NUEVO METODO DE PURIFICACION PARA
PROTEINAS DE PROCARIOTES

RELACIONADAS CON ACTINA Y LAS PROTEINAS QUE SE LES ASOCIAN; PROCEDIMIENTO
APLICABLE A LA PURIFICACION DE PEPTIDOS ENRIQUECIDOS EN UN GEL DE
POLIACRILAMIDA

Keila Neri Alvarado ' 2,
Dr. Ricardo Mondragon ?, Carlos A. Bautista 2, A.Q.B. Claudia K.
Prieto 2, Dr. F. Javier Avelar!, M. en C. Ma. Consolaciéon Martinez
2 Dra. Alma L. Guerrero Barrera ? ® |

Se desarrolld un meétodo confiable y
econdmico para purificar las proteinas de
procariontes relacionadas con actina (PARP; del
inglés wprokaryotic actin related proteinsy), que
incluye un ciclo de polimerizacion en condiciones
bioquimicas similares a las necesarias para
polimerizar actina eucarionte de musculo
esquelético de conejo. A través de este ciclo se
enriquecieron tanto las PARP, como las proteinas
que se asocian en estas condiciones.
Posteriormente, al aplicar una nueva técnica de
electroeluciéon simplificada, se recuperé casi el
total de las proteinas enriquecidas. La
electroelucion simplificada es también aplicable
para la purificacion de actina eucarionte y sus
proteinas asociadas (ABPs: «actin binding pro-
teinsn), provenientes de diversas fuentes
eucariontes, como la actina de Toxoplasma
gondii.

La diversidad del mundo biolégico se forma de
tres divisiones principales: Arquea, Procaria y
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Eucaria. La division Eucaria esta formada por cinco
reinos: profista, fungi, plantae y animalia. Estos
reinos poseen, como el nombre de la division a la
que pertenecen lo indica, células eucariontes, las
cuales tienen nucleo, organelos delimitados por
membranas internas y citoesqueleto. El
citoesqueleto es un organelo celular vital para la
célula eucarionte. Es responsable del movimiento
celular, se relaciona con el fransporte intracelular
de materiales y organelos, la formacion de
corrientes citoplasmicas, el anclamiento celular,
la adhesién, la division celular, la transduccion de
senales (comunicacion celular), la formacion de
filopodios, de ondulaciones celulares y
seuddpodos, la fagocitosis, la polarizacion celular,
la diferenciacion, entre otras funciones indispens-
ables para la célula eucarionte (Guerrero-Barrera
et al., 2000; Tsuruta et al., 2003; Coll et al., 2003).

El citoesqueleto se compone de una serie de
proteinas que forman filamentos de diferente
grosor, conocidos como: filamentos gruesos (25 nm
de diadmetro: miosina, tubulina), filamentos
intermedios (10 nm de diametro: vimentina,
lamina, queratina, etcétera), y microfilamentos (5-
7nm de diametro: actina) (Fig. 1). El citoesqueleto
de actina es fundamental para la célula
eucarionte, lo anterior ha sido probado
experimentalmente pues las mutaciones en esta
proteina son letales para la célula (Sheterline et
al., 1998; llkovski et al., 2001). El citoesqueleto de
microfilamentos se conforma por actina y sus
proteinas asociadas («actin binding proteinsy o
ABP). A pesar de la importancia que tiene el
citoesqueleto de microfilamentos, el origen de la
actina permanece sin conocerse, por lo que
diversos grupos de investigacion han puesto su
mirada en las células procariontes.
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Durante la década de los 60 del siglo XX, se
aportaron evidencias de la presencia de
componentes similares a la actina en Escherichia
coli (De la Garza et al., 2001). Posteriormente, a
finales de la década de los 70, grupos como el de
Minkoff y Damadian, y el Nakamura y
Watanabe, en Japon, aislaron y purificaron una
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proteina con comportamiento bioquimico de
actina en esa misma bacteria. Otros grupos
aislaron esta actina procarionte a partir de Myco
plasma pneumoniae (Neimark, 1977). Sin em
bargo. los métodos empleados resultaron poco
reproducibles. En 1992, Barnett y Cunningham
reportaron una metodologia para purificar la
proteina con comportamiento de actina a partir
de similar los
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empleando un extracto total bacteriano. Sin em

bargo, la eficiencia de este método resulto ser muy
baja. A partir de una pastilla celular bacteriana
humeda de aproximadamente 2 mi (10 mg de
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ti-tubulina vy reconocidos con un anticuerpo secundarno

un anticuerpo anti-queratina

la ventaja de no dilvirla. Este método incluye un
ciclo de polimerizacion que permite enriquecer las
PARP (en las mismas condiciones en las que
polimeriza la actina eucarionte), asi como |as
proteinas que se le asocian. Estas proteinas
enriquecidas son posteriormente purificadas por
medio de una nueva técnica de electroelucion
simplificada, la cual permite su recuperacion casi
total, sin diluir. Esta nueva técnica de
electroelucion simplificada es también un
desarrollo de nuestro laboratorio y presenta
ventajas importantes con respecto al metodo
tradicional, ademds de ser mdas economica y

simple

meropotocia [N

Microorganismos. Se emplearon cultivos de Ac
tinobacillus pleuropneumoniae serotipo 1, crecidos
en 50 ml de infusion cerebro-corazon (DIFCO),
adicionado con 10 pg/ml de NAD, fase

logaritmica de crecimiento

en

Ciclo de polimerizacion. Las células fueron
cosechadas a 10 000 g durante 10 min a 4°C vy
lavadas tres veces con solucion salina de fosfatos
(Guerrero-Barrera et al., 1996)
polvos acetonicos empleando acetona a -20 L
efectuando cinco lavados de la pastila celular

Se prepararon

con el solvente (Guerrero-Barrera et al.,, 1999). Las
PARP fueron extraidas siguiendo el metodo de
Guerrero-Barrera y col., 1999 9]
pastilla celular fue dilvida en 1ml de amortiguador
| de despolimerizacion y agitada suavemente du
rante 2 h a 4°C, (Tris 2mM pH 7.4, CaCl, 2mM, 2
| mercaptoetanol 5mm, ATP 0.1mM). Se centrifugo

irevemente
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10 min a 14 000 rpm durante 5 min. y se recupero
el sobrenadante, el cual fue ajustado a 5 mM de
EGTA, 5mM de ATP, 2mM de MgCl, y 50 mM de
KCl. Esta mezcla se agitdé suavemente durante 2
h a 37°C para favorecer la polimerizacion de las
PARP. La mezcla se centrifugé a 10000 g durante
5 min; posteriormente el sobrenadante se
ultracentrifugé a 150 000 g durante 3 h a 4°C.

Eliminacién de sales. La pastilla se recuperd en
amortiguador de despolimerizacion y las sales
fueron eliminadas empleando el método
previamente reportado (Guerrero-Barrera et al.,
1999: ). basado en el procedimiento de Wessel y
Fligge (1984). Brevemente, 100 ul de la mezcla se
trataron con 300ul de metanol, 100 ul de
cloroformo y 300 ul de agua destilada, agitando
fuertemente. Después la mezcla se centrifugd 1
min a 10 000 g y la fase acuosa eliminada, la
proteina se precipité con 400ul de metanol
absoluto.

Separacién electroforética e identificacién de
las PARP. Las muestras obtenidas fueron separadas
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida
al 10% (Laemmli, 1970). Las PARP fueron
identificadas mediante el reconocimiento con
anticuerpos policlonales especificos, empleado la
técnica de Western Blot (Guerrero-Barrera et al.,
1999).

Electoelucién simplificada. Las PARP identifi-
cadas fueron cortadas con una navaja de bisturi
estéril. Las bandas asi obtenidas fueron
recuperadas en un tubo estéril para microcentrifu-
ga y posteriormente lavadas cinco veces con
agua desionizada para eliminar el detergente y
el metanol. Las bandas asi obtenidas fueron
cuidadosamente maceradas con el émbolo de
una jeringa para insulina hasta obtener geles
finamente molidos. Se prepararon geles de
poliacrilamida al 10% como se describié arriba. Los
geles finamente molidos fueron colocados en los
carriles, posteriormente, se afadioé amortiguador
de muestra con 10% de 2-mercaptoetanol y se
realizd la electroforesis en una mini camara Bio-
Rad (Mini Protean lll) a 80V durante 1.5 h.

Corroboraciéon de la identidad de las PARP.

Para comprobar la identidad de las PARP, las |

proteinas purificadas por electroelucion simplifica-
da se electro-transfirieron a membranas de
nitrocelulosa y se reconocieron con anticuerpos
policlonales anti-PARP de A. pleuropneumoniae,
empleando un anticuerpo secundario peroxi-
dado.

|
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Figura 2. A. Gel de poliacrilamida al 10%. Carriles: 1. Marcadores
de peso molecular. 2. PARP enriquecidas después de un ciclo
de polimerizacion, 3. Marcadores de peso molecular, 4. PARP
electroeluidas por el método de electroelucion simplificado. B.
Reconocimiento de las PARP purificadas por electroelucion
simplificada con anticuerpos especificos anti PARP de
Actinobacillus pleuropneumoniae

Como se muestra en la figura 2A, las PARP
obtenidas a través de la electroelucion
simplificada, tienen un alto grado de pureza y una
concentracion adecuada (50 ug por carril), Estas
proteinas al ser sometidas al nuevo procedimiento
de electroelucion mantuvieron sus propiedades
antigénicas al ser reconocidas por anticuerpos
especificos (figura 28). El alto grado de purezay la
concentracion de las PARP asi purificadas permite
sU secuenciacion.

La electroelucion simplificada mostrd los mismos
resultados cuando se aplicé para la purificacion
de la actina del protozoario Toxoplasma gondii
(datos no mostrados). Aunado a estos resultados,
esta nueva técnica de electroelucion permitio
purificar algunos polipéptidos asociados a la
actina procarionte, enriquecidos durante el ciclo
de polimerizacion inicial (figura 3).

Las bacterias son los organismos mas antiguos
sobre la bidsfera y representan la division
bioldgicamente mas diversa sobre la Tierra
(Madigan et al., 2000).

Los procariontes son capaces de sobrevivir y
prosperar en todos los nichos existentes en el
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Figura 2. Blectroelucion de proteinas asociadas a PARP, Carriles: 1,
Marcadores de peso molecular, 2. PARP enriquecidas por un ciclo
de polimerizacion, 3. Bectroelucion de una proteina de mas de
100 kDa.

planeta. Se desarrollan incluso en profundidades
de hasta 3500 a 4000 m bajo el nivel del mar, en
ausencia total de oxigeno y energia solar. También
se encuentran en las inhdspitas profundidades de
las minas, 4 km por debajo de la corteza terrestre,
reproduciendo recubrimientos de oro y diamantes
(Ekendahl y Pedersen, 1994; Takai et al., 2001).

Las bacterias son las responsables de la
generacion y el mantenimiento de la atmosfera
oxidante de la Tierra (Unica en el sistema solar y
hasta ahora en el universo) (Madigan et al., 2000).
Se encuentran como poblaciones comensales de
todos los phyla que conforman la diversidad del
mundo biolégico, siendo indispensables para su
supervivencia. Han explorado todos los mecanis-
mos metabdlicos y probablemente todos los aun
no descubiertos (Needham et al., 2000).

No obstante la sorprendente ubicuidad, diversidad
y versatilidad de las formas de vida procariontes, uno
de los dogmas fundamentales de la Biologia Celular
ha sido la ausencia de un citoesqueleto en las
bacterias, a pesar de que este organelo es fundamen-
tal para la mayoria de las funciones vitales de la célula
eucarionte, tal y como se ha descrito anteriormente
(De la Garza et al., 2001).

Nuestro grupo de investigacion ha
proporcionado evidencias bioquimicas y
funcionales a favor de la presencia de un
citoesqueleto bacteriano de actina. Sin em-
bargo. la principal dificultad presente es la
susceptibilidad que tiene este componente a la
proteolisis durante el proceso de purificacion.
Debido a lo cual, se han disefiado técnicas
especificas para recuperar la mayor parte de las
proteinas procariontes relacionadas con actina,
provenientes de diversas fuentes bacterianas
(Guerrero-Barrera, 1993; Guerrero-Barrera et al.,
1996, 1999, 2000).

El aporte principal de este trabajo es el disefio
y la estandarizacion de un método simplificado
y eficiente de purificacion para las PARP.
Aplicando un ciclo de polimerizacion en las
mismas condiciones que la actina de musculo
esquelético forma filamentos (en el musculo es
la principal fuente de actina) (Pardee y Spudich
1982; Guerrero-Barrera et al., 1999). El ciclo se
realiza en presencia de inhibidores de proteasas,
para evitar la degradacion de las PARP. Este ciclo
inicial de polimerizacion permite ademas
enriquecer las proteinas que se asocian al
citoesqueleto de actina procarionte. Otro paso
fundamental del procedimiento consiste en
precipitar la proteina con una mezcla de
metanol, cloroformo y agua (Guerrero-Barrera et
al., 1999), el cual elimina el exceso de sales y evita
la didlisis; lo cual permite recuperar casi totalmen-
te las PARP,

El nuevo meétodo de electroelucion
simplificado permite purificar los péptidos
especificos que se enriquecen con el ciclo de
polimerizacion. De esta forma, empleando este
meétodo se pudieron purificar con una alta
eficiencia (200 ug de proteina sin diluir) las PARP,
asi como sus proteinas asociadas.

Adicionalmente, la electroelucion simplificada
resulta un método rapido, sencillo y econémico
que no necesita de una cdmara especial,
ademas no emplea membranas de didlisis, en las
que las proteinas se adhieren, provocando poca
eficiencia. La electroelucion simplificada puede
también aplicarse para purificar y caracterizar
todo tipo de polipéptidos enriquecidos en un gel
de poliacriliamida (referencia personal del Dr.
Gutiérrez Campos, Departamento de Quimica
UAA).
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