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Resumen 

Nuestro grupo de trabajo se especializa en el estudio del mecanismo de 

acción de alfa hemolisina, una toxina extracelular secretada por cepas 

uropatogénicas de Escherichia coli. En particular, esta tesis doctoral, se basa en el 

estudio de la interacción de HlyA con glóbulos rojos humanos. Glicoforina se postuló 

como proteína receptora de HlyA en glóbulos rojos, aunque existen resultados 

contradictorios al respecto. Al estudiar la actividad de HlyA, en eritrocitos carentes 

de glicoforina A y B, observamos que no presentaba diferencias respecto de la 

actividad en glóbulos rojos normales, por lo que nos propusimos estudiar la 

presencia de otra proteína receptora mediante la técnica de Far Western Blot.  

Por otro lado, previamente nuestro grupo demostró que HlyA interacciona 

directamente con colesterol, lo cual facilita la oligomerización de la toxina en 

membrana y la subsecuente lisis de los glóbulos rojos. En la secuencia de la toxina 

se encontraron secuencias CRAC (Cholesterol Recognition/interaction Aminoacid 

Consensus sequence) y CARC (de igual secuencia, pero en sentido contrario). A 

partir de estos resultados se sintetizaron péptidos con secuencias CRAC y CARC, 

presentes en el dominio de inserción en la membrana y en la región entre los ácidos 

grasos de HlyA. Los péptidos se sintetizaron mediante la técnica de síntesis química 

en fase sólida (SPPS) y se caracterizó su interacción con membranas con diferente 

porcentaje de colesterol por técnicas como Surface Plasmon Resonance (SPR), 

monocapas de Langmuir y simulaciones de dinámica molecular.  

Los resultados obtenidos a partir del estudio de la interacción de HlyA con la 

membrana, nos permitieron plantear el uso de distintos dominios de la toxina como 

herramientas terapéuticas. Específicamente, planteamos el uso de un péptido 

correspondiente a un sitio CRAC entre los ácidos grasos para inhibir la actividad 

lítica de la toxina; y un péptido correspondiente al dominio de inserción de la toxina 

para la construcción de una inmunotoxina. Para esto último se lo conjugó 

químicamente a anti-trop-2 (anticuerpo que reacciona contra una proteína de 
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membrana sobreexpresada en células tumorales), mostrando actividad citotóxica en 

células tumorales de mama (MCF-7). 

En conclusión, los resultados obtenidos desde la investigación básica aportan 

conocimiento sobre la interacción de HlyA con glóbulos rojos humanos y su 

mecanismo de acción. Además, esta caracterización bioquímica-biofísica permitió el 

diseño de terapias alternativas para el tratamiento de infecciones bacterianas 

causadas por cepas uropatogénicas de Escherichia coli y proponer el diseño de una 

inmunotoxina para el tratamiento del cáncer de mama.  
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Abreviaturas y Símbolos 

 

 

DO Densidad óptica 

E. coli Escherichia coli 

GnHCl Cloruro de Guanidinio 

GP Glicoforina 

GR  Glóbulos rojos 

HlyA Alfa-hemolisina 

ASH Albúmina sérica humana 

ITU Infecciones del tracto urinario 

KD Constante de equilibrio de disociación 

LB Luria Bertani (Triptona 10g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10 g/L) 

ProHlyA Prohemolisina 

RBC 

NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 2,5 mM, KH2PO4 1,50 mM, 

CaCl2 1,32 mM, MgSO4 1,91 mM, glucosa 5 mM, pH 7.4 a 25 °C, 300 

mOsm 

RTX Repeats in Toxin 

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico 

SPR Surface Plasmon Resonance 

TC Tris 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4 a 25 °C 

UPEC cepas uropatogénicas de Escherichia coli 

PO Parámetro de orden 
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Capítulo 1.  Introducción general 
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1.1 Alfa hemolisina de Escherichia coli: síntesis y estructura 

La toxina alfa hemolisina (HlyA), secretada por cepas uropatogénicas de 

Escherichia coli (UPEC), es un miembro representativo de la familia de toxinas 

RTX (del inglés Repeat in toxin) (Welch 1991). Esta familia de citolisinas se ha 

clasificado en dos grupos, las hemolisinas, que presentan un amplio rango de 

células target, y las leucotoxinas que presentan una mayor especificidad respecto 

al tipo celular y especie (Lally et al. 1999, Linhartova et al. 2015). La toxina más 

estudiada dentro del grupo de las hemolisinas es HlyA de E. coli, LtxA de A. 

actinomycetemcomitans es el prototipo de las leucotoxinas (Benz 2020). La 

toxina-hemolisina de la adenilato ciclasa (CyaA) de Bordetella Pertussi presenta 

características de ambos grupos, por lo que también se ha estudiado 

ampliamente y puede considerarse como el prototipo de la familia RTX 

(Linhartova et al. 2010). Por otro lado, en 1999 se descubrió un tercer grupo de 

toxinas RTX, que se denominó MARTX (Multifunctional autoprocessing RTX) (Lin 

et al. 1999). La característica más llamativa de estas toxinas es su gran tamaño, 

ya que poseen secuencias de más de 3000 aminoácidos, el prototipo 

representativo de este grupo es MARTXVc de Vibrio cholerae (Kudryashov et al. 

2008).  

Los miembros de esta familia de toxinas, secretadas por bacterias gram-

negativas comparten ciertas características como: (i) un dominio anfipático 

compuesto por α-hélices (Hyland et al. 2001); (ii) residuos de lisina conservados 

que son acilados por RtxC (Issartel et al. 1991, Stanley et al. 1994, Stanley et al. 

1998); (iii) un dominio conservado de repeticiones de un nonapéptido cuya  

secuencia consenso es X-(L/I/F)-X-G-X-G-(N/D)-D, que forman sitios de unión al 

calcio y dan el nombre a la familia de toxinas (Goñi et al. 1998, Welch 2001) y (iv) 

una secuencia señal de secreción en el extremo C-terminal (Gray et al. 1989).  

Respecto de HlyA en particular, su síntesis, maduración y secreción están 

determinadas por el operón hlyCABD, que codifica también a las proteínas HlyC, 
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HlyB y HlyD (Felmlee et al. 1985, Issartel et al. 1991, Nieto et al. 1996, Koronakis 

et al. 1997). El gen estructural HlyA codifica un polipéptido inactivo de 110 kDa, 

llamado prohemolisina (ProHlyA). En el citoplasma de E. coli, ProHlyA es 

modificada postraduccionalmente, mediante la unión covalente de ácidos grasos, 

dando lugar a la toxina activa. Esta modificación es catalizada por la 

aciltransferasa HlyC, y consiste en la transferencia de ácidos grasos de distinta 

longitud de cadena, más comúnmente de 14, 15 y 17 carbonos, a los grupos ε-

amino de dos lisinas internas de HlyA (Issartel et al. 1991, Stanley et al. 1994, 

Stanley et al. 1998, Lim et al. 2000, Worsham et al. 2001, Worsham et al. 2005).  

Posteriormente, HlyA es exportada por un sistema de secreción de tipo 1 

dependiente de ATP, utilizado usualmente por bacterias gram-negativas para 

translocar proteínas a través de la membrana interna y externa. En primer lugar, 

HlyA entra en contacto con un complejo preformado en la membrana interna de 

HlyB-HlyD, luego HlyD interacciona con TolC (una proteína de membrana 

externa) permitiendo la apertura del poro y la secreción de HlyA al medio 

extracelular (Koronakis et al. 1991, Koronakis et al. 1995, Koronakis et al. 2000).  

Una vez que HlyA se encuentra en el medio extracelular ocurre el 2do paso 

de activación de la toxina, debido a que la alta concentración de Ca+2 en este 

medio induce el plegamiento de HlyA en su conformación activa. El dominio RTX 

de unión a calcio al entrar en contacto con el ion, estabiliza y compacta toda la 

toxina, mediante interacciones de largo alcance (Sanchez-Magraner et al. 2007, 

Sánchez-Magraner et al. 2010). La presencia de Ca+2 es indispensable para la 

actividad hemolítica de la toxina (Boehm et al. 1990).  

 A continuación, se describirá lo que se conoce hasta la fecha sobre los 

distintos dominios y regiones de HlyA, esquematizados en la Figura 1 A:  

• La región que abarca los residuos 176 a 410 de HlyA se identificó como la 

responsable de la inserción de la toxina en bicapas lipídicas (Hyland et al. 
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2001, Schindel et al. 2001), que según predicciones informáticas contiene 8 α-

hélices transmembrana anfipáticas (Ludwig et al. 1991). Este dominio será 

descripto en detalle en el Capítulo 4 (sección 4.1.2).  

• Como se describió anteriormente, HlyA se encuentra acilada; los ácidos grasos 

se encuentran unidos covalentemente a dos lisinas internas presentes en la 

región central de HlyA (K563 y K689) (Stanley et al. 1994). Los sitios de 

reconocimiento de HlyC se encuentran entre 50 y 80 aminoácidos alrededor de 

cada residuo de K (Stanley et al. 1996). Esta región será descripta en el 

Capítulo 4 (sección 4.1.1). 

• La región de unión a Ca+2 se encuentra entre los aminoácidos 731 y 850 de 

HlyA. Consiste en 11-17 repeticiones en tándem de un nonapéptido rico en 

glicina y aspártico, con la secuencia consenso GGXGXDXUX (X, cualquier 

residuo; U, residuo hidrofóbico) (Ludwig et al. 1988, Boehm et al. 1990). La 

estructura de este dominio se resolvió para otras proteínas de la familia y se 

encontró que predominan hojas plegadas β  (Bauman et al. 2006). 

• Los últimos 60 residuos del extremo C-terminal de HlyA actúan como señal de 

transporte, ya que son los responsables de la unión al complejo HlyB-HlyC para 

su secreción hacia el medio extracelular (Hui et al. 2000).  

 La estructura tridimensional de HlyA no se ha podido resolver hasta el 

momento, ya que esta no pudo ser cristalizada. Esto es debido a la dificultad que 

presenta resolver la estructura de proteínas grandes, altamente hidrofóbicas, 

aciladas y con tendencia a la agregación. Aun así, actualmente existen técnicas 

de inteligencia artificial que permiten predecir la estructura tridimensional de 

proteínas. Estás predicciones se basan exclusivamente en la secuencia 

aminoacídica de la proteína, aun cuando no están disponibles estructuras 

homólogas, como es el caso de HlyA. En la Figura 1 B se muestra una imagen de 

la predicción de la estructura de HlyA, realizada mediante el software Alpha Fold 



5 

 

(Jumper et al. 2021, Varadi et al. 2021). Se puede observar que la región N-

terminal está compuesta por hélices α y la C-terminal por hojas plegadas β, lo 

cual coincide con las predicciones informáticas y resultados experimentales que 

se mencionaron anteriormente.  

 

 

 

 

Figura 1. Dominios y estructura de HlyA de E. coli. 

A) Esquema de la secuencia de HlyA en el que se muestran sus distintos dominios. B) 

Predicción de la estructura de HlyA realizada con el software Alpha Fold (Jumper et al. 

2021, Varadi et al. 2021). Los residuos se encuentran coloreados de acuerdo al nivel de 

confianza en la predicción de la posición relativa de cada residuo: muy alto nivel 

(azul),alto nivel (celeste), bajo nivel (amarillo) y muy bajo nivel (naranja).  
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1.2 Cepas uropatogénicas de Escherichia coli  

Como se mencionó anteriormente, HlyA es secretada por cepas UPEC. 

Estas cepas son las responsables del 80% de los casos infecciones del tracto 

urinario (ITU), que afectan alrededor de 150 millones de personas por año en el 

mundo (Cavalieri et al. 1984, Murray et al. 2021, Zagaglia et al. 2022). Se estima 

que alrededor del 40% de las mujeres van a desarrollar ITU a lo largo de sus 

vidas, y el 30% de ellas sufrirá una reinfección. Las ITU sintomáticas son 

comúnmente tratadas con antibióticos, pero el aumento de cepas UPEC 

resistentes y las infecciones recurrentes posicionan a las ITU como un serio 

problema de salud (Flores-Mireles et al. 2015, Murray et al. 2021).  

Las ITU causan distintos tipos de enfermedades que pueden ser clasificadas 

clínicamente como complicadas y no complicadas. Las ITU no complicadas 

ocurren en paciente sanos, donde las bacterias colonizan las células epiteliales de 

la vejiga (cistitis), y luego pueden o no ascender a los riñones (pielonefrinitis) 

(Terlizzi et al. 2017, Zagaglia et al. 2022). Las ITU complicadas ocurren en 

pacientes con factores de riesgo individuales como obstrucción urinaria, 

insuficiencia renal, inmunosupresión, embarazo o el uso de una sonda, entre 

otros; y pueden dar lugar a casos de bacteriemia y sepsis (Cavalieri et al. 1984, 

Foxman 2010, Zagaglia et al. 2022).  

 Las UPEC expresan distintos factores de virulencia (Tabla 1) que 

desempeñan un papel fundamental en los distintos pasos de la colonización del 

huésped, esquematizados en la Figura 2 (Flores-Mireles et al. 2015). Las ITU 

generalmente comienzan cuando UPEC presentes en el área perianal, migran 

hacia la uretra y luego a la vejiga (Paso 1 y 2). Utilizando estructuras como pili y 

adhesinas, las bacterias pueden adherirse y colonizar el epitelio de la vejiga 

(cistitis) (Paso 3). La respuesta inmune del hospedador, particularmente mediante 

la infiltración de neutrófilos, iniciará su eliminación (Paso 4). Aun así, algunas 
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bacterias pueden lograr evadir la respuesta inmune del huésped, como por 

ejemplo, mediante la formación de biofilms (Paso 5 y 6).  

Para facilitar su supervivencia las UPEC también liberan toxinas 

extracelulares como HlyA, el factor necrotizante citotóxico 1 y la citotoxina 

autotransportadora vacuolante; que pueden alterar las vías de señalización y/o 

inducir la muerte de la célula target, facilitando la capacidad de estos patógenos 

de colonizar nuevos tejidos (Paso 7) (Wiles et al. 2008, Bunduki et al. 2021). HlyA 

es activa contra una gran variedad de tipos celulares como glóbulos rojos (GR), 

fibroblastos, granulocitos, linfocitos y macrófagos; causando su lisis, necrosis o 

apoptosis (Cavalieri et al. 1982, Bhakdi et al. 1990, Welch 2001, Strack et al. 

2019). En la vejiga, HlyA induce la exfoliación de las células epiteliales, facilitando 

la colonización de este tejido (Wang et al. 2020). La vejiga es un ambiente con 

baja concentración de hierro y este es un ion necesario para la supervivencia de 

las bacterias, por lo tanto, la liberación de sideróforos de hierro es también 

esencial para la colonización de este tejido (Flores-Mireles et al. 2015). Luego las 

bacterias pueden o no ascender al riñón, adhiriéndose nuevamente mediante 

adhesinas o pili (Paso 8).  

 Para colonizar el riñón las UPEC pueden causar daño al epitelio mediante la 

liberación de toxinas (paso 9 y 10). Finalmente, en el caso de que no sean 

tratadas, las ITU complicadas pueden progresar a casos de bacteriemia, cuando 

las UPEC logran cruzar la barrera epitelial de los riñones para trasladarse al 

torrente sanguíneo (Paso 11). 
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Tabla 1. Principales factores de virulencia de las cepas uropatogénicas de Escherichia 

coli. 

Factores de adherencia Fimbria: S, F1C 

Pili: tipo 1, tipo P 

Adhesinas de la familia Dr 

Toxinas HlyA 

factor necrotizante citotóxico 1  

citotoxina autotransportadora vacuolante 

Captación de hierro Aerobactina 

Enterobactina 

Salmoquelina 

Yersibactina 

(Flores-Mireles et al. 2015, Terlizzi et al. 2017) 
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Figura 2. Pasos de la patogénesis de las infecciones del tracto urinario. 

Imagen tomada de (Flores-Mireles et al. 2015). 
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1.3 Rol de HlyA en la patogénesis  

Dentro de los factores de virulencia secretados por las UPEC, HlyA es uno 

de los más importantes, ya que dificulta la adhesión celular, induce la muerte de 

células uroteliales y la liberación de citoquinas inflamatorias, entro otros efectos 

(Wang et al. 2020). 

Se sabe que su expresión está asociada con la severidad de las ITU, ya que 

hasta un 78% de los aislados de UPEC de casos de pielonefritis o bacteriemia 

expresan esta toxina (Marrs et al. 2005, Wiles et al. 2008, Ristow et al. 2016). En 

los casos de pielonefritis, HlyA tiene un rol importante, ya que afecta directamente 

el epitelio renal (Wang et al. 2020, Praetorius 2021). Se sabe que induce en estas 

células la liberación de ATP, lo cual activa receptores purinérgicos que generan 

oscilaciones en los niveles de calcio intracelular (Uhlen et al. 2000, Christensen et 

al. 2015). Estas oscilaciones inducen finalmente la liberación de citoquinas 

proinflamatorias (Praetorius 2021). 

El daño que genera HlyA en el epitelio renal facilita el pasaje de las UPEC 

hacia la circulación, causando bacteriemia (Wang et al. 2020). Cuando existe una 

respuesta inmune exacerbada del huésped los casos de bacteriemia pueden 

derivar en sepsis, y se sabe que HlyA acelera esta transición (Johnsen et al. 

2019). Los casos de sepsis poseen una mortalidad similar a la de infarto agudo de 

miocardio, y alrededor de un 25% de ellos son causados por ITU (Johnsen et al. 

2019, Praetorius 2021).   

Dada la gravedad y la prevalencia de los casos de bacteriemia causados por 

UPEC, y el rol protagónico de HlyA, es que la primera parte de esta tesis está 

dedicada a profundizar en el estudio del mecanismo de acción de HlyA en GR, 

con el objetivo de simular una situación de bacteriemia. 
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1.4 Mecanismo de acción de HlyA en glóbulos rojos 

Se ha propuesto que el mecanismo de acción de HlyA consta de diferentes 

pasos: la unión, la inserción y la oligomerización de la toxina en la membrana, que 

dan lugar a la lisis de la célula blanco (Bakás et al. 1996, Bakás et al. 1998, 

Herlax et al. 2009, Bakás et al. 2012).  

La interacción de HlyA con membranas ocurriría en un primer paso de 

adsorción reversible, mediante la región C-terminal de la toxina; esta interacción 

estaría regida por interacciones electrostáticas (Sanchez-Magraner et al. 2007).  

El segundo paso consistiría en una inserción irreversible de la toxina en la 

membrana plasmática de la célula blánco. Como se describió previamente, la 

región N-terminal de HlyA sería la que se inserta en la membrana (Hyland et al. 

2001). Cuando la toxina no se encuentra activada por Ca+2 y por la unión 

covalente de los ácidos grasos esta inserción en la membrana es reversible 

(Bakás et al. 1998, Herlax et al. 2003, Sanchez-Magraner et al. 2006).  

Una vez que HlyA está inserta en la membrana ocurriría su oligomerización, 

proceso que ha podido ser caracterizado solo de manera indirecta. Los ácidos 

grasos unidos covalentemente a la toxina serían indispensables para la 

oligomerización, probablemente porque favorecerían la exposición de regiones 

intrínsecamente desordenadas que promueven la interacción proteína-proteína 

(Herlax et al. 2007, Herlax et al. 2009).  

Utilizando métodos indirectos se encontró que HlyA sería capaz de formar 

poros en la membrana, aunque estos no han podido ser visualizados con técnicas 

de alta resolución como microscopía electrónica o de fuerza atómica, entre otras. 

Estos poros proteolipídicos serían dinámicos, y su tamaño dependería del tiempo 

de exposición y de la concentración de HlyA (Welch 1994, Bakas et al. 2006). 
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Por otro lado, se ha descripto que las glicoforinas (GPs) serían las proteínas 

receptoras de HlyA en GR (Cortajarena et al. 2001, Cortajarena et al. 2003), 

aunque existen resultados contradictorios al respecto, que serán abordados en el 

Capítulo 3.  

Recientemente, nuestro grupo de trabajo demostró que HlyA interactúa más 

con liposomas y monocapas que contienen colesterol (Vazquez et al. 2014); y que 

su actividad hemolítica disminuye en GR deplecionados de colesterol (Herlax et 

al. 2009). También se encontró que la interacción entre HlyA y el colesterol facilita 

la inserción de la toxina en las membranas en una conformación tal que permite la 

oligomerización de la toxina, necesaria para la formación del poro (Herlax et al. 

2009). Estos resultados indican que este esterol juega un rol importante en el 

mecanismo de acción de la toxina. Existen motivos de reconocimiento de 

colesterol, llamados CRAC (Cholesterol Recognition Amino Acid Consensus) 

(Fantini et al. 2013) y CARC (de igual secuencia pero orientación opuesta) (Baier 

et al. 2011). En HlyA se identificaron varios de estos motivos (Vazquez et al. 

2014), que serán descriptos en el Capítulo 4. 

 Además, se sabe que en circulación HlyA se encuentra en bajas 

concentraciones y en estas condiciones puede inducir respuestas celulares 

complejas en los GR. Por ejemplo, causa un aumento de los niveles de Ca+2 

intracelular, que induce la salida de KCl causando cambios en el volumen celular 

(Skals et al. 2010). En nuestro grupo de trabajo se ha estudiado también la 

dinámica entre los cambios de volumen y la lisis inducida por HlyA en GR. Se 

encontró que HlyA reduce la permeabilidad osmótica para el agua en GR, de 

forma similar en GR normales y en GR deficientes de AQP1, indicando que HlyA 

afecta otros mecanismos de transporte de agua y/o la difusión simple a través de 

la membrana (Saffioti et al. 2022). Además, se encontró que el swelling causado 

por HlyA en GR se debe parcialmente a la activación de receptores P2 y está 

acoplado a la lisis osmótica. Se sabe también que estos cambios de volumen 

generan la liberación de ATP no lítico que activa receptores purinérgicos como 
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P2X7 (Skals et al. 2009, Denis et al. 2019). El aumento de Ca+2 intracelular 

también genera otro tipo de cambios biológicos en GR, como por ejemplo la 

activación de calpaínas y la externalización de fosfatidilserina (Velasquez et al. 

2015); eventos típicos de los procesos eriptóticos. 

 Aun teniendo en cuenta todos los resultados mencionados, mucho queda 

por dilucidar sobre el mecanismo de acción de HlyA en GR. Por lo tanto, la 

presente tesis busca avanzar en el conocimiento sobre la interacción de HlyA con 

membranas, y las moléculas que podrían facilitar esta interacción. Así como 

también, aplicar dichos conocimientos para el diseño de terapias basadas en 

péptidos derivados de HlyA. Para lograrlo se plantearon las siguientes hipótesis: 

• Las glicoforinas median el mecanismo lítico y sublítico de HlyA en GR 

humanos. 

• Péptidos CRAC o CARC derivados de HlyA interaccionan específicamente 

con colesterol. 

• Péptidos CRAC o CARC derivados de HlyA inhiben su actividad hemolítica. 

• Péptidos derivados de la región N-terminal de HlyA presentan actividad 

citotóxica y pueden ser utilizados para la construcción de una 

inmunotoxina. 
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1.5 Objetivos generales 

 La presente tesis está organizada en dos partes, la primera parte 

corresponde a resultados de investigación básica destinados a profundizar en el 

conocimiento sobre la interacción de HlyA con glóbulos rojos humanos. Por lo 

tanto, los objetivos de la Parte 1 de la presente tesis fueron: 

A) Estudiar la interacción entre HlyA y glicoforinas, así como las vías de 

señalización intracelular activadas por esta interacción en GR humanos 

(Capítulo 3). 

B) Estudiar la interacción de péptidos CRAC y CARC derivados de HlyA con 

membranas de distinta composición lipídica y GR (Capítulo 4). 

 Luego, en la segunda parte se buscó aplicar dichos resultados para el 

diseño de terapias alternativas para el tratamiento de infecciones causadas por 

UPEC, y para el tratamiento del cáncer de mama por medio del diseño de una 

inmunotoxina. Entonces, los objetivos de la Parte 2 de la presente tesis fueron: 

C) Estudiar el efecto inhibitorio de péptidos CRAC y CARC sobre la actividad 

hemolítica de HlyA (Capítulo 5). 

D) Diseñar, construir y caracterizar una inmunotoxina compuesta por un 

péptido correspondiente a la región N-terminal de HlyA y un anticuerpo 

anti-trop-2 (Capítulo 6). 
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Capítulo 2.  Materiales y métodos generales 
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2.1 Declaración ética  

 La sangre humana se obtuvo de voluntarios sanos, que dieron su 

consentimiento. El estudio lo aprobó el Comité de Bioética y Ética de la 

Investigación, Facultad de Ciencias Médicas, UNLP (COBIMED, Protocolo Nº43), 

de acuerdo con los requerimientos de la Declaración de Helsinki y la legislación 

argentina sobre salud pública (leyes 25326 y 26529). 

2.2 Purificación de HlyA y ProHlyA 

 La toxina HlyA se purificó a partir de la cepa de E. coli WAM1824, 

transformada con pSF4000 (construcción recombinante formada por el operón 

hlyCABD clonado en el plásmido vector pACYC184) (Welch 1997), (Welch et al. 

1983). La purificación de ProHlyA se realizó a partir de la cepa WAM783 (E. coli 

DH1 transformada con el plásmido recombinante pSF4000ΔΒamΗΙ, en el cual una 

porción del gen hlyC se delecionó) (Boehm et al. 1990). Ambas cepas fueron 

gentilmente cedidas por el Dr. Welch (Universidad de Madison, Wisconsin). 

 Para ser cultivadas, las bacterias se inocularon en 5 ml de medio Luria-

Bertani (LB, Triptona 10g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10 g/L) con 

cloranfenicol 20ug/ml y se incubaron durante toda la noche a 37°C con agitación a 

180 rpm. Seguidamente, se realizó una dilución 1:100 del cultivo saturado en 

medio LB con antibiótico. Se continuó con la incubación en las mismas 

condiciones hasta llegar a la fase de crecimiento logarítmica caracterizada por 

una DO (Densidad óptica) a 600nm de 0,9-1. Las bacterias se separaron por 

centrifugación a 6000 g durante 15 min a 4°C. El sobrenadante, que contiene la 

toxina, se llevó a pH 4,5 (el punto isoeléctrico de la proteína) y se precipitó la 

proteína con etanol frío (20% v/v final) durante dos días en heladera. Luego, se 

precipitó la proteína por centrifugación a 14.500 g durante 1h. a 4°C. El pellet se 

resuspendió en buffer TC (Tris 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4 a 25 °C) con GnHCl 

6M (Cloruro de Guanidinio) y se almacenó a -20°C. 
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 Luego de cada purificación se corroboró la pureza de la proteína mediante 

un  SDS-PAGE 10% (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis), 

se cuantificó por el método de Bradford (Bradford 1976) y en el caso de HlyA se 

evaluó su actividad hemolítica. 

2.3 Aislamiento de glóbulos rojos humanos 

 La sangre se obtuvo de voluntarios sanos, se la centrifugó a 1500g durante 

5 min, a 20 oC. El plasma, las plaquetas y los leucocitos se descartaron. Los GR 

aislados se resuspendieron en buffer TC con CaCl2 10 mM, se lavaron tres veces, 

y se diluyeron al hematocrito final correspondiente.  

2.4  Purificación de membranas de glóbulos rojos humanos 

 A 1,5 ml de GR humanos limpios se agregaron 40 ml de buffer de lisis 

(Tris-HCl 10 mM, pH 7.4) y se mantuvo a 4ºC durante 30 min, para permitir su lisis 

osmótica. Luego se centrifugó a 14500 g durante 10 min. Este procedimiento se 

repitió hasta obtener un pellet blanco. Las membranas  se resuspendieron en 3 ml 

de buffer TC y se cuantificaron por el método de Bradford (Bradford 1976). 

2.5 Ensayos de actividad hemolítica 

 La actividad hemolítica se calculó mediante la disminución de la luz 

dispersada (ligth scattering) a 595 nm. En placas de 96 pocillos se realizó la 

dilución seriada de 100 µl de proteína en 100 µl de buffer TC suplementado con 

CaCl2 10 mM. Como control negativo se utilizó buffer sin toxina y como control 

positivo buffer suplementado con tritón-X100. Luego se añadieron 100 µl de GR 

humanos 4% v/v, por lo tanto, el hematocrito final fue de 2% v/v. La placa se 

incubó a 37 ºC durante 30 min y se midió la DO a 595nm. 
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 El porcentaje de hemólisis se calculó utilizando la siguiente ecuación: 

% 𝐻𝑒𝑚ó𝑙𝑖𝑠𝑖𝑠 = (
𝐷𝑂0 − 𝐷𝑂𝑥

DO0 − DO100
) ∗ 100 

 Donde DO0 es la DO del control negativo, DOx del pocillo incógnita y 

DO100 del control positivo. 

2.6 Cuantificación de proteínas por el método de Bradford 

 El método de Bradford se basa en la interacción del colorante azul de 

Coomassie con residuos aromáticos y residuos básicos de las proteínas, 

produciendo un desplazamiento del máximo de absorción de 465 a 595 nm 

(Bradford 1976). El reactivo de Bradford se preparó con 50 ml de etanol (95%), 

100 ml de ácido fosfórico (85%) y 100 mg de azul de Coomassie brillante G-250 

(Sigma) para un volumen final de 1l, filtrando las veces necesarias para eliminar 

los residuos sólidos no disueltos. En los ensayos se mezclaron 5 µl de muestra 

con 250 µl de reactivo Bradford. Después de 15 min. se midió la DO a 595 nm. La 

curva patrón se realizó con seroalbúmina bovina disuelta en buffer TC. 

2.7  Electroforesis en geles de poliacrilamida: SDS-PAGE 

 La separación de proteínas según su peso molecular se realizó mediante 

electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE), utilizando el 

método de Laemmli (Laemmli 1970). Se trata de un sistema vertical discontinuo 

que consiste en dos geles contiguos: el gel separador (resolving) por debajo y el 

gel de apilamiento (stacking) por encima. Ambos tienen diferente diámetro de 

poro, pH y fuerza iónica. Esta discontinuidad actúa concentrando grandes 

volúmenes de muestra en el gel de apilamiento, resultando en una mejor 

resolución final. En todos lo geles realizados se utilizó una concentración de 4 % 

p/v de acrilamida (malla de poro no limitante) para el gel de apilamiento, y 

diversas concentraciones para el gel separador: 8, 12 % p/v y gradientes 4-20% 
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p/v de acrilamida. Se utilizaron separadores de geles de 0,75 mm. Junto a las 

muestras, en todas las corridas electroforéticas se sembró un estándar de peso 

molecular, (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards, Bio-Rad). Las corridas 

se realizaron a voltaje constante de 100 mV en una cuba electroforética Mini 

Protean II, Bio Rad, con una fuente de poder Power 200-2.0, Bio Rad. Las 

proteínas se tiñeron con Coomassie Blue. 

2.8 Western Blot 

 La técnica de Western Blot permite la identificación de una proteína 

específica en una muestra. Consiste en la separación de las proteínas presentes 

en la muestra, mediante SDS-PAGE, y su transferencia a una membrana sólida, 

de nitrocelulosa o de fluoruro de polivinilideno (PVDF). Finalmente, la proteína 

buscada se detecta mediante la utilización de anticuerpos específicos. 

 En todos los casos la transferencia se realizó mediante una corriente 

eléctrica de 100V por 1 h. Luego, se bloquearon los sitios de la membrana no 

ocupados por proteína con una solución de bloqueo, 3% p/v de leche descremada 

en buffer TC, durante 2 hs a temperatura ambiente en agitación suave. Para 

detectar la proteína buscada se agregó el anticuerpo primario (generalmente anti-

HlyA 1/500 en solución de bloqueo), y se incubó durante toda la noche a 4°C. 

Luego, se realizaron 6 lavados de 5 min cada uno con buffer TC. Finalmente, se 

agregó el anticuerpo secundario (anti-rabbit conjugado a HRP, Jackson 

ImmunoResearch) en una dilución 1/45.000 en solución de bloqueo y se incubó 

por 1 h a temperatura ambiente. Luego, las membranas se revelaron utilizando un 

sustrato quimioluminiscente de HRP (ImmobilonWestern, Millipore) y se 

obtuvieron imágenes utilizando el sistema de imágenes ChemiDoc MP (Bio-rad, 

Hercules, CA, EE.UU.). Las imágenes se analizaron con el software ImageLab de 

BIORAD para determinar el peso molecular de las bandas visualizadas o 

cuantificarlas por DO. 
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2.9 Análisis estadístico 

 Se utilizó la prueba t de Student para comparar distintos grupos 

experimentales. Las diferencias se consideraron estadísticamente significativas 

cuando P < 0.05 (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001).  
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Capítulo 3.  Rol de la interacción HlyA-

glicoforina en el mecanismo de acción de la 

toxina en glóbulos rojos humanos 
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3.1 Introducción 

 Como se mencionó anteriormente, HlyA pertenece a una clase de toxinas 

que actúa sobre una amplia variedad de tipos celulares, como GR, leucocitos, 

células epiteliales, entre otros, de diferentes hospedadores, como seres humanos, 

bovinos y murinos (Welch 2001). Es posiblemente, por esta razón, que la 

caracterización de un receptor de superficie específico para la toxina produjo 

resultados contradictorios. En linfocitos se demostró que HlyA y muchas otras 

RTX utilizan la familia de β2 integrinas como receptores de superficie, uniéndose 

a oligosacáridos presentes en el receptor  (Lally et al. 1997, Dileepan et al. 2005, 

Dileepan et al. 2007, Morova et al. 2008). Las β2 integrinas son receptores de 

superficie compuestos por una subunidad α variable (CD11a/CD11d) y una 

subunidad β (CD18). HlyA en particular se une a la región extracelular de la 

subunidad β de LFA-1 (CD11a/CD18) (lymphocyte function-associated antigen-1), 

la señalización intracelular mediada por esta subunidad no es necesaria para la 

actividad de la toxina, pero su presencia es suficiente para aumentar la actividad 

citotóxica de HlyA (Ristow et al. 2019). El dominio de la toxina responsable de 

dicha interacción todavía no se ha dilucidado.  

 Respecto de la presencia de un receptor para HlyA en la superficie de GR, 

los resultados son contradictorios. Hasta el momento GP era considerada 

receptor de HlyA en GR, de acuerdo con los experimentos de Cortajarena et. al. 

que se realizaron utilizando GR de caballo (Cortajarena et al. 2001). Encontraron 

que la unión de HlyA a GPs disminuye significativamente por la tripsinización de 

las membranas, lo que sugiere un mecanismo mediado por un receptor proteico; y 

que GPs purificadas de los GR y reconstituidas en liposomas aumentaron 

significativamente la sensibilidad de los liposomas a HlyA. Más tarde, propusieron 

a la región comprendida entre los residuos 914-936 de HlyA como la responsable 

de la unión a GP (Cortajarena et al. 2003). En oposición a la existencia de un 

receptor se encontró que HlyA desorganiza liposomas libres de proteínas 
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(Ostolaza et al. 1993). Además, se encontró que HlyA se une de forma no 

saturable a GR de conejo y a granulocitos, lo que indicaría que la toxina no 

interacciona con un receptor específico (Eberspacher et al. 1989, Valeva et al. 

2005). Contrariamente, se encontró que la unión entre HlyA y GR de carneros es 

saturable indicando la presencia de un receptor (Bauer et al. 1996).  

 Por otro lado, durante los últimos años en nuestro grupo de investigación 

se estudió la interacción entre HlyA y GR humanos a concentraciones sublíticas, 

cuyos efectos se describieron en la introducción general (Velázquez et al., 2015,  

Denis et al., 2019, Strack et al., 2019). Curiosamente, muchos de estos efectos se 

observaron también en GR tratados con ligandos que interactúan con GP. Por 

ejemplo, la unión de lectinas y autoanticuerpos (anti-Pr) a GP produce una 

disminución en la deformabilidad de los GR y el ingreso de Na+ produciendo 

posteriormente la lisis (Brain, Prevost, Pihl, & Brown, 2002). Chasis et. al. 

demostraron que esta disminución en la deformabilidad es causada por la unión 

de GP a proteínas del citoesqueleto, luego de su interacción con ligandos (Chasis, 

Mohandas, & Shohet, 1985). Más recientemente se demostró que la unión de 

anticuerpos anti-GP induce un aumento intracelular de especies reactivas del 

oxígeno que, a su vez, desencadenan múltiples respuestas que conducen a la 

activación de caspasa-3, liberación de ATP, y aumento de la fosforilación de 

banda 3 (Khoory et al., 2016). Los efectos similares de HlyA y anticuerpos anti-GP 

en los GR pueden ser meras coincidencias o implicar que la unión de HlyA a GP 

es necesaria para que se desencadenen las respuestas líticas y sublíticas que 

produce la toxina.  

 Por lo tanto, el objetivo de este capítulo es determinar si GP es receptor 

específico de HlyA en GR humanos, y si está involucrada en el proceso hemolítico 

de la toxina. Para lograr este objetivo se realizaron ensayos de inhibición de 

hemólisis con anticuerpos anti-GPA/GPB, se estudió la actividad de HlyA en GR 

GPA-/-/GPB-/-. y se realizaron ensayos de SPR entre HlyA y GP. Finalmente, se 

realizó un ensayo de Far Western Blot. 
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3.2 Materiales y Métodos 

3.2.1. Purificación de HlyA, ProHlyA y HlyAΔ914-936 

 La purificación de HlyA y ProHlyA se realizó como se describió en 

Materiales y métodos generales (sección 2.2). HlyAΔ914-936 se purificó de igual 

manera, a partir de la  cepa de E. coli BL21 transformada con el operón hlyCABD 

con una deleción de la región 914-936 en el gen de HlyA, subclonado en el 

plásmido pSU124 (Cortajarena et al. 2003). El plásmido fue gentilmente donado 

por la Dra. Ostolaza (Universidad del País Vasco, Bilbao, España). 

3.2.2. Ensayos de actividad hemolítica  

 Los ensayos de actividad hemolítica de HlyA en presencia de anticuerpos 

se realizaron de manera similar a lo descripto en Materiales y Métodos generales 

(sección 2.5), con la diferencia de que los GR se preincubaron con diferentes 

diluciones de anticuerpos (1:50, 1:100, 1:200 y 1:1000) durante 1 h, antes de 

agregarse a la microplaca con HlyA. Se utilizaron los anticuerpos: nanoanticuerpo 

iH4 (Habib et al. 2013), anti-GPA (BD 559943) y anti GPA-GPB (Novus 

Biologicals, NB 120-6396). El porcentaje de hemólisis a los 30 min. se obtuvo de 

la manera descripta en sección 2.5.  

 Además, se realizaron ensayos de actividad hemolítica de HlyA en 

presencia de ASH (Albúmina sérica humana). Los ensayos se realizaron 

preincubando la toxina con ASH (0,1% y 1% p/v) durante 1 h a 37°C, antes del 

agregado de los GR. 

 También se realizaron ensayos de actividad hemolítica de HlyA en GR 

humanos GPA-/-/GPB-/-., de forma similar a como se describe en materiales y 

métodos generales (sección 2.5). Los GR humanos GPA-/-/GPB-/-, homocigotas 

MkMk deficientes en GPA y GPB, fueron donados por Osaka Red Cross Blood 

Center. Estos se colectaron y congelaron en el Centre National de Référence pour 
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les Groupes Sanguins (París). Antes del análisis, los GR criopreservados se 

lavaron tres veces con el medio isosmótico RBC (NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, 

Na2HPO4 2,5 mM, KH2PO4 1,50 mM, CaCl2 1,32 mM, MgSO4 1,91 mM, glucosa 

5 mM, pH 7.4 a 25 °C, 300 mOsm).  

 El porcentaje de GR se calculó utilizando la siguiente ecuación: 

% 𝐺𝑅 = 100 − % 𝐻𝑒𝑚ó𝑙𝑖𝑠𝑖𝑠 

 Luego las curvas de porcentaje de GR en función del tiempo se ajustaron a 

la siguiente ecuación:  

% 𝐺𝑅 =
𝑅𝑝

𝑒𝑓 𝑡
+ (100 − 𝑅𝑝)

𝑎 + 1

𝑒𝑏 𝑡 + 𝑎
 

 Donde Rp, a, b y f son parámetros y t indica la variable tiempo. Rp indica la 

proporción de la curva que no se encuentra en fase lag, el parámetro a se 

relaciona con la duración de la fase lag, y los valores de f y b están relacionados 

con la velocidad de hemólisis. El mejor valor para estos parámetros se obtuvo 

usando el método de cuadrados mínimos. Una vez ajustada la ecuación se utilizó 

para calcular el parámetro t50 que hace referencia al tiempo necesario para 

alcanzar un 50% de hemólisis, el error estándar se calculó utilizando el método 

delta (Oehlert 1992). El ajuste matemático descripto se realizó en colaboración 

con el Dr. Nicolás Saffioti (INQUIFIB). 

3.2.3. Medidas de resonancia de plasmones superficiales  

 La técnica de resonancia de plasmones superficiales (SPR) se utilizó en el 

presente trabajo de tesis para estudiar la interacción entre biomoléculas. Las 

ventajas que presenta esta técnica son: que no se necesita marcar las 

biomoléculas de interés, que se puede estudiar tanto la asociación como la 

disociación de moléculas en tiempo real y que se utilizan bajas concentraciones 

de muestra (Šakanovič et al. 2019). En el campo de la biología es especialmente 
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útil para medir la afinidad y cinética de las interacciones entre macromoléculas, 

con una gran sensibilidad. Para el estudio de macromoléculas en solución se 

utiliza la configuración Kretschmann, en la cual el material a investigar se deposita 

sobre una película metálica que se encuentra directamente sobre un prisma 

dieléctrico (Figura 3 A).  

 La técnica de SPR consiste en un haz de luz polarizada que incide sobre la 

superficie metálica y es reflectada. Los fotones de luz polarizada interaccionan 

con los plasmones superficiales (electrones libres del metal) induciendo su 

resonancia y generando una reducción de la intensidad de la luz reflectada. El 

ángulo al cual la intensidad de la luz reflectada es mínima se llama ángulo de 

resonancia. El índice de refracción en la superficie del metal varía con la 

adsorción de moléculas en esta superficie, generando un cambio en el ángulo de 

resonancia; como se observa en la Figura 3 B. Cuando se mide el cambio del 

ángulo de resonancia en función del tiempo (sensograma de SPR), se obtiene 

información en tiempo real de la adsorción de moléculas en la superficie metálica 

(Figura 3 C).  

 En este caso se inmovilizó sobre la superficie de oro glicoforina A o 

albúmina (ASH) y en la fase móvil se inyectó HlyA, HlyA∆914–936 o ProHlyA. Las 

medidas se realizaron en el equipo MP-SPR BioNavis SPR Navi™ 200 (Tampere, 

Finlandia) usando un láser de 785nm y un rango de escaneo de 60-72 grados. 

Este equipo contiene un sistema de detección de doble canal, por lo que se 

realizaron duplicados en paralelo en ambas celdas de flujo independiente. Se 

utilizaron sustratos de oro comerciales (SPR102-AU, Bionavis™).  

 Preparación de los sustratos de oro. Antes de cada medida, los 

sustratos de oro se lavaron con NH3:H2O2:H2O (1:1:2) a 90 °C durante 5 min. 

Luego se enjuagaron con agua MilliQ y posteriormente con etanol absoluto. 

Inmediatamente después los sustratos se incubaron en una solución de ácido 11-

mercaptoundecanoico (MUA) 50 µM por un período de aprox. 20 hs. Luego de 
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este período se obtuvieron monocapas auto-ensambladas ordenadas de MUA. Se 

realizó un enjuague exhaustivo con etanol absoluto y se secó la superficie con un 

flujo de N2. Los sustratos Au-MUA estuvieron listos para ser colocados en el 

equipo. 

 Inmovilización de las proteínas. La inmovilización de ASH y GPA (Sigma 

Aldrich) a la superficie de MUA se realizó por medio de una reacción de 

acoplamiento carbodiimida. En primer lugar, los grupos carboxilos de la superficie 

de MUA se activaron por una mezcla de N-(3-dimetilaminopropil)-N′-

etilcarbodiimida clorhidrato (EDC) 0,1 M y N-hidroxisuccinimida (NHS) 0,05 M a 

un flujo de 10 µL/min, para dar esteres de succinimida reactivos. Luego las 

proteínas se inyectaron a un flujo de 10 µL/min y a una concentración de 20 

μg/mL. La inmovilización de las mismas sobre la superficie se produce mediante 

la interacción entre los grupos amino de las proteínas y los esteres de la 

superficie del sustrato. Se realizaron ensayos utilizando distintos buffers para 

estudiar en cual se lograba la mayor cantidad de proteína inmovilizada. Como 

resultado ASH se inmovilizó en buffer PBS pH 7 y GPA en buffer de acetato pH 

6,55. Luego la superficie se bloqueó y los esteres de succinimida libres se 

desactivaron, usando etanolamina 1M a pH 8,5. Se realizó un lavado con agua 

MilliQ y se equilibró el sistema con buffer TC con CaCl2 10 mM, el que se usó 

posteriormente en el experimento. La cantidad de proteína inmovilizada se calculó 

como el cambio en el ángulo mínimo (ΔΘSPR) y se utilizó para normalizar la 

señal de SPR en los experimentos de unión proteína-proteína. 

 Medidas de SPR. Luego de la inmovilización de ASH o GP a las 

superficies,  se inyectaron HlyA, HlyA∆914–936 y ProHlyA a distintas 

concentraciones (entre 1,25 y 10 nM en buffer TC), a un flujo de 10 μL/min, 

durante 10 min, a 23°C. Pasados 5 min de estabilizada la señal de SPR se 

regeneró la superficie durante 1 min con NaOH 0.1 M para ASH, y HCl 0.1 M para 

GP. Cada medida se realizó por duplicado, y la constante de equilibrio de 

disociación (KD) se calculó utilizando el procedimiento desarrollado por Kausaite 
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et al. (Kausaite et al. 2007). En resumen, las curvas de asociación se ajustaron 

con la función exponencial:  

𝑅𝑡 = 𝐸(1 − 𝑒−𝐾𝑠𝑡) + 𝑅0 

 donde Rt es la señal de SPR medida al tiempo t, E es la señal en equilibrio, 

R0 es la señal al inicio de la fase. Los valores de Ks se obtuvieron luego de ajustar 

las curvas de asociación con la función BoxLucas1 (Origin software).  

 Se graficó Ks en función de la concentración del analito ([C]) para obtener 

la constante de asociación (Ka) y la constante de disociación (Kd), teniendo en 

cuenta que: 

𝐾𝑠 =  𝐾𝑎 [𝐶] +  𝐾𝑑   

 Finalmente, KD se calculó como el cociente entre Kd y Ka.  

 Los experimentos de SPR se realizaron, en colaboración con la Dra. 

Antonieta Daza-Millone del Instituto de Investigaciones Fisicoquímicas Teóricas y 

Aplicadas (INIFTA), La Plata. 
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Figura 3. Técnica de Resonancia de plasmones superficiales. 

A) Disposición de un equipo de SPR. B) Cambios en la intensidad de la luz reflejada en 

función del ángulo de incidencia.C) Sensograma de SPR: Cambios en el ángulo mínimo 

en función del tiempo. Rt es la señal de SPR medida al tiempo t, E es la señal en 

equilibrio, R0 es la señal al inicio de la fase. Imagen adaptada de Kausaite et. al. 

(Kausaite et al. 2007).  
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3.2.4. Far Western Blot 

 La técnica de Far Western Blot se utiliza para estudiar interacciones 

proteína-proteína. Esta técnica es una versión modificada de un Western Blot 

convencional. En la Figura 4 se muestra un esquema de la técnica, en el cual se 

utiliza como ejemplo la interacción entre proteínas A y B. La técnica consiste en 

separar las proteínas A mediante un SDS-PAGE y transferirlas a una membrana 

(nitrocelulosa o PVDF). Luego la membrana se incuba con una solución que 

contiene la proteína de interés B. La detección de la posible interacción proteína-

proteína se realiza utilizando anticuerpos contra la proteína B.  

 Para realizar este experimento, se obtuvieron membranas de GR humanos 

como se describe en materiales y métodos generales (sección 2.4). Luego, se 

sembraron 5 y 20 μg de proteínas en un SDS-PAGE en gradiente 4-20%. Se 

realizaron 2 geles en simultaneo, uno se transfirió a una membrana de 

nitrocelulosa y el otro se tiñó con Coomassie Blue coloidal.  La membrana se 

bloqueó durante 1h con leche descremada al 3% en buffer TC. Luego, se cortó 

por la mitad; una parte se incubó con HlyA 1μM en el mismo buffer y la otra solo 

con buffer. Ambas se incubaron durante 24 hs a 4°C. Luego, se realizaron 3 

lavados con buffer TC y se incubaron las membranas durante la noche con anti-

HlyA 1/500 a 4°C. Pasado ese tiempo, se volvieron a lavar las membranas 3 

veces con buffer TC y se incubaron con anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo 

conjugado a HRP (Jackson ImmunoResearch) 1/45.000 por 1 h a temperatura 

ambiente. Luego, las membranas se revelaron utilizando un sustrato 

quimioluminiscente de HRP (Immobilon, Millipore). Las imágenes se analizaron 

con el software ImageLab de BIORAD para determinar el peso molecular de las 

bandas visualizadas. Finalmente, se compararon los pesos moleculares de las 

bandas reactivas en la membrana con las bandas del gel teñido por Coomasie 

blue. Estas bandas se cortaron del gel y se enviaron para su análisis por 

espectrometría de masa al Centro de Estudios Químicos y Biológicos por 

Espectrometría de Masa (CEQUIBIEM), Ciudad Autónoma de Buenos Aires.  
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 Las proteínas de las bandas recortadas se digirieron con tripsina en el gel, 

los péptidos generados se separaron por cromatografía liquída (LC) utilizando el 

equipo EASY-nLC 1000 LC system (Thermo Scientific). Las muestras se cargaron 

a un flujo constante de 300 nl/min en una columna EASY-Spray (C18, 2 μm, 

100A, 75 μm × 150 mm) (Thermo Scientific), luego del enriquecimiento se 

eluyeron con un gradiente lineal de 7–95% del solvente B (acetonitrile, 0.1% ácido 

fórmico) durante 75 min con un flujo constante de 300 nl/min. El sistema EASY 

nLC se acopló al Orbitrap Q Exactive (Thermo Scientific). En el Orbitrap se 

adquirieron espectros de masa (m/z 400-2000) con una resolución de 70.000 tras 

la acumulación de 3e6 iones. Los 12 iones peptídicos más intensos se 

fragmentaron mediante disociación colisional de alta energía. La identificación y 

cuantificación proteica se realizó con el software Proteome Discoverer (Version 

1.4.1.14) con la base de datos Sequest HT contrastada con la base de datos de 

Uniprot Homo sapiens. La tolerancia de masas para péptidos precursores se 

estableció en 10 ppm, con una tolerancia para la masa de fragmentos de 0,05 Da. 

La especificidad de la enzima tripsina se estableció con un máximo de dos errores 

de corte. Se consideraron dos modificaciones: carbamidometilación de cisteína 

fija y oxidación de metionina variable. La tasa de detección falsa se estableció en 

1% con un mínimo de dos péptidos de alta confianza para la cuantificación. 



33 

 

  

 

Figura 4. Esquema de la técnica de Far Western Blot. 
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3.3 Resultados 

3.3.1. Actividad hemolítica de HlyA en presencia de anticuerpos anti-GPs 

 Para evaluar el posible rol de las GPs en el efecto hemolítico de HlyA en 

GR humanos, estás células se preincubaron con distintos anticuerpos anti-GP, 

con el objetivo de bloquear la posible unión HlyA-GP.  

 Los GR se incubaron con  anticuerpos anti-GPA y anti-GPA/GPB, ya que 

estas  GP son las más abundantes en GR humanos (Aoki 2017), y también con  

un nanoanticuerpo iH4 que se une al epítope Y52PPE55 del dominio extracelular 

de GPA (Habib et al. 2013). Luego se midió la cinética de hemólisis inducida por 

HlyA (Figura 5 A). 

 Los resultados muestran que la unión de iH4 a GPA no afecta la hemolisis 

de GR humanos por parte de HlyA, mientras que la unión de anti-GPA o anti-

GPA/GPB enlentece la cinética de hemolisis causando una reducción no 

significativa del 15% de la hemólisis a los 30 min (Figura 5 B). Por otro lado, se 

estudió el efecto hemolítico de los anticuerpos per se. La Figura 5 C muestra que 

altas concentraciones de anticuerpo, 1/200 y 1/100, inducen solo entre un 10 y 

20% de hemólisis. En conclusión, la unión de los distintos anticuerpos a GP no 

afecta significativamente la actividad de HlyA en GR. 
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Figura 5. Cinética de hemólisis inducida por HlyA en glóbulos rojos humanos preincubados 

con diferentes anticuerpos anti-GP. 

A) Cinética de hemólisis de HlyA (6,8 nM) en GR humanos (2% v/v) preincubados durante 

1 h con distintas diluciones de los anticuerpos iH4, anti-GPA y anti-GPA/GPB). B) 

Porcentaje de hemolisis a los 30 min de incubación con HlyA de las muestras descriptas en 

A. C) Porcentaje de hemolisis de los GR incubados solo con los distintos anticuerpos. 
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3.3.2. Ensayo de unión de HlyA, ProHlyA y HlyA∆914–936 a GPA 

 Considerando que los resultados previos parecieran indicar que GP no 

participa en el mecanismo de acción de HlyA, pero que en la literatura se 

demostró que GP es receptor de HlyA (Cortajarena et al. 2001), se decidió 

determinar la KD entre HlyA y GP mediante la técnica de SPR. Además de 

calcular la KD para HlyA, se calculó también para ProHlyA y HlyA∆914–936. HlyA∆914–

936 es un mutante de deleción de HlyA, al que le falta el dominio caracterizado 

como de unión a GP (Cortajarena et al. 2003). Además de caracterizar la unión de 

estas variantes con GP, también se determinó la unión a albumina sérica humana 

(ASH) por ser la proteína más abundante del torrente sanguíneo, a la cual HlyA se 

une inespecíficamente.  

 En la Figura 6 se observa la señal de SPR normalizada en función del 

tiempo, para cada uno de los ensayos. A partir de dichos sensogramas se 

calcularon las KD para cada una de las interacciones (Tabla 2), de acuerdo con lo 

explicado en materiales y métodos (sección 3.2.3).  Los resultados muestran que 

los valores de KD para las tres proteínas con GPA son similares a los de ASH 

(están en el mismo orden de magnitud), por lo tanto, podemos afirmar que la 

interacción encontrada no es específica. El hecho de que HlyA interacciona 

inespecíficamente con ASH se corroboró evaluando la actividad de la toxina en 

presencia de ASH. Los resultados lo confirman, ya que el porcentaje de hemólisis 

a los 30 min se ve disminuido por la presencia de ASH 1% (Figura 7).  

 Por otro lado, ProHlyA (la toxina inactiva) y HlyA interaccionan de manera 

similar con GPA, lo que indica también que GP no media la actividad hemolítica 

de HlyA. La KD para HlyA∆914–936 con GPA es levemente mayor que para HlyA y 

ProHlyA, aunque la diferencia no es significativa. Además, la KD de HlyA∆914–936-

GPA es similar a la de HlyA∆914–936-ASH. Por lo tanto, el dominio 914–936 no 

pareciera participar en una interacción específica entre HlyA y GPA. En resumen, 

los resultados sugieren que GPA no actúa como receptor de HlyA. 
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Figura 6. Ensayos de SPR entre GPA y ASH con variantes de HlyA. 

 Curvas de interacción entre GPA y ASH inmovilizadas con distintas concentraciones (1.25-

10 nM) de  HlyA, HlyA∆914–936 y ProHlyA. 
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Figura 7. Actividad hemolítica de HlyA en presencia de ASH. 

Porcentaje de hemólisis a los 30 min causado por HlyA a distintas concentraciones (1,1-

18,2 nM) en presencia de ASH (0%, 0,1% y 1%). 

Tabla 2. Valores de las constantes de equilibrio de disociación (KD) entre GPA y ASH 

inmovilizadas, y   HlyA, HlyA ∆914–936 y ProHlyA expresadas en nM. 

 

Proteína Inmovilizada HlyA HlyA∆914–936 ProHlyA 

GPA humana 16.7 ± 0.4 29.1 ± 0.2 10.5 ± 0.6 

ASH 10.7 ± 0.6 35.5 ± 0.2 13.4 ± 0.5 
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3.3.3. Cinética de hemólisis de glóbulos rojos humanos GPA-/-/GPB-/- con 

HlyA 

 Posteriormente, se decidió estudiar la actividad de HlyA en GR humanos 

GPA-/-/GPB-/-, con el objetivo de confirmar si la presencia de GP facilita la 

actividad hemolítica de la toxina. Este tipo de experimentos se realiza 

generalmente mediante tratamientos con enzimas proteolíticas, que producen 

efectos indeterminados en las células. Por lo tanto, la utilización de células como 

los GR GPA-/-/GPB-/- que poseen defectos genéticamente determinados (Tate et 

al. 1989) se presenta como una ventaja para efectuar experimentos certeros. 

Estos GR son un genotipo muy raro, ya que los individuos son completamente 

deficientes en las proteínas GPA y GPB, y aun así, esta falta no está asociada 

con ninguna enfermedad. Se sabe que la falta de ácido salicílico es compensada 

por un aumento en la glicosilación de banda 3, cuya actividad como transportador 

de sulfato se ve disminuida (Bruce et al. 1994). 

 En la Figura 8 A se observan las cinéticas de hemolisis de HlyA con GR 

control, congelados y GPA-/-/GPB-/-. Como los GR GPA-/-/GPB-/- se conservan 

congelados, se realizaron dos controles: utilizando GR normales congelados y sin 

congelar.  Los datos se ajustaron a la ecuación empírica descripta en materiales y 

métodos (sección 3.2.2.). Este ajuste nos permitió obtener el parámetro t50 que 

representa el tiempo necesario para alcanzar un 50% de hemólisis, para cada 

concentración de toxina estudiada con los distintos GR (Figura 8 B). Los 

resultados muestran que a bajas concentraciones de toxina se observa un leve 

descenso de t50 en los GR GPA-/-/GPB-/-. Aun así, no se observan diferencias 

significativas en el parámetro t50 entre los GR control, congelados y GPA-/-/GPB-/-. 

Estos resultados nos indican que la velocidad de hemolisis causada por HlyA no 

se ve afectada por la ausencia de GPA o GPB, confirmando que la actividad de la 

toxina no depende de la unión a estas GPs. 

 



40 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Cinética de hemolisis de glóbulos rojos humanos GPA-/-/GPB-/- tratados con HlyA. 

A) Porcentaje de GR remanentes en función del tiempo, a distintas concentraciones de 

HlyA. Los círculos representan los datos experimentales y las líneas continuas el ajuste de 

la ecuación empírica. B) Valores de t50 representados en función de la concentración de 

HlyA, las barras verticales representan el error standard. 
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3.3.4. Far Western Blot 

 Para estudiar la posible interacción entre HlyA y otras proteínas de la 

membrana de GR humanos se realizó el ensayo de Far Western Blot. Como se 

describió en materiales y métodos (sección 3.2.4.), las proteínas de membrana de 

los GR se separaron por SDS-PAGE 4-20%. Se realizaron dos geles en las 

mismas condiciones;  uno  se tiñó con Coomasie Blue coloidal (Figura 9 A) y el 

otro se transfirió a una membrana de nitrocelulosa, la cual se incubó con HlyA y 

se reveló con anti-HlyA (Figura 9 B).  

 En la Figura 9 B se observa que cuando se siembran 5 μg de proteínas 

totales de membrana de GR, HlyA interacciona con dos proteínas de 

aproximadamente 131 y 172 kDa (banda B y C), mientras que a mayores 

concentraciones de proteínas de membranas se observa una tercera banda de 

228 kDa (banda A). Por otro lado, no se observa una interacción específica entre 

GPA y HlyA (calle 3, Figura 9 B), la cantidad de GPA sembrada corresponde a la 

cantidad de esta proteína en 35 μg de proteína total de membrana. Por otro lado, 

la membrana control que no se incubó con HlyA no presentó ninguna banda, lo 

que indica que no existe una interacción inespecífica entre los anticuerpos y las 

proteínas de membrana de GR (la imagen no se muestra). Por lo tanto, estos 

resultados corroboran que HlyA no interacciona directamente con GPA, pero sí 

podría interaccionar con otras proteínas de membrana de GR humanos.  

 Con el objetivo de identificar estas proteínas se realizó espectrometría de 

masas de las bandas A, B y C. Las proteínas identificadas se encuentran listadas 

en la Tabla 3. El valor de PSMs (peptide spectrum matches) corresponde al 

número de péptidos derivados de la proteína en cuestión, por lo tanto, está 

asociado con la abundancia de la proteína en la muestra. Se muestran en la tabla 

las proteínas que presentaron un valor de PSMs mayor o igual a 10.  
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 Sorprendentemente, las proteínas más abundantes, que se encontraron en 

las 3 bandas, fueron la espectrina α y β. Además, fueron las únicas proteínas 

identificadas en la banda de mayor peso molecular. Este resultado podría indicar 

que HlyA no interacciona con un receptor específico en la membrana, pero que 

podría interaccionar con la red de espectrinas luego de insertarse en la 

membrana.  

 

  

 

 

 

Figura 9. Far western blot de glóbulos rojos humanos tratados con HlyA 

A) SDS-PAGE 4-20 % teñido con Coomassie Blue coloidal. La calle de GP se tiñó con 

plata. B) Membrana de nitrocelulosa incubada con HlyA 1 µM, revelada con anti-HlyA. Se 

indican en amarillo las 3 bandas reactivas (A, B y C). 
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Tabla 3. Proteínas identificadas por espectrometría de masas de las bandas obtenidas en 

el Far Western Blot. 

Código Descripción # Péptidos # PSMs [kDa] 

Banda A: 228 kDa 

P11277 Spectrin beta chain 14 15 246,3 

P02549 Spectrin alpha chain 10 10 279,8 

Banda B: 172 kDa 

P02549 Spectrin alpha chain 70 80 279,8 

P11277 Spectrin beta chain 66 80 246,3 

P35579 Myosin-9 19 22 226,4 

P11215 Integrin alpha-M 18 18 127,1 

P16157 Ankyrin-1 16 16 206,1 

P02730 Band 3 anion transport protein 10 15 101,7 

P07996 Thrombospondin-1 9 10 129,3 

Banda C: 131 kDa 

P11277 Spectrin beta chain 74 106 246,3 

P02549 Spectrin alpha chain 67 86 279,8 

P35579 Myosin-9 27 31 226,4 

P07996 Thrombospondin-1 14 18 129,3 

P02730 Band 3 anion transport protein 10 14 101,7 

P16157 Ankyrin-1 12 13 206,1 
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3.4 Discusión 

 En la Introducción del presente capítulo se mencionaron los reportes 

bibliográficos que existen hasta el momento respecto de la presencia de un 

receptor para HlyA en GR. La discrepancia entre los mismos podría deberse a 

que los ensayos se realizaron con GR provenientes de diferentes especies, cuyos  

patrones de glicosilación de GPs son diversos (Hamaguchi et al. 1972), así como 

sus composiciones lipídicas (Nelson 1967). Teniendo esto en cuenta es que en el 

presente capítulo se decidió profundizar en el estudio del posible rol de distintas 

GPs como receptores de HlyA. 

 Los resultados de inhibición de hemólisis de HlyA con anticuerpos anti-

GPA/GPB muestran que el bloqueo de las GPs no altera la actividad de la toxina 

significativamente, indicando que esta interacción no es estrictamente necesaria 

para que ocurra la hemólisis. Además, los resultados de SPR mostraron que las 

KD son similares tanto para la interacción HlyA-ASH como HlyA-GPA, confirmando 

que la interacción entre HlyA y GPA no es específica. Finalmente, se confirmó que 

GP no participa del mecanismo de acción de HlyA en GR humanos ya que no se 

encontró diferencia en las cinéticas de hemólisis entre GR normales y GPA-/-/GPB-

/- tratados con HlyA. Estos resultados concuerdan con el hecho de que los GR de 

conejo, que carecen de glicoforinas, son altamente susceptibles a HlyA 

(Rauenbuehler et al. 1982, Valeva et al. 2005, Herlax et al. 2010). 

 Luego, con el objetivo de encontrar otra proteína de membrana de GR que 

actuara como receptor de HlyA se realizó un experimento de Far Western Blot. 

Los resultados mostraron que en las tres bandas reactivas se encontraron las 

espectrinas α y β, siendo además las más abundantes.   

 Teniendo en cuenta que las GP no funcionan como receptor de HlyA y que 

no se encontró otra proteína de membrana que interactúe con HlyA, se consideró 

la posibilidad de que HlyA podría no presentar un receptor específico en GR 
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humanos. En este sentido, se ha reportado que muchas toxinas bacterianas líticas 

no requieren de un receptor para insertarse en membranas y pueden insertarse 

espontáneamente en bicapas lipídicas, como sistema modelo de membranas 

(Skals et al. 2013). Lo cual también se reportó para el caso de HlyA en particular 

(Goñi et al. 1998). Aún en los casos donde pareciera que una proteína receptora 

especifica es indispensable para la actividad de las citolisinas, a mayores 

concentraciones son activas en ausencia del receptor (Skals et al. 2013). En este 

tipo de caso se ha propuesto que la función de las proteínas descriptas como 

receptoras sea la de mediar una aproximación inicial de la proteína a la 

membrana y facilitar su inserción (Skals et al. 2013), lo que podría también 

explicar las variaciones en la sensibilidad a HlyA encontradas en GR de distintas 

especies. Por otro lado, además de las proteínas aproximadoras también se han 

reportado otro tipo de moléculas, como por ejemplo lípidos, las cuales cumplen 

una función análoga a la descripta para ciertas proteínas (Skals et al. 2013). En el 

Capítulo 4 se describirá la idea del colesterol como una de las posibles moléculas 

aproximadoras de HlyA a la membrana. 

 Los resultados de Far Western Blot abren una nueva incógnita, ya que 

luego de que HlyA se aproxime e inserte en la membrana de GR, esta podría 

interactuar con la red de espectrinas como una forma de anclarse a la membrana. 

Las espectrinas actúan como proteínas estructurales y además organizan los 

microdominios de la membrana plasmática (Machnicka et al. 2014).  Además, la 

red de espectrinas, en conjunto con otras proteínas, organizan y controlan la 

localización y función de proteínas integrales de membrana (Bennett et al. 2001). 

Aunque HlyA no es una proteína integral de membrana, cuando se inserta en la 

membrana actúa como tal ya que su unión a la membrana es irreversible (Herlax 

et al. 2003). Aún así, teniendo en cuenta que el ensayo de Far Western Blot se 

realizó en condiciones desnaturalizantes, la interacción entre HlyA y espectrinas 

debería confirmarse mediante ensayos en entornos más cercanos al biológico, 

por ejemplo, evaluando la unión de HlyA en GR depletados de espectrina.  
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Capítulo 4.  Interacción de péptidos CRAC y 

CARC de HlyA con sistemas modelo de 

membrana 
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4.1 Introducción 

 Como se describió anteriormente, HlyA se puede insertar en membranas 

biológicas en ausencia de un receptor específico (Bhakdi et al. 1988). Aun así, 

existen proteínas de membrana que no funcionan como receptores de una 

manera estricta pero median una aproximación inicial de diferentes toxinas a la 

membrana y facilitan su inserción (Skals et al. 2013). Se sabe que la presencia de 

moléculas aproximadoras aumenta el efecto de muchas toxinas, lo que podría 

tener un gran impacto in vivo (Skals et al. 2013). Otras moléculas, como lípidos, 

también funcionan como moléculas aproximadoras, por ejemplo gangliósidos y en 

particular el colesterol que además se describió como molécula facilitadora de la 

inserción de diversas toxinas en membranas (Skals et al. 2013).  

 Como se describió en la introducción general, el colesterol juega un rol 

importante en el mecanismo de acción de la toxina HlyA, ya que interactúa más 

con liposomas y monocapas que contienen colesterol y su actividad hemolítica 

disminuye en GR depletados de colesterol (Herlax et al. 2009, Vazquez et al. 

2014). Los motivos de reconocimiento de colesterol, llamados CRAC poseen la 

secuencia consenso: L/V-(X1-5)-Y-(X1-5)-R/K. Dicha secuencia consiste en un 

residuo apolar ramificado (L o V) seguido de un segmento variable que contiene 

de 1 a 5 residuos de cualquier aminoácido, luego el residuo aromático Y, de 

nuevo 1-5 residuos de cualquier aminoácido y finalmente un residuo básico (K o 

R) (Strandberg et al. 2003), (Fantini et al. 2013). Los sitios CARC, son un dominio 

similar al CRAC, pero con la orientación opuesta, siendo su secuencia K/R(X1-5)-

Y/F-(X1-5)L/V (Baier et al. 2011). El dominio contiene residuos básicos que 

aseguran la posición correcta del motivo CARC en la interfaz polar/apolar de un 

dominio transmembrana, exactamente donde se supone que está el colesterol 

(Fantini et al. 2013). Particularmente en HlyA se han identificado 7 sitios CRAC y 

13 sitios CARC (Vazquez et al. 2014), esquematizados en la Figura 10.  
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 El objetivo de este capítulo es estudiar la interacción de péptidos cuya 

secuencia corresponde a sitios CRAC o CARC de HlyA con sistemas modelo de 

membrana con diferente contenido de colesterol. Se utilizaron las técnicas de 

monocapas de Langmuir, SPR y simulaciones de dinámica molecular (MD). Se 

seleccionaron sitios CRAC y CARC pertenecientes al dominio de inserción en 

membranas y a la región comprendida entre los ácidos grasos de HlyA. A 

continuación, se describen los motivos por los cuales se seleccionaron estos sitios 

en particular. 

4.1.1. Relevancia de la región comprendida entre los ácidos grasos de HlyA. 

 El papel de los ácidos grasos unidos covalentemente a residuos internos 

de lisina de HlyA es crucial para la actividad hemolítica de la toxina (Stanley et al. 

1994). Los ácidos grasos no son necesarios para la adsorción reversible inicial de 

HlyA en membranas (Soloaga et al. 1996) pero sí para la inserción irreversible 

(Herlax et al. 2003) y para la oligomerización de la toxina (Herlax et al. 2009). La 

acilación de ProHlyA induce cambios conformacionales en la proteína soluble, 

exponiendo secuencias intrínsecamente desordenadas, y permitiendo una 

conformación del tipo glóbulo fundido (molten globule) (Soloaga et al. 1996, 

 

Figura 10. Localización de sitios CRAC y CARC en un esquema de HlyA. 

Esquema de los sitios CRAC (rojo) y los sitios CARC (verde) que se identificaron en la 

secuencia de HlyA.  
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Herlax et al. 2007). Probablemente, los ácidos grasos juegan un papel en la 

inserción irreversible de la toxina, debido a que permiten su oligomerización. 

Otros resultados previos, que apoyan esta hipótesis, son los obtenidos mediante 

experimentos de espectroscopia infrarroja de reflexión-absorción con modulación 

de la polarización (PM-IRRAS), que se realizaron en monocapas lipídicas como 

sistema modelo de membrana (Vazquez et al. 2017). Los resultados obtenidos en 

este trabajo sugieren que la presencia de los ácidos grasos favorece la cinética de 

asociación de la proteína, exponiendo dominios críticos de HlyA, cuando se 

localiza en la interfase aire-agua. Esto podría desempeñar un papel relevante en 

el anclaje estable y la actividad tóxica de la proteína al facilitar las interacciones 

proteína-proteína entre los monómeros de la toxina.  

 También se encontró que la región entre los ácidos grasos (594-640) está 

expuesta en HlyA, pero es mucho menos accesible en ProHlyA (Moayeri et al. 

1997). Por otra parte, Ludwig et. al.  (Ludwig et al. 1996) demostraron que un 

mutante de deleción de HlyA Δ622-657, que se encuentra doblemente acilado, es 

hemolíticamente inactivo. Y que el mutante de deleción HlyA Δ623-673, también 

es hemolítica y citotóxicamente inactivo (Pellet et al. 1996). También indicaron 

que un anticuerpo monoclonal cuyo epítope de unión se encuentra entre los 

residuos 626-726, inhibe la actividad citotóxica de HlyA (Pellett et al. 1990). Por lo 

tanto, todos estos resultados indican la importancia de la región comprendida 

entre los sitios de acilación en el mecanismo de acción de la toxina. 

 En resumen, la acilación de ProHlyA podría generar la exposición de la 

región entre los sitios de acilación, en la cual existen diversos motivos CRAC y 

CARC, permitiendo la interacción con colesterol y la oligomerización en 

membrana. Motivo por el cual en este capítulo se estudiará la interacción de estos 

sitios con colesterol. 
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4.1.2. Relevancia del dominio de inserción en membrana de HlyA 

 Como se describió anteriormente, la unión de HlyA a membranas se 

produce en dos etapas, primero una adsorción reversible y luego una inserción 

irreversible (Ostolaza et al. 1993, Bakás et al. 1996), que da lugar a la 

oligomerización de la toxina en membrana y a la posterior lisis de la célula blanco 

(Herlax et al. 2009). 

 Ludwig et. al., propusieron un modelo, basado en una simulación in silico, 

que asume que la región altamente hidrofóbica de HlyA entre los aminoácidos 176 

y 410 está formada por 8 α-hélices que se insertan en membrana y dan lugar a la 

formación del poro. De estas α-hélices, 4 son hidrofóbicas y necesarias para la 

formación del poro y las otras 4 son hélices anfipáticas cuyo lado polar se ubicaría 

en la cara interior del poro (Ludwig et al. 1991). Estas hélices pueden observarse 

en el modelado realizado con Alpha Fold (Figura 1 B). Más adelante se comprobó 

experimentalmente que esa misma región (176-410) es el dominio de la toxina 

que se inserta en la membrana (Hyland et al. 2001, Schindel et al. 2001). Ensayos 

utilizando mutantes puntuales de cisteína marcados con badan, una sonda 

fluorescente sensible a la polaridad del entorno, indicaron que la secuencia 

comprendida entre los residuos 172 y 301 presenta un contacto directo con 

membranas lipídicas durante la formación del poro (Valeva et al. 2008). Mediante 

ensayos con distintos mutantes de deleción se demostró que las regiones entre 

los aminoácidos 299-327 y 366-410 de HlyA (correspondientes a dos de las 

hélices hidrofóbicas nombradas) son esenciales para la actividad hemolítica de la 

toxina (Ludwig et al. 1991). Se sabe también que el proceso de inserción es 

independiente de la lisis de la membrana, ya que mutantes totalmente no líticos 

también son capaces de insertarse en monocapas lipídicas (Sanchez-Magraner et 

al. 2006).  

 Dentro del dominio de inserción en membranas de HlyA se encontró un 

sitio CARC que abarca los residuos 341-353, altamente conservado entre las 
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toxinas RTX (Vazquez et al. 2014). Teniendo en cuenta el modelo propuesto por 

Ludwig et. al. (Ludwig et al. 1991), los primeros 4 residuos de este sitio se 

encontrarían en el extremo N-terminal de una de las α-hélice transmembrana.  

 Los antecedentes mencionados muestran la relevancia del dominio de 

inserción en membrana en el mecanismo de acción de HlyA, motivo por el cual en 

el presente capítulo se decidió estudiar el sitio CARC presente en este dominio. 
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4.2 Materiales y Métodos 

4.2.1. Síntesis Peptídica en fase sólida 

 La síntesis de los péptidos se realizó en una estadía de colaboración con el 

grupo de la Dra. Fanny Guzmán del Instituto de Biología de la Pontificia 

Universidad Católica de Valparaíso, Chile. Se utilizó la técnica de síntesis química 

en fase sólida (solid-phase peptide synthesis, SPPS). En la Figura 11 se 

esquematizan los pasos del procedimiento de síntesis.  

 

 

Figura 11. Diagrama de los pasos de la síntesis peptídica en fase sólida. 
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 En primer lugar, se colocaron 40 mg de resina Fmoc Rink Amide en 

bolsitas de polipropileno. Esta resina permite obtener péptidos con un grupo 

amida C-terminal y contiene grupos protectores Fmoc (9-fluorenilmetoxicarbonilo). 

Para desproteger la resina se incubó en piperidina al 20% (con 10% Tritón X-100 

y 1% de N, N-dimetilformamida, DMF) 2 veces durante 10 minutos en agitación 

constante. Luego se realizaron 3 lavados de 1 minuto con DMF, un lavado de 1 

minuto con IPA (isopropil alcohol), un lavado de 2 minutos con azul de bromofenol 

(1% en DMF), un lavado de 1 minuto con DMF y por último dos lavados de 1 

minuto con DCM.  

 En cada bolsita se sintetizó un péptido con una secuencia dada. Para 

realizar el primer acople (correspondiente al aminoácido C-terminal) se incubó la 

resina durante 3 horas con el aminoácido correspondiente (protegido su Nα con 

Fmoc) y los activadores HBTU (O-Benzotriazole-N,N,N’,N’-tetrametil-uronium-

hexafluoro-fosfato), oxima y DIEA (diisopropiletilamina); (Paso 1, Figura 11). Se 

utilizaron 5 excesos molares de aminoácidos y del activador y 1,5 equivalentes de 

DIEA, respecto de la cantidad de resina y su grado de sustitución (0,59mmol/g). 

 En el caso de que el aminoácido no se acoplara, se volvió a realizar el 

acople utilizando primero el activador TBTU (Tetrafluoroborato de N-óxido de N-

[(lH-benzotriazolil)(dimetilamino)-metilen]-N-metilaminio) o en una segunda 

instancia TCTU (tetrafluoroborato de 2-(6-cloro- 1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-

tetrametilaminio). El correcto acoplamiento de los aminoácidos se verificó 

mediante el test de Kaiser que cuantifica  colorimétricamente los grupos aminos 

libres (Sarin et al. 1981). La desprotección de los aminoácidos se realizó de la 

misma forma que se describió para la resina. 

 Luego de realizar todos los pasos de acople y desprotección necesarios 

(Paso 2 y 3, Figura 11) para completar la síntesis del péptido se procedió a 

separar el péptido de la resina. Inmediatamente después del último paso de 

desprotección se dejaron secar las bolsas, se realizó el desprendimiento del 
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péptido y la remoción de grupos protectores de cadenas laterales con (ácido 

trifluoroacético/agua/triisopropil silano 95/2.5/2.5) (Paso 4, Figura 11). Luego de 3 

horas se procedió a la precipitación del péptido con Metil tert-butil éter frío y 

agitación fuerte. Por último, se liofilizaron los péptidos. 

 Para purificar los péptidos se utilizó la columna de fase reversa Clean-Up® 

CEC18153 C-18 (UCT. Bristol. PA. USA). Primero se cargó el péptido en la 

columna, y luego se eluyó en un gradiente discontinuo de H2O-ACN (acetonitrilo): 

H2O, ACN 15%, ACN 20%, ACN 30%, ACN 60%, ACN 100% y metanol. Por 

último, se evaporó el solvente de las fracciones en speed-vac y se liofilizó.  

4.2.2. Control de calidad de los péptidos 

 Para evaluar la pureza de síntesis, las distintas fracciones obtenidas de la 

columna de fase reversa se analizaron por HPLC utilizando una columna C18 

(Water Associates, Milford, MA, USA). Luego cada fracción se analizó por 

espectrometría de masas para confirmar su peso molecular (ESI MS, Shidmazu 

2020). De esta forma se eligieron las fracciones que contuvieran los péptidos 

puros. 

4.2.3. Dicroísmo circular 

 La técnica de dicroísmo circular (DC) se basa en la capacidad de absorber 

diferencialmente la luz circularmente polarizada a izquierda y a derecha de 

moléculas ópticamente activas, lo que genera una rotación del plano de 

polarización de la luz.  

 Esta rotación llamada DC generalmente se expresa como elipticidad molar 

(θ), que es el DC corregido por la concentración de la molécula estudiada. Al 

variar la longitud de onda (λ) de la luz incidente, varia el grado de rotación 

causado por las moléculas quirales, pudiéndose obtener espectros de elipticidad 

en función de λ. En el caso de las proteínas, los espectros de DC en la región del 
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UV lejano (180-250 nm), reflejan el arreglo espacial de los enlaces amida de la 

cadena peptídica estudiada, y pueden ser interpretados para determinar la 

presencia de estructuras secundarias típicas (hélices α, hojas β, giros y otros tipos 

estructurales). 

 Mediante la técnica de dicroísmo circular (DC) se caracterizó la estructura 

secundaria de los péptidos. Se midió el DC entre 190–260 nm en un 

espectropolarímetro Jasco J-815 (Jasco Corp., Tokyo, Japan). Los péptidos se 

disolvieron en PBS o en 2,2,2-trifluoroetanol al 30% (TFE) para las medidas. 

4.2.4. Monocapas de Langmuir 

 Las monocapas de Langmuir constituyen un sistema modelo de membrana 

muy sencillo, ya que se asemeja a una de las dos hemicapas de las membranas 

celulares (Brockman 1999). Por su diseño, esta técnica permite la observación 

directa del fenómeno de inserción separado de otros cambios en la estructura 

lipídica, ya que las monocapas no pueden sufrir la reestructuración 3D de la 

membrana, paso esencial para alterar la permeabilidad de la membrana. Por lo 

tanto, experimentos con monocapas lipídicas permiten estudiar la etapa de 

inserción de los péptidos, separada de la etapa posterior de lisis de la membrana 

(Sanchez-Magraner et al. 2006). Las monocapas de Langmuir se forman 

depositando moléculas anfifílicas en la interfase aire/líquido de una solución 

(subfase). En este trabajo de tesis se utilizaron lípidos, como fosfolípidos y 

colesterol, los que se acomodan exponiendo su cabeza polar hacia la subfase 

acuosa y la cadena hidrocarbonada no polar hacia el aire. La utilización de un 

alambre de platino permite medir los cambios en la tensión superficial de la 

interfase aire/líquido, luego de inyectar los péptidos en la subfase (Figura 12 A). 

La inserción de los péptidos en la monocapa produce un incremento en la tensión 

superficial. Por lo tanto, esta técnica nos permite estudiar en detalle la inserción 

de péptidos en monocapas lipídicas de una manera simple y controlada (Giner-

Casares et al. 2014). 
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 Las medidas de presión superficial se realizaron utilizando una balanza de 

Langmuir (NIMA Langmuir–Blodgett trough, Model 102M, KSV-NIMA Biolin 

Scientific) con un alambre de platino como sensor de la presión superficial. Como 

subfase se utilizaron 500 μl de buffer TC 10 mM CaCl2, depositados en forma de 

gota sobre un adaptador de teflón (Figura 12 B). Esta adaptación nos permitió 

utilizar una subfase de menor volumen, y así disminuir la cantidad de péptido a 

utilizar. Se realizaron los ensayos en monocapas de 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-

fosfo-colina (POPC) puro y POPC:colesterol (POPC:Cho) en relación molar 2:1 

(Avanti Polar Lipids, Birmingham, AL, EE.UU.).  

 Los lípidos disueltos en cloroformo:metanol (2:1, v/v) se “sembraron” 

suavemente sobre la superficie de la subfase, hasta obtener una presión de 

superficie inicial de 25 mN/m. Transcurrido el tiempo necesario para la 

evaporación del solvente (5-10 min) se inyectaron los péptidos (10 μM final) con 

una micropipeta Hamilton, en el “bulk” o seno de la subfase. Se midió el aumento 

 

Figura 12. Diagrama de la Balanza de Langmuir. 

A) Arreglo experimental tradicional, se muestra el sensor de presión superficial en 

contacto con la monocapa lipídica, que se encuentra en la interfase aire-líquido. La 

subfase se encuentra contenida por barreras que permiten comprimir la monocapa. B) 

Arreglo experimental adaptado, se utiliza un adaptador de teflón para contener un menor 

volumen de subfase. Imagen creada con BioRender.com. 
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en la presión superficial en función del tiempo hasta que la señal se mantuvo 

estable. Todos los experimentos se realizaron a 23 ± 1 °C y se repetieron al 

menos tres veces para cada condición. 

4.2.5. Ensayos de SPR  

 Se utilizó la técnica de SPR para analizar la interacción entre los péptidos y 

membranas, mediante un protocolo novedoso que permite la formación  de 

bicapas lipídicas soportadas estables y reproducibles (supported lipid bilayer, 

SLB) sobre sustratos de oro comerciales (Daza Millone et al. 2018). 

 Preparación de vesículas unilamelares pequeñas (SUVs). En primera 

instancia se prepararon vesículas multilamelares (MLVs) de distintas 

composiciones: POPC pura y POPC:Cho en relaciones molares 2:1 y 4:1. Para 

esto se mezclaron las cantidades necesarias de POPC y colesterol (Avanti Polar 

Lipids) en cloroformo, se evaporaron a sequedad en speed–vac (Speed Vac 

SC110, Savant) y finalmente se rehidrataron en buffer TC, pH 7,4. Luego las 

MLVs se sonicaron (TB04TA, Testlab, Argentina) durante 30 minutos para formar 

las SUVs. 

 Preparación de los sustratos de oro. Para la preparación de los 

sustratos de oro comerciales (SPR102-AU, Bionavis™), estos se lavaron con 

NH3:H2O2:H2O (1:1:2) a 90 °C durante 5 min, luego se enjuagaron con agua MilliQ 

y etanol absoluto, y finalmente se secaron con N2. Inmediatamente después se 

sumergieron en una solución de DL-ditiotreitol (DTT) 50 μM (Sigma Aldrich, St. 

Louis, MO, EE.UU.) por 30 minutos en oscuridad. De esta manera se obtuvieron 

los sustratos de oro completamente cubiertos con  una monocapa de DTT (Daza 

Millone et al. 2018). Se realizó un enjuague exhaustivo con etanol absoluto y se 

secó la superficie con un flujo de N2. De esta manera los sustratos Au-DTT 

estuvieron listos para ser colocados en el equipo. 
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 Medidas de SPR. Las medidas de SPR se realizaron en el equipo MP-

SPR BioNavis SPR Navi™ 200 (Tampere, Finlandia), que contiene dos láseres 

independientes (670 y 785nm) y un sistema de detección de doble canal. Las 

mediciones se realizaron en un rango de escaneo de 59-72 grados, midiendo las 

curvas de SPR cada 3.5 seg a una temperatura constante de 23°C.  

 Los sustratos Au-DTT preparados ex situ se colocaron en la cámara de 

flujo del equipo de SPR, se lavaron con un flujo de 500 μl/min de TC 10 mM CaCl2 

y luego con una solución acuosa de tritón X-100 durante 1 min a un flujo de 50 

μl/min. Las SUVs (0,2 mg/ml) se inyectaron a 10 μl/min durante 10 min. De esta 

manera quedó formada la SLB sobre el sustrato. Las vesículas que no se unieron 

se lavaron con un flujo alto de TC 10 mM CaCl2 (500 µl/min) y una solución de 

NaOH 100 mM (1 min a 50 μl/min). La cantidad de lípidos inmovilizados se midió 

luego de 10 minutos de estabilizada la señal. Para los ensayos de unión se 

inyectaron los péptidos en el rango de concentraciones 10-80 μM en buffer TC 

con 10 mM CaCl2 durante 10 minutos a 10 μl/min. Para cada medida se 

prepararon bicapas lipídicas nuevas y los cambios angulares reportados 

corresponden al promedio de al menos 2 experimentos independientes. 

Finalmente, las superficies de Au-DTT se regeneraron con 2 inyecciones 

consecutivas de Tritón X-100 (1 min a 50 μl/min) para luego inyectar nuevas 

suspensiones de SUVs. La Figura 13 muestra un sensograma representativo de 

los experimentos de SPR para cada composición lipídica. 

 Los cambios en el ángulo mínimo de SPR (∆ΘSPR) se normalizaron 

teniendo en cuenta la cantidad de lípido inmovilizado (∆Θbicapa) previo a cada 

ensayo de unión, y el ángulo de la reflexión interna total (TIR) se restó de cada 

curva de asociación para eliminar la contribución del búffer a la señal de SPR.  

 La relación entre la señal de SPR del péptido en equilibrio (Figura 13, 

∆ΘPEP) y la concentración del péptido puede describirse mediante el modelo de 

Langmuir (Papo et al. 2003): 
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∆ΘPEP= ∆ΘPEP(máx) * C / (KD + C) 

 Finalmente, los valores de KD se obtuvieron ajustando dicha ecuación a los 

datos de ∆ΘPEP vs. C (Figura 13 B), utilizando Origin software. 

 Los experimentos de SPR se realizaron en colaboración con la Dra. 

Antonieta Daza-Millone del INIFTA. 

 

 

 

Figura 13. Gráficos representativos de los experimentos de SPR. 

A) Gráfico de los cambios en el ángulo minimo de SPR (∆ΘSPR) en función del tiempo. 

1. Inyección de las SUVs (0.2 mg/mL), 2. Lavados, 3. Inyección del péptido y 4. 

Regeneración de la superficie. Los valores de ∆Θbicapa se usaron para normalizar la 

cantidad de lípido inmovilizada y ∆ΘPEP es la señal de SPR en equilibrio para el 

péptido. B) Gráfico representativo de los valores de ∆ΘPEP(máx)  frente a la 

concentración del péptido. Los valores de KD se obtuvieron a partir de este tipo de 

gráficos para cada mezcla lipídica estudiada. 
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4.2.6. Simulaciones de Dinámica Molecular 

 La dinámica molecular es una técnica in silico, que permite simular la 

interacción entre átomos y moléculas, modelando su interacción con un campo de 

fuerza aproximado, y observar su movimiento en el tiempo. Los resultados de la 

simulación pueden analizarse para obtener variables fisicoquímicas de interés del 

sistema estudiado. 

 Se realizaron simulaciones de Dinámica Molecular (DM) de bicapas 

compuestas por POPC puro y mezclas lipídicas de POPC:Cho (relación molar 4: 1 

y 2: 1) en solución acuosa utilizando el paquete de software GROMACS 2022 

(Berendsen et al. 1995, Lindahl et al. 2001, Van Der Spoel et al. 2005, Abraham et 

al. 2015, Abraham et al. 2018). POPC, Cho y los péptidos se describieron con el 

campo de fuerza de átomos unidos 53a6 GROMOS-96  (Lindahl et al. 2001, Van 

Der Spoel et al. 2005), utilizando la corrección de Berger et al. (Berger et al. 

1997). El agua se modeló utilizando el modelo de carga puntual simple (SPC) 

(Berendsen et al. 1981). Se simularon bicapas modelos compuestas por POPC 

puro (1:0); POPC:Cho (4:1) o POPC:Cho (2:1) en presencia de 10 moléculas de 

péptido o en su ausencia, para analizar el comportamiento de la membrana sin 

péptido. Los sistemas simulados consistieron en una célula replicada 

periódicamente de ~ 60 × 60 × 150 Å3, que contenía 64 moléculas de lípidos en 

cada hemicapa (128 en total) y 10 moléculas de péptidos solvatadas con ~ 13000 

moléculas de agua, e iones Na+, Cl- y Ca+2 para obtener 100 mM de NaCl, 10 mM 

de CaCl2 y un sistema eléctricamente neutro. Las concentraciones de péptidos e 

iones fueron las mismas que las utilizadas en los experimentos de monocapas y 

SPR, para poder comparar el comportamiento de los péptidos.  

 La estructura inicial de los péptidos se obtuvo a partir del software Alpha 

Fold (Jumper et al. 2021, Varadi et al. 2021) y el extremo C-terminal se editó 

manualmente para agregar un grupo amida, y así reproducir las condiciones 

experimentales. 
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 Las interacciones electrostáticas se trataron con el método “Smooth 

particle mesh Ewald” (SPME), con la versión de las sumas de Ewald (Darden et 

al. 1993, Essmann et al. 1995). En todas las simulaciones, las interacciones de 

Van Der Waals se ajustaron a 1,5 nm. Las simulaciones se realizaron en el 

ensamble NPT utilizando el termostato Nose-Hoover. Todo el sistema se acopló a 

un baño de temperatura con una temperatura de referencia de 298 K, de acuerdo 

con los ajustes experimentales. La presión se fijó en 1 bar utilizando el baróstato 

Parrinello-Rahman con un rendimiento semi-isotrópico y un escalado uniforme de 

los vectores de la caja x-y independiente de z. Todas las longitudes de enlace de 

las moléculas se restringieron utilizando el algoritmo LINCS. El salto de tiempo 

para la integración de la ecuación de movimiento fue de 2 fs. Los sistemas se 

minimizaron y equilibraron. Las simulaciones MD se llevaron a cabo hasta 200 ns 

después del equilibrio del sistema. 

 Las trayectorias simuladas se analizaron visualmente a través del software 

VMD, y también se obtuvieron imágenes de las etapas más representativas. Para 

un análisis cuantitativo, las propiedades evaluadas se analizaron con el paquete 

de herramientas de Gromacs software suite, en los diferentes periodos de la 

trayectoria, como se informa en Resultados. Se realizaron perfiles de densidad de 

masa en los cuales se muestra la densidad de masa de una molécula en 

particular en función de la distancia del centro de la bicapa, en el eje z. También 

se calculó el parámetro de orden (PO) de las cadenas sn1 (16:0) y sn2 (18:1) de 

POPC. El PO es una medida relativa de la movilidad de los enlaces C-H respecto 

de la bicapa, promediada del conjunto de enlaces y en el tiempo. Es una medida 

que depende del orden del sistema y de su orientación, por lo que refleja el grado 

de empaquetamiento de los lípidos en la bicapa. También se evaluó la función de 

distribución radial (g(r)), para calcular el número promedio de cada uno de los 

aminoácidos de cada péptido que se encuentran a una distancia r del colesterol.  

 Las figuras de las simulaciones MD se realizaron con el software VMD 

(Humphrey et al. 1996) y Grace (http://plasma-gate.weizmann.ac.il/Grace/). 
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4.2.7. Hemólisis e inhibición de la actividad de HlyA por los péptidos 

 Los ensayos de inhibición de la actividad hemólitica se realizaron como se 

describió en la sección de Materiales y métodos generales (sección 2.5), con la 

diferencia de que en este caso se preincubó HlyA con diferentes concentraciones 

de PEP 1 o PEP 2 durante 30 minutos a 37°C y a continuación se añadió la 

solución de GR. La concentración de toxina utilizada fue aquella que produjo un 

100% de hemólisis (0,1 μM). Las relaciones molares HlyA:Péptido ensayadas 

fueron 1:0, 1:2 y 1:5. 

4.2.8. Medidas de Ca+2 intracelular en glóbulos rojos humanos 

 Los cambios en la concentración de Ca+2 intracelular en GR humanos 

causados por los péptidos se midieron por citometría de flujo, utilizando la sonda 

fluorescente Fluo-4 AM. Al estar esterificada esta sonda puede ingresar a las 

células, donde estearasas hidrolizan el enlace éster liberándola en el interior 

celular. Esta sonda tiene la capacidad de aumentar hasta 100 veces su 

fluorescencia al unirse a Ca+2, cuando es excitada a 488 nm.  

  Para realizar las medidas se incubaron suspensiones de GR (1% [v/v]) con 

Fluo-4 AM (5 mM) en oscuridad, durante 1 hora a 37°C. A continuación, los GR 

marcados se incubaron con HlyA (5 nM), PEP 1 (25 y 50 nM), PEP 2 (25 nM y 0,3 

mM) o ProHlyA (5 y 50 nM), y las muestras se analizaron a 1, 5, 15 y 30 minutos 

en un citómetro de flujo Accuri C6™ plus (BD Inc.). El corte de adquisición se fijó 

en 30.000 eventos. 
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4.3 Resultados 

4.3.1. Síntesis de péptidos CRAC o CARC derivados de HlyA 

 Para determinar la secuencia de péptidos CRAC o CARC a sintetizar, para 

estudiar su interacción con colesterol, se realizó un alineamiento múltiple de la 

secuencia de HlyA con otras toxinas representativas de la familia RTX. La Figura 

14 A muestra el alineamiento de la secuencia comprendida entre los sitios de 

acilación de HlyA, en la cual existen 5 sitios CRAC/CARC, de los cuales solo el 

sitio CRAC 639-644 se encuentra altamente conservado. Por otro lado, en la 

región de inserción en membrana de HlyA está presente solo un sitio CARC 341-

353 también altamente conservado dentro de la familia de toxinas RTX (Figura 14 

B). A partir de los resultados del alineamiento se decidió estudiar los siguientes 

péptidos: 

• PEP 1: VVYYDK (639-644). Sitio CRAC perteneciente a la región entre los 

ácidos grasos de HlyA. 

• PEP 2: RFKKLGYDGDSLL (341-353). Sitio CARC perteneciente al dominio 

de inserción en membrana de HlyA. 

 Los péptidos se sintetizaron mediante la técnica de síntesis química Fmoc-

SPPS [67], como se describe en la sección de materiales y métodos 4.2.1.  La 

masa molecular de los péptidos resultantes se confirmó por espectrometría de 

masas, que mostró un producto limpio (Figura 15 A).  
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Figura 14.  Alineamiento múltiple de distintos dominios de HlyA con otras toxinas RTX. 

A) Alineamiento de la región entre los ácidos grasos de HlyA, que comprende al sitio 

CRAC correspondiente a PEP 1 (rojo), y a otros sitios CRAC/CARC (amarillo). B) 

Alineamiento del dominio de inserción en membrana de HlyA y el sitio CARC 

correspondiente a PEP 2 (rojo). Se utilizaron las siguientes secuencias para el 

alineamiento: HlyA, E. Coli (UniProtKB P09983); RTX-I, A. pleuropneumoniae 

(UniProtKB P55128); RTX-III, A. pleuropneumoniae (UniProtKB P55131); LtxA, A. 

actinomycetemcomitans (UniProtKB P16462); RTX-II, A. pleuropneumoniae (UniProtKB 

P15377); CyaA, B. pertussis (UniProtKB J7QLC0). El alineamiento se realizó con el 

software ClustalW (Thompson et al. 1994), la imagen con el software Jalview V2 

(Waterhouse et al. 2009). Los residuos se colorearon de acuerdo con su porcentaje de 

identidad.  
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Figura 15. Caracterización de los péptidos sintetizados. 

A) Cromatograma de masas y HPLC de los péptidos. B) Espectro de dicroísmo circular 

de PEP 2 en PBS (azul oscuro) y en 30% TFE (azul claro). 
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 La estructura de PEP 2 se analizó por CD en PBS (entorno acuoso) y en 

TFE al 30% (entorno hidrofóbico). En presencia del buffer PBS, el péptido 

presentó una estructura de poliprolina II. Esta estructura se caracteriza por ser 

hélice levógira con tres residuos por vuelta y todos sus enlaces peptídicos en 

configuración trans. La hélice no presenta puentes de hidrógeno, está estabilizada 

principalmente por interacciones estéricas. Esta estructura se perdió en TFE al 30 

% (Figura 15 B). La estructura de PEP 1 no se pudo analizar por esta técnica por 

ser un péptido de solo 6 aminoácidos. 

 Luego estudiamos la interacción de PEP 1 y PEP 2 con sistemas modelo 

de membrana, empleando mezclas lipídicas con distinto contenido de colesterol. 

Utilizamos distintos sistemas modelos de membrana, ya que nos permiten 

estudiar interacciones lípido-proteína de una manera simple y en condiciones 

controladas. 

4.3.2. Inserción de los péptidos en monocapas de Langmuir 

 Como una primera aproximación al estudio de la interacción de los 

péptidos con sistemas modelo de membrana, se utilizó la técnica de monocapas 

de Langmuir. La inserción de los péptidos se estudió en monocapas de POPC y 

POPC:Cho (2:1) a una presión inicial de 25 mN/m. Esta presión inicial se eligió 

considerando que representa la presión que corresponde a membranas celulares 

(Phillips 1972, Marsh 2006).  

 En la Tabla 4 se muestra el incremento en la presión superficial de las 

monocapas estudiadas en presencia de ambos péptidos. Se observa que PEP 1 

se inserta más en la monocapa de POPC:Cho 2:1 respecto de la de POPC puro, 

siendo esta diferencia estadísticamente significativa. Por otro lado, la inserción de 

PEP 2 no presenta diferencias entre las monocapas estudiadas. Estos resultados 

son alentadores ya que indican que ambos péptidos se insertan en monocapas e 

interaccionan con los lípidos, por lo que nos permiten continuar estudiando su 
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Tabla 4. Incremento de la presión superficial de monocapas de POPC y 

POPC:Cho 2:1 en presencia de los péptidos. 

 ΔP 20 min (mN/m) ± Error Estándar  

 POPC POPC:Cho (2:1) p 

PEP 1 2,59 ± 0,04 4,67 ± 0,21 0,01 

PEP 2 4,57 ± 0,84 5,02 ± 0,65 0,71 

 

interacción con sistemas modelo de membrana, en este caso con bicapas 

lipídicas. 

 

 

 

 

 

 

4.3.3. Ensayos de SPR entre los péptidos y bicapas lipídicas 

 Para continuar con el estudio de la interacción de los péptidos con 

membranas se estudió mediante SPR su interacción con bicapas lipídicas 

soportadas (SLBs) compuestas por POPC puro o mezclas de POPC:Cho en 

relaciones molares de 4:1 y 2:1.  

 En la  Figura 16 se muestran los sensogramas de SPR para las bicapas 

estudiadas, tratadas con diferentes concentraciones de PEP 1 o PEP 2, y las KD 

obtenidas. Además, en la Figura 17 se grafican los valores de KD obtenidos para 

cada péptido con cada una de las distintas mezclas lipídicas. Estos valores 

indican una mayor interacción de PEP 1 con las membranas que contienen 

colesterol. Incluso la KD de PEP 1 con la membrana de POPC:Cho 2:1 es 3 veces 

menor que con la membrana de POPC puro.  Por otro lado, los resultados indican 

que las KD para PEP 2 con bicapas de POPC puro y POPC:Cho 4:1 son similares,  

solo para el caso de POPC:Cho 2:1 se observa una interacción levemente mayor.  
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Figura 16. Ensayos de SPR: interacción de PEP 1 y PEP 2 con bicapas de distinta 

composición lipídica.  

Los sensogramas representan la interacción entre PEP 1 o PEP 2 (10-80 µM) y 

bicapas soportadas compuestas por mezclas de POPC:Cho (proporción molar 1:0, 4:1 

y 2:1).  
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  Los resultados obtenidos mediante SPR concuerdan con los obtenidos 

mediante la técnica de monocapas de Langmuir (Tabla 4), y nos permiten afirmar 

que efectivamente PEP 1 interacciona y se inserta más en membranas de 

POPC:Cho 2:1. Además, se puede observar que PEP 1 interacciona más 

fuertemente que PEP 2 con todas las bicapas estudiadas (Figura 17). 

 

 

 

Figura 17. Comparación entre las KD de PEP 1 y PEP 2 

Gráfico de barras con los valores de KD obtenidos por SPR para la interacción de 

PEP 1 y PEP2 con bicapas soportadas con distinto porcentaje de colesterol.  
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4.3.4. Simulaciones de Dinámica Molecular de los péptidos con bicapas 

lipídicas 

 Para continuar con el estudio de la interacción de los péptidos con bicapas 

de POPC:Cho (en relaciones molares 1:0, 4:1 o 2:1), ahora desde un enfoque 

molecular, se realizaron simulaciones de DM de estas composiciones de 

membrana en presencia y en ausencia de los péptidos.  

 Para comparar la tendencia de los péptidos a interactuar o incluso a 

insertarse en la interfase de la membrana, se calculó el perfil de densidad de 

masa de los últimos 100 ns a lo largo del eje z de los sistemas simulados (Figura 

18).  

 Ambos péptidos mostraron una ligera interacción con la membrana de 

POPC puro. Aunque se observan diferencias, PEP 1 penetra más en la interfase y 

PEP 2 presenta una alta localización en la región acuosa.  En cambio, en las 

membranas que contienen colesterol se observa una alta localización de ambos 

péptidos cerca de la superficie de la bicapa, siendo este efecto más notorio para 

PEP 1. Es decir que PEP 1 se inserta más en las membranas que contienen 

colesterol en comparación con PEP 2. Estos resultados coinciden con las KD 

calculadas para ambos péptidos mediante la técnica de SPR (Figura 17).  

 Analizando los péptidos por separado se pueden encontrar diferencias. 

PEP 2 interacciona más con la membrana de POPC:Cho (4:1), el perfil de 

densidad del péptido cerca de esta membrana muestra una alta localización del 

péptido en la región de la interfase con la membrana, lo que genera una 

internalización de los grupos polares hacia la zona de las colas hidrocarbonadas. 

También se puede observar una redistribución del colesterol, ya que aumenta su 

localización en el centro de la membrana, pero su hidroxilo central se encuentra 

distribuido homogéneamente. Por otro lado, cuando PEP 2 interacciona con la 

membrana de POPC:Cho (2:1) el péptido se localiza en la región de la interfase, 
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pero no se observa una redistribución lipídica. Lo cual indica una preferencia de 

PEP 2 por la membrana de POPC:Cho (4:1). 

 En el caso de PEP 1, se observa una penetración del péptido y una 

redistribución lipídica en ambas membranas de POPC:Cho (4:1) y (2:1). Además, 

PEP 1 se localiza más cerca del centro de la membrana que PEP 2. Este efecto 

se evidencia también por el PO de las colas hidrocarbonadas de POPC, calculado 

para las diferentes membranas en presencia de ambos péptidos . En la Figura 19 

A se puede observar que PEP 1 penetra más profundamente en la membrana, ya 

que modifica el PO hasta el carbono 6 de la cadena palmitoil y hasta el carbono 9 

de la cadena oleoil de las moléculas de POPC. Se observan mayores cambios en 

el PO en la membrana de POPC:Cho (2:1). En cambio, para el caso de PEP 2, 

solo se observan cambios en el PO de la cadena palmitoil, hasta el carbono 2. 

 Luego, teniendo en cuenta la redistribución del colesterol observada 

previamente en las simulaciones de membranas con los péptidos, se calculó el 

ángulo formado por el vector del colesterol y la normal de la membrana (eje-z) en 

la membrana de POPC:Cho (2:1) en presencia y ausencia de los péptidos (Figura 

19 B). Los resultados muestran la presencia de tres poblaciones de colesterol, en 

todos los casos estudiados. En la membrana sin péptidos, el colesterol se observa 

mayormente en la porción polar de la bicapa, es decir en ángulos cercanos a 0° y 

a 180°. También se observa una población más pequeña perpendicular al eje-z de 

la membrana (90°). La misma distribución se observa en la membrana en 

presencia de PEP 2. En cambio, en presencia de PEP 1 se observa un aumento 

de la población de colesterol perpendicular al eje-z de la membrana (90°). 
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Figura 18. Perfiles de densidad de masa de las distintas membranas con y sin 

péptidos.  

Se muestra la densidad de los distintos componentes en función de su posición 

relativa desde el centro de la membrana. Péptido (magenta); Colesterol (rojo); OH del 

colesterol (verde); POPC (negro); grupos fosfato de POPC (azul); grupos colina de 

POPC (amarillo); y agua (cian). 
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Figura 19. Modulación de los parámetros de orden de fosfolipidos y distribución del 

colesterol en presencia de PEP 1 y PEP 2. 

A) Parámetro de orden (PO) de las cadenas palmitoil (linea punteada) y oleoil (línea sólida) 

de POPC, en las membranas de POPC puro (negro), POPC:Cho (4:1) (rojo) y POPC:Cho 

(2:1) (verde) en ausencia de péptido, en presencia de PEP 1 o en presencia de PEP 2. Se 

indica con cuadrados rojos los carbonos afectados por la presencia de péptidos en los 

diferentes sistemas estudiados. 

B) Histograma que muestra la probabilidad que presentan las moléculas de colesterol de 

adoptar distintos ángulos, calculados entre el vector de colesterol y la normal de la 

membrana.  Se estudió la membrana de POPC:Cho (2:1) en ausencia de péptidos (verde), 

en presencia de PEP 1 (rojo) y en presencia de PEP 2 (negro). 
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 En la Figura 20 se observan imágenes representativas de la interacción de 

los péptidos con la bicapa de POPC:Cho (2:1), al final de las simulaciones (200 

ns). En estas imágenes se puede observar claramente que PEP 1 penetra más en 

estas membranas que PEP 2 y genera una redistribución del colesterol hacia el 

centro de la membrana.  

  

 Teniendo en cuenta la reorganización lipídica, inducida mayormente por 

PEP 1, es que se estudió una interacción especifica entre los péptidos y colesterol 

en membranas de POPC:Cho (2:1). Se consideraron interacciones significativas 

cuando las moléculas estaban lo suficientemente cerca (< 10Å) durante al menos 

10 ns. En la Figura 21 A se observa que 5 de las 10 moléculas de PEP 2 

 

Figura 20. Imágenes de simulaciones de membranas de POPC:Cho (2:1) en 

presencia y ausencia de los péptidos.  

Instantáneas representativas del estado final de las simulaciones de membranas de 

POPC:Cho (2:1) sin péptido, con PEP 1 y con PEP 2 (Tf = 200 ns). Los grupos 

polares de POPC (grupos fosfato y colina) se representan como bolas VDW; el 

colesterol se representa también como bolas VDW con sus átomos C en amarillo. El 

péptido se representa en regaliz, coloreado por la polaridad de sus residuos. El agua 

y las colas de hidrocarburos no se muestran para mejorar la visualización. 
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estudiadas se encuentran cerca del colesterol. En el caso de PEP 1, 7 de las 10 

moléculas estudiadas se encuentran cerca de este esterol. También se puede 

observar que la interacción entre PEP 1 y colesterol es más estable en el tiempo, 

ya que la mayoría de estas interacciones duran los 200 ns de la simulación. 

 Luego, se analizó si existe una interacción especifica entre algún 

aminoácido en particular, con el colesterol. Para esto se calculó la función de 

distribución radial (Figura 21 B). En el caso de PEP 1, se observa que todos sus 

aminoácidos se encuentran a una distancia similar al colesterol, por lo tanto, 

podemos decir que existe una interacción entre PEP 1 y el colesterol. En cambio, 

para el caso de PEP 2 se observa que solo algunos aminoácidos se encuentran 

cerca del colesterol, mayormente los aminoácidos de los extremos del péptido. 

 En resumen, los resultados expuestos hasta el momento indican que PEP 

1 presenta más afinidad que PEP 2 por membranas que contienen colesterol. Los 

resultados de SPR y de simulaciones de DM indican que PEP 1 se inserta más en 

membranas de POPC:Cho (2:1) e induce una mayor perturbación de los lípidos 

de la membrana que PEP 2. Además, PEP 1 se localiza cerca del colesterol (< 

10Å) y esta distancia se mantiene estable en el tiempo; lo cual sucede con todos 

sus aminoácidos por igual. 
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Figura 21. Interacción entre los péptidos y las moléculas de colesterol de la membrana 

de POPC:Cho (2:1). 

A) Gráfico de la distancia entre las moléculas de PEP 1 o PEP 2 y las moléculas de 

colesterol en la membrana de POPC:Cho (2:1), en función del tiempo. Se grafican solo 

los péptidos presentes a una distancia de hasta 10 Å respecto del colesterol, cada un 

con un color diferente. 

B) Función de distribución radial del colesterol respecto de los diferentes aminoácidos 

de PEP 1 y PEP 2. El color de cada aminoácido se indica en la secuencia de cada 

péptido. 
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4.3.5. Actividad lítica de los péptidos e inhibición de la actividad de HlyA 

 Teniendo en cuenta que los resultados hasta ahora indican que PEP 1 

interacciona preferentemente con membranas con colesterol decidimos estudiar la 

actividad hemolítica de estos péptidos y su capacidad de inhibir la actividad 

hemolítica de HlyA. 

 La Figura 22 A muestra la actividad hemolítica de HlyA y de los péptidos. 

Los resultados indican que PEP 1 no presenta actividad hemolítica. En cambio, 

PEP 2 si es hemolítico, aunque la concentración necesaria de péptido para 

producir un 50% de hemolisis (D50) es de 0.5472 mM, siendo varios ordenes de 

magnitud mayor que el D50 de HlyA (3,44 x 10-7 mM). Para descartar que la alta 

concentración de péptido agregada no sea la responsable de la desestabilización 

de la membrana, también se estudió la actividad de PEP 3, un péptido de igual 

secuencia que PEP 2 pero con la Y central mutada por A. En el Anexo I se 

muestran los resultados de HPLC, espectrometría de masas y DC del péptido. 

Sorprendentemente este péptido no presentó actividad, en las mismas 

concentraciones que se estudiaron para PEP 2.  Esto indica que el efecto lítico de 

PEP 2 no es inespecífico debido a la alta concentración de péptido utilizada.  

 Por otro lado, también estudiamos la capacidad de PEP 1 y PEP 2 de 

inhibir la actividad hemolítica de HlyA. En la Figura 22 B se observa el porcentaje 

de hemólisis para GR preincubada con PEP 1 o PEP 2 y luego tratados con HlyA 

en diferentes relaciones molares toxina:péptido. Se puede observar que PEP 2 no 

inhibe la actividad de HlyA, pero PEP 1 sí. Esta inhibición es dependiente de la 

concentración de péptido, y llega hasta un 30% en la relación molar toxina:péptido 

1:10. 
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Figura 22. Hemólisis de los péptidos e inhibición de la actividad de HlyA por la 

presencia de los péptidos. 

A) La actividad hemolítica está expresada como el porcentaje de hemólisis a los 30 

minutos en función de la concentración milimolar de toxina o péptido. B) Porcentaje de 

hemólisis a los 30 minutos de glóbulos rojos tratados con HlyA preincubada con PEP 1 

(barras grises) o con PEP 2 (barras negras), a diferentes relaciones molares 

toxina:péptido. 
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4.3.6. Medidas de Ca+2 intracelular en glóbulos rojos tratados con los 

péptidos 

 En los últimos años, en nuestro grupo de trabajo, se demostró que a 

concentraciones sublíticas, HlyA induce un incremento de calcio intracelular que 

activa distintas vías de transducción de señales en GR, que conducen a la 

eriptosis (Velasquez et al. 2015, Strack et al. 2019).  Teniendo esto en cuenta, el 

incremento de la concentración de calcio intracelular de GR tratados con HlyA y 

con los péptidos se estudió mediante citometría de flujo, utilizando la sonda 

sensible a Ca+2 Fluo-4 AM. 

 La Figura 23 A muestra los histogramas de fluorescencia obtenidos para 

los GR tratados con HlyA a concentraciones sublíticas (5 nM) durante 1, 5, 15 y 

30 minutos. Como hemos demostrado anteriormente (Strack et al. 2019), HlyA 

induce un aumento de la concentración de calcio intracelular en los primeros 5 

minutos, y luego se observa una disminución de la concentración de calcio debido 

a la permeabilización de la membrana. Por otro lado, se estudió también la 

actividad de PEP 1, como este no induce hemólisis se estudiaron concentraciones 

5 y 10 veces mayores que las de HlyA. La Figura 23 B resume el porcentaje de 

células con un incremento en la concentración de calcio intracelular para los GR 

tratados con HlyA (5 nM) y PEP 1 (25 y 50 nM) a diferentes tiempos. Se puede 

observar que el péptido induce un incremento de la concentración de calcio sólo 

en algunas células. Este resultado nos sorprendió ya que habíamos visto que 

PEP 1 no era lítico per se, considerando que el aumento de Ca+2 es un proceso 

prelítico. Por lo tanto, decidimos medir el incremento de Ca+2 de ProHlyA, la toxina 

no acilada, que es hemolíticamente inactiva. La Figura 23 B muestra que ProHlyA 

no induce un aumento de calcio intracelular. Resumiendo, este resultado confirma 

la interacción de PEP 1 con las membranas de los GR, ya que induce un aumento 

de Ca+2 intracelular en aproximadamente el 30% de las células tratadas, aunque 

indudablemente esta interacción no es suficiente para producir la lisis celular.  

 

. Hemólisis de los péptidos e inhibición de la actividad de HlyA. 

A) La actividad hemolítica está expresada como el porcentaje de hemólisis a 

los 30 minutos en función de la concentración milimolar de toxina o péptido. B) 

Porcentaje de hemólisis a los 30 minutos de glóbulos rojos tratados con HlyA 

preincubada con PEP 1 (barras grises) o con PEP 2 (barras negras), a 

diferentes relaciones molares toxina:péptido. 
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 Se estudiaron también los niveles de Ca+2 intracelular en GR tratados con 

concentraciones sublíticas de PEP 2. Se utilizó la concentración que producía un 

15 % de hemólisis de acuerdo con los resultados de la Figura 22 (0,3 mM), así 

como también una concentración 5 veces mayor a la que se utilizó para HlyA (25 

nM). Los resultados muestran que PEP 2 produce un ligero aumento en la 

concentración intracelular de calcio de los GR (Figura 23). Aun así, HlyA produce 

un aumento en los niveles de Ca+2 15 veces mayor que el péptido. Por lo tanto, 

aunque HlyA y PEP 2 son hemolíticos, podemos inferir que el mecanismo por el 

que PEP 2 causa hemólisis es distinto al de la toxina. 
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Figura 23. Medidas de Ca+2 intracelular en glóbulos rojos humanos. 

A) Número de eventos en función de la intensidad de fluorescencia en escala exponencial 

para GR tratados con HlyA (5 nM), PEP 1 (25 nM), PEP 2 (25 nM) o ProHlyA (5 nM).  B) 

Porcentaje de GR positivos para Fluo 4-AM, para los distintos tratamientos. Se tomó como 

positivos a todos los eventos con mayor fluorescencia que los GR marcados sin tratar.   



82 

 

4.4 Discusión 

 Teniendo en cuenta los resultados ya descriptos respecto del rol del 

colesterol en el mecanismo de acción de HlyA (Herlax et al. 2009, Vazquez et al. 

2014) es que nos propusimos estudiar la interacción de membranas de distinto 

porcentaje de colesterol con péptidos CRAC o CARC derivados del dominio de 

inserción y de la región entre los ácidos grasos de HlyA. Considerando que otras 

toxinas RTX, también tienen regiones CRAC y CARC en sus dominios de 

inserción en membrana y entre los sitios acilados, es que se realizó un 

alineamiento de las regiones mencionadas de HlyA con otras toxinas 

representativas de la familia RTX.  

 Teniendo en cuenta el grado de conservación de los sitios CRAC y CARC 

mencionados entre las distintas toxinas es que se decidió sintetizar dos péptidos, 

mediante la técnica de SPPS. PEP 1, un sitio CRAC perteneciente a la región 

entre los ácidos grasos de HlyA, y PEP 2 un sitio CARC perteneciente al dominio 

de inserción en membrana de HlyA. 

 Cabe mencionar que el mismo sitio CRAC correspondiente a PEP 1 está 

presente en CyaA de Bordetella Pertussi, (Masin et al. 2017). Además, el sitio 

CARC correspondiente a PEP 2 está presente en LtxA de A. 

actynomicetemcomitans y en RtxA de Kingella kingae, incluso se encontró que el 

residuo central Y de este dominio CARC en RtxA es crucial para la actividad de 

las toxina (Brown et al. 2013, Osickova et al. 2018).  

4.4.1. Interacción de PEP 1 con membranas - rol del colesterol 

 Los resultados encontrados por las técnicas de monocapas, SPR y 

simulaciones de DM indican que PEP 1 se inserta e interacciona más con 

membranas que contienen colesterol, especialmente en las de POPC:Cho 2:1. 

Además, las simulaciones indican que todos los aminoácidos de PEP 1 se 
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encuentran a igual distancia del colesterol, y esta distancia se mantiene estable 

en el tiempo.  

 Hace algún tiempo, demostramos que HlyA presenta una conformación de 

glóbulo fundido en solución y que su contraparte inactiva, ProHlyA, presenta una 

estructura más compacta. La presencia de los ácidos grasos unidos 

covalentemente a la toxina podría favorecer esta conformación de glóbulo 

fundido, exponiendo regiones intrínsecamente desordenadas importantes en el 

mecanismo de acción de la toxina (Herlax et al. 2007). Teniendo en cuenta los 

resultados obtenidos por Ludwig et. al. (Ludwig et al. 1996)  y Pellet et. al. (Pellet 

et al. 1996) comentados anteriormente, y los resultados obtenidos en este 

capítulo, podríamos proponer que este sitio CRAC situado estratégicamente es 

expuesto en presencia de los ácidos grasos unidos covalentemente a la toxina. La 

unión a colesterol a través de este sitio podría inducir la inserción de la toxina en 

la membrana en una conformación adecuada que promueva la oligomerización de 

la toxina, y posterior lisis. Además, los resultados indican que PEP 1 produce un 

ligero aumento de los niveles de Ca+2 intracelular, lo cual confirma su interacción 

directa con la membrana y podría indicar la activación de una vía de señalización 

intracelular. ProHlyA, que podría tener esta región en el interior de su estructura 

compacta, no induce un aumento de Ca+2 intracelular, aunque si interacciona con 

membranas (Pellet et al. 1996). Además, el porcentaje de células con un 

incremento en la concentración de calcio aumenta incluso a los 30 minutos de 

exposición al péptido, lo que indica que no hay permeabilización de la membrana; 

esto coincide con los resultados que indican que PEP 1 no presenta actividad 

hemolítica per se.  

 Por otro lado, se encontró que PEP 1 inhibe la actividad de HlyA, podemos 

suponer que PEP 1 compite con HlyA por la interacción con el colesterol y por lo 

tanto disminuye su actividad. Estos resultados son muy alentadores y nos llevan a 

estudiar este péptido en el Capítulo 5, con el objetivo de eventualmente poder 

utilizarlo como terapia alternativa para disminuir la actividad de la toxina. 
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4.4.2. Interacción de PEP 2 con membranas - rol del colesterol 

 Los resultados de los ensayos de monocapas de Langmuir indican que el 

grado de inserción e interacción de PEP 2 no estaría favorecido por la presencia 

de colesterol. Respecto de los resultados de SPR, aunque se observa una 

disminución en el valor de las KD en membranas que contienen colesterol, el 

hecho de que este péptido no inhiba la actividad hemolítica de la toxina nos 

indicaría que este sitio CRAC no está interaccionando con el colesterol. Además, 

los resultados obtenidos por simulaciones de DM indican que PEP 2 no 

interacciona directamente con colesterol. Cabe resaltar que la existencia de una 

secuencia CRAC o CARC en una proteína o péptido no indica necesariamente 

una interacción específica con colesterol (Palmer 2004, Volynsky et al. 2021).   

 Por otro lado, se encontró que PEP 2 presenta actividad hemolítica. La 

permeabilidad causada por el péptido en GR podría deberse a un mecanismo de 

acción de tipo "alfombra" (Shai et al. 2001). Según este modelo, los péptidos 

permeabilizan la membrana de forma similar a los detergentes, se unen a la 

superficie hasta que se alcanza una concentración umbral y se forman agujeros 

transitorios en la membrana. No se requieren estructuras peptídicas específicas ni 

la formación de canales estructurados para permeabilizar la membrana mediante 

este mecanismo. Si se requiere la presencia de aminoácidos cargados 

positivamente repartidos a lo largo de la cadena peptídica, para permitir la 

interacción con la cabeza  polar de los lípidos, durante el proceso de 

permeabilización de la membrana (Shai et al. 2001), (Bechinger et al. 2006). PEP 

2 cumple con estos requisitos estructurales ya que es un péptido no estructurado, 

y posee tres aminoácidos cargados positivamente que podrían facilitar su 

interacción con la membrana cargada negativamente del GR.  
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 El hecho de que el péptido permeabilice la membrana a través del 

mecanismo de la “alfombra” no implica que toda la toxina lo haga también de esta 

manera. Es importante destacar que otros dominios de la toxina ayudan en el 

proceso hemolítico; por lo que sólo son necesarias concentraciones de toxina de 

nM o incluso de pM para lisar GR. Además, los experimentos de citometría de 

flujo demuestran que el péptido no induce un aumento de los niveles 

intracelulares de calcio a concentraciones sublíticas, como lo hace la toxina. Esto 

indica que el mecanismo de transducción desencadenado por el aumento de la 

concentración de calcio intracelular no es la forma en que el péptido lisa los GR, 

como se demostró para HlyA (Velasquez et al. 2015, Denis et al. 2019, Strack et 

al. 2019). 

 Además, se estudió el rol de la Y central del sitio CARC, y se observó que 

cuando se sustituye por una A el péptido pierde su actividad hemolítica. Por lo 

tanto, podemos concluir que la presencia de la Y347 central es indispensable para 

la actividad hemolítica de PEP 2.  

 Los resultados de actividad encontrados para PEP 2 nos incitaron a 

estudiar en el Capítulo 6 su posible uso como tratamiento antitumoral, mediante la 

construcción de una inmunotoxina.  
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de péptidos derivados de HlyA 
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Capítulo 5.  Estudio del efecto inhibitorio de 

un péptido CRAC sobre la actividad 

hemolítica de HlyA 
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5.1 Introducción 

 Las UPEC son el principal agente etiológico causante de ITU. Estas 

bacterias expresan una amplia gama de factores de virulencia y genes que 

pueden aumentar su patogenicidad y resistencia a los antimicrobianos (Bunduki et 

al. 2021), como se mencionó en el Capítulo 1. 

 Por lo general las ITU responden al tratamiento con antibióticos, pero la 

prescripción de antibióticos sin una identificación bacteriana previa generó un 

aumento en la resistencia de las UPEC (Terlizzi et al. 2017, Timothy 2017). Los 

antibióticos son indispensables para el tratamiento de las ITU, sin embargo, la 

disminución de su efectividad en casos de patógenos resistentes y su 

interferencia con la microbiota intestinal impulsaron la búsqueda de tratamientos 

complementarios. Una alternativa puede ser la de interferir con la capacidad de 

las UPEC de adherirse e invadir el tejido epitelial del tracto urinario, utilizando 

moléculas específicas para inhibir sus factores de virulencia (Terlizzi et al. 2017, 

Krueger et al. 2019). Un beneficio secundario de este enfoque es que mantiene 

las bacterias de la microbiota del paciente intactas, disminuyendo los efectos 

secundarios de los antibióticos (Krueger et al. 2019). Al inhibir los factores de 

virulencia también se disminuye la presión de selección sobre las UPEC. 

 Dentro de los estudios recientes para inactivar los factores de virulencia 

bacterianos se encuentra el de la inhibición de toxinas (Krueger et al. 2019), 

mediante la  interrupción de la interacción de las mismas con la membrana de la 

célula blanco. Particularmente se puede inhibir su oligomerización, bloquear el 

canal formado en la membrana blanco, desestabilizar la estructura de la toxina, o 

inhibir la unión entre la toxina y su receptor (Krueger et al. 2019). Además, se 

pueden administrar liposomas o polímeros que absorban la toxina en solución (Hu 

et al. 2013, Chen et al. 2018). Como ejemplo se puede citar que mediante el uso 

de bibliotecas peptídicas se encontró un péptido de 6 aminoácidos que bloquea el 

ensamblaje de la toxina ántrax de Bacillus anthracis e inhibe su acción (Gujraty et 
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al. 2005). Utilizando la misma tecnología se encontraron péptidos que se unen a 

los sitios activos de las toxinas TcdA y TcdB de Clostridium Difficile y al sitio de 

unión al receptor de la toxina Shiga (Stx) de E. coli enterohemorrágica inhibiendo 

su actividad (Nishikawa et al. 2006, Abdeen et al. 2010, Watanabe-Takahashi et 

al. 2021). Además, se descubrieron péptidos intrínsecos de TcdB de Clostridium 

Difficile que desestabilizan su estructura e interrumpen su unión a la membrana 

de células CHO-K1 (Larabee et al. 2017), y péptidos correspondientes al sitio de 

unión a LFA-1 de Leucotoxina A (LtxA) de Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans que bloquean su unión al receptor (Krueger et al. 2019). 

También para el caso de LtxA, se encontró que un péptido correspondiente a un 

sitio CRAC de la toxina que bloquea su unión al colesterol de la membrana e 

inhibe efectivamente su actividad lítica (Brown et al. 2013, Brown et al. 2016, 

Koufos et al. 2016). 

 Recalcando que HlyA es uno de los principales factores de virulencia de las 

UPEC, y que su expresión se vio aumentada en cepas aisladas de pacientes con 

pielonefritis, indicando una asociación entre el nivel de producción de HlyA y la 

capacidad invasiva de estas cepas (Timothy 2017), consideramos que terapias 

específicas que actúen sobre HlyA ayudarían a inhibir la capacidad invasiva de 

las cepas UPEC.   

 Los resultados obtenidos en el Capítulo 4 indican que un péptido CRAC 

correspondiente a los residuos 639-644 de HlyA interacciona preferencialmente 

con membranas con colesterol e inhibe la actividad hemolítica de la toxina. 

Teniendo en cuenta estos resultados y los antecedentes descriptos es que nos 

propusimos estudiar el mecanismo de inhibición de la actividad hemolítica de HlyA 

por un péptido CRAC intrínseco. En particular estudiamos la cinética de inhibición 

de la actividad hemolítica de HlyA causada por el péptido, así como también los 

efectos inhibitorios del péptido en los distintos pasos del proceso hemolítico de la 

toxina como: la unión a membrana y la oligomerización de HlyA en GR humanos. 
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5.2 Materiales y métodos 

5.2.1. Cinética de inhibición de hemólisis 

 Con el objetivo de estudiar la inhibición de la actividad hemolítica de HlyA 

causada por PEP 1, se estudió la cinética de este proceso. 

 Los ensayos de inhibición de la actividad hemolítica se realizaron de 

manera similar a los ensayos de actividad hemolítica, pero con dos tipos de 

incubaciones previas (Figura 24): A- Se preincubó HlyA con diferentes 

concentraciones de PEP 1 durante 30 minutos a 37°C, a continuación se añadió 

la solución de GR; B- Los GR humanos se preincubaron con PEP 1 a diferentes 

concentraciones, durante 30 minutos a 37°C y luego se añadió HlyA.  

 

Figura 24. Esquema de las incubaciones realizadas para los ensayos de inhibición con 

PEP 1, creado con BioRender.com. 
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 Para ambos tipos de ensayos de inhibición, se utilizó la concentración de 

toxina que produjo un 100% de hemólisis (0,1 μM) y se mantuvieron las relaciones 

molares HlyA:Péptido en 1:0, 1:2 1:5 y 1:10. El hematocrito final utilizado fue del 

2% v/v, y las medidas de DO a 595 nm se realizaron durante 30 minutos, cada 1 

minuto. 

5.2.2. Ensayos de unión a membranas de glóbulos rojos 

 Para estudiar la inhibición de la unión de HlyA a membranas de GR 

causada por PEP 1 se realizó el siguiente ensayo utilizando la técnica de Western 

Blot. Las membranas de GR humanos se obtuvieron como se describió en la 

sección de materiales y métodos generales (sección 2.4), luego se incubaron 180 

pmol de HlyA con 75 μl de membranas durante 1 hora a 37°C. La inhibición de la 

unión se estudió siguiendo los dos tipos de preincubación con PEP 1 

esquematizados en la Figura 24. La relación molar HlyA:PEP 1 estudiada fue de 

1:5. Posteriormente, las membranas se precipitaron por centrifugación a 10.000g 

durante 10 min. El pellet se resuspendió en buffer muestra con un 5% de SDS y 

se realizó una electroforesis en un gel SDS-PAGE al 10%. Se realizó un Western 

Blot como se detalla en la sección de Materiales y métodos generales (sección 

2.8). Se utilizó un anticuerpo policlonal de conejo anti-HlyA (1:500) y un 

anticuerpo monoclonal de ratón anti β-actina (1:10.000) (A5316, Sigma); 

posteriormente se utilizaron los anticuerpos secundarios correspondientes 

conjugados con peroxidasa. 

5.2.3. Ensayos de transferencia de energía por resonancia de fluorescencia 

(FRET) 

 Esta técnica nos permite estudiar la cercanía entre moléculas, 

cuantificando la transferencia de energía entre un fluoróforo donor (D) y uno 

aceptor (A) cuando se excita al D. Esta transferencia ocurre cuando ambos 

fluoróforos están a distancias menores a 10 nm y en la orientación adecuada. La 
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eficiencia de esta transferencia de energía (Eficiencia de FRET, (E)) es 

directamente proporcional a la distancia entre D y A, y se puede detectar a partir 

de: i- el aumento de la intensidad de fluorescencia de A, ii- el descenso de la 

intensidad de fluorescencia de D o iii- el descenso de la vida media de la 

fluorescencia de D. Para que la transferencia de energía ocurra el espectro de 

excitación de A debe superponerse con el espectro de emisión de D. 

 Teniendo en cuenta que el proceso de oligomerización de HlyA se estudió 

previamente, midiendo la eficiencia de FRET entre dos poblaciones de toxina 

marcadas con un fluoróforo donor y uno aceptor (Herlax et al. 2009); en el 

presente capítulo se repitieron estos ensayos en presencia de PEP 1. Se 

utilizaron las sondas fluorescentes Alexa-488 (D), y Alexa-546 (A), ambas 

conjugadas a maleimida. La maleimida reacciona con grupos tioles; 

particularmente en proteínas, con residuos de cisteína. Considerando que HlyA es 

una proteína desprovista de cisteínas, se utilizó un mutante puntual de C para 

estos experimentos (HlyA K344C). Por lo tanto, el experimento se realizó en 

cuatro pasos: 1- purificación HlyA K344C; 2- marcado de HlyA K344C con las 

sondas fluorescentes (D y A); 3- interacción de las proteínas marcadas con 

membranas de GR, en presencia de PEP 1; 4- medición de la eficiencia de FRET. 

 Purificación de HlyA K344C. La proteína mutante HlyA K344C se purificó 

a partir de la cepa de E. coli WAM 2205 (Pellet et al. 1996); proporcionada 

amablemente por el Dr. R. A. Welch, de la Universidad de Wisconsin, Madison. La 

proteína mutante se purificó de la misma manera que HlyA, como se describió en 

la sección de Materiales y métodos generales 2.2.  

 Marcado de HlyA K344C con sondas fluorescentes. Se incubó HlyA 

K344C en una relación molar final 30:1 y 5:1 de sonda a proteína, con Alexa-488 

(D) y Alexa-546 (A), respectivamente, en buffer TC desgasificado con 6 M de 

GnHCl y 10 mM de dTT, pH 7,4 durante la noche a 4°C.  Para el marcado con 

alexa-546 se añadió 0,1% de colato de sodio. Se utilizaron columnas PD-10 (GE 
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Healthcare) para separar las proteínas marcadas de la sonda no unida. La 

eficiencia de marcado se determinó de la siguiente manera: 

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 (𝑀) =  
[𝐴280 − (𝐴𝑠𝑜𝑛𝑑𝑎 𝑥 𝐶𝐹280)]

Ɛ𝐻𝑙𝑦𝐴
 

𝐸𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑚𝑎𝑟𝑐𝑎𝑑𝑜 =  
𝐴𝑠𝑜𝑛𝑑𝑎  

Ɛ𝑠𝑜𝑛𝑑𝑎 𝑥 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 (𝑀)
 

 Se utilizaron los coeficientes de extinción molar: Ɛ492 = 67.100 cm-1M-1, Ɛ554 

= 90.300 cm-1M-1 y Ɛ280 = 73.960 cm-1M-1 para Alexa-488, Alexa-546 y HlyA 

respectivamente. La DO de la sonda (Asonda) se midió a 490 y 560 nm, para Alexa-

488 y Alexa-546, respectivamente. CF280 es un factor de corrección para la 

contribución del fluoróforo a la DO a 280 nm, y equivale a 0,11 y 0,12 para Alexa-

488 y Alexa-546, respectivamente. La actividad hemolítica de la proteína marcada 

no disminuyó significativamente en comparación con la no marcada.  

 Interacción de HlyA K344C marcada con membranas de glóbulos 

rojos, en presencia de PEP1. Para cada experimento, se midieron tres tipos de 

muestras que combinaban HlyA K344C marcada y no marcada: (A) D/ proteína 

mutante sin marcar, (B) D/A, y (C) proteína mutante sin marcar/A, en relación 

molar 1:1. Se incubaron 120 μg de proteína (muestras A, B o C) con 75 μl de 

membranas, preparadas como se describió en la sección 2.3, a 37 °C durante 60 

min en buffer TC con 10 mM de CaCl2. El volumen final de reacción fue de 1 ml. 

Luego, las membranas se precipitaron por centrifugación (10 min, 14.500 g), y se 

lavaron con TC para separar las proteínas no unidas. Finalmente, las muestras se 

resuspendieron en 200 μl del mismo buffer.  

 Para el experimento en presencia del péptido se estudiaron los mismos dos 

tipos de preincubación que para los ensayos de hemólisis (Figura 24): 1- los 120 

μg de proteínas (A, B y C) se preincubaron con PEP 1 durante 30 min a 37°C, y 

luego se añadieron 75 μl de membranas; 2- PEP 1 se preincubó con 75 μl de 
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membranas durante 30 min a 37°C, y luego se añadieron los 120 μg de proteínas 

(muestras A, B o C). Luego el protocolo fue el mismo que para la toxina sola. La 

relación molar proteína:péptido estudiada fue de 1:5 y 1:10. 

 Mediciones de FRET. Los espectros de emisión de fluorescencia se 

registraron a temperatura ambiente en un espectrofluorómetro Fluorolog-3 

(Horiba-Jobin Yvon). Alexa-488 se excitó a 480 nm, y la emisión se registró entre 

500 y 650 nm. La excitación directa de Alexa-546 se realizó a 530 nm, y la 

emisión se registró entre 540 y 650 nm. 

 La eficiencia de la transferencia de energía (E) se calculó como el aumento 

de la emisión de fluorescencia del aceptor, tal y como describen Gohlke et al. 

(Gohlke et al. 1994). Este método ajusta el espectro de emisión de fluorescencia 

de la muestra 2 excitada a 480 nm (𝐹480
𝐷/𝐴

) a la suma ponderada de dos espectros 

de emisión: espectro de muestra 1 excitada a 480 nm (𝐹480
𝐷 ) y espectro de 

muestra 2 excitada a 530 nm (𝐹530
𝐷/𝐴

) como se muestra en la siguiente ecuación: 

𝐹480
𝐷 𝐴⁄

= a . 𝐹480
𝐷 + b . 𝐹530

𝐷/𝐴
 

 Los coeficientes a y b son las contribuciones fraccionales ajustadas de los 

dos componentes espectrales; b es la señal de fluorescencia del aceptor debida al 

FRET del donor, normalizada por 𝐹530
𝐷/𝐴

. El ajuste de los espectros se realizó con 

Sigmaplot 12.0 (Jandel Scientific, San Rafael, CA). Finalmente, E se obtuvo 

utilizando el valor b como se muestra en la siguiente ecuación: 

𝑏 = 𝐸 .
𝜀𝐷 (480)

𝜀𝐴 (530)
 +  

𝜀𝐴 (480)

𝜀𝐴 (530)
 

εD y εA son los coeficientes de absorción molar de D y A en las longitudes de onda 

dadas. En todas las muestras se restó el espectro de emisión de las membranas. 
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5.3 Resultados 

5.3.1. Inhibición de la actividad hemolítica de HlyA por PEP 1 

 Teniendo en cuenta que los resultados del capítulo 4 muestran que PEP 1 

inhibe la actividad de HlyA en un 30%, cuando se preincuba con GR, se decidió 

continuar con la caracterización del mecanismo de inhibición de PEP 1. En primer 

lugar, se estudió la inhibición de la actividad hemolítica de HlyA, siguiendo una 

segunda estrategia experimental, en el cual se preincubó primero HlyA con 

diferentes concentraciones de PEP 1 y luego se añadieron los GR. La Figura 25 A 

muestra el porcentaje de hemólisis a los 30 minutos para cada una de las 

estrategias de preincubación estudiadas, indicando que cuando se preincuba 

HlyA con PEP 1 en una relación molar de 1:10, el porcentaje de hemólisis a los 30 

minutos disminuye sólo un 10%. Por el contrario, cuando los GR se preincuban 

con PEP 1, el porcentaje de hemólisis después de 30 minutos presenta una 

reducción estadísticamente significativa en todas las concentraciones de péptidos 

probadas, disminuyendo casi un 30% en la relación molar 1:10 de toxina:péptido.  

 Para profundizar en el proceso de inhibición por el péptido, se estudió la 

cinética de hemólisis de HlyA en presencia del péptido, para los dos tipos de 

preincubaciones (Figura 25 B). Cuando la toxina se preincubo con PEP 1 la curva 

de DO en función del tiempo presento la típica forma sigmoidea que presenta la 

toxina sola en solución , con un período de retardo (fase lag) muy corto (Figura 25 

B, gráfico de la izquierda). Al agregar concentraciones crecientes del péptido, solo 

para la relación toxina:péptido 1:10, se observó una extensión de este periodo, y 

una inhibición del porcentaje de hemólisis a los 30 minutos, como se describió 

anteriormente.  
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Figura 25. Inhibición de la actividad lítica de HlyA por PEP 1. 

A) Porcentaje de hemólisis a los 30 minutos de GR en función de diferentes relaciones 

molares toxina:péptido. Se realizaron dos tipos de preincubaciones: 1-HlyA con PEP 1 

(barras negras) y 2- GR con PEP 1 (barras grises) (N=3). B) Cinética de hemólisis de 

GR tratados con diferentes relaciones molares de toxina:péptido. La DO de la 

suspensión a 595 nm se representa en función del tiempo de exposición a la toxina en 

minutos. El gráfico de la izquierda corresponde al ensayo en el que se preincubó HlyA 

con PEP 1 en diferentes relaciones molares, mientras que el gráfico de la derecha 

corresponde al ensayo en el que se preincubaron GR con PEP 1 (N=3).  
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 Por otro lado, cuando los GR se preincubaron con PEP 1, la fase lag 

disminuyó (Figura 25 B, gráfico derecho) al aumentar la concentración de péptido. 

A los 30 min se observa una inhibición constante de la hemólisis a medida que 

aumenta la cantidad de péptido. 

 En conjunto, los resultados indican que PEP 1 inhibe la actividad hemolítica 

de HlyA, y que esta inhibición es mayor cuando los GR se preincuban con el 

péptido.  

5.3.2. Unión de HlyA a membranas de glóbulos rojos en presencia de PEP 1 

 De manera simplificada se puede describir al proceso hemolítico de HlyA 

en tres etapas: adsorción reversible, inserción y oligomerización de la toxina en la 

membrana diana que finalmente inducen la lisis celular (Bakás et al. 1996, 

Sanchez-Magraner et al. 2006, Herlax et al. 2009). Los dos primeros pasos son 

responsables de la unión de la toxina a la membrana.  

 Para investigar en detalle qué paso de este proceso está siendo inhibido 

por PEP 1, se analizó el porcentaje de unión de HlyA en presencia y ausencia de 

PEP 1 mediante western blot. La inhibición de la unión se probó de las mismas 

dos maneras que el ensayo de actividad hemolítica: i- Preincubando HlyA con 

PEP 1, y ii- Preincubando las membranas de los GR con PEP 1; en una relación 

molar toxina:péptido de 1:5. El porcentaje de unión se calculó como la relación 

entre la DO de las bandas de HlyA y de β-actina, asumiendo que HlyA sola se 

unía al 100% (Figura 26). La Figura 26 B muestra que la unión de HlyA a las 

membranas sólo se inhibe cuando PEP 1 se preincuba con membranas de GR.  

 Este resultado explica la mayor inhibición hemolítica observada cuando se 

preincuban los GR con el péptido, en comparación con la inhibición observada 

cuando se preincuba HlyA con PEP 1 (Figura 25 A). 
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5.3.3. Inhibición de la oligomerización de HlyA en presencia de PEP 1 

 Anteriormente, hemos demostrado, por la medida de FRET, que HlyA 

oligomeriza en las membranas de los GR para formar el poro que finalmente 

conduce a la hemólisis (Herlax et al. 2009). Por lo tanto, utilizamos esta misma 

técnica para determinar si el péptido inhibe este proceso (Figura 27). 

 

 

Figura 26. Inhibición de la unión de HlyA a membranas de glóbulos rojos por PEP 1. 

A) Western Blot de membranas de glóbulos rojos tratadas con HlyA (20 ug), HlyA:PEP 

1 y GR: PEP 1.  La relación molar HlyA: PEP 1 fue de 1:5 en ambos casos. El Western 

Blot se reveló con anticuerpos anti-HlyA (primera fila) y con anticuerpos anti β-actina 

(segunda fila) (N=2). B) El porcentaje de unión de HlyA se calculó como la relación de 

DO entre las bandas de HlyA y β-actina.  
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 La Figura 27 A muestra los espectros obtenidos para membranas tratadas 

con HlyA. Claramente, en el espectro de la muestra que contiene D/A se ve la 

disminución de la fluorescencia del D y un aumento de la fluorescencia del A, 

indicando que hay una transferencia de energía entre ellos. Por lo tanto, midiendo 

espectros similares, pero en presencia de diferentes relaciones molares HlyA:PEP 

1, se calculó la eficiencia FRET (E) (Figura 27 B). Los resultados indican que la 

presencia de PEP 1 disminuye la eficiencia FRET de forma dependiente de la 

concentración. A una relación molar toxina:péptido de 1:5 la disminución de la 

eficiencia de FRET causada por la presencia de PEP 1, es mayor cuando las 

membranas de GR se preincuban con el péptido. A una mayor relación molar de 

toxina:péptido (1:10) la disminución de la eficiencia de FRET es estadísticamente 

significativa para ambos tipos de preincubación, lo que indica una disminución de 

la oligomerización de HlyA.   

 

Figura 27. Inhibición  de  la oligomerización de la toxina por  PEP 1.  

A)Espectros de fluorescencia: en negro 𝐹480
𝐷/𝐴

, en verde 𝐹480
𝐷 , en rojo 𝐹530

𝐷/𝐴
 y en 

amarillo 𝐹530
𝐴 . B) Eficiencia de FRET para membranas de GR tratadas con HlyA (gris 

discontinuo) y HlyA:PEP 1 en relaciones molares 1:5 y 1:10. PEP 1 se preincubó con 

GR (gris) o con HlyA (negro).  
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5.4 Discusión 

 En el presente capítulo se estudió en profundidad el efecto inhibidor de 

PEP 1 sobre el proceso hemolítico de HlyA que habíamos observado en el 

capítulo 4. Este efecto se comprobó de dos maneras diferentes; preincubando 

primero la toxina con el péptido a diferentes proporciones molares de 

toxina:péptido y la otra preincubando GR con diferentes concentraciones de 

péptido. A juzgar por los resultados obtenidos, el efecto inhibidor del PEP 1 es 

más eficaz en la última estrategia experimental, siendo esta inhibición de cerca 

del 30% para una relación molar toxina:péptido de 1:10. También se observa una 

ligera inhibición cuando se preincuba HlyA con el péptido para la misma relación 

molar toxina:péptido, aunque es sólo de un 10%.  

 Si analizamos en detalle la curva de hemólisis de HlyA, vemos que ésta 

presenta una forma sigmoidea, con un tiempo lag definido que asociamos a la 

difusión de la toxina hacia la membrana. Luego la toxina se une, se inserta y 

oligomeriza en la membrana, para finalmente lisar el GR. Eso se evidencia con la 

forma sigmoidea (cooperativismo) de la curva, y la pendiente de esa caída 

representa la velocidad de hemólisis. Finalmente, la curva se estabiliza cuando ya 

no se lisan más GR (Herlax et al. 2010). A medida que la concentración de toxina 

disminuye el tiempo lag incrementa levemente, la velocidad de hemolisis 

disminuye y la cantidad de GR lisados a tiempo final es menor. Un ejemplo de las 

curvas de hemólisis típicas a diferentes concentraciones de HlyA se puede 

observar en la Figura 8 A. Un efecto similar se observa cuando HlyA es 

preincubada con PEP 1, indicando que menos toxina llega a la membrana (solo a 

una relacion molar HlyA:PEP 1 1:10). Por lo que podría existir una competencia 

entre la toxina y el péptido por unirse al GR, solo cuando la cantidad de péptido es 

alta. Por el contrario, cuando los GR son preincubados con péptido el tiempo lag 

no se modifica, pero sí la cantidad de GR que se lisan a los distintos tiempos. Es 

decir que existe una mayor inhibición de la hemólisis a medida que aumenta la 
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cantidad de péptido. En este caso, al preincubar los GR con el péptido, este 

podría unirse a la membrana e impidir la unión de la toxina.   

 En el capítulo anterior, demostramos que PEP 1 interacciona con 

membranas y con mayor afinidad con aquellas que contienen colesterol. Por lo 

tanto, podemos hipotetizar que PEP 1 interactúa y bloquea el acceso de HlyA a 

colesterol. Apoya esta hipótesis el hecho de que, aunque PEP 1 no sea hemolítico 

per se, induce un incremento de calcio intracelular en un 30% de las células 

tratadas, confirmando la interacción del péptido con membranas de GR. En 

cambio, ProHlyA, que podría tener esta región CRAC en el interior de su 

estructura compacta (Herlax et al. 2007), no induce un aumento de calcio. 

Además, se observa una disminución de un 35% en la unión de HlyA a GR 

cuando se preincuban los GR con el péptido, produciendo una disminución en la 

oligomerización de la toxina .  

 En conjunto, los resultados nos llevan a proponer un modelo para describir 

el mecanismo de inhibición de PEP 1 sobre la capacidad hemolítica de HlyA. El 

péptido CRAC estaría interactuando con el colesterol de la membrana de GR, 

bloqueando el acceso de la toxina e inhibiendo su capacidad de unión a la 

membrana, de oligomerización, y la posterior lisis de los GR.  

 Un mecanismo similar también se describió para un péptido CRAC 

derivado de LtxA de Aggregatibacter actinomycetemcomitans, otro miembro de la 

familia de toxinas RTX (Brown et al. 2013, Brown et al. 2016, Koufos et al. 2016). 

En primer lugar, mediante ensayos de SPR con mutantes de LtxA, se demostró 

que un sitio CRAC de la región N terminal de esta toxina es responsable de la 

unión a colesterol (Brown et al. 2013). Luego, se encontró que un péptido 

correspondiente a ese sitio CRAC inhibe la actividad de LtxA, en células THP-1 y 

Jurkat, mediante el bloqueo de la unión de la toxina al colesterol de la membrana 

(Brown et al. 2013, Brown et al. 2016). Teniendo esto en cuenta, es que la 
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utilización de péptidos CRAC o CARC conservados en la familia de toxinas RTX, 

se presenta como una idea interesante para inhibir su actividad. 

 Estos resultados son alentadores ya que como se mencionó anteriormente, 

la implementación de terapias nuevas y alternativas contra UPEC es necesaria 

debido al incremento de cepas resistentes a los antibióticos. Las estrategias 

antitoxinas son especialmente útiles para aquellos pacientes en los que la terapia 

antibiótica está contraindicada, como en las mujeres embarazadas.  Además, 

estos péptidos proporcionan una actividad específica y dirigida y no producirían 

efectos secundarios negativos asociados a los antibióticos tradicionales (Krueger 

et al. 2019). En este sentido, cabe resaltar que, aun siendo las UPEC 

responsables de un 80% de las UTI, y siendo HlyA el principal factor de virulencia 

de estas cepas, actualmente no existen terapias anti-HlyA aprobadas.   
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Capítulo 6.  Construcción de una 

inmunotoxina compuesta por una región 

citotóxica de HlyA y anti-trop-2 
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6.1 Introducción 

 De acuerdo con el Observatorio Global del Cáncer (Globocan) en el año 

2020 se diagnosticaron alrededor de 19 millones de casos nuevos de cáncer en el 

mundo, y murieron casi 10 millones de personas a causa de esta enfermedad 

(Ferlay J 2020). Particularmente Argentina, se encuentra dentro de los países del 

mundo con incidencia de cáncer media-alta. En ese mismo año se diagnosticaron 

130.878 casos nuevos de cáncer. Tanto en Argentina, como en el mundo, los 

tipos de cáncer con mayor incidencia son los de mama, pulmón y colorrectal.  

 Los tratamientos tradicionales para esta enfermedad son cirugía, 

radioterapia y quimioterapia. Muchos esfuerzos se han hecho para encontrar 

terapias más específicas contra el cáncer y así causar menos efectos secundarios 

en los pacientes; como por ejemplo la terapia hormonal, los antiangiogénicos, la 

ablación térmica, la hipertermia magnética, las terapias con células madre y la 

inmunoterapia, entre otras (Pucci et al. 2019, Debela et al. 2021).  En este 

contexto, hace más de 100 años el químico alemán Paul Ehrlich concibió la teoría 

de la “bala mágica”, que consistía en dirigir una droga específicamente hacia el 

agente causante de enfermedad (Strebhardt et al. 2008). Esta teoría evoluciono 

con los años y dio lugar a lo que actualmente se conoce como conjugados droga-

anticuerpo (ADC, del inglés antibody-drug conjugates), que se encuentran dentro 

de las terapias más avanzadas y específicas para el tratamiento del cáncer. Los 

ADC están compuestos por un agente citotóxico conjugado a un anticuerpo contra 

un biomarcador de células tumorales. Hasta el momento, 14 ADC se aprobaron 

por la Administración de Alimentos y Medicamentos (FDA) de Estados Unidos y 

otras agencias para su uso clínico (Fu et al. 2022). 

 Un tipo específico de ADC son las inmunotoxinas (IT), que como su 

nombre lo indica, están compuestas por una toxina conjugada a un anticuerpo. La 

primer IT se construyó en 1978, y durante los años se perfeccionó la construcción 
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de las mismas para mejorar su eficacia, generando  así distintas generaciones de 

IT (Thorpe et al. 1978, Antignani et al. 2013): 

• La primera generación de IT consiste en la conjugación química de una 

toxina completa a un anticuerpo de ratón anti-TRF (receptor de 

transferrina) (FitzGerald et al. 1986). Este tipo de IT presentan desventajas 

como la baja especificidad, alta inmunogenicidad, heterogeneidad química 

y eran poco estables.  

• La segunda generación consiste en conjugados químicos entre toxinas con 

su dominio de unión celular delecionado, y un anticuerpo. En este caso se 

mejoró su especificidad, pero siguen siendo químicamente heterogéneas y 

su gran tamaño les impede penetrar en los tumores sólidos. 

• La tercera generación de IT se sintetiza por técnicas de biología molecular, 

y consiste, también, en una toxina sin su dominio de unión celular seguida 

por la región variable (Fv) de un anticuerpo. De esta manera también se 

logra disminuir el tamaño del anticuerpo utilizado.  Esta generación avanzó 

enormemente ya que produce IT homogéneas y de menor tamaño, así 

como también se disminuyen sus costos de producción.  

• Actualmente se desarrollan IT de cuarta generación, en la cual se utilizan 

anticuerpos humanizados fusionados con proteínas citotóxicas humanas, 

como proteínas proapoptóticas. Estas IT presentaron menos 

inmunogenicidad (Mathew et al. 2009, Jordaan et al. 2018).  

• Actualmente se está conformando una quinta generación de IT en la cual 

se utilizan nanoanticuerpos. Estos anticuerpos simples y pequeños son 

producidos por camélidos y están compuestos sólo por la porción variable 

de una cadena pesada. Presentan un peso molecular de 12-15 kDa, su 

pequeño tamaño mejora la capacidad de penetración de la IT (Cao et al. 

2020). 
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 En la actualidad existen 3 IT aprobadas por la FDA para el tratamiento del 

cáncer, todas ellas dirigidas hacia cánceres hematológicos (Kim  et al. 2020). 

Aunque muchos de los problemas que presentaban las IT ya se han superado 

todavía restan por mejorar su actividad inespecífica en células normales, su 

inmunogenicidad y la baja penetrabilidad  en tumores sólidos (Kim  et al. 2020). 

6.1.1. Inmunotoxinas formadoras de poros para el tratamiento de tumores 

sólidos 

 Existen distintos tipos de mecanismos mediante los cuales las IT inducen la 

muerte de la célula target como, por ejemplo, la inducción de vías apoptóticas, la 

regulación de procesos de génesis tumoral y la supresión de la progresión 

tumoral. Las tres IT aprobadas actualmente para su uso por la FDA están 

compuestas por fragmentos de la toxina diftérica (DT) de Corynebacterium 

diphtheria o de exotoxina A (PE38) de Pseudomonas aeruginosa; ambas toxinas 

actúan inhibiendo la síntesis proteica de la célula target (Khoshnood et al. 2022). 

Estas IT actúan intracelularmente, el anticuerpo se une al antígeno de la célula 

target, la IT es internalizada y ejerce su acción en el citoplasma (Kim  et al. 2020). 

Uno de los principales problemas que presentan este tipo de IT es que una vez 

internalizadas la mayor parte se dirige a los lisosomas, donde es degradada. 

 Como se mencionó anteriormente, las IT actualmente aprobadas para su 

uso actúan contra cánceres hematológicos y no existen IT aprobadas para 

tumores sólidos, aunque algunas se encuentran en ensayos clínicos (Kim  et al. 

2020).  Esto es debido a que el tejido de los tumores sólidos es más compacto y 

tiene poca vasculatura, lo que dificulta el acceso de las IT desde los vasos 

sanguíneos (Kim  et al. 2020). 

 Teniendo estas problemáticas en cuenta es que la utilización de toxinas 

formadoras de poros para la construcción de IT aparece como una opción para el 

tratamiento de tumores sólidos. Este tipo de toxinas aumenta selectivamente la 
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permeabilidad de las células target y podría potenciar los efectos de otras drogas 

anti cáncer permitiendo su acceso al citoplasma; así como también exponer 

células internas de tumores sólidos donde no llegan otros tipos de drogas (Tejuca 

et al. 2004). La familia de las actinoporinas es la que más se ha estudiado para 

crear este tipo de IT (Avila et al. 1988, Tejuca et al. 1999, Tejuca et al. 2004, 

Tejuca et al. 2009). Uno de los problemas que presentaron este tipo de toxinas 

fue su capacidad para actuar sobre una amplia cantidad de tipos celulares, por lo 

que los últimos avances se dedicaron a inhibir la actividad inespecífica de este 

tipo de IT. Por ejemplo, Mutter et. al. diseñaron una IT con la actinoporina 

Fragaceatoxin C (FraC), logrando inhibir su interacción con esfingomielina (Mutter 

et al. 2018). Para lograrlo, unieron la IT a una proteína soluble, mediante un sitio 

de reconocimiento para furina, una proteasa sobreexpresada en muchos tipos de 

cáncer. Por lo tanto, la IT puede ser activada al estar en contacto con furina, y 

producirse el clivado de la proteína soluble. Yee et. al., utilizo un mutante de la 

toxina Hydra actinoporin-like toxin 1 (HALT-1) secretada por Hydra magnipapillata 

para la construcción de una IT (Teo et al. 2021). A este mutante se le eliminó el 

sitio afín por la esfingomielina, y así perdió su efecto inespecífico sobre células 

normales. Estos ejemplos constituyen los últimos avances en la utilización de IT 

con toxinas formadoras de poro. 

6.1.2. Biomarcadores de tumores sólidos 

 Para la construcción de IT se utilizan anticuerpos monoclonales dirigidos 

contra proteínas de superficie que se encuentran sobreexpresadas en células 

tumorales. Por lo general estas proteínas están asociadas al crecimiento tumoral, 

la proliferación o metástasis. Para el tratamiento de tumores sólidos, atrajo una 

gran atención como antígeno target de las IT la proteína trop-2, también conocida 

como transductor de señales de calcio asociado a tumores 2 (TACSTD2) (Zaman 

et al. 2019). Esta proteína, se presenta como un candidato ideal para terapias 

dirigidas ya que es una glicoproteína de superficie reguladora de procesos de 

proliferación y transformación de células tumorales, que se encuentra 
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sobreexpresada en tumores malignos como cáncer de mama, de colon, de 

páncreas y gástrico (Goldenberg et al. 2018) y su nivel de expresión en los 

tumores se correlaciona con el mal pronóstico de los pacientes (Trerotola et al. 

2013, Zeng et al. 2016).  

 Actualmente solo dos ADC dirigidos contra trop-2 se han estudiado en 

ensayos clínicos. Uno es Sacituzumab govitecan, un ADC compuesto por un 

anticuerpo humanizado anti-Trop-2 conjugado a SN-38, un inhibidor de la 

topoisomerasa I. Este ADC fue el primero de su clase aprobado por la FDA para 

su uso en carcinomas mamarios metastásicos y uroteliales, que ya se han tratado 

previamente (Goldenberg et al. 2020). El otro es RN927C, en el cual el anticuerpo 

anti-Trop-2 está acoplado a un derivado de auristatina, un inhibidor de 

microtúbulos. Las terapias dirigidas contra trop-2 han demostrado la supresión de 

tumores tanto en modelos animales como en ensayos clínicos con humanos. Su 

combinación con otras terapias en ensayos preclínicos también ha presentado 

resultados prometedores (Zaman et al. 2019). Aunque existen algunos ensayos 

con IT dirigidas contra trop-2, no se han estudiado IT con toxinas formadoras de 

poro conjugadas a trop-2 para el tratamiento de tumores sólidos. 

 Teniendo en cuenta los antecedentes descriptos y los resultados obtenidos 

en el capítulo 4, proponemos como objetivo del presente capítulo la construcción 

de una IT, compuesta por un péptido correspondiente al dominio de inserción de 

la toxina formadora de poros HlyA y un anticuerpo anti-trop-2. 
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6.2 Materiales y Métodos 

6.2.1. Cultivo de líneas celulares 

 Como modelo de células tumorales utilizamos la línea tumoral MCF-7. Esta 

línea se aisló de tejido mamario epitelial de una paciente con adenocarcinoma 

mamario metastásico. Es una línea dependiente de estrógeno, y es la línea 

celular mamaria tumoral más estudiada en el mundo. La línea celular Jurkat, de 

linfocitos T, se utilizó como control con baja expresión de trop-2 (Wang et al. 

2023). Esta línea se obtuvo de la sangre periférica de un paciente con leucemia 

linfoide aguda. 

 Las células se cultivaron en el medio DMEM-F12 (Hyclone), suplementado 

con 10% (v/v) de suero fetal bovino (Natocor), con L-glutamina 2 mM (EMEVE 

medios) y con antibiótico-antimicótico (Sigma). Se mantuvieron a 37°C, con 5% de 

CO2. Para el subcultivo de las células MCF-7, se retiró el medio de cultivo, se lavó 

la monocapa celular con PBS, y se agregó 1 ml de Tripsina-EDTA (Sigma). Se 

inactivó la tripsina por la adición de 4 ml de medio de cultivo, luego se 

centrifugaron las células y se diluyeron en medio de cultivo nuevo. Finalmente, se 

colocó 1 ml de las células en 5 ml de medio de cultivo en un frasco nuevo. Las 

células se subcultivaron cada 4 días. Las células Jurkat crecen en suspensión, 

por lo tanto, su subcultivo consistió en el descarte y agregado de medio nuevo, 

manteniendo el número de células entre 1x105 y 1x106 por ml. 

6.2.2. Medidas de viabilidad celular 

 El ensayo de reducción de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5,-difenil 

tetrazolio (MTT) es utilizado para medir la actividad metabólica celular (Mosmann 

1983, Denizot et al. 1986). La enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa es 

capaz de reducir el MTT a formazán, un compuesto insoluble de color azul. La 

presencia de esta enzima refleja la funcionalidad mitocondrial de las células 

tratadas, y por ende el número de células viables. Por lo tanto, la cuantificación 
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colorimétrica de formazán se puede utilizar para medir la citotoxicidad de diversos 

compuestos.  Para realizar el ensayo se sembraron 2x104 células por pocillo, en 

placas de 96 pocillos. Se incubó la placa por 24 hs. para permitir que las células 

se adhieran a la superficie. Luego se descartó el medio y se trató a las células con 

distintas concentraciones de péptido, toxina o inmunotoxina; diluídas en medio de 

cultivo. Pasadas las 24 hs. de tratamiento, se lavaron las células con PBS y se 

incubaron con MTT (0,5 mg/ml) por 2 hs. Los cristales de formazán se disolvieron 

con DMSO por 15 min., y se midió la DO a 560 nm. La viabilidad celular se calculó 

como el porcentaje de DO560 respecto del control sin tratar. Como control positivo 

se utilizaron células tratadas con tritón-X100. 

 En el caso de las células Jurkat, todos los pasos que requerían retirar el 

medio de los pocillos fueron precedidos por una centrifugación de la placa (200 g 

5 min) para precipitar las células. 

6.2.3. Clonado del dominio de inserción de HlyA 

 El protocolo de clonado del dominio de inserción de HlyA se desarrolló 

como se grafica en la Figura 28. Se realizaron los siguientes pasos: 

1. Obtención del plásmido donor (psF4000) y aceptor (pET28a). 

2. Amplificación del inserto correspondiente al dominio de inserción de HlyA. 

3. Digestión enzimática del inserto y del plásmido aceptor. 

4. Ligación del inserto y el plásmido aceptor. 

5. Transformación del plásmido recombinante en bacterias.  

 Plásmidos utilizados. Para la obtención del inserto correspondiente al 

extremo N-terminal de HlyA se utilizó el plásmido pSF4000, que corresponde a 

una construcción recombinante formada por el operón hlyCABD clonado en el 

plásmido vector pACYC184 mediante la enzima de restricción Sal I. El mismo 

posee resistencia contra cloranfenicol, y tiene un total de 12456 bp (Welch et al. 

1983).  
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Figura 28. Esquema de los pasos de clonado molecular del dominio de inserción de 

HlyA. 
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 Como vector aceptor se eligió el plásmido pET28a (Novagen), que posee 

una secuencia de 6 histidinas (His-tag) para su posterior purificación. La Figura 29 

muestra un mapa de su sitio de clonado. El plásmido de 5369 pb presenta 

resistencia a kanamicina. 

 

 Obtención de plásmidos en escala analítica (minipreps). Se obtuvieron 

los plásmidos (donor y aceptor) puros y en cantidad suficiente, utilizando el kit 

“High Purity Plasmid Miniprep Kit” (Dongsheng Biotech) siguiendo el protocolo 

sugerido por el fabricante. Se inocularon 5 ml de medio LB con antibiótico, con 

bacterias transformadas con los plásmidos correspondientes, se dejaron crecer 

durante la noche a 37°C en agitación. Se centrifugaron los cultivos (10 min a 4000 

g), y se obtuvieron las bacterias precipitadas. Se resuspendieron completamente 

en 250 µl de la solución de resuspensión. Se agregaron 250 µl de solución de lisis 

y se mezcló por inversión 5 veces hasta que la solución se volvió viscosa y clara. 

Se agregaron 350 µl de la solución de neutralización y se mezcló inmediatamente 

5 veces por inversión.  Se centrifugó por 10 min a 14,000 g para precipitar restos 

celulares y el ADN cromosomal. Se transfirió el sobrenadante a la columna 

suministrada, se centrifugó por 1 min, y se descartó el eluato. Se agregaron 500 µl 

 

Figura 29. Mapa del sitio de clonado del plásmido pet28a. 
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de la solución de lavado I, se centrifugo por 1 min a 14,000 g y se descartó el 

eluato. Se repitió el procedimiento con la solución de lavado II, 2 veces. Se 

centrifugó durante 1 min para eliminar los restos de solución de lavado. Se 

transfirió la columna a un tubo de microcentrífuga limpio, se agregaron 50 µl de 

agua Milli Q estéril, se incubó por 2 min y se eluyó el plásmido centrifugando por 2 

min a 14,000 g. Se cuantificó el ADN plasmídico por espectrofotometría usando el 

equipo NanoDrop 2000c (Thermo Scientific). Para cuantificar ADN doble cadena 

se midió la DO a 260 nm y utilizando el factor de conversión 1 DO = 50 μg/ml se 

calculó la concentración. Se evaluó la integridad y peso molecular de los 

plásmidos obtenidos por electroforesis en gel de agarosa. 

 Electroforesis en gel de agarosa. Se utilizó esta técnica para analizar la 

integridad y el peso molecular de distintos fragmentos de ADN. Se prepararon 

geles de 1% de agarosa en buffer TBE (Tris-borato 90 mM, EDTA 2 mM, pH=8) y 

se agregó 1 μl de Bromuro de Etidio (10 mg/ml) para evidenciar la presencia de 

ácidos nucleicos en un transiluminador UV. Las corridas se realizaron a 100V 

durante el tiempo necesario para la correcta separación del ADN. Las muestras 

se sembraron agregando la cantidad correspondiente de “6X Gel Loading dye” 

(Dongsheng Biotech) y en cada corrida se utilizó el marcador de peso molecular 

“500 bp Ladder” (Dongsheng Biotech).  

 Amplificación del inserto. Para obtener el inserto en grandes cantidades, 

se realizó una Reacción de polimerización en cadena (PCR) utilizando como 

templado el plásmido psF4000 que contiene el operón de HlyA. Se diseñaron los 

cebadores (primers) para amplificar del dominio de inserción de HlyA, 

comprendido entre los aminoácidos 177 y 416. A los primers se les agregaron en 

sus extremos, secuencias correspondientes a sitios de restricción para las 

enzimas NDeI y HindIII (en el primer delantero y reverso respectivamente), y una 

señal de stop. Los primers fueron sintetizados por la empresa Macrogen y sus 

secuencias son las siguientes:  
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                                          NdeI 

Delantero: 5´-GGAATTCCATATGTCTGAACTGGCAAAAGCGAGT-3´ 

                                     STOP 

Reverso: 5´-TTAAAGCTTACATTGCCTGTTTTGAAGCCTCA-3´ 

                              HindIII 

 La PCR se realizó utilizando las siguientes cantidades de reactivos: 100 ng 

del templado (miniprep pSF4000), 1 μM de cada primer, 0,1 μl de EasyTaq DNA 

Polymerase (TransGen Biotech), 1 μl de 10X Buffer (c/20mM MgCl2), y 250 μM de 

cada dNTP; en un volumen final de 10 μl. El ciclado consistió en una 

desnaturalización inicial de 2 min a 94°C, 35 ciclos de: una desnaturalización de 

30 seg a 94°C, una renaturalización (annealing) de 45 seg a 66°C y una extensión 

de 1 min a 72°C, por último, una extensión final de 5 min a 72°C. Luego se 

corroboró la correcta amplificación del inserto mediante un gel de agarosa.  

 Digestión con enzimas de restricción. Se realizó la digestión con las 

enzimas de restricción NDeI y HindIII (Promega) del producto de PCR (inserto) y 

del plásmido pET28a (aceptor). Se prepararon las mezclas de reacción descriptas 

en la primera sección de la Tabla 5. Primero se incubó con la enzima NdeI y el 

buffer D (Promega) durante la noche a 37°C, y al día siguiente se agregó en el 

mismo tubo de reacción el buffer E y la enzima HindIII (Promega). La mezcla se 

incubó durante 2 hs a 37°C. El producto de la digestión se corrió en un gel de 

agarosa, se cortó la banda correspondiente y se purificó utilizando un “Gel 

Extraction Kit” (Dongsheng Biotech), siguiendo el protocolo del fabricante.   
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Ligación del inserto y plásmido aceptor. Se preparó la mezcla de ligación 

según se describe en la Tabla 6, incubándose durante 1 hora a 25°C. Se 

ensayaron las relaciones molares inserto:plásmido: 1:10, 1:25, 1:50. 

 La correcta ligación se analizó mediante PCR utilizando primers T7, los 

cuales hibridan en los extremos de la zona de clonado (Figura 29). El producto de 

la ligación se purificó utilizando la columna “Quick Gel Extraction Column” 

(Dongsheng Biotech). 

Tabla 6. Ligación del plásmido e inserto. 

Reactivos Cantidades 

Plásmido 23,5 μg 

Inserto Según relación inserto:plásmido 

T4 DNA Ligase  

(TransGen Biotech) 

2 μl 

Buffer 5X 5 μl 

H2O c.s.p. 25 μl 

 

Tabla 5. Digestión con enzimas de restricción del inserto y del plásmido aceptor. 

Digestión del plásmido aceptor Digestión del Inserto 

pET 28a  1ug Producto PCR 1 μg 

Buffer D 10X  2,5 μl  Buffer D 10X  1 μl  

BSA (10 μg/μl) 0.25 μl  BSA (10 μg/μl) 0.1 μl  

NDeI  0,5 μl  NDeI  0,5 μl  

H2O  c.s.p. 25 μl H2O  c.s.p. 10 μl 

Buffer E 10X  2,5 μl Buffer E 10X  1 μl 

HindIII   0,5 μl HindIII  0,5 μl 
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 Transformación por electroporación. La construcción recombinante se 

transformó en células E. coli DH5α electrocompetentes mediante un 

electroporador (Electroporador BioRad, modelo MicropulserTM). Para obtener las 

bacterias  competentes se agregaron 4 u 8 μl de las construcciones obtenidas a 

100 μl de bacterias, y se les aplicó un pulso de 1,8 kV. Las bacterias se 

recuperaron durante 1 hora a 37°C en 600 μl de medio SOC (2 % de triptona, 0,5 

% de extracto de levadura, 10 mM de NaCl, 2,5 mM de KCl, 10 mM de MgCl2, 10 

mM de MgSO4 y 20 mM de glucosa). Luego se sembraron en placas de LB agar 

con kanamicina y se incubaron a la misma temperatura durante toda la noche. 

 Análisis de la construcción. Se realizaron minipreps de las colonias 

obtenidas y se evaluó la presencia de la construcción realizando una PCR con 

primers T7. Las construcciones obtenidas fueron secuenciadas por la empresa 

Macrogen.  

 Conservación de la construcción recombinante. Las E. coli DH5α 

transformadas se guardaron en 16% v/v glicerol a -80°C. También se transformó 

la construcción en bacterias de expresión E. coli BL21, que se conservaron de 

igual forma. 

6.2.4. Purificación del dominio de inserción de HlyA 

 Se inocularon las bacterias E. coli BL21 transformadas con la construcción 

en 10 ml de medio LB con kanamicina (50 μg/ml), y se incubaron durante la noche 

a 37°C y con una agitación de 250 rpm. El cultivo saturado se diluyo en un 1L de 

medio LB con kanamicina (50 μg/ml), y se incubo en las mismas condiciones 

hasta que la DO a 600 nm fue de 0,7. Luego se agregó IPTG (Roche) a una 

concentración final de 1mM y se incubó por 2 hs. más. Posteriormente, se 

precipitaron las bacterias a 6500g por 15 min a 4°C. El pellet se resuspendió en 

50 ml de Tris-HCl 20 mM pH 7.5 frío con inhibidor de proteasas (Sigma). Luego, 

se lisaron las células por sonicación durante 5 min en hielo (Branson sonifier 450) 
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y se centrifugaron a 14000 g por 10 min para separar la fracción soluble de la 

insoluble. Se resuspendió el pellet en 5 ml de buffer de desnaturalización (Tris 20 

mM, NaCl 300 mM NaCl, pH 7,4, 8M Urea), y se solubilizó por inversión por 1 h. a 

4ºC. Se centrifugó a 14000 g por 10 min a 4ºC y se guardó el sobrenadante para 

ser purificado.  

 Se equilibró una columna de 2 ml de Ni-NTA Superflow (Quiagen) con el 

buffer de desnaturalización, se pasó la muestra, se lavó con 8 ml de buffer de 

lavado (Tris 20 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 20 mM, pH 7,4, 8M Urea) y se eluyó 

la proteína con 5ml de buffer de elución (Tris 20 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 0.5 

M, pH 7,4, 8M Urea). La purificación se realizó a un flujo de 0,7 ml/min y se 

tomaron muestras de 500 μl. La eficacia de todos los pasos de expresión y 

purificación del péptido se evaluó con un SDS-PAGE 12%. Las fracciones con la 

proteína purificada se concentraron en buffer sin imidazol (Tris 20 mM, NaCl 300 

mM, pH 7,4, 8M Urea) mediante un concentrador de proteínas con una membrana 

de celulosa con un punto de corte de 15.000 kDa (Amicon, Millipore) y se 

guardaron a -20°C. Previo a cada ensayo el péptido se renaturalizó mediante 

diálisis en buffer TC o PBS, sin urea. 

6.2.5. Construcción de la inmunotoxina 

 Para realizar la conjugación del péptido correspondiente al dominio de 

inserción de HlyA y el anticuerpo anti-trop-2, se utilizó el crosslinker succinimidil-4-

(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato (SMCC, Sigma). Este crosslinker 

posee una longitud media de 8,3 Å. Es un crosslinker heterobifuncional, ya que 

posee grupos éster NHS y maleimida reactivos a grupos aminos y sulfhidrilos, 

respectivamente. Se utilizó el anticuerpo anti-trop-2 (B-9) (sc-376746, Santa Cruz 

Biotechnology), correspondiente a un anticuerpo IgG1 monoclonal de ratón contra 

los aminoácidos 141-225 pertenecientes a una región extracelular de trop-2 de 

origen humano. 
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 Primero, se incubó el péptido con SMCC a una relación molar 1:5, en PBS 

durante 1:30 hs. a temperatura ambiente. El exceso de crosslinker no unido se 

removió utilizando una columna rellena con Sephadex® G-25 (PD-10 desalting 

columns, Cytiva). Las fracciones se cuantificaron mediante la técnica de Bradford. 

Luego se incubó la fracción que contenía péptido-SMCC con el anticuerpo anti-

trop-2 en una relación molar 6:1 durante 2 hs. a temperatura ambiente. La IT se 

concentró utilizando un concentrador de proteínas con una membrana de celulosa 

con un punto de corte de 15 kDa (Amicon, Millipore). 

  



119 

 

6.3 Resultados 

 Considerando los resultados del Capítulo 4, que nos indican que el péptido 

CARC (PEP 2), perteneciente al dominio de inserción en membrana de HlyA, es 

hemolítico decidimos continuar estudiando su actividad con el objetivo de utilizarlo 

para la construcción de una IT para el tratamiento del cáncer de mama. 

6.3.1. Actividad citotóxica de PEP 2 en la línea celular MCF-7 

 Se estudió la citotoxicidad de PEP 2 en la línea celular tumoral de mama 

MCF-7, mediante el ensayo de reducción de MTT. La Figura 30 muestra que tanto 

HlyA como PEP 2 inducen la muerte celular de MCF-7 luego de 24 hs. de 

tratamiento. Los valores de IC50 son de 2,3 nM y 1,7 mM para HlyA y PEP 2, 

respectivamente. Siendo el IC50 de PEP 2 6 órdenes de magnitud mayor que el de 

HlyA. Efecto similar a lo que se observó en la hemólisis de GR (Figura 22). 

 Teniendo en cuenta que la concentración citotóxica de PEP 2 es 

demasiado alta como para construir una IT eficaz, decidimos estudiar el dominio 

de inserción completo de HlyA con este fin. No se utilizó HlyA ya que IT de menor 

tamaño pueden penetrar mejor en tumores sólidos. 
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6.3.2. Clonado del dominio de inserción de HlyA 

 En primer lugar, se realizó el clonado del péptido correspondiente al 

dominio de inserción de HlyA, utilizando técnicas de biología molecular, como se 

detalla en la sección 6.2.3. y en la Figura 28.  

 En la Figura 31 A se observa la correcta amplificación por PCR del dominio 

de inserción de HlyA, ya que se obtuvo el amplicón esperado de 717 pb. Luego se 

realizó la ligación del producto de PCR (inserto) y del plásmido pET28a (aceptor), 

utilizando primers T7. Estos primers hibridan en los extremos de la zona de 

clonado del plásmido pET28a, por lo tanto, si el plásmido se encuentra vació el 

amplicón generado debería ser de 318 pb. Por otro lado, si el inserto ligó 

 

Figura 30. Citotoxicidad de PEP 2 en la línea celular MCF-7. 

Curva de porcentaje de viabilidad celular de MCF-7 en función de la concentración 

de HlyA (negro) y PEP 2 (blanco) luego de 24 hs. de tratamiento. 
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correctamente, el amplicón tendría un peso de 992 pb correspondiente a la 

distancia entre los sitios de hibridación de los primers T7 más la secuencia del 

inserto. En la Figura 31 B se observa que la ligación fue exitosa ya que se 

obtuvieron los amplicones esperados. 

 Finalmente, procedimos a transformar por electroporación bacterias E. coli 

DH5α con esta construcción. De las colonias obtenidas se seleccionaron 5 al 

azar, se realizaron minipreps y se evaluó la presencia de la construcción 

realizando una PCR con primers T7. Se observa en la Figura 31 C que las 5 

colonias presentan el inserto de 992 pb en el sitio de clonado del vector, y como 

control se observa que el plásmido vacío da el amplicón esperado de 318 pb.  

 Para corroborar que el inserto fuera el esperado se secuenciaron las 5 

construcciones obtenidas. En el Anexo II se muestran los resultados de 

secuenciación de una de las colonias. Dado que los resultados de la 

secuenciación fueron los esperados, se procedió a conservar las construcciones 

en bacterias de clonado y expresión (E. coli DH5 α y BL21). 
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6.3.3. Expresión y purificación del dominio de inserción de HlyA 

 Posteriormente se procedió a poner a punto la expresión del péptido. En la 

Figura 32 se muestra su secuencia aminoacídica, traducida in silico a partir de los 

resultados de secuenciación de DNA, el péptido tiene 265 aminoácidos, un peso 

de 27,1 kDa, y posee un sitio His-tag, presente a continuación del extremo N-

terminal de la secuencia del péptido. 

  

 

Figura 31. Clonado del dominio de inserción de HlyA.  

A) PCR del inserto: 1- 500 bp Ladder, 2- Dominio de inserción de HlyA (717 pb). B) 

Control de la ligación (PCR con primers T7): 1- 500 bp Ladder, 2- pET28a vacío (318 

pb), 3- ligación plásmido:inserto 1:10 (992 pb). C) Control de la transformación (PCR 

con primers T7): 1- 500 bp Ladder, 2 al 6- colonias elegidas al azar (992 pb) 7- 

pET28a vacío (318 pb). 
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 La expresión del péptido se realizó como se detalla en la sección de 

materiales y métodos 6.2.4. La Figura 33 A muestra un SDS-PAGE 12% con los 

perfiles proteicos de muestras obtenidas en los distintos pasos del proceso de 

expresión. En las calles 1 y 2 se observan muestras de las bacterias inducidas o 

no con IPTG. Como se esperaba, se observa una banda cerca de los 25 kDa 

correspondiente al péptido, en el caso de las bacterias inducidas. En las calles 3 y 

4 se observan las proteínas solubles y las presentes en el pellet, luego de que las 

bacterias fueran sonicadas y centrifugadas. El péptido se observa mayormente en 

el pellet, indicando que se encuentra en cuerpos de inclusión. Por lo tanto, el 

próximo paso consistió en su solubilización con urea 8 M, que se observa en la 

calle 5.  

 Luego de que se puso a punto la expresión del péptido, se lo purificó por 

cromatografía de afinidad con una resina cargada con níquel, a la cual se unen 

proteínas con un extremo His-tag. En la Figura 33 B se observan muestras de los 

 

Figura 32. Secuencia aminoacídica resultante de la traducción in sílico del plásmido 

recombinante generado. 

La secuencia corresponde al dominio de inserción de HlyA con una cola de 6 His en 

su extremo N-terminal.  
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eluatos de la columna de níquel. En la calle 1 se observa el péptido que se 

sembró en la columna, en la calle 2 la muestra que eluyó de la columna. En la 

calle 3 el eluato luego de los lavados y en las calles 4 a 8 el péptido eluído con 

imidazol 0.5 M. Se puede observar que el péptido se obtuvo en grandes 

cantidades y con una alta pureza en las fracciones 5 y 6 de elución. 
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Figura 33. Expresión y purificación del dominio de inserción de HlyA. 

A) SDS-PAGE 12% Calle: Std- Estándar de peso molecular 1- Bacterias sin inducir 2- 

Bacterias luego de 2 hs. de inducción con IPTG 3- Porción soluble luego de sonicar 

las bacterias 4- Porción insoluble luego de sonicar las bacterias 5- Proteínas 

solubilizadas con urea 8M. B) SDS-PAGE 12% Calle: Std- Estándar de peso molecular 

1- Muestra sembrada 2- Muestra eluída 3- Lavados 4-8- Elución con imidazol 0.5 M. 

Las bandas correspondientes al péptido se muestran con un recuadro azul.  
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6.3.4. Actividad hemolítica y citotóxica del péptido  

 Una vez expresado y purificado el péptido, procedimos a estudiar su 

actividad lítica. Los resultados indican que el péptido no es hemolítico en las 

concentraciones ensayadas (Figura 34 A), pero si disminuye la viabilidad de 

células MCF-7 (Figura 34 B) presentando un valor de IC50 3 órdenes menor que 

PEP 2 (Figura 30). Con lo cual logramos aumentar su efectividad además de 

aumentar la cantidad de péptido obtenido, con respecto a la síntesis química. 

 Estos resultados son alentadores para utilizar el péptido, correspondiente 

al dominio de inserción de HlyA, para la construcción de una IT, ya que no 

presenta actividad hemolítica, pero si actividad citotóxica. 
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Figura 34. Actividad citolítica del péptido en glóbulos rojos humanos y en la línea 

celular MCF-7. 

A) Porcentaje de hemolisis de GR humanos luego de 30 min de tratamiento con 

diferentes concentraciones de HlyA (blanco) y el péptido (negro). B) Porcentaje de 

viabilidad celular (respecto del control sin tratar) de células MCF-7 tratadas durante 24 

hs. con HlyA (blanco) y el péptido (negro).  
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6.3.5. Construcción de la inmunotoxina 

 Para la construcción de la IT, el péptido correspondiente al dominio de 

inserción en la membrana de HlyA se conjugó al anticuerpo anti-trop-2, utilizando 

el crosslinker SMCC. Teniendo en cuenta que el péptido carece de cisteínas, al 

incubar en un primer paso el péptido con el SMCC se espera que este último se 

una a través del extremo éster NHS a los grupos aminos libres del péptido. 

Teniendo en cuenta el pKa de los grupos aminos de las proteínas, a pH entre 7-9 

se espera que la reacción de conjugación ocurra principalmente con el grupo 

amino del N-terminal del péptido. Luego, se realizó la conjugación del extremo 

maleimida del SMCC a los sulfhidrilos presentes en el anticuerpo. En la Figura 35 

A se observa un SDS-PAGE 12% en el que se corrió en la calle 1 el producto final 

de la conjugación, se observan dos bandas cercanas a los ≈25 kDa que 

corresponden a las cadenas livianas del anticuerpo (25 kDa) y al péptido libre 

(27,5 kDa). También se observan dos bandas cercanas a los ≈50 kDa que 

probablemente corresponden a las cadenas pesadas del anticuerpo (50 kDa) y al 

péptido conjugado a la cadena liviana del anticuerpo (52,5 kDa). En la calle 2 de 

la Figura 35 se observa la IT luego de ser concentrada.    
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6.3.6. Actividad citotóxica de la inmunotoxina 

 Una vez construida la IT, procedimos a evaluar su actividad citotóxica en la 

línea celular MCF-7. El valor de IC50 obtenido para la IT es de 1,2 μM, más de 15 

veces menor al del péptido sin conjugar (Figura 36). Este resultado nos podría 

indicar que el anticuerpo direcciona al péptido hacia la célula target, aumentando 

su capacidad citotóxica.  

  

  

 

Figura 35. Construcción de la inmunotoxina. 

SDS-PAGE 12% Std: estándar de peso molecular, Calle 1: IT, Calle 2: IT concentrada.  
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 Finalmente, con el objetivo de estudiar la especificidad de la IT se estudió 

su actividad citotóxica en la línea celular Jurkat, ya que la misma carece de trop-2. 

En la Figura 37 se observa la actividad citotóxica en las células Jurkat de HlyA, el 

péptido y la IT. HlyA fue citotóxica en todo el rango de concentración estudiado, 

por lo que estas células presentan una mayor susceptibilidad a la toxina que las 

MCF-7. Por otro lado, el péptido y la IT presentaron un valor de IC50 de 0,28 y 

0,42 μM respectivamente. Teniendo en cuenta los resultados, podemos concluir 

 

Figura 36. Actividad citotóxica de la inmunotoxina en células MCF-7. 

Porcentaje de  viabilidad celular de células MCF-7 luego de 24 hs. de tratamiento con 

HlyA (blanco) y con la IT (negro). El porcentaje de viabilidad se calculó respecto del 

control sin tratar. 
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que la conjugación del péptido al anticuerpo anti-trop-2 no le da la especificidad 

esperada. 

  

 

Figura 37. Actividad citotóxica de la inmunotoxina en células Jurkat. 

Porcentaje de  viabilidad celular de células Jurkat luego de 24 hs. de tratamiento con 

HlyA (negro), el péptido (blanco) y la IT (gris). El porcentaje de viabilidad se calculó 

respecto del control sin tratar. 
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6.4 Discusión 

 Las toxinas se han estudiado ampliamente, con el objetivo de inhibir sus 

efectos negativos sobre los seres humanos. Aun así, existe un campo de 

investigación en crecimiento que busca utilizar los conocimientos sobre el 

mecanismo de acción de las toxinas para generar impactos positivos en diferentes 

áreas, como la medicina, veterinaria o agroquímica. En particular,  las toxinas 

pueden utilizarse para el tratamiento de distintas enfermedades humanas como 

diabetes, síndromes coronarios, hipertensión, enfermedades autoinmunes, dolor 

crónico, condiciones neurológicas congénitas, entre otras (Clark et al. 2019). Por 

lo tanto, el objetivo del presente capítulo fue la construcción de una IT utilizando 

una región lítica de HlyA para el tratamiento del cáncer. Teniendo en cuenta que 

no existen IT para el tratamiento de tumores sólidos, la utilización de la toxina 

formadora de poros HlyA puede ser una opción para superar las dificultades que 

presentan este tipo de tumores.  

 En primer lugar, se midió la actividad citotóxica de PEP 2, un péptido 

CARC perteneciente al dominio de inserción de HlyA. Los resultados indican que 

luego de 24 hs de tratamiento de las células MCF-7 con PEP 2 el valor de IC50 es 

6 órdenes de magnitud mayor que la toxina. A partir de estos resultados es que se 

decidió evaluar la actividad citotóxica de un péptido correspondiente al dominio de 

inserción en membrana de HlyA. Como se mencionó en la sección 4.1.2. diversas 

regiones de este dominio parecen ser esenciales para la formación del poro y 

consecuentemente para la actividad lítica de la toxina. El péptido no presentó 

actividad hemolítica pero sí citotóxica. Estos resultados presentan una mejora 

respecto a PEP 2, ya que el dominio de inserción de HlyA es 2 órdenes de 

magnitud más citotóxico en las células MCF-7 (Tabla 7).  

 Posteriormente, se procedió a construir una IT de 2da generación 

utilizando el dominio de inserción de HlyA. Con el objetivo de tratar tumores 

sólidos el péptido se conjugó a un anticuerpo anti-trop-2, un antígeno 
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sobreexpresado en distintos tipos de células tumorales. La IT podría ser útil para 

tratar muchos tipos de cáncer, aun así, como una primera aproximación se 

decidió estudiar su actividad en la línea celular tumoral mamaria MCF-7. Los 

resultados indican que la IT es citotóxica en la línea celular MCF-7, con un valor 

de IC50 15 veces menor que el del péptido sin conjugar (Tabla 7). Es decir, que la 

conjugación del péptido al anticuerpo aumenta su eficacia. 

 Luego, para evaluar la especificidad de la IT, se estudió su citotoxicidad en 

la línea celular Jurkat, ya que esta línea celular no presenta moléculas de trop-2 

en su superficie, a diferencia de la línea MCF-7 que presenta 110646 moléculas 

de trop-2 por célula (Cardillo et al. 2015). En la línea celular Jurkat HlyA fue 100% 

citotóxica en el rango de concentraciones ensayado y el péptido presentó un valor 

de IC50 dos órdenes de magnitud menor que en las células MCF-7. Es decir que 

las células Jurkat son más sensibles a HlyA y al péptido. La IT presentó valores 

de IC50 muy similares en ambas líneas celulares, por lo tanto, podemos concluir 

que la IT no es específica, ya que su citotoxicidad no depende de los niveles de 

expresión de trop-2 de las células.  

  

 

Tabla 7. Valores de IC50 en GR humanos y en las líneas MCF-7 y Jurkat de HlyA, 

PEP 2, el dominio de inserción y la inmunotoxina. 

 IC50 (μM) 

 GR MCF-7 Jurkat 

HlyA 0,00034 0,0023 < 0,00015 

PEP 2 547,2 1700 - 

Dominio de 
inserción 

No hemolítico 20,6 0,28 

Inmunotoxina - 1,2 0,42 
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 En conclusión, se logró construir y purificar una IT de 2da generación 

funcional, pero no específica. Como se mencionó anteriormente la inespecificidad 

es uno de los mayores problemas que presentan las IT compuestas por toxinas 

formadoras de poro, por lo que los últimos avances en el área se dedicaron a 

inhibir la actividad inespecífica de este tipo de IT. Teniendo en cuenta los 

resultados descriptos es que proponemos a futuro construir una IT de 5ta 

generación sintetizada por técnicas de biología molecular. La cuál estaría 

compuesta por el dominio de inserción en la membrana de HlyA y un 

nanoanticuerpo anti-trop-2. Para bloquear su actividad inespecífica se propone 

unir el componente citotóxico de la IT a una proteína soluble mediante un sitio de 

reconocimiento para furina (Mutter et al. 2018). Furina es una proteasa 

sobreexpresada en muchos tipos de cáncer, por lo tanto, la IT puede ser activada 

al estar en contacto con furina, y producirse el clivado de la proteína soluble.  De 

esta manera la IT propuesta presentaría menores costos de producción, mayor 

especificidad y menor tamaño. 
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Capítulo 7.  Conclusiones y perspectivas 

En síntesis, la presente tesis aporto los siguientes conocimientos con respecto a 

la interacción de HlyA de E. coli con GR humanos: 

• Las GP no participan en el mecanismo de acción de HlyA en GR humanos. 

En cambio, HlyA podría interaccionar con las espectrinas α y β de GR 

humanos. 

• El péptido CRAC 639-644 perteneciente a la región entre los ácidos grasos 

de HlyA, interacciona con colesterol, no es hemolítico e inhibe la actividad 

de HlyA en GR. 

• El péptido CARC 341-353 perteneciente al dominio de inserción en 

membrana de HlyA no interacciona fuertemente con colesterol. Aun así, es 

hemolítico y citotóxico, y pareciera que su mecanismo de acción es de tipo 

"alfombra". 

• La Y central del péptido CARC 341-353 es indispensable para la actividad 

hemolítica de este péptido. 

 Teniendo en cuenta todos los resultados en conjunto, podríamos proponer 

que la presencia de los ácidos grasos unidos covalentemente a la toxina podría 

exponer el sitio CRAC 639-644, así el colesterol podría actuar como molécula 

aproximadora a la membrana mediante su interacción con este sitio. Además, 

HlyA podría interaccionar con las espectrinas α y β presentes en el lado interno de 

la membrana de GR humanos, y así anclarse en la membrana. 

 Teniendo en cuenta dichas conclusiones es que nos proponemos a futuro 

realizar los siguientes ensayos para profundizar aún más en el mecanismo de 

acción de HlyA:  
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• Profundizar en la interacción directa entre HlyA y espectrina en un contexto 

similar al biológico, por ejemplo, utilizando GR depletados de espectrinas. 

• Estudiar el rol del sitio CRAC 639-644 en el mecanismo de acción de HlyA, 

utilizando mutantes de deleción de este sitio. 

• Estudiar el rol de la Y347 de HlyA en el mecanismo de acción de HlyA, 

utilizando mutantes puntuales. 

 Por otro lado, los resultados obtenidos a partir del estudio de la relación 

estructura-función de HlyA mencionados anteriormente, nos motivaron a diseñar 

nuevas aplicaciones terapéuticas, utilizando distintos dominios de HlyA. Las 

conclusiones obtenidas al respecto fueron las siguientes: 

• El péptido CRAC 639-644 perteneciente a la región entre los ácidos grasos 

de HlyA, se uniría al colesterol de la membrana inhibiendo la unión de HlyA 

a los GR humanos. 

• Se construyó una IT de 2da generación compuesta por el dominio de 

inserción en membrana de HlyA conjugada a anti-trop-2. La cuál es 

citotóxica para la línea celular tumoral MCF-7, pero no específica. 

Teniendo en cuenta dichas conclusiones es que nos proponemos a futuro:  

• Estudiar el efecto inhibitorio del péptido CRAC 639-644 en otros modelos 

experimentales como membranas corioamnióticas (modelo de infección 

urinaria en embarazadas) y plaquetas (modelo de bacteriemia). 

• Construir por biología molecular una IT de 5ta generación y estudiar su 

actividad en distintos tipos celulares, esferoides y en modelos animales. 
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Anexos 

Anexo I 

A) Cromatograma de masas y HPLC de PEP 3. B) Espectro de dicroísmo circular 

de PEP 3 en PBS (rojo) y en 30% TFE (violeta). 
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Anexo II 
 
Resultados de la secuenciación de la construcción recombinante compuesto por 

el dominio de inserción de HlyA clonado en el plásmido pET28a, realizada con 

primers T7.   

>190429-013_I09_1_T7promoter.ab1 1236 
 
TTTAGGAACGGGGTACATTTCCCCTCTAGAATAATTTTGTTTAACTTTAA 
GAAGGAGATATACCATGGGCAGCAGTGGAGCATCATCATCACAGCAGCGG 
CCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGAATTCCATATGTCTGAACTGGCAA 
AAGCGAGTATTGAGCTAATCAACCAACTCGTGGACACAGCTGCCAGCCTT 
AATAATAATGTTAACTCATTTTCTCAACAACTCAATAAGCTGGGAAGTGT 
ATTATCCAATACAAAGCACCTGAACGGTGTTGGTAATAAGTTACAGAATT 
TACCTAACCTTGATAATATCGGTGCAGGGTTAGATACTGTATCGGGTATT 
TTATCTGCGATTTCAGCAAGTTTCATTCTGAGCAATGCAGATGCAGATAC 
CGGAACTAAAGCTGCAGCAGGTGTTGAATTAACAACGAAAGTACTGGGTA 
ATGTTGGAAAAGGTATTTCTCAATATATTATCGCACAGCGTACAGCACAG 
GGGTTATCTACATCTGCTGCTGCTGCCGGTTTAATTGCTTCTGTTGTGAC 
ACTGGCAATTAGTCCCCTCTCATTCCTGTCCATTGCCGATAAGTTTAAAC 
GTGCCAATAAAATAGAGGAGTATTCACAACGATTCAAAAAACTTGGATAC 
GATGGTGACAGTTTACTTGCTGCTTTCCACAAAGAAACAGGAGCTATTGA 
TGCATCGTTAACAACGATAAGCACTGTTCTGGCTTCAGTATCTTCAGGTA 
TTAGTGCTGCTGCAACGACATCTCTGGTTGGTGCACCGGTAAGCGCGCTG 
GTAGGGGCTGTTACGGGGATAATTTCAGGCATCCTTGAGGCTTCAAAACA 
GGCAATGTAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA 
GATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCAC 
CGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGA 
GGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGATTGGCGAATGGGACG 
CGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGC 
GTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTT 
CCCTTCCTTTTCCGCCACGGTTCGCCGGGTTTTCCCCGTCAAGCTTTAAA 
TCGGGGGGCCCCCTTTAGGGTTCCCAATTTAAGGCT 
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