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Introduccién

Alfa hemolisina (HIlyA) pertenece a una familia de toxinas denominadas RTX (Repeat in toxins), y es uno de
los factor de virulencia de las cepas uropatogénicas de E.coli. HIyA, al igual que muchas de las toxinas de
esta familia, debe ser acilada en dos residuos internos de Lys en el interior de la bacteria antes de ser
secretada al medio. Esta modificacion postraduccional hace que la toxina pase de la forma inactiva
(ProHIyA), sin acilar, a una proteina activa acilada (HIyA).

En los ultimos afios hemos estudiados los efectos que produce esta toxina a los eritrocitos a
concentraciones subliticas. Hemos encontrado que induce un aumento bifasico de calcio[], que produce la
activacion de calpainas que degradan proteinas del citoesqueleto; siendo responsables de los cambios
morfoldégicos que sufren los eritrocitos previos a la lisis. Ademas, HIyA activa esfingomielinasas
endoégenas, produciendo un aumento de ceramida en la membrana, hecho que cambia las propiedades
fisicas de la membranal]. Por otro lado, estudios mas detallados de los cambios morfolégicos observados,
demostraron que estos cambios son independientes del ingreso de calcio[] y que HIyA sufre un proceso de
transformacion de discocito a esferocito[]. Todos los eventos anteriormente descriptos ocurren en aquellas
células que secretan microvesiculas al medio como un proceso de remodelacién de la membranal],[]. Por
otrolado se ha visto que estas microvesiculas participan en proceso de intercomunicacioén celular.

Objetivos

Por lo anteriormente mencionado es que recientemente hemos logrado purificar microvesiculas secretadas
por eritrocitos tratados con HlyAy es el objetivo del presente trabajo caracterizar la composicion proteica de
estas microvesiculas y determinar si la liberacion de microvesiculas puede actuar como una forma de
diseminacion de latoxina.

Materiales y métodos

Se realizaron observaciones en microscopio electrénico de transmisién (MET) de eritrocitos tratados con
HlyA y ProHIyA a concentraciones subliticas y de microvesiculas purificadas por ultracentrifugacion. Se
realizo una caracterizacion de las proteinas de las microvesiculas por SDS-PAGE 10 % e inmunomarcaciéon
delas mismas.

Resultados

Tanto el western blot como la inmunomarcacion mostraron la presencia de HlyA en las microvesiculas de
eritrocitos tratados con la toxina. Al realizar medidas de actividad hemolitica de las mismas no se observo
lisis, pero si un aumento de DO a 600 nm que podria indicar que las microvesiculas inducen agregacion de
los eritrocitos.

Conclusiones

Eritrocitos tratados con concentraciones subliticas de HIyA liberan microvesiculas de 200 nm, que contiene
alatoxina en sus membranas, sin embargo HlyA no presenta actividad hemolitica en estas estructuras. Por
lo tanto, la liberacién de microvesiculas por parte de eritrocitos tratados con HIyA podria ser un mecanismo
de defensa de los mismos para sacar la toxina de sus membranas.
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