciay la evasion inmunitaria

durante el proceso de infeccion [34].

Estudios recientes reportan que K. pneumoniae presenta fenotipos de resistencia a
maltiples farmacos, cominmente causados por la presencia de B-lactamasas de amplio
espectro o carbapenemasas, lo cual dificulta la eleccién adecuada de antibi6ticos para su
tratamiento. Debido a esto es de suma importancia el desarrollo de nuevas estrategias de
tratamiento y la busqueda de moléculas que puedan utilizarse como blancos terapéuticos.
Una de las tecnologias propuestas es la vacunologia reversa, la cual utiliza diferentes
herramientas bioinforméticas para identificar estructuras en una célula que puedan funcionar
como antigenos y ser considerados como candidatos vacunales, es mucho mas efectiva que
la vacunologia convencional, debido a que es mas rapida y econdmica. El procedimiento de
la vacunologia reversa comienza con la identificacion in silico de los antigenos. El uso de
programas bioinformaticos es de gran utilidad para predecir la localizacion de proteinas en
la célula que puedan seleccionarse como antigenos, si bien estas proteinas en su mayoria son
extracelulares o de membrana, estando expuestas al medio y a las células del sistema inmune
del hospedero, sin embargo, se han identificado proteinas citoplasmaticas que pueden
aparecer en la superficie bacteriana, a estas proteinas con mas de una funcion se les ha

identificado como proteinas “moonlighting” [35].
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Estudios recientes han confirmado que la enolasa es una proteina “moonlighting”
debido a las diversas funciones bioldgicas y su localizacién intracelular, esta enzima
glicolitica cataliza la deshidratacion de 2-fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato, se ha
descubierto que tiene un papel en la importacién de tRNA(Lys) a la mitocondria [35], esta
implicada en funciones nucleares en protozoos, plantas y animales, esta involucrada en la
respuesta de estrés, funciona como chaperona molecular, actia como un receptor de

plasmindgeno en la superficie celular de ciertos patdgenos, entre otras funciones [36].

A causa de que la enolasa puede estar presente en la superficie celular, esta puede
actuar como antigeno capaz de generar una respuesta inmune especifica, se han encontrado
anticuerpos contra la a-enolasa en una gran variedad de enfermedades infecciosas y
autoinmunes, ademas de su actividad como receptor de plasmindgeno, lo cual aumenta la
capacidad bacteriana de adhesion y penetracién a los tejidos del hospedero, esto puede
deberse a que existe una homologia mayor al 50% entre enolasas de diferentes especies [13],
la similitud estructural entre la enolasa humana y bacteriana puede conducir al mimetismo
molecular. Tanto organismos Grampositivos como Gramnegativos han demostrado tener esta

capacidad.

Debido a lo anterior, en este trabajo se realizaron una serie de analisis bioinformaticos para
estudiar la posible presencia de la enolasa en la membrana de K. pneumoniae y su posible
actividad inmunogénica. Se realizé un alineamiento multiple de la enolasa con 10 especies
bacterianas diferentes, en las cuales se ha reportado la expresion de la enolasa en la superficie

celular y con actividad de receptor de plasmindgeno (llustracion 4) [17, 25, 26, 31, 38].

De las cepas seleccionadas se ha reportado el reconocimiento de la enolasa de Salmonella
typhimurium por anticuerpos contra la enolasa humana, asi como su interaccién con Plg [31],
presentando una homologia del 97.22% con la enolasa de K. pneumoniae. En el caso de
Yersinia pestis también se encontrd que la a-enolasa era regulada positivamente a 37°C y que
presentaba actividad de union a plasminogeno tanto in vitro como in vivo, y que su expresion
en la superficie de la membrana externa es para interactuar con el plasmindgeno del
hospedero, este complejo a-enolasa — plasmindgeno ayuda a la diseminacion del patégeno
por medio de la degradacion de fibrina, laminina y fibronectina [38], presenta una homologia

de 94.43% con la enolasa de K. pneumoniae. Las demas especies con las que se realizo el
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alineamiento presentan arriba de 95% de identidad con respecto a la enolasa de K.
pneumoniae. En el alineamiento se identificaron los aminoécidos necesarios para su actividad
bioquimica, como los residuos de unidn a magnesio, la firma de la enolasa y el posible motivo
de unién a plasminogeno. Los resultados del alineamiento indican que la enolasa de K.

pneumoniae se encuentra altamente conservada.

Los patogenos utilizan diferentes estrategias para invadir y atacar al organismo del
hospedero, entre esas estrategias esta la modulacion de componentes del sistema inmune
innato como las cascadas del complemento y el sistema fibrinolitico. En infecciones
bacterianas, la actividad proteolitica del Plg puede utilizarse con el fin de facilitar el proceso
de invasion cuando las bacterias tienen proteinas en su membrana externa que funjan como
receptores de union a Plg [39]. Esto es propiciado por la similitud tan alta entre los
activadores de plasmindgeno (tPa y uPA previamente mencionados) y las proteinas de la
bacteria, al unirse al plasmindgeno y formarse la plasmina, esta va a interaccionar con otras
enzimas relacionadas con el proceso de degradacién de la matriz celular, lo cual promueve
la colonizacion y transmigracion de las células bacterianas a través de las capas epiteliales
de los pulmones o del endotelio en los vasos sanguineos [40]. Ademas de que la plasmina
impide la formacién de uno de los mayores agentes liticos en las infecciones bacterianas, el
Complejo de Ataque de Membrana (MAC,C5b-9), al degradar C5, lo cual inhibe la
disposicion de C5b, este complejo, montado a partir de proteinas del complemento, elimina
directamente algunos agentes patdgenos al crear poros en membranas microbianas,
induciendo dafio celular y necrosis. C5b-9 también puede amplificar la respuesta inflamatoria
al promover la expresién de mediadores proinflamatorios. Adicionalmente, C5b-9 puede
influenciar el reclutamiento de células inflamatorias y la adhesion de leucocitos al endotelio.
Como resultado, MAC promueve la liberacion de estimulantes celulares, incluyendo enzimas
hidroliticas, especies reactivas de oxigeno y citocinas [40], al inhibir este complejo, la

defensa del hospedero hacia los patdgenos se ve atenuada considerablemente.

El motivo de unién a Plg encontrado en este trabajo tiene la secuencia FYKDGKYYV,
teniendo un 25% de similitud con el motivo encontrado en la enolasa de estreptococos
(FYDKERVY), el cual ha demostrado ser una secuencia clave para la unién a Plg, necesaria

para la degradacion de fibrina y laminina, permitiendo asi la transmigracion de la bacteria a
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través de la matriz extracelular; después de modificar este motivo en la secuencia de la
enolasa, Streptoccus pneumoniae resulté menos virulento [42]. Sin embargo, de acuerdo con
otros estudios, la presencia del motivo completo no es necesario para la activacion del Plg
[43]. La enolasa de Salmonella typhimurium ha demostrado tener la capacidad de unirse al
plasmindgeno humano, ademéas de tener una similitud de epitopos entre la enolasa de
Salmonella y de la humana [31]. Otras bacterias gramnegativas que tienen enolasas capaces

de unirse al plg son la de Pseudomonas aeruginosa [44] y Vibrio parahaemolyticus [45].

En el andlisis in silico se determinaron las propiedades inmunogeénicas de la enolasa de K.
pneumoniae, se predijeron 13 epitopos en total y al realizar el analisis tridimensional de la
proteina en Chimera, se observo que estos epitopos, en su mayoria, se encuentran en la parte
expuesta de la enolasa (ilustracion 13), por lo que, al estar expuestos en la superficie, estos

epitopos pueden ser reconocidos por el sistema inmunoldgico del hospedero.

Debido a que la enolasa es una enzima citosélica y es descrita como una proteina de
exportacion no clasica, lo cual se confirma con la carencia de péptido sefial (llustracién 8),
se analizd su secuencia en busqueda de posibles sitios o hélices transmembranales. Estas son
estructuras que utilizan las proteinas de la membrana para anclarse a ella. Es importante que,
al buscar un candidato antigénico, este no tenga un alto nimero de hélices transmembranales,
ya que las vacunas de nueva generacion emplean vectores de expresion gue son distintos a
los del microorganismo original, lo que puede generar cambios en la conformacion

tridimensional de la proteina y presentar epitopos distintos de los deseados [37].

En los resultados obtenidos con el programa DTMHMM no se encontré ningln sitio
transmembranal, prediciendo que toda la proteina se encuentra en el interior de la bacteria,
el programa TMHMM 2.0, también fue utilizado con el mismo fin y contrario al primer
programa este predice que la proteina se encuentra en la parte exterior de la membrana, sin
embargo, este programa no es Util para predecir la localizacion de la proteina, la grafica que
nos brinda las probabilidades de que sea interna/externa/hélice transmembranal. Aqui se
pueden observar si hay alguna posibilidad débil de helices transmembranales, ademas de la
certeza del resultado de cada fragmento (llustracion 7), en esta grafica se pueden observar
dos sitios con una baja probabilidad de ser transmembranales, el segundo sitio también fue

predicho con el programa HMMTOP, el cual encontrd una hélice transmembranal que va del
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residuo 106-124 con la secuencia -FGANAILAVSLANAKAAAA- (llustracion 10). El
programa HMMTORP es la plataforma con mejores resultados para la prediccion de proteinas
transmembranales, ya que se basa en la maxima divergencia de la composicion de los
aminoacidos [46]. Estos resultados nos indican que posiblemente la enolasa de Klebsiella
pneumoniae puede anclarse en la membrana externa con esta region, dejando expuesta la
mayor parte de su secuencia, posiblemente atravesando la cépsula de Klebsiella y asi

interactuar con el plasmindgeno.

Recientemente la enolasa de K. pneumoniae se estudié para conocer el tipo de interaccion
que podria tener con el Plg, en este ensayo se utilizd la cepa PCM 2713 la cual actia como
una tipica representante de la especie. Utilizaron métodos como; microscopia de electrones,
electroforesis 2D, inmunobloting y toma de huellas de fragmentacion de péptidos, y se
demostrd que Klebsiella pneumoniae se une al plasmindgeno humano, debido a la interaccién
plasmindgeno-proteina similar a la enolasa bacteriana, que ocurre en la membrana externa
de la bacteria [47].

9. CONCLUSION

Por medio del alineamiento realizado se observé que la secuencia de la enolasa se encuentra
altamente conservada, y al tener un gran porcentaje de identidad con otras enolasas que ya
se han demostrado ser inmunogénicos, por lo que la enolasa de Klebsiella pneumoniae

también podria ser un candidato inmunogénico.

Con el andlisis in silico se propuso un sitio o hélice transmembranal, la cual dejaria expuestos

los epitopos para ser reconocidos por linfocitos y desencadenar una respuesta inmune.

Finalmente, la posible interaccion a plasmindgeno a través del motivo putativo en la KpEno
nos permitiria tener un mayor entendimiento del papel de la enolasa en el proceso de

infeccion de K. pneumoniae.

11. PERSPECTIVAS
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Amplificar el gen de la enolasa por PCR, el producto obtenido se puede clonar en un
vector de expresion y transformar células competentes.

Sobreexpresar y purificar la enolasa de Klebsiella pneumoniae recombinante,
desarrollar un protocolo de inmunizacion y obtener anticuerpos anti-enolasa.
Utilizar los anticuerpos anti-enolasa para comprobar si la enolasa de K. pneumoniae
se encuentra en la superficie celular.

Comprobar por medio de analisis in vitro si la enolasa de K. pneumoniae tiene la
habilidad de unirse al plasmindégeno humano.

Se necesita mayor investigacion y experimentos tanto in vitro como in vivo en el
laboratorio para tener mas informacién sobre el posible uso de la enolasa como un

potencial inmunogeno.
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