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5. PROTEOMICA MICROBIANA Y DE PARASITOS
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5.1 Aspectos generales

Problemas en el analisis protedmico de muestras procedentes de organismos ‘raros’
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Los métodos actuales de identificacion de pro-
teinas se basan generalmente en la comparacion de
la informacion de MS (o MS/MS) obtenida con la
informacion de secuencias de proteinas que existe
en diferentes bases de datos.

Aunque algunas bases de datos incluyen un ele-
vado numero de proteinas, como por ejemplo NCBI
con aproximadamente 8500000 secuencias, no todos
los organismos estan representados por igual. Asi,
en NCBI existen 508911 proteinas humanas y el
numero decae drasticamente hasta 110313 para rata,
un organismo ampliamente utilizado en experimen-
tacién. Y el nimero es mucho menor para otros
organismos de alto interés como pardsitos (54542
entradas para Trematoda), vegetales (13955 para

5.2 Proteomica de Microorganismos

A) Proteomica de Bacterias

Citrus) o especies marinas de alto interés econémico
(2353 entradas para Clavicipitaceae).

En muchos casos es necesario recurrir a la se-
cuenciacion de novo que requiere de espectros de
MS/MS de gran calidad y es costosa en cantidad de
muestra y tiempo de analisis, por lo que su aplica-
bilidad es limitada.

Aun asi existen algunas estrategias que pueden apli-
carse en el caso de disponer solo de informacion de MS
y MS/MS parcial. En algunos casos pueden utilizarse
herramientas quimicas para la mejora de los espectros
de MS/MS. Mientras que en otros las herramientas son
bioinformaticas, y nos permitiran obtener mas informa-
cion de las diferentes bases de datos existentes.

Preparacion de extractos proteicos bacterianos para el analisis de glicoproteinas
mediante geles bidimensionales y cromatografias de afinidad
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Resumen

Las glicoproteinas bacterianas, por sus funcio-
nes y localizacion, son potenciales dianas para vacu-

nas. Sin embargo, su estudio mediante electroforesis
bidimensional y cromatografias de afinidad, bien
mediante la quimica de la hidrazida y del acido
aminofenilbordénico o bien mediante reconocimien-
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to por lectinas, presentan una serie de dificultades
como la presencia de ADN o aztlicares libres en la
muestra respectivamente. Para intentar solventarlas
nos centramos en la optimizacion del proceso de
obtencion de extractos proteicos totales, tanto en
cuanto a calidad como a rapidez.

La glicosilacion bacteriana es un proceso recien-
temente descrito y del cual todavia existen muchas
incégnitas. Todas las glicoproteinas procaridticas
descritas, en funcién de su localizacion, pueden cla-
sificarse en cinco grandes tipos: de pared celular,
asociadas a membrana, asociadas al pilo o flagelo,
glicoproteinas secretadas y exoenzimas, y celulares
(cuya localizacion en la célula no esta muy clara y se
cree que, mas bien, son contaminaciones citoplasma-
ticas) [1]. Esto, junto con sus funciones [1], que po-
nen de manifiesto contacto con el hospedador en el
proceso de infeccion, convierte a las estas moléculas
en potenciales dianas para vacunas, nuestro principal
objetivo para estirpes del género Streptococcus.

Dos de las aproximaciones que se estan llevando
a cabo son la electroforesis bidimensional (2-DE)
en geles de poliacrilamida y las cromatografias de
afinidad basadas en la quimica de la hidrazida, la del
acido aminofenilboronico y en la alta especificidad
hacia las glicoproteinas que exhiben las lectinas [2].

Los principales problemas que nos encontramos
en la 2-DE tienen que ver con el enfoque de las pro-
teinas debido a la presencia de ADN, que provoca
desenfoque horizontal y vertical de las proteinas,
y la propia naturaleza altamente hidrofébica de las
glicoproteinas asociadas a membranas. En cuanto
a las cromatografias nos encontramos con el pro-
blema por contaminacion con aziicares libres que
interfieren en la afinidad de las glicoproteinas por
la hidrazida y el acido aminofenilboronico. En base
a estos problemas hemos de conseguir una prepara-
cion de la muestra eficiente en cuanto al rendimiento
de obtencion de proteinas, pureza, medio en las que
se encuentren éstas y rapidez.

Para optimizar el método de extraccion de pro-
teinas totales hemos probado una serie de protoco-
los, con variaciones desde sus fuentes originales
para adaptarlos a nuestros organismos. Tras cultivar
las bacterias se resuspenden en distintos tampones
para romper por ultrasonidos (10 ciclos de 20 se-
gundos) tras tratamiento con mutanolisina (150 U/
ml, a 37°C, O/N) debido al grosor de la pared celular
de los estreptococos. La presencia de ADN en las
muestras se comprueba mediante electroforesis en
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gel de agarosa al 1% y espectrofotometria, y la de
azucares libres mediante la reaccion de Fehling y el
método de la antrona.

1) Rotura en presencia de tampdn de rehidratacion
de 2-DE (Urea 7M, Tiourea 2M, Triton X-100
0,5%, CHAPS 4%, DTT 20 mM). La eficiencia
de rotura y rendimiento de obtencion de protei-
nas es grande. Sin embargo, al no poder descar-
tarse la fraccidon en la que se ha incubado con
mutanolisina (y que contiene proteinas de union
a pared, liberadas por la accion de la enzima),
el tampodn se diluye. Otros inconvenientes son
que las proteinas resuspendidas en este tampon
no pueden ser tratadas enzimaticamente en so-
luciéon y permanecen los azicares y el ADN.
Para eliminar los contaminantes anteriores debe
cambiarse de tampon mediante, por ejemplo,
precipitacion de proteinas, con la consecuente
pérdida de proteinas. Ultrafiltrar para dializar
es imposible al formarse cristales de urea en la
membrana, que la obstruyen y da lugar a una
gran pérdida de proteinas.

2) Rotura en tampdn Tris 50 mM pH 8 tras trata-
miento con mutanolisina. La eficiencia de rotura
y obtencidn de proteinas es menor. Sin embar-
go presenta una serie de ventajas con respecto
al anterior tampdon, como que las muestras se
obtienen en un tampoén mas apto para las cro-
matografias de afinidad y, dependiendo del pro-
tocolo en concreto, también para la 2-DE. 2A)
Precipitacion con Tricloroacético [3]. Da lugar
a un rendimiento en la recuperacion de proteina
total bajo. 2B) Rotura a pH 10 e incubacion
con Benzonasa [3] a pH 8, 500 U/ml a 37°C,
1,5 h. Se elimina el ADN por completo pero no
los azticares. Sin embargo, se puede ultrafiltrar
facilmente. 2C) Incubacidn con espermina [4]
5 mM tras subir el pH de la muestra a 10 antes
de la rotura y afiadir 20 mM de EDTA. En estas
condiciones la ratio proteina recuperada/ADN
en las muestras es muy bueno. Sin embargo, al
tratarse de una molécula cargada, la 2-DE se ve
comprometida y, aunque el efecto que tendria
sobre los distintos analisis glicoproteicos no se
ha ensayado aun, este hecho obliga a cambiar
de tampon mediante, por ejemplo, ultrafiltra-
cion. 2D) Incubacién con DNAasa I (4 pg/ml)
y RNAasa (4 pg/ml) [5] a 37°C, 1,5 h. Con es-
tas concentraciones se sigue observando restos
de ADN, siendo ademas necesario un paso de
limpieza de aztcares. 2E) Purificacion de protei-
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nas con Fenol/Cloroformo/Alcohol Isoamilico
(25:24:1 v/v/v) [3]. La cantidad de proteinas
recuperadas es baja.

3) Rotura con TRI Reagent (Sigma). La eficiencia de
rotura es buena, sin embargo, la cantidad de protei-
nas recuperadas tras seguir el protocolo es baja.

Para aumentar la resolucion y el enfoque de
las proteinas en 2-DE se estan ensayando, en los
extractos totales potencialmente mas idoneos para
nuestro estudio, el detergente ASB-14, el DeStreak
y el método de cargado de las tiras de IPG mediante
“cup loading”.
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Resumen

Una de las formas mas comunes de modificacio-
nes postraduccionales de proteinas es la glicosilacion.
Se estima que mas del 50% de las proteinas conoci-
das, asi como el 80% de las proteinas de membrana,
estan glicosiladas. En contra de lo que se creia, se ha
demostrado que los procariotas también poseen gli-
coproteinas. Las glicoproteinas bacterianas parecen
estar asociadas a la superficie del microorganismo.
Este hecho sugiere por tanto que estan implicadas
en la interaccion de la bacteria con el hospedador y
por tanto puede existir una relacion directa con la ca-
pacidad patdgena del microorganismo. El objeto de
este estudio consiste en desarrollar una metodologia,

mediante diversas cromatografias de afinidad, para el
enriquecimiento y purificacion de glicoproteinas de
bacterias del género Streptococcus.

En contra de lo que estaba establecido hasta
hace unos afios, recientemente se ha demostrado que
los procariotas producen glicoproteinas [1]. Estas
parecen estar asociadas a la superficie del micro-
organismo, lo que sugiere que estan implicadas en
la interaccidn con el hospedador y por tanto, con la
capacidad patogena del microorganismo. Hay dos ti-
pos de glicosilacion en procariotas: N-glicosilacion,
en la cual los glicanos estdn unidos a un residuo de
asparagina, y O-glicosilacion, en la cual estd unido a
un residuo de serina, treonina o tirosina [1,2].



