PURIFICACION DE UNA PROTEINA DE MEMBRANA DE 37kDa ALTAMENTE ANTIGENICA DEL
Actinobacillus pleuropneumoniae SEROTIPO 1.

Hernandez R.D.F.!, Ramirez H.E.!, Cruz S.T.2, Mendoza E.S.?, Herndndez-Baumgarten, E. Ciprian C.A. 2, Romero R.A. !
(1) Laboratorio 8 “Biologia Molecular” y (2) Laboratorio de Enfermedades Respiratorias del Cerdo, Unidad de Investigacion y
Posgrado, FES-Cuautitlan, UNAM.

Introduccion

Los factores de virulencia descritos de A.
pleuropneumoniae incluyen la capsula, los
lipopolisacaridos (LPS), las proteinas de membrana, las
proteinas de union de transferrina (Tbpl y Tbp2), las
proteasas, las toxinas ApX y las fimbrias. Las varias
OMPs de A.pleuropneumonaie son reconocidas por
anticuerpos presentes en sueros de cerdos infectados. Estas
pueden inducirse bajo condiciones de restriccion de hierro
o adicion de maltosa. Aunque difieren para la mayoria de
los serotipos. Presentan varias en comuin, Romero y cols.
(2) encontraron un patrén peculiar de dos proteinas en
comun entre los serotipos 1, 2, 5y 7 con pesos de 43 y 50
kDa. Se han reportado otras como el péptidoglicano
asociado a la lipoproteina PalA de 14 kDa, otra
termosensible que varia de 29 a 41 kDa, una principal que
varia de 32 a 42 kDa dependiendo del serotipo y una de
48kDa. Otras posibles proteinas de membrana externa son
las Tbp’s que son expresadas entre los serotipos . Se ha
encontrado una proteina de aproximadamente 55kDa que
es expresada por varios serotipos que puede estar
relacionada junto con la fimbria tipo 4 a la adhesion (1).
Para el serotipo 1 se han realizado diversas investigaciones
relacionadas con las proteinas de membrana externa,
Romero y col (3) describieron una similitud antigénica
entre las proteinas de 30 y 24 kDa que fueron reconocidos
por anticuerpos de sueros hiperinmunes de dos especies
animales diferentes (cerdo y conejo). Tambien se ha
identificado proteinas inducidas por choque osmético en
extractos membranales de 11.44, 13.4, 13.88, 40.26 y
65.33 kDa., ademas se han reportado a las proteinas de
choque de calor de 107 y 42 kDa como proteinas con alta
inmunogenicidad cuando son enfrentadas con suero de
cerdo infectado. (1,2, 3). El puposito de este trabajo fue
obtener la proteina purificada de 37kD de
A.pleuropneumoniae serotipo 1, por los métodos de
electroelucion y cromatografia de exclusion molecular.

Material y Métodos

Obtencion de extractos membranales y solubilizacion de
extractos membranales. Se realizé de acuerdo a lo
reportado por Romero y cols. (3). Electroforésis. Se
identifico la presencia de la proteina utilizando la técnica
de electroforésis bajo las modificaciones de Romero y
cols.(3).

Inmunoelectrotransferencia.  Se  realizd  bajo las
modificaciones de Romero y cols. (2) Los papeles con las
proteinas transferidas se enfrentaron a sueros de cerdo
infectados con pleuropneumonia.

Electroelucion. Una vez determinado el patron
electroforético, se procedio a cortar la banda de la proteina
de 37kDa utilizando un bisturi esterilizado, el gel fue
triturado y colocado en la camara de electroelucion, el
circuito fue cerrado conectando el polo positivo en la parte
baja de la camara y el polo negativo en la parte alta,
aplicandose una corriente de 200v durante 4hr. Después de
transcurrido el tiempo sefialado, se transfirié el contenido
del recipiente recolector a un tubo eppendorff y se le
realizd un corrimiento electroforético para determinar la
presencia de la proteina en estudio.

Cromatografia de exclusion molecular. Se prepard una
columna  cromatografica  con  sephadex  G-25
empaquetandose con PBS. La muestra fue colocada en la
parte superior y se corri6 utilizindose PBS como eluyente.
Se determinaron los picos de salida utilizando luz
ultravioleta a 280nm. Los tubos conteniendo los picos de
proteinas fueron concentrados y dializados con PBS,
realizandose posteriormente una electroforésis y una
electrotransferencia.

Resultados y Discusion.

Se observaron los picos de proteina de la cromatografia de
exclusion por sephadex G25 utilizando la muestra
obtenido de la electroelucion. Los tubos 10 al 25 fueron
concentrados para establecer el PM de la proteina
purificada. En esta grafica se identifica perfectamente un
solo pico que demuestra la presencia de una sola proteina.
El concentrado de los tubos fue analizado por
electroforesis e inmunoelectrotransferencia
estableciéndose perfectamente la presencia de una proteina
de 37kDa. Esta proteina serd utilizada para posteriores
estudios de patogenicidad y su probable uso dentro del
diagnostico de la PCP y tratamiento.
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