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RESUMEN 

 

Helicobacter pylori (H. pylori) es una bacteria Gram negativa que infecta varias 

zonas del estómago y el duodeno. Está presente en padecimientos como las 

úlceras pépticas, gastritis, duodenitis y algunos casos de cáncer son causados por 

la infección de H. pylori. Esta bacteria tiene la capacidad de sobrevivir en varios 

entornos en el ser humano. Como cualquier patógeno requiere de altas 

concentraciones de hierro para crecer en el huésped. Esta bacteria tiene un 

comportamiento especial, ya que está adaptada para utilizar Lf, Tf, hemo y Hb 

como fuentes de hierro. Se sabe que expresa una proteína de membrana uqe une 

Lf, esta proteína proporciona a H. pylori la capacidad de utilizar Lf como fuente de 

hierro. Por otro lado, se han encontrado tres proteínas de membrana con la 

capacidad de unir hemo cuyos pesos son de 48, 50 y 77 kDa pero aún no han sido 

identificadas. Además, dos proteínas de membrana denominadas FrpB1 ( 88,5 

kDa) y FrpB2 ( 90,8 kDa ) se han identificado . Estas proteínas pueden unirse Hb y 

FrpB1 también pueden unir hemo. Existe evidencia para pensar que H. pylori 

puede utilizar casi cualquier fuente de hierro disponible en el ser humano a través 

de un mecanismo directo, porque expresa al menos ocho proteínas de membrana. 

Sin embargo, los estudios de laboratorio han mostrado que H. pylori expresa otras 

proteínas que podrían estar involucradas en la adquisición de hierro. En este 

trabajo se identificó la proteína FrpB3 que es parte de la familia de proteínas de 

membrana reguladas por hierro, de los cuales se han caracterizado FrpB1and 

FrpB2, el siguiente paso es caracterizar FrpB3 y determinar su papel en la 

absorción de hierro. Por otra parte estamos presentando nuevos hallazgos que 

revelan la existencia de una nueva proteína que une hierro. Esta proteína se 

purificó por cromatografía de afinidad acoplada a hemo. El análisis por 

espectrometría de masas reveló su identidad como la chaperonina (HpGroEL). 

Proponemos que HpGroEL es secretada junto a la ureasa y otras proteínas y que 

necesita de hierro para mantener su correcto plegamiento para soportar el medio 

ambiente hostil presente en el estómago. 
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ABSTRACT 

 

Helicobacter pylori (H. pylori) is an helical shaped Gram-negative bacterium that 

infects various areas of the stomach and duodenum. Many cases of peptic ulcers, 

gastritis, duodenitis and perhaps some cancer are caused by H. pylori infection. 

This bacterium has the capacity to survive in several environments in the human. 

As any pathogen require high concentrations of iron to grow in the host. This 

bacterium has an special behaviour because it is adapted to use Lf, Tf, haem and 

Hb as iron source. It is known that expresses a Lf-binding membrane protein, this 

protein gives to H. pylori the ability to use Lf as iron source. On the other hand 

three haem-binding membrane proteins with sizes around 48, 50 and 77 kDa have 

been related to iron acquisition, however, their respective identities remain 

unknown. In addition, two membrane proteins termed FrpB1 (88.5 kDa) and FrpB2 

(90.8 kDa) have been identified. These proteins can bind Hb and FrpB1 can also 

bind haem. Although there is enough evidence to think that H. pylori can utilize 

almost any iron supply available into the human through a direct mechanism 

because expresses at least eight membrane proteins to bind them. However these 

findings, laboratory studies have shown that H. pylori express other proteins that 

could be involved in iron acquisition from Hb. We identified the protein FrpB3 which 

is part of the family of membrane proteins regulated by iron, of which we have 

characterized FrpB1and FrpB, the next step is to characterize FrpB3 and 

determine their role in the iron uptake. By other hand we are presenting new 

findings that reveal the existence of a new iron-binding protein. This protein was 

purified by affinity chromatography coupled to haem. The analysis by mass 

spectrometry revealed its identity as a chaperonine (HpGroEL). We propose that 

HpGroEL is secreted together Urease and other proteins in order to maintain their 

appropriate folding, but maybe this chaperonine needs have particular 

characteristics like binds iron, to support the hostile environment presented in the 

stomach.  
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I. INTRODUCCIÓN. 

 

1. ANTECEDENTES GENERALES. 

 

En 1982 Barry Marshall y Robin Warren identificaron una bacteria en una biopsia 

gástrica que en aquel entonces llamaron Campylobacter pyloridis. No 

sospecharon, en aquel momento, que se trataba de la bacteria que infecta a más 

de la mitad de la población mundial. De hecho, es el principal agente etiológico de 

la gastritis aguda, gastritis crónica, úlcera peptídica, carcinoma gástrico y cáncer 

de células B, asociado a tejido linfoide (MALT) (Marshall y Warren; 1985).  

 

1.1 El descubrimiento de la bacteria. 

 

El primer reporte relacionado con la bacteria que hoy llamamos (Helicobacter 

pylori) H. pylori se realizó aproximadamente 90 años antes de los hallazgos de 

Marshall, fue elaborado por el anatomista Giulio Bizzozero quien observó una 

serie de espiroquetas en glándulas gástricas de perro (Helicobacter canis) (Figura 

y Orderda; 1996). Posteriormente, se logró infectar el estómago de gatos con esta 

bacteria, lo que representó un gran avance por representar el primer modelo 

animal para probar terapias y vacunas que ayudarían a erradicar esta bacteria 

(Chen y cols, 1995). En 1940 Doenges, Freedberg y Baron localizaron organismos 

espirales en la mucosa gástrica adyacentes a células cancerosas (Doenges; 1939) 

(Freedberg y Baron; 1940). En la década de los 60s Susumu Ito realizó 

microscopía electrónica de la mucosa gástrica, obteniendo una excelente imagen 

de la bacteria (Figura 1). Posteriormente, en 1970 Sterr y Colin-Jones probaron 

diferentes terapias para el tratamiento de la inflamación causada por úlcera 

gástrica (Steer y cols, 1975). Así mismo, Warren en 1979 observó que algunas 

preparaciones de mucosa gástrica de pacientes con gastritis crónica activa 

presentaban unas líneas azules (bacilos) que se encontraban adheridos a la 

superficie del epitelio,  en 1981  Marshall, tomo muestras de mucosa gástrica sana 
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y no identificó al bacilo. Diseñó el medio de cultivo ideal para el crecimiento de 

esta bacteria. En 1982 Warren decide dar a conocer los resultados de su 

investigación, dicha información no fue bien recibida, porque no se concebía la 

idea de que una bacteria viviera en un medio ácido como el estómago, además, se 

tenía el concepto de que la gastritis era un padecimiento debido a úlcera gástrica y 

no a una úlcera duodenal como lo postulaba.  
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Figura 1. H. pylori sobre la mucosa gástrica. Microscopia electrónica tomada por Ito Susumu en 

1967 (Tomado de Marshall, 2002). 
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Finalmente, Warren y Marshall publicaron sus resultados el 4 de junio de 1983 en 

la revista Lancet, bajo el título: Unidentified curved bacilli on the gastric epithelium 

in active chronic gastritis, (Marshall y Warren; 1984). Estos investigadores 

observaron que esta bacteria era muy parecida a Campylobacter,  por su 

morfología curva, crece en medios enriquecidos, en condiciones microaerofílicas, 

no fermenta la glucosa, es sensible al metronidazol y tiene  un contenido de G + C 

del 34%, por lo que la llamaron Campylobacter  pyloridis (Anonymous; 1985). En 

1987 se renombró como Campylobacter pylori (Marshall y Goodwin, 1987). No 

obstante, se tenían dudas si realmente era un Campylobacter porque al realizar 

microscopía electrónica, se observó que este nuevo Campylobacter poseía varios 

flagelos en un polo y la especie Campylobacter spp solo presenta hasta dos 

flagelos (Goodwin y cols, 1985). Además, los perfiles de proteínas y ácidos grasos 

también eran diferentes entre estas bacterias (Goodwin y cols, 1985, Pearson y 

cols, 1984). Finalmente al hacerse el análisis de la secuencia del ARNr 16S se 

observó que estas bacterias están genéticamente distanciadas por lo que se 

excluyó del género Campylobacter, así dio origen al nuevo género Helicobacter, 

nombrando a esta bacteria como H. pylori (Goodwin y cols, 1989). 

 

1.2 Microbiología de H. pylori. 

 

Es una bacteria perteneciente al género  (Épsilon bacteria) subdivisión 

Proteobacteria, orden Campylobacterales, familia Helicobacteraceae. 

Actualmente, Helicobacter alberga aproximadamente 20 especies. Además, se 

clasifica como bacteria Gram negativa. Mide de 2 a 4  de largo por 0.5 a 1  de 

ancho y puede estar en forma de bacilo o coco. La forma cocoide es característica 

cuando la bacteria está en un ambiente desfavorable. El bacilo posee de 2 a 6 

flagelos cuya longitud es de aproximadamente 3 . Los flagelos le proporcionan 

movilidad a través de la mucosa gástrica (O’Toole y cols, 2000). Para su 

crecimiento in vitro H. pylori, requiere de suplementos y condiciones especiales 

que favorecen su desarrollo. La bacteria es microaerofílica por lo que requiere de 

un medio con 10% de CO2 y humedad. Su temperatura ideal de crecimiento es 
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37ºC, tiene la capacidad de sobrevivir a pH ácido, sin embargo, se desarrolla 

mejor en un medio alcalino (su intervalo de pH es de 5.5 a 8.0) (Stingl y cols, 

2002). Además, para optimizar el crecimiento de la bacteria los medios de 

crecimiento se suplementan con sangre o suero de caballo o carnero, los cuales 

proporcionan fuentes adicionales de nutrientes. En cultivos líquidos el suplemento 

con  ciclodextrinas favorece el desarrollo de H. pylori (Taneera y cols, 2002).  

  

1.2.1 Epidemiología. 

 

H. pylori infecta aproximadamente 50% de la población mundial; aunque,  existe 

una amplia variación en su porcentaje de prevalencia: Ejemplos, Francia 25% 

(Megraud y cols, 1989); Nigeria 80% (Holcombe y cols, 1992), India 60% (Graham 

y cols, 1991), México 70% (Torres y cols, 1998) y Perú 71.4% (Klein y cols, 1994). 

En México, la infección afecta a niños entre los 6 y 10 años, en personas mayores 

a 23 años los porcentajes de seropositividad son superiores al 80% (Torres y cols, 

1998). Existe una menor incidencia en países desarrollados principalmente por las 

condiciones de higiene (Pérez-Pérez y cols, 2002). Otros factores, tales como: 

nivel socioeconómico (Haeckel; 1996), carga genética, pertenecer al grupo 

sanguíneo O (Azuma y cols, 1994), y el género parecen tener relación con la 

prevalencia (Murray y cols, 1997). 

 

1.2.2 Transmisión. 

 

La bacteria H. pylori está mayormente distribuida en poblaciones de bajos 

recursos. Existe una relación entre la infección y la higiene. Entre las posibles vías 

de infección se encuentran: oral-oral, gastro-oral y fecal-oral. La transmisión oral-

oral se sustenta por haber localizado esta bacteria en placa dental y saliva; 

además, en muestras de saliva la prueba de la ureasa ha sido positiva (Majmudar 

y cols, 1990). Por otra parte la transmisión gastro-oral se relaciona con el uso de 

gastroscopios y el vómito. La transmisión fecal-oral viene de la presencia de esta 

bacteria en las heces y en el agua contaminada con las mismas (Osato y cols, 
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1998). Actualmente se acepta, aún sin poder descartar otras rutas, que el contagio 

se realiza mediante un mecanismo de persona a persona, bien a través de la vía 

fecal-oral, oral-oral y ambas posiblemente mediadas por diversos vectores como 

fómites, saliva, alimentos o aguas contaminadas. En la infancia, la vía de 

transmisión es la oral-oral y fecal-oral, a través de la vía respiratoria (Taylor y 

Blazer; 1991). El consumo de  mariscos, vegetales crudos y agua contaminados 

son posibles fuentes de infección (Taylor y Blazer; 1991). 

 

1.2.3 Enfermedades asociadas.  

 

H. pylori coloniza el estómago sin causar enfermedad. Sin embargo, debe 

considerarse como un factor de riesgo para el desarrollo de varios desordenes 

clínicos en el tracto gastrointestinal. Todas las personas que hayan sido 

colonizadas por H. pylori presentan gastritis sintomática o asintomática. Entre el 

10 y 20% presentaran ulceraciones y 1 a 2% tendrá el riesgo de padecer cáncer 

gástrico. No obstante, el desarrollo de la enfermedad dependerá del estado de 

salud del hospedero y de factores ambientales (Kusters y cols, 2006). 

 

1.2.3.1 Gastritis. 

 

H. pylori puede infiltrarse a la mucosa gástrica en el antro o en el cuerpo del 

estómago. Esto provoca que células mononucleares y neutrófilos también se 

infiltren, ocasionando inflamación. La gastritis crónica es la primera condición que 

señala la presencia de H. pylori (Kusters y cols, 2006). 

 

 

1.2.3.2 Gastritis aguda. 

 

La información de la gastritis aguda por H. pylori viene de casos de ingestión 

involuntaria o voluntaria de la bacteria. Los pacientes presentan síntomas como 

nauseas, vómito e inflamación de la parte proximal y distal de la mucosa gástrica. 
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Durante este período el paciente padece hipoclorhidria. Este tipo de padecimiento 

puede revertirse espontáneamente, sobre todo en niños pero se ignora como 

sucede (Granstrom y cols, 1997). 

 

1.2.3.3 Gastritis crónica. 

 

Cuando la colonización por H. pylori es persistente existe una estrecha relación 

entre la gastritis crónica y la secreción del ácido. Si la secreción de ácido es 

normal, entonces se tendrá más posibilidad de padecer gastritis a nivel del antro. 

En cambio, en pacientes donde la secreción de ácido se ha visto afectada los 

pacientes padecerán gastritis a nivel del antro y cuerpo del estómago, lo cual se 

conoce como pangastritis (Kuipers y cols, 1995). 

 

1.2.3.4 Úlcera péptica. 

 

Existen dos tipos de úlceras, que en conjunto se conocen como úlceras pépticas; 

la gástrica  que se observa a lo largo de la curvatura menor del estómago, entre el 

cuerpo y el antro; la duodenal, la cual se localiza en el bulbo duodenal donde está 

más expuesta al ácido gástrico. Un dato interesante es la frecuencia de estas 

úlceras, la úlcera duodenal es mayor en personas de 20 a 50 años de edad y la 

úlcera gástrica en personas mayores de 40 años (Veldhuyzen y cols, 1999).  En 

los casos de úlcera duodenal la bacteria H. pylori ha estado presente en un 95% y 

en úlcera gástrica el 85% (Kuipers et al, 1995). 

 

1.2.3.5 Dispepsia no ulcerosa. 

 

La dispepsia no ulcerosa se caracteriza por presentar un cuadro similar al que se 

observa en caso de úlcera aguda; esto es, dolor en la boca del estómago, 

distensión abdominal y náuseas.  La diferencia radica en que no existe daño a 

nivel de la mucosa gástrica. Se ha establecido una relación entre este 

padecimiento y la presencia de H. pylori aunque existen estudios con resultados 
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encontrados, se ha visto que los pacientes tratados para eliminar a la bacteria 

mejoran su salud. (Kusters y cols, 2006). 

 

1.2.3.6 Cáncer gástrico. 

 

H. pylori ha sido clasificada como un carcinógeno Tipo I, existe suficiente 

evidencia documentada que relaciona la presencia de esta bacteria y el desarrollo 

del cáncer en el ser humano, al ser el cáncer es una enfermedad multifactorial y 

que depende de factores predisponentes del hospedero y de la propia bacteria; 

como podrían ser: factores de virulencia presente que presente la cepa bacteriana 

y la capacidad del paciente de producir mayor cantidad de IL, además de la 

alimentación y el estilo de vida lo cual favorece su desarrollo.  Se estima que hasta 

un 5% de la personas infectadas por H. pylori presentarán cáncer (El-Omar y cols,  

2000). 

 

1.2.3.7 Linfoma MALT. 

 

El linfoma de Tejido Linfoide Asociado a Mucosas, (linfoma MALT) se refiere a la 

proliferación de linfocitos tipo B que invade  la glándula gástrica. El desarrollo del 

linfoma va acompañado por la colonización de H. pylori. Sin embargo, sólo 1% de 

la población infectada padecerá esta enfermedad (Parsonnet y Isaacson;  2004). 

 

1.2.4 Factores de virulencia. 

 

H. pylori presenta diversos factores de virulencia que le permiten colonizar, 

persistir y causar enfermedad, entre ellos se encuentran: 

 

1.2.4.1 Adhesinas. 

Las adhesinas son proteínas no fimbriales que le permiten a H. pylori anclarse a 

las células del epitelio gástrico, esta adhesión tiene como consecuencia que dicha 

célula pierda sus microvellosidades. H. pylori produce varias adhesinas de 
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membrana externa de la familia Hop, una de ellas es BabA, su presencia está 

ligada a factores de virulencia como CagA y ambos se observan en pacientes con 

úlcera péptica y cáncer  gástrico (Gerhad y cols, 1999). OipA se relaciona con 

procesos inflamatorios donde participa la IL-8 (Yamaoka y cols, 2002). La 

adhesina SabA puede provocar respuesta autoinmune e inflamación crónica 

(Mahdavi y cols, 2002). 

 

1.2.4.2 Citotoxina vacuolisante (VacA). 

 

La proteína VacA es una toxina secretada por H. pylori, se une a la membrana 

plasmática de las células del epitelio gástrico y forma canales que propician la 

salida de nutrientes que son aprovechados por la bacteria. Sin embargo, esta 

toxina solo es sintetizada por el 50% de las cepas de H. pylori (Cover y Blaser; 

1992). 

 

1.2.4.3 Proteína CagA. 

 

La proteína CagA esta codificada por el gen cag que además, codifica para el 

sistema de secreción Tipo IV, el cual inyecta a la proteína CagA a las células de 

epitelio gástrico dañando el citoesqueleto celular. Estudios han demostrado que 

sólo el 70% de las cepas de H. pylori posee el gen que codifica para esta proteína 

y se les conoce como CagA+. Los pacientes infectados por H. pylori CagA+ tienen 

un mayor riesgo de padecer gastritis atrófica, úlceras y cáncer gástrico (Maeda y 

cols, 1999). 

 

1.2.4.3 LPS (Lipopolisacáridos). 

 

El 80% de las cepas de H. pylori sintetizan LPS. Estos lipopolisacáridos son 

similares, estructuralmente a los antígenos de Lewis que se encuentran en la 

sangre humana (Aspinall y cols, 1996). Esto proporciona a H. pylori  la capacidad 

de evadir la respuesta inmune del hospedero (Mahdavi y cols, 2003). 
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1.2.4.4 Ureasa. 

 

La proteína ureasa es sintetizada por todas las bacterias H. pylori, representa el 

10% del total de las proteínas sintetizadas por esta bacteria. Esta proteína es 

esencial para que se lleve a cabo la colonización porque la ureasa produce 

amonio a partir de la urea y  el amonio neutraliza el ácido clorhídrico (HCl) del 

estómago, creando un microambiente alcalino, cercano a 8.0, ideal para la 

sobrevivencia de H. pylori. Además, la producción de amonio afecta la síntesis de 

DNA de las células gástricas, aumenta la probabilidad de infecciones virales e 

incrementa el riesgo de carcinogénesis en el hospedero (Megraud y cols, 1992). 

 

1.2.4.5 Flagelos. 

 

Los flagelos le permiten a la bacteria atravesar la mucosa gástrica y llegar al 

epitelio gástrico; H. pylori tiene de 5 a 6 flagelos, son estructuras localizadas en el 

polo de la bacteria, consisten de dos subunidades de proteína, FlaA y FlaB, se ha 

sugerido que juegan un papel en la virulencia bacteriana proporcionando movilidad 

y promoviendo la colonización. (Ottemann y Lowenthal;  2002).  

 

1.2.4.6 Hemaglutininas. 

 

H. pylori puede aglutinar eritrocitos al interactuar  con las glucosaminas de los 

grupos sanguíneos. Algunos se expresan en células epiteliales, que indica una 

función adherente. La proteína con mayor capacidad hemaglutinante tiene una 

especificidad de receptor dada por NeuAc (acido N-acetilneuramínico) (2-3) Gal 

del ácido siálico. En la bacteria H. pylori se identificó una proteína de 20kDa en su 

superficie con un receptor de ácido siálico que puede identificar a NeuAc (alfa2-3) 

Gal. (DeCarlo y cols, 1999) (Figura 2). 
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Figura 2. Factores de virulencia de H. pylori. La figura muestra los principales factores de virulencia 

de H. pylori, su localización y el efecto sobre la célula del hospedero (Tomado y modificado de 

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:H_pylori_virulence_factors_uk.png). 

 

 

Para que la bacteria H. pylori pueda llevar a cabo su proceso invasivo y 

establecerse en el estomago del ser humano, requiere de nutrientes y elementos 

que obtiene a partir de su hospedero, uno de estos elementos es el hierro. 

 

1.3 El hierro. 

 

El ser humano obtiene hierro a partir de su dieta. El hierro consumido tiene dos 

estados: hierro libre y hierro unido a grupos hemo; ambos son absorbidos a través 

del tracto digestivo. El hierro libre entra en contacto con el HCl del estómago, se 

trasforma en hierro ferroso el cual es soluble y capaz de atravesar la membrana 

de la mucosa intestinal. Además, este hierro puede interaccionar con el ácido 

ascórbico y formar un complejo que es absorbido por el intestino (Andrews y 
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Bridge; 1998). Cuando el hierro está unido al grupo hemo, este puede atravesar la 

membrana celular del epitelio gástrico (Uzel y Conrad; 1998). Una vez que el 

hierro ha pasado al citoplasma de la célula, este se moviliza por medio de la 

transferrina y se almacena en la ferritina (Baker y cols, 2003). 

 

1.3.1 Importancia del hierro y su almacenamiento. 

 

El hierro es un elemento muy importante para los seres vivos. Es un cofactor de 

las proteínas hierro azufre. Actúa como agente reductor en las reacciones de 

óxido-reducción en la célula. Participa en el transporte de electrones, la atracción 

de oxígeno, la reducción de peróxidos y la síntesis de DNA, aminoácidos y 

nucleótidos (Horton y cols, 2002). Sin embargo, el hierro que se encuentra de 

manera libre, puede generar radicales libres como él (OH-) el cual daña a los 

ácidos nucleicos, aminoácidos y ácidos grasos. (Wandersman y Delepelaire; 

2004). En el caso de los ácidos nucleicos, los grupos nucleofílicos de la 

desoxirribosa y de las bases nitrogenadas quedan expuestos al ataque del OH- 

esto da lugar a la ruptura del esqueleto azúcar-fosfato, modificación de bases 

nitrogenadas y a la formación de uniones cruzadas (Zorrilla y cols, 2004). Con 

respecto a los aminoácidos, el OH- genera daños puntuales de proteínas al oxidar 

los aminoácidos, principalmente la serina, lisina, arginina y prolina. Además las 

proteínas que unen metales de transición son un blanco para el ataque del radical 

OH- (Andresen y cols, 2006). En las membranas celulares, la interacción del OH- 

con los ácidos grasos poli-insaturados provoca daño oxidativo celular, cuya 

consecuencia es una menor fluidez de la membrana (Martínez; 2005). Debido a 

estos efectos nocivos, el hierro no puede estar libre, por lo que es almacenado. En 

el ser humano, el hierro se almacena en proteínas especializadas llamadas 

metaloproteínas, el almacenamiento se realiza por proteínas que lo unen de 

manera directa o a través del grupo hemo (Tabla 1). 
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Tabla 1. Clasificación de las metaloproteínas que unen hierro. Las metaloproteínas 

se pueden clasificar en dos grupos, aquellas que unen hierro y las que unen hierro a 

través del grupo hemo.  

Metaloproteínas 

Proteínas que unen hierro libre  Proteínas que unen hierro a través 

del grupo hemo (hemoproteínas) 

 

 

Transferrina 

Lactoferrina 

Ferritina 

 

Hemopexina 

Haptoglobina 

Albúmina 

Mioglobina 

Catalasas 

Citocromos 

Hemoglobina 

 

 

 

 

 

 

1.3.2 Proteínas que unen hierro libre. 

 

En el ser humano se han descrito proteínas que unen hierro libre, se localizan por 

todo el cuerpo, por ejemplo la proteína transferrina (Tf) se localiza en el suero, se 

especializa en el transporte de hierro, de igual manera la lactoferrina (Lf) une y 

transporta hierro libre en el suero pero además lo puede reunir de las mucosas; 

por ultimo estas proteínas pueden llevar el hierro a la proteína ferritina (Ft) que es 

la proteína especializada en el almacenamiento de hierro (Tabla 2). 
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Tabla 2. Proteínas que unen hierro libre.  

Proteína kDa Localización Función 

Transferrina  80 Suero  Transporta y protege del exceso 

de hierro 

Lactoferrina  80 Suero y mucosas  Protege al organismo al quelar el 

hierro libre 

Ferritina  450 Intracelular  Almacena hierro y lo pone a 

disposición del organismo 

 
 
 
1.3.3 Proteínas que unen hierro a través del grupo hemo (hemoproteínas). 
 

Por otro lado el ser humano posee proteínas que unen hierro a través del grupo 

hemo (hm) pero que no se especializan en el almacenamiento ni en el transporte 

de hierro, el hierro que contienen estas proteínas lo utilizan principalmente como 

un cofactor. Sin embargo, las bacterias pueden obtener hierro a partir de estas 

proteínas (Andrews y cols, 2003) (Tabla 3).  

 

Tabla 3. Proteínas que unen el grupo hemo.  

Proteína kDa Localización Función 

Hemopexina  60 Suero  Une el grupo hemo  

Haptoglobina  80-160 Suero  Une Hb libre 

Albúmina  67 Suero  Acarrea grupos hemo 

Mioglobina  17.8 Músculo  Transporte de oxígeno 

Catalasa  244 Peroxisomas  Cataliza la descomposición 

del H2O2 en H2O y O2 

Citocromos  Varía 

dependiendo 

del tipo de 

citocromo 

Membrana 

citoplasmática, 

mitocondrial 

Transporte de energía  

Hb 68 Eritrocitos  Transporta O2 y CO2  

 



15 

 

Por ejemplo la hemoglobina (Hb), se especializa en el transporte de oxígeno y 

dióxido de carbono, dicha función se basa en la capacidad de unir el oxigeno al 

hierro, por otro lado la Hb es la proteína que contiene la mayor cantidad de hierro 

unido al grupo hemo, aproximadamente 2.7 gramos lo que representa 

aproximadamente el 66% del hierro humano (Tabla 4). 

 

Tabla 4. Contenido de hierro en las hemoproteínas. El hierro total encontrado en el humano y su 

relación con respecto al hierro total. 

Proteína Hierro (g) % del total en 

el humano 

Hemoglobina 2.7 66 

Ferritina 1.0 30 

Mioglobina 0.2 3 

Transferrina 0.003 0.1 

Enzimas hemo 0.0008 0.02 

 

 

Las bacterias que invaden al ser humano necesitan de mecanismos para obtener 

hierro a partir de estas metaloproteínas. 

 

1.3.4 La adquisición de hierro por las bacterias. 

 

Las bacterias patógenas necesitan el hierro para llevar a cabo su proceso 

infeccioso (Liu y cols, 2006). Sin embargo, el poco hierro libre que no ha sido 

almacenado por las proteínas resulta insuficiente para que las bacterias puedan 

sobrevivir (Andrews y cols, 2003). Por lo tanto, las bacterias han desarrollado una 

serie de mecanismos a través de los cuales obtienen hierro, dichos mecanismos 

basan su funcionamiento en proteínas especializadas en la unión y transporte de 

hierro o de hierro unido al grupo hemo.  
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Las proteínas involucradas en la unión de hierro se clasifican en dos grupos: las 

que unen de manera Indirecta el hierro a través de una molécula (sideróforo) o 

una proteína (hemóforo) y lo trasportan hacia un receptor de membrana de la 

bacteria. O las que lo unen de manera Directa, en este caso son proteínas de 

membrana (receptores) a los cuales llegan los sideróforos, hemóforos, además 

estos receptores pueden unir de manera directa a las hemoproteínas 

(Wandersman y cols, 2004, Genco y cols, 2001) (Tabla 5). 

 

Tabla 5. Proteínas y moléculas que unen de hierro. Las bacterias unen hierro de manera directa o 

indirecta para lo cual emplean diferentes moléculas o proteínas. 

Unen hierro 

de manera  

Unen hierro a través de  ligando  

Indirecta Sideróforos Hierro  

 Hemóforos Hierro-hemo 

Directa Receptores Sideróforos  

  Hemóforos  

  Lactoferrina 

  Ferritina 

  Trasferrina 

  Hemoproteínas  

 

1.3.4.1 Sideróforos. 

 

Son moléculas quelantes de hierro, que tienen un peso molecular menor a 1000 

Da, poseen una constante de afinidad al Fe3+ de 1030 M-1, son altamente 

electronegativos y unen preferentemente Fe3+. Los sideróforos son sintetizados y 

secretados en respuesta a la carencia de hierro (Neilands; 1995), se conocen más 

de 500 sideróforos pero los mejor estudiados son la enterobactina y el ferrocromo 

de E. coli (Schalk y cols, 2004) (Figura 3). 
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Figura 3. Estructura de la enterobactina y ferricromo. Tomado de Andrews y cols, 2002 

 

 

1.3.4.2 Hemóforos. 

 

Los hemóforos son proteínas que se localizan exclusivamente en las bacterias 

gram negativas y que son secretadas al medio externo. Son capaces de unir al 

grupo hemo de diversas fuentes como Hb o hemopexina, tienen un peso 

molecular aproximadamente de 10 kDa, actualmente existen cristales con los 

cuales ha sido posible determinar la estructura de estas proteínas como el 

hemóforo HasA de Serratia marcescens (Figura 4). 
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Figura 4. Estructura tridimensional resuelta por cristalografía del hemóforo HasA de S. marcescens 
unido a un grupo hemo. Tomado de Protein Data Bank 1Dk0. 
 

 

1.3.4.3 Receptores. 

 

Los receptores son proteínas de membrana cuya función es unir a los sideróforos, 

hemóforos o a las hemoproteínas e internalizar el hierro o grupos hemo, para 

llevar a cabo este proceso, los receptores necesitan de otras proteínas accesorias 

como el sistema TonB que le proporcionan energía y de proteínas acarreadoras 

tipo ABC.  

  

1.3.4.3.1 Receptores para sideróforos. 

 

Una vez que se ha formado el complejo sideróforo-Fe3+, este es demasiado 

grande para pasar a través de la membrana celular o por medio de porinas, el 

tamaño del poro que estas proteínas tienen como límite es 600 Da. Es por ello que 

para internalizar este complejo se requiere de un receptor de membrana externa 

de alta afinidad (Kd 109 M-1) (Andrews y cols, 2003). 
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1.3.4.3.2 Receptores para hemóforos. 

 

Los receptores para hemóforos se encargan de unir a los hemóforos que han 

unido a su estructura el grupo hemo. Por ejemplo el receptor para hemóforos de Y. 

enterocolitica (HemR), existen dos histidinas que participan en la adquisición del 

grupo hemo, y se ha observado que la mutación de estos residuos trae como 

consecuencia la incapacidad de esta proteína unir el grupo hemo (Wandersman y 

cols, 2004), otro ejemplo de estos receptores se ha reportado para el hemóforo 

ShuA, que se encarga de la adquisición de grupos hemo en la bacteria Shigella 

dysenteriae (Burkhard y Wilks; 2007). 

 

1.3.4.3.3 Receptores para transferrina y lactoferrina.  

 

Los receptores para transferrina y lactoferrina han sido identificados en las 

bacterias patógenas como Neisseria y Haemophilus. Estos receptores se localizan 

en la membrana externa y su expresión se induce ante la escasez de hierro. Los 

receptores están compuestos de dos subunidades, Tbp1 (proteína de unión a 

transferrina 1) y Tbp2 (proteína de unión a transferrina) para la transferrina y Lbp1 

(proteína de unión a lactoferrina 1) y Lbp2 (proteína de unión a lactoferrina 2)  para 

la lactoferrina. (Andrews y cols, 2003). 

 

1.3.4.3.4 Receptores para el grupo hemo y hemoproteínas. 

 

El grupo hemo es adquirido por los microorganismos patógenos mediante 

receptores de membrana, para posteriormente ser transportado hacia el espacio 

periplásmico. Este tipo de receptores se ha descrito en distintas bacterias: ChuA 

en Escherichia coli, HmuR en Porphyromonas gingivalis, HmbR en Neisseria 

meningitidis y HmuR en Yersenia pestis (Wandersman y cols, 2000) (Genco y 

cols, 2001). 
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Las proteínas receptoras de grupos hemo y hemoproteínas han sido analizadas 

por medio de alineamientos de sus secuencias de aminoácidos y esto ha permitido 

detectar motivos que se encuentran conservados a pesar de que el resto de la 

proteína es divergente, estos motivos se denominan FRAP y NPNL (Figura 5). 

 

                   

 
 

Figura 5. Alineamiento de proteínas que unen Hb grupo hemo y hemoproteinas. E.. Coli (ChuA), 
Pg, P. gingivalis (HmuR); Hd, H. ducrey (HupA); Hi, H.  influenzae (HhuA); Vv, V. vulnificus (HupA); 
Vc, V. cholerae (HutA); Sd, S. dysenteriae (ShuA); Ye, Y. enterocolitica (Heme);. Se destacan los 
motivos FRAP y NPNL. Tomado de Bracken y cols, 1999. 

 

En el receptor para Hb de P. gingivalis (HmuR) se ha observado que el motivo 

FRAP/NPNL tiene un cambio (YRAP/NPDL). Sin embargo, esta proteína conserva 

la capacidad de unir Hb. El cambio que se observa en el motivo FRAP de H. 

ducrey, es un cambio de fenilalanina (F) por tirosina (Y), cabe destacar que ambos 

aminoácidos son aromáticos, y dentro del motivo NPNL hay un cambio de 

asparagina (N) por el ácido aspártico (D) ambos son aminoácidos alifáticos 

polares (Xinyan et al, 2006), estos cambios al parecer conservan las 

características bioquímicas de los receptores y su capacidad de unir Hb. 

 

Las regiones funcionales del receptor HmbR de N. meningitids fueron identificados 

y se propuso un modelo hipotético para la proteína que posee regiones 

intracelulares, transmembranales y asas extracelulares. Para construir el modelo 

del receptor HmbR, se consideró. 1) La probabilidad  de que los aminoácidos 

formaran laminas , esto se calculó mediante el método de Schimer y Cowan. 2) 

Determinar que aminoácidos se conservaban entre el receptor HmbR y sus 

homólogos como HutA en V. cholerae, HgbA en H. ducreyi y HpuB en N. 

meningitidis, 3) Así se observaron que aminoácidos no eran conservados y 4) Se 

determinó que regiones podrían ser giros  con el programa PEPPLOT. El modelo 
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que se realizó también se baso en estructuras cristalográficas de los sideroforos 

FepA y FhuA (Perkins-Balding  y cols, 2003). 

 

Para confirmar el modelo se realizaron mutaciones en las regiones del gen que 

codifican para todas las asas en las que se sustituyó por lo menos un aminoácido. 

Las bacterias con el plásmido mutante fueron crecidas en un medio provisto de Hb 

como única fuente de hierro y se encontró que las mutantes con variaciones en las 

asas extracelulares L6 y L7 eran incapaces de crecer en un  medio que solo 

contenía Hb, por lo que se determinó que estas asas son importantes para la 

obtención de hierro a partir de Hb. También se observó que el asa L7 posee los 

motivos conservados FRAP y NPNL que son esenciales para la utilización de Hb 

(Perkins-Balding y cols, 2003) (Figura 6). 

 

 

Figura 6. Modelo hipotético de un receptor de Hb HmbR de N. meningitidis. En el recuadro se 
muestra el asa 7 donde se localizan los motivos FRAP y NPNL. Tomado de Perkins-Balding  y cols, 
2003. 
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1.3.4.3.4.1 Mecanismo de acción de los receptores para grupo hemo y 

hemoproteínas. 

 

La obtención de hierro a partir del grupo hemo o de una hemoproteína como la Hb, 

requiere de un proceso que implica,  el rompimiento de células como los eritrocitos 

por medio de proteasas secretadas por las bacterias. (Genco y cols, 2001). La Hb 

liberada entonces puede ser lisada por una proteinasa, por ejemplo en P. 

gingivalis la proteinasa Kgp, es capaz de degradar Hb, hemopexina, haptoglobina 

y transferrina (DeCarlo y cols, 1999), en E. coli se ha visto que la proteína Hbp 

puede degradar Hb (Tame y cols, 2002).  

 

Una vez liberada la Hb se puede unir directamente a una proteína receptora, o 

bien, una vez que ha sido degradada y libera el grupo hemo este se une al 

receptor, se ha mostrado que las bacterias solo permiten la entrada del grupo 

hemo y no de la Hb  (Genco y cols, 2001). La unión de la Hb con su receptor debe 

seguir de la liberación del grupo hemo, por lo que se requiere de un cambio 

conformacional de la proteína receptora, el cual es dependiente de energía, la 

energía es proporcionada por el sistema TonB (véase más abajo) (Genco y cols, 

2001). Al liberarse el grupo hemo, este pasa al espacio periplásmico y es 

transportado al interior de la bacteria por una permeasa tipo ABC dependiente de 

ATP (Fath y cols, 1993), en el interior el grupo hemo es degradado por una hemo 

oxigenasa a CO2, biliverdina y hierro, por ejemplo en  C. diphtheriae la proteína 

HmuO lleva a cabo esta función (Chu y cols, 1999) (Figura 7). 

 

1.3.4.3.4.2 Sistema TonB. 

 

La proteína TonB consta de 239 aminoácidos y actúa en conjunto con las 

proteínas ExbB y ExbD. Este sistema proporciona energía, en forma de ATP, a los 

receptores de membrana externa. El ATP producido por la bacteria es transferido 

a la proteína TonB, por medio de una fuerza protón motriz, que es generada por 

las proteínas ExbB y ExbD. La energía proporcionada por el ATP provoca que el 



23 

 

receptor libere su ligando hacia el espacio periplásmico (Wandersman y cols, 

2004). 

 

1.3.4.3.4.3 Transportador tipo ABC. 

 

Una vez que el grupo hemo ha sido internalizado al espacio periplásmico, es 

transportado al interior de la bacteria mediante una permeasa tipo ABC, esta 

permeasa consta de una proteína de unión periplásmica y de un complejo de 

membrana interna, la cual obtiene energía a partir de ATP por medio de una 

ATPasa ABC (Wandersman y cols, 2004). 

 

 

 

Figura 7. Esquema que representa el mecanismo de acción de receptores para hemóforos y 
hemoproteínas. Con las lisis de la célula roja se libera Hb y el grupo hemo. El esquema muestra el 
mecanismo desde la unión de la Hb o grupo hemo y como este pasa del receptor al espacio 
periplásmico con ayuda del sistema TonB y finalmente se internaliza por medio de una permeasa 
tipo ABC 
A.  Se representa un receptor para Hb y grupo hemo 
B.  unión del grupo hemo a través de un hemóforo 
C.  unión del grupo hemo a su receptor 
OM Membrana externa 
PP.  Espacio periplásmico 
CM. Membrana citoplasmática 
Tomado de Genco y cols, 2001. 
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Las bacterias cuentan con una gran maquinaria diseñada para la obtención de 

hierro a partir de su hospedero, esta maquinaria esta constituida por proteínas 

especializadas que pueden ser secretadas como los hemóforos o estar a nivel de 

membrana para unir, si se requiere, de manera directa la fuente de hierro, en el 

ser humano estas fuentes son las hemoproteínas (Figura 8). 

 

 

 

 

 

Figura 8. Representación de una bacteria Gram negativa y la obtención de hierro por diferentes 

vías (Tomado y modificado de Butler, 2003). 
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1.3.5  Método de estudio de los mecanismos de adquisición de hierro a partir 

de Hb. 

 

Cuando se crecen dos bacterias de la misma especie, una patógena y no 

patógena, en un medio enriquecido, como el medio luria, ambas crecerán sin 

problemas y sí bajo esta condición se agrega un quelante de hierro como el 2- 

2´dipirilo, se observa que ambas bacterias dejan de crecer y con el tiempo morirán 

porque carecerán del hierro, el cual resulta vital para llevar a cabo sus funciones 

metabólicas. Sin embargo, sí bajo estas condiciones, se agrega Hb humana al 

medio veremos que la bacteria patógena es la única que crece. Esto se debe a 

que la bacteria patógena posee un mecanismo mediante el cual obtiene hierro a 

partir de la Hb, la información que le permite tener esta habilidad se localiza en su 

material genético, específicamente en las islas de patogenicidad, información de la 

cual carece la bacteria no patógena (González-López y Olivares-Trejo, 2009). 

 

El grupo de Simpson y colaboradores en el 2000, determinaron en la proteína 

HmuR, de P. gingivalis, su capacidad de unir Hb y utilizarla como única fuente de 

hierro, realizaron pruebas in vitro e in vivo. La prueba in vitro consiste en 

determinar sí la proteína HmuR es capaz de unir Hb, para ello se clonó y 

sobreexpreso la proteínas HmuR, en células no patógenas de E. coli BL21. Se 

separó la fracción membranal de la fracción soluble y se purificó a HmuR (Figura 

9, panel A).  Para determinar en qué fracción se sobre-expresa HmuR se realizó 

una inmunodetección, localizando a HmuR en la fracción membranal, y de igual 

manera se pudo identificar que la proteína purificada es HmuR. Finalmente a 

través del “Overlay” se determinó si HmuR une a la Hb. (Figura 9, panel B). La 

conclusión fue que la proteína HmuR, se localiza en la fracción membranal y 

puede unir Hb (Simpson y cols, 2000). 
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A      B 

 

Figura 9. Proteínas de la fracción soluble y membranal de células E. coli transformadas y que 
sobreexprean la proteína HmuR. 
Panel A  Coomassie de la fracción soluble, membranal y purificación de la proteína HmuR 
Panel B Inmunodetección y Overlay de la proteína recombinante HmuR, se demuestra su 
localización membranal mediante la inmunodetección y su capacidad de unir Hb a través del 
Overlay. Tomado de Simpson y cols, 2000. 

 

También se demostró a través de una curva de crecimiento, si la proteína era 

capaz de utilizar la Hb como única fuente de hierro. Las células E. coli BL21 

transformadas con el plásmido que codifica para la proteína HmuR, fueron 

crecidas en medio luria bajo diferentes condiciones. En la figura 10 se muestra el 

resultado de la curva; cuando las células transformadas crecen en medio luria, no 

tienen problemas para su desarrollo. Sin embargo, cuando al medio se agregó el 

quelante de hierro 2- 2´ dipirilo las células no son capaces de presentar 

crecimiento, finalmente al medio con el hierro quelado se le agrega Hb, se puede 

apreciar que la bacteria transformada es capaz de crecer, por lo que la proteína 

HmuR le confiere a la célula la habilidad de obtener hierro a partir de la Hb y 

desarrollarse. 
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Figura 10. Curva de crecimiento. Se muestra el comportamiento de las células transformadas con 
el gen que codifica para la proteína HmuR, crecimiento en medio luria (LB) (■), medio luria mas 2-
2´ dipirilo (●) y medio luria mas quelante y Hb (▪). Tomado de Simpson y cols, 2000. 

 

Ahora bien en nuestro grupo de trabajo nos interesa saber si la bacteria patógena 

H. pylori, cuenta con proteínas capaces de unir el hierro a través del grupo hemo 

y/o a partir de la Hb y si para esto hace uso de proteínas secretadas o por medio 

de proteínas receptoras. 
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2. ESTADO DEL ARTE. 

 

2.1 ANTECEDENTES PARTICULARES. 

 

2.1.1 Deficiencia de hierro en el hombre. 

 

La falta de hierro afecta principalmente a la población infantil y adolescentes, 

debido a que se encuentran en desarrollo y su demanda de hierro es alta. Es más 

frecuente en países en vías de desarrollo, afectando hasta un 50% de la población 

infantil. Su deficiencia tiene diferentes manifestaciones clínicas como un retraso en 

el desarrollo físico y psicomotor, con disminución en habilidades como el lenguaje, 

destrezas motoras y de coordinación (Pollitt; 1991). En cuanto a la población 

adulta, la falta de hierro se refleja en un aumento en la mortalidad por 

padecimientos relacionados con la respuesta inmune, disminución en la función 

tiroidea y disminución de la producción de neurotransmisores como las 

catecolaminas (Chandra y Saraya; 1975). La falta de hierro se puede deber a 

diversos factores. Uno de estos es la mala absorción de este elemento y el papel 

de H. pylori en este fenómeno es importante.  

 

2.1.2 Helicobacter pylori y la mal absorción de hierro en el hombre.  

 

H. pylori coloniza el epitelio gástrico puede generar la infiltración de neutrófilos 

polimorfonucleares. Estos secretan lactoferrina cuya función es limitar la cantidad 

de hierro disponible para la bacteria. Sin embargo, esto también trae como 

consecuencia una baja disponibilidad de hierro para el hospedero (Weiss; 2009). 

 

Asimismo la presencia de esta bacteria produce inflamación. Esta provoca una 

disminución en la producción de hepcidina (hormona relacionada con el 

metabolismo del hierro). Por consiguiente, macrófagos y eritrocitos no liberan 

hierro dando como resultado una disminución del hierro disponible para la 
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eritropoyesis, lo que provoca anemia en respuesta a la hipoferremia (Malyszko y 

Mysliwiec; 2007). 

 

H. pylori, al colonizar las células gástricas, induce disminución de la producción de 

HCl,  este ácido es importante para la absorción de hierro, lo convierte de su 

estado férrico a ferroso, que es la forma de fácil absorción. Por lo tanto, ante la 

falta de ácido, el hierro permanece en forma férrica y no puede ser absorbido. Asi 

mismo, el ácido ascórbico forma un complejo con el hierro. Sin embargo, en un pH 

mayor a 5 no puede ser absorbido por las células (DuBois y Kearney; 2005). 

 

2.1.3 H. pylori adquiere hierro a partir de su hospedero. 

 

H. pylori requiere de hierro para colonizar y mantenerse en el estómago, se ha 

documentado que la bacteria puede competir por el hierro proveniente de la dieta 

del hospedero (Belzer y cols, 2007). Además, se ha comprobado 

experimentalmente que H. pylori obtiene hierro a partir de algunas metaloproteínas 

del humano como lactoferrina (Lf), transferrina (Tf), hemoglobina (Hb) e incluso del 

grupo hemo (hm) (Senkovich y cols, 2010). 

 

H. pylori puede usar Lf como fuente de hierro, emplea una proteína llamada 

Proteína de Unión a Lactoferrina (Lbp) de aproximadamente 70kDa, se encarga de 

unir Lf a la membrana externa de H. pylori (Dhaenens y cols, 1997). Además H. 

pylori sintetiza tres proteínas de membrana externa, estas proteínas se unen al 

grupo hemo y poseen pesos de 48, 50 y 77 kDa pero se desconoce su identidad 

(Worst y cols, 1995). Adicionalmente se han identificado otras dos proteínas de 

membrana, FrpB1 de 88.5 kDa, que une Hb y grupo hemo (Carrizo-Chávez y cols, 

2012) y FrpB2 de 90.8 kDa, que sólo une Hb (González-López y Olivares-Trejo; 

2009). Estas proteínas poseen características únicas que les permiten su unión 

con la Hb y el grupo hemo, esto es, los motivos FRAP y NPNL (González-López y 

Olivares-Trejo; 2009) (Figura 11). 
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Figura 11. Alineamiento la secuencia de aminoácidos de las proteínas que unen Hb de H. pylori y 
secuencias relacionadas de otras bacterias. Se señala en un cuadro los motivos FRAP y NPNL. 
Tomado de González-López y Olivares-Trejo 2009. 

 

Finalmente H. pylori puede asimilar hierro libre empleando el sistema FeoB, el cual  

cuenta con el sistema TonB (TonB, ExbD y ExbB) y las permeasas tipo ABC 

(FecD y FecE), que le permiten obtener hierro unido a dicitrato (Velayudhan y cols,  

2000) (Figura 12), la expresión de los genes que codifican para estas proteínas se 

encuentran reguladas por el gen Fur (Bereswill y cols, 2005). 

 

 

Figura 12. Modelo de obtención de hierro a partir de hierro-dicitrato. H. pylori utiliza las proteínas 
TonB para proporcionar energía a este sistema, y las proteínas Fec D y Fec C que son proteínas 
tipo ABC, para introducir el hierro-dicitrato. Tomado de Velayudhan y cols, 2000. 
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3. IMPORTANCIA DE CONTINUAR CON EL TEMA. 

 

H. pylori es una bacteria patógena que coloniza el epitelio gástrico, produciendo 

diversas patologías desde gastritis, ulceras incluyendo cáncer, Además durante su 

proceso de colonización esta bacteria requiere de hierro para realizar sus 

procesos biológicos, empleando varios mecanismos los cuales involucran una 

gran variedad de proteínas; hasta ahora, se han identificado algunas de ellas. Sin 

embargo, en estudios realizados en nuestro grupo de trabajo se han evidenciado 

la presencia de otras proteínas de membrana con capacidad de unirse al grupo 

hemo, que no han sido identificadas y que posiblemente participen en la 

adquisición de hierro, corroborando la importancia que tiene el grupo hemo para 

esta bacteria. Asimismo, por otro lado se desconoce si H. pylori tiene la capacidad 

de usar mecanismos indirectos para la adquisición de hierro, hasta ahora no existe 

evidencia de que esta bacteria sintetice proteínas tipo hemóforos para la 

adquisición de hierro. 
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II. OBJETIVOS. 

 

 

1. OBJETIVO GENERAL. 

 

 Identificar proteínas de H. pylori que unen hemoglobina a través del grupo 

hemo. 

 

 

 

2. OBJETIVOS PARTICULARES. 

 

• Purificar proteínas de H. pylori que se unan al grupo hemo.  

• Identificar las proteínas que tienen la capacidad de unir el grupo hemo 

• Analizar si las proteínas identificadas tienen la capacidad de unir otros 

elementos o compuestos diferentes al grupo hemo. 
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III. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL. 

 

 

 

Figura 13. Estrategia experimental. 
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IV. MATERIAL Y MÉTODOS. 

 

1. Cepas bacterianas  

 

Se emplearon las cepas de Helicobacter pylori J99 (ATCC 700824) y como control 

la cepa E. coli O157:H7 (ATCC 700927). 

 

2. Condiciones de crecimiento bacteriano. 

 

2.1 H. pylori. 

 

La cepa H. pylori fue rutinariamente crecida en agar Casman suplementado  con 

sangre de carnero desfibrinada al 7.5%, 37ºC y en condiciones microaerofílicas 

(10% CO2) de 24 a 48 horas (h), posteriormente estas bacterias fueron 

resembradas en el mismo agar por 12 h para la obtención de proteínas de 

membrana o en agar Casman suplementado con 5mM de FeCl3 por 12 h, cuando 

se obtuvieron proteínas secretadas.  

 

2.2 E. coli. 

 

La cepa de E. coli se mantuvo en crecimiento en agar Luria-Bertani por 12 h/ 

37ºC, posteriormente se resembró en medio Casman suplementado con 5mM de 

FeCl3 por 12 h/ 37ºC para la obtención de proteínas secretadas. 

 

3. Identificación microscópica de H. pylori y E. coli mediante tinción de 

Gram. 

 

Con el asa bacteriológica se tomó una muestra de la bacteria y se depositó sobre 

un portaobjetos y se fijó a la flama, se agregó una gota de cristal violeta y se dejó 

reposar por un minuto, se lavó con agua hasta eliminar el exceso, se adicionó una 

gota de lugol y se dejó por 1 minuto, se lavó con alcohol acetona hasta que la 
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muestra quedó limpia, se agregó una gota de safranina, reposó por un minuto se 

lavó con agua, se secó a temperatura ambiente y se observó al microscopio, con 

el objetivo de 10X se localiza una zona y con el objetivo 100X se observan 

detalles, en este objetivo se debe de agregar una gota de aceite de inmersión para 

poder observar la muestra y observar la morfología microscópica característica 

polimórfica de H. pylori y E. coli. 

 

4. Pruebas bioquímicas. 

 

4.1 Catalasa. 

 

La catalasa es una enzima que es capaz de descomponer el H2O2 en H2O y O2 

(2H2O2 -> 2H2O + O2
2). Con un asa de plástico se tomó una muestra de la bacteria 

H. pylori y se depositó sobre un portaobjeto de vidrio, posteriormente se agregó 

una gota de H2O2 al 30%, se consideró una prueba positiva si al contacto con la 

muestra de bacterias el H2O2 desprendió burbujas. 

 

4.2 Ureasa. 

 

Esta prueba demuestra la presencia de la enzima ureasa de H. pylori, la ureasa 

descompone la urea en anhídrido carbónico y amoniaco, dicha reacción genera un 

pH alcalino que se evidencia por un cambio de color del medio de naranja-amarillo 

a rosa fuerte debido a la acción del indicador de pH, la reacción es la siguiente: 

NH2-CO-NH2 -> CO2 + NH3, el procedimiento es el siguiente: con un asa de 

plástico se tomó una muestra de la bacteria H. pylori y se depositó  sobre el medio 

con urea, se considera positiva si el medio cambia a color  rosa en menos de 1 

min. 

 

 

 

 

http://es.wikipedia.org/wiki/Catalasa#cite_note-expasy-2
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5. Obtención de DNA genómico de H. pylori. 

 

El DNA genómico de H. pylori se obtuvo mediante el kit Wizard® Genomic DNA 

Purification Kit (Promega) de acuerdo a las indicaciones del fabricante con las 

siguientes variaciones, brevemente; la bacteria se creció en agar Casman 

suplementado con sangre de caballo al 7.5 %, las células se resuspendieron en 

1ml de solución PBS 1X y se centrifugó a 6000 g por 2 minutos (min) y se eliminó 

el sobrenadante. Después se adicionaron 600 l de la solución de lisis nuclear y 

se resuspendió la pastilla, posteriormente se incubó a 80oC/5 min para lisar las 

células, se dejó enfriar a temperatura ambiente (T.A), se adicionó 3 l de la 

solución RNasa, se invirtió el tubo hasta 5 veces para mezclar, esta solución se 

incubó a 37oC/30 min, se enfrió a T. A, se adicionó 200 l de solución 

precipitadora de proteínas a la muestra tratada con la RNAsa, se agitó 

vigorosamente con el vortex por 20 segundos (s) e incubó en hielo por 5 min, 

después de la precipitación de proteínas, se incubaron por 5 min en hielo, 

posteriormente se agregó 500 l de cloroformo:alcohol isoamílico 24:1, se 

centrifugó a 12000 g durante 3 min y se recuperó la fase acuosa que se colocó en 

otro tubo al cual se le agregó 600 l de isopropanol frío  y se dejó durante toda la 

noche (O. N) a -20ºC, pasado este tiempo se centrifugó a 16000  g, se transfirió el 

sobrenadante, que contiene el DNA, a un tubo eppendorf de 1.5 ml el cual debía 

contener 600 l de isopropanol a T. A, se mezcló por inversión hasta que las 

hebras de DNA fueron visibles, se retiró el sobrenadante, se centrifugó a 16000 g/ 

2 min, posteriormente con cuidado se retiró y se drenó el tubo sobre papel 

absorbente, se adicionó 600 l de etanol al 70 % a T. A, se invirtió el tubo varias 

veces para lavar la pastilla de DNA, se centrifugó a 16000 g/ 2 min, 

cuidadosamente se retiró, por aspiración,  el etanol, la pastilla se dejó al aire por 

15 min, posteriormente se adicionó 100 l de solución rehidratante de DNA al tubo 

y se rehidrató el DNA por incubación a 65oC/ 1 h, periódicamente se mezcló 

invirtiendo el tubo, finalmente se almacenó el DNA a una temperatura de -20oC 
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6. Amplificación de los genes glmM, cagA, cagE y vacA por PCR 

 

El DNA genómico obtenido se utilizó como molde para la amplificación del gen 

seleccionado. La reacción de PCR se llevó a cabo de la siguiente manera: para un 

volumen de 25 l se puso en un tubo de PCR 2.5 l de amortiguador 10X 0.75 l 

de Mg 50mM, 2.5  de dNTP`s 10mM, 1 l de oligo sentido 150mM, 1 l de oligo 

antisentido 150mM, 1g/ l de DNA, 0.5 U de enzima Taq polimerasa y se llevó a 

un volumen final de 25 l con agua miliQ. Se realizó un control negativo el cual 

contenía todos los compuestos a excepción de DNA. 

 

Los oligos empleados para la amplificación de los genes fueron: 

Gen glmM  Sentido:  5` AAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT 3` 

  Antisentido:  5` AAGCTTACTTTCTAACACTAACGC 3` 

Gen cagA  Sentido:  5` AATACACCAACGCCTCCAAG 3` 

  Antisentido:  5` TTGTTGCCGCTTTTGCTCTC 3` 

Gen cagE  Sentido:  5` TGTGGCAAGCAAACAAGCT 3` 

  Antisentido:  5` TCAGGGAAACCAAACAACCT 3` 

Gen vacA  Sentido:  5` ATGGAAATACAACAAACACAC 3` 

  Antisentido:  5` CTGCTTGAATGCGCCAAA 3` 

 

El programa utilizado para la amplificación de los genes fueron los siguientes: 

Gen glmM. Calentar a 94°C/ 5 min 1 ciclo; 93°C/1 min, 57°C/1 min y 72°C/1 min 

durante 35 ciclos y finalmente 72°C/10 min 1 ciclo. 

Gen cagA. Calentar a 94°C/5 min 1 ciclo; 94°C/1 min, 55°C/1 min y 72°C/1 min 

durante 35 ciclos y finalmente 72°C/10 min 1 ciclo. 

Gen cagE. Calentar a 94°C/5 min 1 ciclo; 94°C/1 min, 55°C/1 min y 72°C/1 min 

durante 35 ciclos y finalmente 72°C/10 min 1 ciclo. 

Gen vacA. Calentar a 94°C/5 min 1 ciclo; 93°C/1 min, 53°C/1 min y 72°C/1 min 

durante 35 ciclos y finalmente 72°C/10 min 1 ciclo. 
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7. Geles de agarosa.  

 

El DNA total y los productos de PCR fueron resueltos por electroforesis en geles 

de agarosa al 1%, utilizando amortiguador TAE y teñidos con bromuro de etidio, 

los geles obtenidos fueron visualizados con un transiluminador de luz UV y 

digitalizados por medio de un fotodocumentador. 

 

8. Obtención de proteínas. 

 

8.1 Proteínas Secretadas. 

 

8.1.1 H. pylori. 

 

Se obtuvo la biomasa de la bacteria al hacerla crecer en agar Casman 

suplementado con sangre de carnero desfibrinada al 7.5% por 24 h, 

posteriormente las bacterias se resembraron en agar Casman suplementado con 

FeCl3 5mM, por 12 h al cabo de este tiempo las bacterias se colectaron y 

resuspendieron en caldo brucella, se centrifugaron a 6000 g/10 min, el 

sobrenadante, que contiene las proteínas secretadas,  se separó y se filtró a 

través de una membrana con tamaño de poro de 0.45  con la finalidad de 

eliminar bacterias que hayan podido permanecer en el sobranadante.  

 

8.1.2 E. coli. 

 

La bacteria E. coli creció en agar Luria-Bertani por 12 h, posteriormente las 

bacterias se resembraron en agar Casman suplementado con FeCl3 5mM, por 12 

h al cabo de este tiempo las bacterias se colectaron y resuspendieron en caldo 

brucella, se centrifugaron a 6000 g/10 min, el sobrenadante, que contiene las 

proteínas secretadas,  se separó y se filtró a través de una membrana con tamaño 
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de poro de 0.45  con la finalidad de eliminar bacterias que hayan podido 

permanecer en el sobranadante.  

 

8.2 Proteínas totales.  

 

8.2.1 H. pylori. 

 

H. pylori creció en agar Casman suplementado con sangre de carnero 

desfibrinada al 7.5% por 24 h, posteriormente las bacterias se resembraron en 

agar Casman suplementado con FeCl3 5mM, por 12 h al cabo de este tiempo las 

bacterias se colectaron y resuspendieron en amortiguador de lavado Tris HCl 

20mM, se lavaron por centrifugación a 6000 g/ 3 min 3 veces, posteriormente la 

pastilla formada se resuspendió en Tris HCl 20mM, 1% Sarkosil y PMSF 1mM, las 

bacterias se sonicaron con pulsos de 30 s y amplitud del 60% en un baño de hielo, 

posteriormente la muestra se centrifugó a 12000 g/20 min con la finalidad de 

separar las bacterias no lisadas y cuerpos de inclusión, el sobrenadante se 

consideró como proteínas totales. 

 

8.2.2 E. coli. 

 

La bacteria E. coli creció en agar Luria-Bertani por 12 h, posteriormente las 

bacterias se resembraron en agar Casman suplementado con FeCl3 5mM, por 12 

h al cabo de este tiempo las bacterias se colectaron y resuspendieron en 

amortiguador de lavado Tris HCl 20mM, se lavaron por centrifugación a 6000 g/ 3 

min 3 veces, posteriormente la pastilla formada se resuspendió en Tris HCl 20mM, 

1% Sarkosil y PMSF 1mM, las bacterias se sonicaron con pulsos de 30 s y 

amplitud del 60% en un baño de hielo, posteriormente la muestra se centrifugó a 

12000 g/20 min con la finalidad de separar las bacterias no lisadas y cuerpos de 

inclusión, el sobrenadante se consideró como proteínas totales. 
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8.3 Proteínas citoplásmicas.  

 

8.3.1 H. pylori. 

 

H. pylori creció en agar Casman suplementado con sangre de carnero 

desfibrinada al 7.5% por 24 h, posteriormente las bacterias se resembraron en 

agar Casman suplementado con FeCl3 5mM, por 12 h al cabo de este tiempo las 

bacterias se colectaron y resuspendieron en amortiguador de lavado Tris HCl 

20mM, se lavaron por centrifugación a 6000 g/ 3 min 3 veces, posteriormente la 

pastilla formada se resuspendió en Tris HCl 20mM, 1% Sarkosil y PMSF 1mM, las 

bacterias se sonicaron con pulsos de 30 s y amplitud del 60% en un baño de hielo, 

posteriormente la muestra se centrifugó a 12000 g/20 min con la finalidad de 

separar las bacterias no lisadas y cuerpos de inclusión, a partir del sobrenadante 

se obtuvieron las proteínas citoplásmicas mediante ultracentrifugación 105000 g/ 1 

h/ 4ºC, al termino se obtuvo un sobrenadante que se consideró contenía las 

proteínas citoplásmicas. 

 

8.3.2 E. coli. 

 

La bacteria E. coli creció en agar Luria-Bertani por 12 h, posteriormente las 

bacterias se resembraron en agar Casman suplementado con FeCl3 5mM, por 12 

h al cabo de este tiempo las bacterias se colectaron y resuspendieron en 

amortiguador de lavado Tris HCl 20mM, se lavaron por centrifugación a 6000 g/ 3 

min 3 veces, posteriormente la pastilla formada se resuspendió en Tris HCl 20mM, 

1% Sarkosil y PMSF 1mM, las bacterias se sonicaron con pulsos de 30 s y 

amplitud del 60% en un baño de hielo, posteriormente la muestra se centrifugó a 

12000 g/20 min con la finalidad de separar las bacterias no lisadas y cuerpos de 

inclusión, a partir del sobrenadante se obtuvieron las proteínas citoplásmicas 

mediante ultracentrifugación 105000 g/ 1 h/ 4ºC, al termino se obtuvo un 

sobrenadante que se consideró contenía las proteínas citoplásmicas. 
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8.4 Proteínas de membrana. 

 

8.4.1 H. pylori. 

 

H. pylori creció en agar Casman suplementado con sangre de carnero 

desfibrinada al 7.5% por 24 h, posteriormente las bacterias se resembraron 

nuevamente en agar Casman suplementado con sangre de carnero desfibrinada al 

7.5%, por 12 h al cabo de este tiempo las bacterias se colectaron y 

resuspendieron en amortiguador de lavado Tris HCl 20mM, se lavaron por 

centrifugación a 6000 g/ 3 min 3 veces, posteriormente la pastilla formada se 

resuspendió en Tris HCl 20mM, 1% Sarkosil y PMSF 1mM, las bacterias se 

sonicaron con pulsos de 30 s y amplitud del 60% en un baño de hielo, 

posteriormente la muestra se centrifugó a 12000 g/20 min con la finalidad de 

separar las bacterias no lisadas y cuerpos de inclusión, a partir del sobrenadante 

se obtuvieron las proteínas de membrana mediante ultracentrifugación 105000 g/ 

1 h/ 4ºC, al termino se obtuvo una pastilla que se consideró contenía las proteínas 

de membrana, la pastilla se resuspendió en amortiguador Tris HCl 20 mM. 

 

9. Purificación de proteínas por cromatografía de afinidad (resina-hemina). 

 

Cada una de las fracciones de proteínas (secretadas, totales, citoplásmicas o de 

membrana) se pusieron a interactuar con la cromatografía (resina) de afinidad 

(Sigma), cuyo ligando es el grupo hemo. Las proteínas se pusieron a interactuar 

con la cromatografía O. N/ 4ºC y en agitación, al cabo de este tiempo las muestras 

se  centrifugaron a 1000 g/ 1 min, se obtuvo un sobrenadante, que contiene las 

proteínas que no tienen afinidad por el grupo hemo (Fracción no unida), la resina 

se lavó 4 veces con amortiguador de lavado pH 7.0 esto eliminó uniones 

inespecíficas, finalmente las proteínas que se unieron al grupo hemo se eluyeron 

con clorhidrato de guanidina 6M.  
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10. Elución de proteínas con diferentes ligandos. 

 

Las proteínas se pusieron a interactuar con la cromatografía de afinidad O. N/ 4ºC 

con agitación, al cabo de este tiempo las muestras se  centrifugaron a 1000 g/ 1 

min, se obtuvo un sobrenadante, que contiene las proteínas que no tienen afinidad 

por el grupo hemo, la resina se lavó 4 veces con amortiguador de lavado pH 7.0 

esto eliminó uniones inespecíficas, posteriormente las proteínas se eluyeron con 

diferentes ligandos, se sustituyo al clorhidrato de guanidina por el grupo hemo, 

FeCl36H2O, ZnCl2, MnCl24H2O, MgCl26H2O, CaCl2, vitamina B12 y lactoferrina. Los 

ligandos contenían una concentración de dos veces mayor con respecto a la 

concentración del grupo hemo en la resina.  

 

11. Eliminación de contaminantes de las proteínas. 

 

Las proteínas eluidas contienen grandes cantidades de sal y otros contaminantes 

por lo que se utilizó el kit Clean up (BioRad) para eliminar los contaminantes y al 

mismo tiempo concentrar las proteínas, se siguieron las indicaciones del 

fabricante, brevemente, se tomó una alícuota de las proteínas eluidas, se adicionó 

300 l de solución de precipitante 1 y se mezclan con vortex, se reposa por 15 

minutos en hielo, posteriormente se agregó 300 l de solución precipitante 2, se 

mezcla y se centrifuga a 12000 g/ 5 min/  4ºC. Se eliminó el sobrenadante, la 

pastilla se lavó con 40 l de solución de lavado 1, se centrifugó a 12000 g/ 5 min/ 

4ºC, se retiró el sobrenadante, la pastilla se resuspende en 50 l de agua estéril, 

se adicionó 1 ml de solución de lavado 2, que debe esta almacenada a -20ºC, se 

adicionan 5 l de aditivo se mezclaron por vortex y se dejó reposar por 20 min/ -

20ºC, se mezcló cada 10 min, posteriormente se centrifugó a 12000 g/ 5 min/  4ºC, 

se retira el sobrenadante y pastilla se resuspende en agua en el caso de proteínas 

secretadas, citoplásmicas y totales, en el caso de proteínas de membrana la 

pastilla se resuspendió en Tris HCl pH 7.0 20mM.   
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12. Determinación de la concentración de proteínas.  

 

Las proteínas se cuantificaron por espectrofotometría empleando el método de 

Bradford, se generó una curva estándar con concentraciones conocidas de 

albumina sérica bovina y se leyó a 595 nm, la concentración de las muestras se 

determinó por interpolación. En primer lugar se prepararon diluciones de la 

albumina sérica bovina, que está a una concentración de 0.5 mg/ml, las diluciones 

fueron a 25, 50, 75 y 100 g/ml.  Las muestras se prepararon tomando un volumen 

igual o menor a 100 L; completando los 100 L con la solución de dilución. 

Posteriormente a cada tubo se agregó 1 ml del reactivo de Bradford, se mezcló y 

dejo reposar por 2 min. Se midió la absorvancia a 595 nm, con los datos se realizó 

la curva de referencia. Se leyeron las muestras y las lecturas se interpolaron en la 

curva de referencia y de esta manera se obtuvo la concentración. 

 

13. Preparación de muestras para electroforesis en SDS-PAGE 

 

Las proteínas se colocaron en un tubo de 1.5 ml se agregó amortiguador de carga 

5X (250 mM Tris HCl pH 8, 50% de glicerol, 10% de SDS, 0.05% de azul de 

bromefenol, 2% de DTT, -mercaptoetanol 1 mM), se mezcló por agitación y se 

hirvió durante 6 minutos, se dejó enfriar a T. A. 

 

14. Resolución de proteínas en geles SDS-PAGE. 

 

Las muestras se resolvieron en geles al 12%. La composición del gel consiste en: 

acrilamida/bisacrilamida (30%), 0.5 M de Tris-HCl pH 8.8, 0.1% de SDS, 10% de 

persulfato de amonio y 0.1% de TEMED. Se aplicó una corriente de 100 volts 

durante 2 horas. Se cargaron 50 g de proteínas cuando el gel se tiñó con azul de 

Coomassie y en el caso de realizar tinción de plata se cargaron 5 g de la 

muestra. 
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15. Tinción de proteínas con azul de Coomassie. 

 

Las proteínas resueltas se visualizaron por el método de azul de Coomassie R-

250. El gel fue inmerso en la solución de tinción (azul de Coomassie R-250 0.1%,  

metanol 50% y acido acético glacial 10%) hasta que el gel quedó completamente 

azul, posteriormente se destiñó con solución destiñidora (metanol 40% y  acido 

acético glacial 10%) hasta que las proteínas quedaron en azul con fondo 

transparente. 

 

16. Tinción de proteínas con nitrato de plata. 

 

El gel fue inmerso en la solución de fijación O. N (etanol 40%, acido acético glacial 

5%), posteriormente el gel se lavó 2 veces con etanol al 5%/ 20 min, después se 

lavó tres veces con agua destilada/ 5 min; posteriormente se realizó el 

pretratamiento con Na2S2-5H2O al 0.02%/ 2 min, se lavó tres veces con agua 

destilada/ 20 s. El gel se colocó en solución de tinción (AgNO3 0.2% y 40 l de 

formaldehido al 37%)/ 30 min, al cabo de este tiempo se lavó 2 veces con agua 

destilada/ 20 s, las bandas se revelaron con solución de revelado (Na2CO3 al 3%, 

Na2S2-5H2O al 0.0004% y 40 L de formaldehido al  37%), el gel se agitó hasta 

que las bandas se evidenciaron, la reacción se paró con acido acético glacial al 

5% y el gel se conservó en agua destilada. 

 

17. Espectrometría de masas LC-MS/MS. 

 

Este procedimiento se realizó para conocer la identidad de las proteínas 

seleccionadas, a partir de un gel SDS-PAGE teñido con Coomassie se escindió la 

banda con un escalpelo, se lavo con agua destilada y se secó, la banda fue 

digerida con la enzima tripsina, posteriormente la muestra se carga al equipo 

Micromass QTof I, 5 l de la muestra digerida se inyectó en una columna PepMap 

C18 (0.75 µm x 15 cm) y se eluyó con acetonitrilo a un gradiente linear de 200nl/ 

min, el péptido eluido fue introducido al espectrómetro de masas a través de un 
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New Objective PicoTip que a su vez estuvo sostenido por un New Objective 

adapter. Las condiciones del experimento son: voltaje capilar 1.8kV, voltaje del 

cono de tensión 32V, energía de colisión fija de 14eV a 50eV de acuerdo con la 

masa y la carga del ion. Los datos obtenidos fueron buscados en la base de datos 

www.matrixscience.com usando el algoritmo Mascot (Protein core facility Columbia 

University Medical Center, http://www.cumc.columbia.edu/dept/protein/). 

 

18. Inmuno Detección. 

 

Las proteínas resueltas en geles SDS-PAGE se transfirieron a una membrana de 

nitrocelulosa por medio de una cámara húmeda a 100mA en un amortiguador de 

transferencia (30mM Tris, 20% de metanol)/ 1 h, posteriormente las membranas 

fueron incubadas en amortiguador PBST (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM 

Na2HPO4, 2 mM KH2PO4  y 0.1 % tween 20)  con leche semidescremada al 0.1%  

O. N/ 4ºC. Posteriormente la membrana se lavó con PBST 2 veces, la membrana 

se incubó con el primer anticuerpo anti-GroEL (1:40000) o anti- β-Galactosidasa 

(1:50000)/ 1 h, la membrana se lavo 5 veces con PBST, se incubó el segundo 

anticuerpo, en ambos casos fue un anti-ratón acoplado a HRP a una dilución de 

1:10000/ 1 h, al termino la membrana se lavó 5 veces con PBST, se dio un lavado 

final con PBS 1X con la finalidad de eliminar alguna posible interferencia con la 

quimioluminiscencia. Finalmente la membrana fue revelada por 

quimioluminiscencia. Los anticuerpo primarios empleados son específicos para la 

bacteria E. coli y presentan reacción cruzada con proteínas homologas de H. 

pylori.  

 

19. Ensayo de Overlay. 

 

Las proteínas resueltas en geles SDS-PAGE se transfirieron a una membrana de 

nitrocelulosa por medio de una cámara húmeda a 100 mA en un amortiguador de 

tranferencia (30mM Tris, 20% de metanol)/ 1 h, posteriormente las membranas se 

incubaron en amortiguador PBST (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 
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mM KH2PO4  y 0.1 % tween 20) con leche semidescremada al 0.1% con la 

finalidad de bloquear sitios inespecíficos donde no hay proteínas, esto se hizo O. 

N/ 4ºC. Posteriormente la membrana se lavó con PBST 2 veces. La membrana se 

puso a interaccionar con Hb (0.1 mM) o vitamina B12 (1 mM)/ 1 h, la membrana se 

lavó 5 veces con PBST y se incubó con el primer anticuerpo anti -globina 

(1:10000)/ 1 h, posteriormente la membrana se lavó 5 veces con PBST y se 

incubó con el 2do anticuerpo anti conejo (1:10000) unido a HRP/ 1 h, al cabo de 

este tiempo la membrana se lavó con PBST 5 veces y se dio un último lavado con 

PBS 1X, con la finalidad de eliminar alguna posible interferencia con la 

quimioluminiscencia, finalmente la membrana se reveló por quimioluminiscencia. 

 

20. Alineamiento de secuencias tipo GroEL. 

 

La secuencia de aminoácidos de proteínas GroEL de cepas de Helicobacter y de 

otras especies relacionadas se cargaron en el servidor ClustalW 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ con la finalidad de obtener el 

alineamiento y se empleó el programa JalWiev 2.8 para editar las los residuos de 

histidina y tirosina. 

 

21. Modelaje en el espacio de proteínas.  

 

La secuencia de aminoácidos de las proteínas seleccionadas se cargaron en el 

servidor http://www.cbs.dtu.dk/services/CPHmodels/, se obtuvo un archivo tipo 

PDB que contiene la información para generar una imagen tridimensional de la 

proteína, el archivo obtenido se corrió en el programa PyMol versión 0.9 y de esta 

manera se visualizó la proteína en tercera dimensión.  

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
http://www.cbs.dtu.dk/services/CPHmodels/
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V. RESULTADOS. 

 

1. Crecimiento bacteriano. 

 

1.1 E. coli. 

 

La bacteria E. coli se creció de manera rutinaria en agar Luria-Bertani por 12 h/ 

37ºC para obtener biomasa; con la finalidad de que las bacterias estimularan la 

síntesis de proteínas relacionadas con la obtención de hierro, fueron resembradas 

en agar Casman suplementado con FeCl3 5mM por 12 h/ 37ºC. Las bacterias que 

crecieron en el medio suplementado con FeCl3 fueron usadas para obtener 

proteínas secretadas, totales y citoplásmicas (Figura 14). 

 

1.1.1 Identificación microscópica de E. coli mediante tinción de Gram. 

 

A los cultivos de E. coli se les realizó tinción de Gram con la finalidad de observar 

su morfología, la cual era de forma de bacilos gram negativos y confirmar su 

pureza (Figura 14, A y B), de igual manera se realizó tinción de Gram al 

sobrenadante para confirmar que no contuviera bacterias que contaminaran a las 

proteínas secretadas (Figura 14 C). 

 

1.2 H. pylori. 

 

H. pylori se creció de manera rutinaria en agar Casman suplementado con sangre 

de carnero desfibrinada al 7.5%, 37ºC, 10% CO2 de 24 a 48 h (Figura 15), 

posteriormente se resembró en agar Casman suplementado con FeCl3 5mM, 

37ºC, 10% CO2 durante 12 h (Figura 15 E) para obtener proteínas secretadas 

(Figura 15 G) totales (Figura 15 H) y citoplásmicas (Figura 15 I). Por otro lado H. 

pylori fue resembrada en agar Casman suplementado con sangre de carnero 

desfibrinada al 7.5%, 37ºC, 10% CO2 por 12 h (Figura C) para obtener proteínas 

de membrana (Figura 15 D). 
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Figura 14. Monitoreo del crecimiento de E. coli. Durante el proceso de obtención de proteínas se 

realizó tinción de Gram a las bacterias crecidas en agar LB (A), agar Casman suplementado con 

FeCl3 (B), al sobrenadante que contenía las proteínas secretadas (C), con la finalidad de tener 

cultivos puros, para posteriormente obtener proteínas secretadas (D), totales (E) y citoplásmicas 

(F) para la cromatografía de afinidad. 
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Figura 15. Monitoreo del crecimiento de H. pylori. Durante el proceso de obtención de proteínas se 

realizó tinción de Gram a las bacterias crecidas en agar Casman suplementado con sangre de 

carnero al 7.5% (A y C), agar Casman suplementado con FeCl3 (E), al sobrenadante que contenía 

las proteínas secretadas (F), con la finalidad de tener cultivos puros, para posteriormente obtener 

proteínas de membrana (D), secretadas (G), totales (E) y citoplásmicas (I) para la cromatografía de 

afinidad. 
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1.2.1 Identificación microscópica de H. pylori mediante tinción de Gram. 

 

Los cultivos de la bacteria H. pylori fueron monitoreados mediante tinción de Gram 

con la finalidad de observar su pureza y morfología de bacilo gram negativo 

(Figura 15 A, C y E). Por otro lado también se realizó tinción de Gram al 

sobrenadante, de esta manera se confirmó la ausencia de bacterias que pudieron 

contaminar la muestra de proteínas secretadas (Figura 15, F).  

 

2. Pruebas bioquímicas. 

 

2.1 Catalasa y ureasa.  

 

H. pylori es una bacteria que cuenta con las enzimas catalasa y ureasa, la 

presencia de estas enzimas se evidenció mediante la prueba de la catalasa y 

ureasa, la bacteria dio un resultado positivo para ambas pruebas (Bauerfeind y 

cols, 1997).  

 

3. Amplificación de los genes glmM, cagA, cagE y vacA por PCR. 

 

El DNA genómico de H. pylori se usó como molde para obtener por PCR la 

amplificación de los genes glmM (294 pb), cagA (400 pb), cagE (195 pb) y  vacA 

(209 pb) que son específicos de H. pylori (Figura 16), con esta prueba se tiene 

mayor evidencia de que la bacteria con la que se trabaja es H. pylori. 
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Figura 16. Amplificación por PCR de genes los glmM, cagA, cagE y vacA de H. pylori. Carril 1 
amplicón del gen glmM (294 pb). Carril 2 amplicón del gen cagA (400 pb). Carril 3 amplicon del gen 
cagE (195 pb), carril 4 amplicón del gen vacA (209 pb). Las flechas indican los diferentes 
amplificados y sus tamaños en pb. A la izquierda se muestra el marcador de pares de bases de 
referencia. 
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4. Proteínas de los agares de cultivo purificadas por cromatografía de 

afinidad. 

 

Con la finalidad de determinar si los agares de cultivo poseen proteínas afines a la 

cromatografía de afinidad y que durante el proceso de purificación pudieran 

mezclarse con las proteínas secretadas por la bacteria, ya que estas se liberan 

hacia el agar, se llevo a cabo la cromatografía de afinidad con el agar Casman 

suplementado con sangre de carnero al 7.5%, se tomó una muestra (Figura 17, 

Carril 1) y se puso a interactuar en la cromatografía de afinidad cuyo ligando es el 

grupo hemo (resina)  O. N/ 4ºC y agitación, al cabo de este tiempo la resina se 

centrifugó a 1000 g/ 1 min/ 4ºC y se separó el sobrenadante, el cual contenía la 

proteínas que no son afines al grupo hemo (Figura 17, Carril 2), se realizaron 4 

lavados con amortiguador de lavado para separar aquellas proteínas que se 

unieron de manera inespecífica al ligando (Figura 17, Carriles 3-6), finalmente las 

proteínas afines al grupo hemo fueron eluidas con una solución de clorhidrato de 

guanidina 6M (Figura 17, Carril 7). El resultado nos muestra que el agar Casman 

suplementado con sangre de carnero al 7.5% contiene una proteína de 

aproximadamente 50 kDa que es afín al grupo hemo (Figura 17, Carril 7), por lo 

tanto este agar no fue adecuado para investigar las proteínas secretadas, debido a 

que la proteína de 50 kDa del agar podría confundirse con las proteínas 

secretadas por las bacterias H. pylori y E. coli. 
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Figura 17. Proteínas del agar Casman (suplementado con sangre) que se unen a la cromatografía 
de afinidad. Se muestra en un recuadro la proteína eluida de aproximadamente 50 kDa, señalada 
con una flecha.  Carril 1 Proteínas totales, Carril 2 Fracción no unida, Carriles 3-6 lavados, Carril 7 
Proteína eluida. A la izquierda están los pesos moleculares de referencia. SDS-PAGE al 12% 
teñido con azul de Coomassie. 
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Por otro lado la cromatografía de afinidad también se aplicó al agar Casman 

suplementado con FeCl3 5mM. Sin embargo, no pudimos evidenciar la presencia 

de proteínas en este agar (Figura 18, Carril 1), de igual manera no se encontraron 

proteínas con unión inespecífica a la resina (Figura 18, Carril 2, lavados (Figura 

18, Carriles 3-6) y elución (Figura 18, Carril 7); por lo tanto, se decidió utilizar este 

agar para cultivar a la bacteria H. pylori y E. coli para obtener proteínas 

secretadas, con la seguridad de que las proteínas purificadas son de la bacteria. 

Por lo tanto, se decidió crecer de manera rutinaria a H. pylori en agar Casman 

suplementado con sangre de carnero 7.5% y resembrarla en agar Casman FeCl3 

5mM para obtener proteínas secretadas, totales y citoplásmicas, cuando el 

objetivo fue obtener proteínas de membrana de H. pylori esta creció en agar 

Casman suplementado con sangre de carnero 7.5% (Figura 15).  E. coli se creció 

de manera rutinaria en agar Luria-Bertani y se resembró en agar Casman 

suplementado con FeCl3 5mM para obtener proteínas secretadas, totales y 

citoplásmicas (Figura 14).  
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Figura 18. El agar Casman suplementado con FeCl3 5mM no contiene proteínas afines al grupo 
hemo.  Extractos. Carril 1 Proteínas totales, Carril 2 Fracción no unida, Carriles 3-6 Lavados, Carril 
7 Elución. A la izquierda se muestran los pesos moleculares de referencia. SDS-PAGE al 12% 
teñido con azul de Coomassie.  
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5. Proteínas de membrana de H. pylori purificadas por Cromatografía de 

afinidad. 

 

H. pylori se cultivó en agar Casman suplementado con sangre de carnero al 7.5% 

para obtener proteínas de membrana, el objetivo es estimular la expresión de 

proteínas relacionadas con la unión de Hb. Las proteínas de membrana (Figura 

19, Carril 1) se pusieron a interactuar con la cromatografía de afinidad, se 

separaron las proteínas que no son afines al grupo hemo (Figura 19, Carril 2), la 

resina se lavó 5 veces con amortiguador de lavado, con la finalidad de separar 

aquellas proteínas que se unieron al grupo hemo de manera inespecífica (Figura 

19, Carriles 3-7), finalmente las proteínas afines al grupo hemo fueron eluidas con 

clorhidrato de guanidina 6M (Figura 19, Carril 8).  

 

 

 

 

 
 



57 

 

 
 
Figura 19. Proteínas de membrana de H. pylori afines al grupo hemo. Extractos obtenidos de la 
cromatografía de afinidad al poner a interactuar las proteínas de membrana de H. pylori. Carril 1 
Proteínas totales, Carril 2 Fracción no unida, Carriles 3-7 lavados, Carril 8 Proteínas eluidas. A la 
izquierda se muestran los pesos moleculares de referencia. SDS-PAGE al 12% teñido con azul de 
Coomassie 
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Un total de 8 proteínas de membrana de H. pylori fueron purificadas por 

cromatografía de afinidad, estas proteínas tienen pesos moleculares que van de 

los 22 kDa hasta los 90 kDa (Figura 20). 

 

 

Figura 20. 8 proteínas de membrana de H. pylori son afines al grupo hemo.  Se muestran y señalan 
con una flecha, las proteínas que fueron eluidas de la cromatografía de afinidad, se ponen los 
pesos moleculares aproximados de cada proteína, a la izquierda están los pesos moleculares de 
referencia. SDS-PAGE 12% azul de teñido con Coomassie. 
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6. Identificación por espectrometría de masas de las proteínas de membrana 

purificadas por cromatografía de afinidad de H. pylori. 

 

Las 8 proteínas de membrana purificadas por cromatografía de afinidad (Figura 

20), fueron escindidas del gel SDS-PAGE y tratadas con tripsina para su 

identificación por espectrometría de masas (Tabla 6). FrpB3 fue una de las 

proteínas identificadas (proteína de membrana externa regulada por hierro), FrpB3 

forma parte, junto FrpB1 y FrpB2, de una familia de proteínas especializadas en la 

adquisición de hierro a partir de diferentes hemoproteínas. Por otro lado se 

identificó a la proteína factor de elongación Tu, de 43.7 kDa, que está relacionada 

con la maquinaria de síntesis de proteínas, otra proteína identificada fue la 

citocromo C peroxidasa, de 38.7 kDa, relacionada con la cadena respiratoria, la 

proteína UPF0174, de 28.4 kDa, de la cual no se sabe mucho pero se cree 

participa durante el choque térmico y la proteína peroxidasa, de 22.3 kDa, que 

tiene un papel importante durante el estrés oxidativo. El resto de las proteínas 

(Q9N38, Q9ZK39 y Q9ZM80) son hipotéticas pero guardan homología con 

proteínas de membrana externa.  
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Tabla 6. Proteínas de H. pylori identificadas por espectrometría de masas. 

Número de 

acceso Swiss 

Prot 

Proteína Cobertura Masa 

(kDa/pI) 

Mascot 

score 

Péptidos 

únicos 

Función 

1) Q9ZJA8 FrpB3 16% 97.49/9.05 694 19 Proteína hipotética de membrana 
externa regulada por hierro 

2) Q9ZN38 Jhp_0021 24% 77.95/9.16 829 20 Proteína hipotética de membrana 
externa 

3) Q9ZK39  Jhp_1103 20% 69.54/9.18 547 11 Proteína hipotética de membrana 
externa 

4) Q9ZM80  Jhp_0342 9% 53.00/9.48 193 4 Proteína hipotética de membrana 
externa 

5) Q9ZK19  Jhp_1128 24% 43.7/5.17 427 10 Factor de elongación Tu 

6) Q9ZJF8  Jhp_1354 9% 38.7/9.13 141 9 Hipotética Citocromo C 
peroxidasa 

7) Q9ZJ24  Jhp_1494 18% 28.4/5.32 213 6 Proteína UPF0174  

8) P56876 Jhp_1471 19% 22.35/5.98 203 6 Probable peroxiredosina 
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7. Proteínas de membrana de H. pylori purificadas por cromatografía de 

afinidad que además de unir el grupo hemo unen Hb.  

 

Por medio de la espectrometría de masas identificamos las proteínas de 

membrana de H. pylori que unen el grupo hemo. Sin embargo uno de nuestros 

objetivos es identificar proteínas de membrana que unen Hb, por lo tanto, se 

procedió a realizar un ensayo Overlay con Hb. Las proteínas de membrana que 

fueron purificadas por cromatografía de afinidad se resolvieron en un gel SDS-

PAGE y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa, la membrana fue 

bloqueada con leche para posteriormente incubarla con Hb, la unión de las 

proteínas de membrana con la Hb fue evidenciada mediante el uso del anticuerpo 

anti-subunidad  de la Hb, de esta manera se encontró que la proteína de 77.95 

kDa (Q9ZN38 Proteína hipotética de membrana externa), 53 kDa (Q9ZM80 

Proteína hipotética de membrana externa), 43.7 kDa (Q9ZK19 Factor de 

elongación Tu), 38.7 kDa (Q9ZJF8 Hipotética Citocromo C peroxidasa), 28.4 kDa 

(Q9ZJ24 Proteina UPF0174) y 22.35 kDa (P56876 Probable peroxiredosina) 

tienen la capacidad de unir tanto el grupo hemo como Hb (Figura 21, carril 2).   
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Figura 21. Overlay, algunas proteínas de membrana de H. pylori tienen la capacidad de unir el 
grupo hemo, Hb o Vitamina B12.  Las proteínas de membrana de H. pylori fueron transferidas a una 
membrana de nitrocelulosa para realizar la técnica de Overlay. Control negativos solo fue incubado 
con PBS 1X (Carril 1). Las proteínas fueron incubadas con Hb para identificar aquellas que son 
capaces de unirse a esta metaloproteína (Carril 2), las proteínas se incubaron primero con el 
competidor, Vitamina B12, para posteriormente incubarlas con Hb (Carril 3). Las proteínas fueron 
evidenciadas por quimioluminiscencia y son señaladas con flechas.  
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8. La vitamina B12 compite con la Hb por la unión a las proteínas de 

membrana de H. pylori purificadas por cromatografía de afinidad. 

 

Con la finalidad de determinar si un compuesto estructuralmente similar al grupo 

hemo, que forma parte de la estructura de la proteína Hb (Figura 22), es capaz de 

unirse a las proteínas purificadas, se procedió a hacer una competencia usando 

vitamina B12, estructuralmente la vitamina B12 y el grupo hemo son similares y 

ambos poseen un anillo tetrapirrólico, la diferencia radica en que el grupo hemo 

une un átomo de hierro y la Vitamina B12 une un átomo de cobalto (Figura 22). Las 

proteínas de membrana de H. pylori que se unieron a la cromatografía de afinidad 

fueron resueltas en un gel SDS-PAGE y transferidas a una membrana de 

nitrocelulosa, se bloqueó con leche, posteriormente se incubó con vitamina B12, la 

membrana se lavó y se incubó con Hb, la unión de entre Hb y las proteínas de 

membrana se evidenció con el anticuerpo anti-subunidad  de la Hb, las proteínas 

que unieron  en primera instancia vitamina B12 no pudieron unir posteriormente Hb, 

de las 6 proteínas que se demostró unen Hb (Figura 21, carril 2), tras la 

competencia, solo 4 proteínas fueron identificadas (Figura 21, Carril 3), la proteína 

de 53 kDa (Q9ZM80 Proteína hipotética de membrana externa), la proteína de 

43.7 kDa (Q9ZK19 Factor de elongación Tu), la proteína de 28.4 kDa (Q9ZJ24 

Proteína UPF0174) y 22.35 kDa (P56876 Probable peroxiredosina). Las proteínas 

que no fueron evidenciadas fueron: la proteína de 77.95 kDa (Q9ZN38 Proteína 

hipotética de membrana externa) y la proteína de 38.7 kDa (Q9ZJF8 Hipotética 

Citocromo C peroxidasa), este procedimiento sugiere que estas proteínas unieron 

la vitamina B12 y por lo tanto no fueron capaces de unir la Hb. Como control 

negativo una membrana fue incubada solamente con PBS 1X (Figura 21, Carril 1). 
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Figura 22. Comparación entre el grupo hemo de la hemoglobina y la Vitamina B12. La Hb está 
conformada por cuatro subunidades, cada subunidad contiene un grupo hemo, por otro lado tanto 
el grupo hemo como la Vitamina B12 poseen un anillo tetrapirrólico, la diferencia entre estas 
estructuras es que el grupo hemo une un átomo de hierro y la Vitamina B12 une un átomo de 
cobalto, ambos señalados con una flecha.  
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9. Purificación de proteínas secretadas por H. pylori por cromatografía de 

afinidad.  

 

Otro de nuestros objetivos fue determinar si la bacteria H. pylori secreta proteínas 

con la capacidad de unir el grupo hemo, hasta la fecha no se había demostrado si 

H. pylori es capaz de secretar proteínas con esta capacidad. 

 

10. Las proteínas secretadas y las proteínas celulares (totales) de H. pylori 

no se mezclan. 

 

Con la finalidad de demostrar que el sobrenadante no se contaminó con proteínas 

celulares (totales) de H. pylori, se realizó una inmunodetección para localizar la 

proteína -galactosidasa, proteína exclusiva del citoplasma y por lo tanto esta no 

debería estar presente en las proteínas secretadas. La bacteria E. coli se usó 

como control porque el anticuerpo empleado es contra la proteína -galactosidasa 

de esta bacteria y presenta reacción cruzada contra la proteína homologa en H. 

pylori. En este análisis se obtuvieron proteínas secretadas y totales de H. pylori y 

E. coli, que fueron resueltas en geles SDS-PAGE (Figura 23, Panel A), 

posteriormente se trasfirieron a una membrana de nitrocelulosa, se bloqueó y se 

incubaron con el anticuerpo anti--galactosidasa, la unión entre la proteínas -

galactosidasa y el anticuerpo fue evidenciada por quimioluminiscencia (Figura 23, 

Panel B). La proteína -galactosidasa se localizó únicamente en las proteínas 

totales tanto de H. pylori (Figura 23, Panel B, Carril 1) como de E. coli (Figura 23, 

Panel B, Carril 3) y no en las proteínas secretadas de H. pylori (Figura 23, Panel 

B, Carril 2) ni E. coli (Figura 23, Panel B, Carril 4). Este resultado muestra que las 

proteínas totales de ambas bacterias no están contaminando a las proteínas 

secretadas.  

 



66 

 

 
 
Figura 23. Las proteínas secretadas por H. pylori y E. coli no se contaminan con sus proteínas 
totales. Proteínas totales y secretadas de H. pylori y E. coli en gel SDS-PAGE 12% teñido con plata 

(A), Inmunodetección (B) donde se señala la banda de la proteína  galactosidasa localizada en la 
fracción de proteínas totales y no en las proteínas secretadas.  
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11. Purificación de proteínas secretadas por H. pylori por cromatografía de 

afinidad. 

 

Las proteínas secretadas por H. pylori (Figura 24, Carril 1) se pusieron a 

interactuar con la cromatografía de afinidad, la muestra se centrifugó quedando un 

sobrenadante el cual contenía a las proteínas que no se unieron a la resina 

(Figura 24, Carril 2), la resina fue lavada 4 veces con amortiguador de lavado, de 

esta manera se eliminaron proteínas que se unieron de manera inespecífica 

(Figura 24, Carriles 3-6), finalmente las proteínas que se unieron al grupo hemo 

fueron eluidas con una solución 6M de clorhidrato de guanidina (Figura 24, Carril 

7). Una de las proteínas eluidas tiene un peso molecular de aproximadamente 58 

kDa (Figura 24 recuadro). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



68 

 

 

 

 

 
Figura 24. H. pylori posee una proteína de 58 kDa afín al grupo hemo. Las proteínas secretadas 
por H. pylori fueron purificadas y cada fracción resuelta, Carril 1 Proteínas secretadas, carril 2 
Fracción no unida, carriles 3-6 lavados, carril 7 eluciones. Se señala con una flecha la proteína 
eluida con un peso aproximado de 58 kDa. a la izquierda se muestra el marcador de peso 
molecular. SDS-PAGE al 10 % teñido con plata. 
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12. La proteína secretada de 58 kDa es eluida de la cromatografía de afinidad 

por compuestos que contienen hierro. 

 

La proteína secretada de 58 kDa de H. pylori tiene la capacidad de unir el grupo 

hemo, el grupo hemo es una estructura constituida por un anillo tetrapirrólico en 

cuyo centro se localiza un átomo de hierro (Figura 25).  

 

 
Figura 25. Estructura del grupo hemo. Se señala el anillo tetrapirrólico el cual contiene un átomo de 
hierro en el centro. 

 

Para determinar si la proteína de 58 kDa se une al anillo tetrapirrólico o al hierro se 

realizó el siguiente procedimiento: la proteína de 58 kDa se eluyó con compuestos 

que poseen el anillo tetrapirrólico o con compuestos que contienen hierro. Las 

proteínas secretadas por H. pylori se pusieron a interactuar con la cromatografía 

de afinidad, se obtuvieron las proteínas que no son afines al grupo hemo, 

posteriormente la resina se lavó, finalmente las proteínas con afinidad al grupo 

hemo fueron eluidas con el grupo hemo, FeCl36H2O (hierro), vitamina B12 o Lf, las 

diferentes eluciones se resolvieron en un gel SDS-PAGE y se observó que el 

grupo hemo (Figura 26, Panel A, Carril 2), FeCl36H2O (hierro) (Figura 26, Panel A, 

Carril 3), y la Lf (Figura 26, Panel A, Carril 5) fueron compuestos con la capacidad 

de desprender la proteína de 58 kDa de la cromatografía de afinidad, mientras 

tanto la  vitamina B12 (Figura 26, Panel A, Carril 4) no fue capaz de separar esta 
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proteína de la cromatografía de afinidad, por lo tanto se pudo observar que la 

proteína de 58 kDa es separada de la resina por compuestos que contienen hierro 

y no por compuestos que tienen solamente el anillo tetrapirrólico, como es el caso 

de la vitamina B12, además, la vitamina B12 tiene dentro del anillo tetrapirrólico un 

átomo de cobalto en lugar de un átomo de hierro como es el caso del grupo hemo. 

Como control de elución se uso clorhidrato de guanidina 6M (Figura 26, Panel A, 

Carril 1), para determinar que las bandas observadas en el gel no provenían de los 

eluyentes, estos fueron resueltos en un gel SDS-PAGE, no se observo ninguna 

proteína (Figura 26, Panel B). 
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Figura 26. La proteína de 58 kDa es eluida por compuestos que contienen hierro. Las proteínas 

secretadas por H. pylori fueron eluidas con clorhidrato de guanidina 6M (Panel A, Carril 1), hemina 

(Panel A, Carril 2), FeCl3 (Panel A, Carril 3), vitamina B12 (Panel A, Carril 4) y lactoferrina (Panela 

A, Carril 5). Los eluyentes fueron resueltos Panel B. SDS-PAGE al 10%  teñido con plata. 
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13. La proteína de 58 kDa es eluida específicamente por hierro y no por otros 

cationes. 

 

La proteínas de 58 kDa es eluida de la cromatografía de afinidad por compuestos 

que contienen hierro y por el hierro mismo, para determinar si la proteína de 58 

kDa es eluida por otros cationes se procedió a realizar la elución con FeCl36H2O 

(hierro), ZnCl2, MnCl24H2O, MgCl26H2O o CaCl2, se observó que la proteína de 58 

kDa se eluyó con hierro (Figura 27, Panel A, Carril 2), y no por el ZnCl2 (Figura 27, 

Panel A, Carril 3), MnCl24H2O, (Figura 27, Panel A, Carril 4), MgCl26H2O (figura 

27, Panel A, Carril 5) o CaCl2,(Figura 27, Panel A, Carril 6), el clorhidrato de 

guanidina 6M fue usado como control de elución (Figura 27, Panel A, Carril 1). Las 

bandas observadas en el gel no provenían de los eluyentes porque estos fueron 

resueltos en un gel SDS-PAGE (Figura 27, Panel B) y no se observó ninguna 

proteína. Por lo tanto se demostró que la proteína de 58 kDa solamente es eluida 

por el hierro y no por otros cationes, por lo tanto si el hierro es capaz de competir 

con el grupo hemo de la cromatografía entonces la proteína de 58 kDa se unió de 

manera preferencial al hierro. 
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Figura 27. La proteína de 58 kDa es eluida solamente por el hierro. Las proteínas secretadas por 

H. pylori se unieron a la cromatografía de afinidad y fueron eluidas con clorhidrato de guanidina 6M 

(Panel A, Carril 1), FeCl3 (Panel A, Carril 2), ZnCl2 (Panel A, Carril 3), MnCl2 (Panel a, Carril 4), 

MgCl2 (Panel A, Carril 5) y CaCl2 (Panel A, Carril 6). Los eluyentes se resolvieron Panel B. SDS-

PAGE al 10% teñido con plata. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



74 

 

14. La proteína de 58 kDa secretada por H. pylori fue identificada como 

Chaperona GroEL. 

 

La proteína secretada de 58 kDa fue escindida de un gel SDS-PAGE, digerida con 

tripsina, posteriormente fue inyectada al equipo de espectrometría de masas para 

su identificación. La información obtenida fue analizada en el programa Mascot y 

dio como resultado que los péptidos analizados pertenecían a la proteína 

Chaperona de 60 kDa (CH60-HEPLJ) de H. pylori (Figura 28), la cobertura fue del 

39%, el peso exacto de la proteína es de 58.26 kDa (tabla 6). La proteína fue 

nombrada como HpGroEL.  
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Figura 28. La proteína de 58 kDa fue identificada como GroEL (HpGroEL). Los datos recabados 

por espectrometría de masas fueron analizados con el programa Mascot, se muestran en un 

recuadro los péptidos identificados. 
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Tabla 7. Características de la proteína GroEL de H. pylori identificada por espectrometría de 
masas. 

Número de 

acceso Swiss 

Prot  

Proteína  Cobertura Masa 

(kDa/pI) 

Mascot score Péptidos únicos Función 

Q9ZN50 60 kDa 

chaperon

a (GroEL) 

39% 58.26/5.5 1116 24 Previene el 
desplegamiento y 

promueve el 
plegamiento de 

proteínas bajo estrés 
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15. HpGroEL tiene una mayor cantidad de Histidinas y Tirosinas que otras 

proteínas GroEL. 

 

Se tiene el concepto general de que la proteína GroEL es una chaperona que 

junto a la proteína GroES ayuda en el plegamiento y evita el desplegamiento de 

las proteínas (Sigler y cols, 1998), por lo tanto resultó interesante ver que la 

proteína HpGroEL de H. pylori tiene la capacidad de unir hierro. Se tiene evidencia 

de que algunas proteínas como el hemóforo de Serratia marcescens (S. 

marcescens) pueden unir el hierro que se encuentra en el grupo hemo, por medio 

de los residuos de aminoácidos Histidina (H) y Tirosina (Y) (Figura 29).  

 

 

Figura 29. Hemóforo HasA de S. marcescens. Se muestran los residuos de H32, Y75 e H83 

uniéndose al hierro del grupo hemo.  

 

Basados en esta característica del hemóforo de S. marcescens nos dimos a la 

tarea de buscar los residuos de H y Y en la proteína HpGroEL y en proteínas 

GroEL de bacterias relacionadas, para esto se buscaron las secuencias de 

aminoácidos de las proteínas GroEL de las bacterias: Helicobacter pylori 26695, 

Helicobacter pylori HPGA1, Helicobacter felis, Helicobacter mustelae, Helicobacter 
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hepaticus, Escherichia coli O157:H7, Bacillus anthracis, Bacillus avium, 

Clostridium botulinum, Haemophilus influenzae, Klebsiella pneumoniae, Neisseria 

meningitidis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Shigella dysenteriae, 

Streptococcus pneumoniae, Vibrio cholerae y Yersinia pestis, se alinearon en el 

servidor ClustalW y los aminoácidos H y Y se resaltaron con el programa JalView, 

con el programa ClustalW se determinó que las secuencias de proteínas GroEL 

son homologas y que poseen un 60% de similitud, además se pudo apreciar que 

la proteína HpGroEL de H. pylori J99 posee una mayor cantidad de H y Y que las 

otras bacteria que se usaron para el alineamiento (Figura 30), por ejemplo se 

comparó HpGroEL con la secuencia GroEL de  E. coli, que se uso como control, 

se observó que la proteína HpGroEL posee 7 H y 2 Y más que la secuencia GroEL 

de E. coli, esta diferencia posiblemente sea la razón de porque la proteína 

HpGroEL tiene la capacidad de unir hierro. 
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Figura 30. Alineamiento de aminoácidos de diferentes proteínas GroEL. Se incluyen secuencias de 
la cepa Helicobacter y de cepas relacionadas, se enfatizan los residuos Histidina (H) y Tirosina (Y). 
El alineamiento se realizo en el servido ClustalW y se edito con el programa JalView versión 2.8. 
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16. La proteína GroEL de E. coli no une el grupo hemo. 

 

HpGroEL puede unir hierro y al grupo hemo, además cuenta con una mayor 

cantidad de aminoacidos H y Y que posiblemente le proporcionen esta capacidad, 

la proteína GroEL de E. coli tiene una menor cantidad de H y Y por lo que tal vez 

no pueda unir el grupo hemo ni hierro. Para investigar esta idea se decidió obtener 

las proteínas totales de E. coli (Figura 31, Panel A, Carril 1) y proteínas 

citoplásmicas (Figura 31, Panel C, Carril 1) de H. pylori, purificarlas a través de la 

cromatografía de afinidad.  Con la resina se realizó el procedimiento de 

purificación, se obtuvieron las proteínas que no se unen a la cromatografía de 

afinidad tanto de E. coli (Figura 31, Panel A, carril 2) como de H. pylori (Figura 31, 

Panel C, carril 2), la resina se lavó 4 veces para eliminar proteínas que se unieron 

de manera inespecífica, E. coli (Figura 31, Panel A, Carriles 3-6), H. pylori (Figura 

31, Panel C, Carriles 3-6), finalmente las proteínas se eluyeron de la resina con 

una solución de clorhidrato de guanidina 6M, E. coli (Figura 31, Panel A, Carril 7) y 

H. pylori (Figura 31, Panel C, carril 7). Posteriormente para evidenciar la presencia 

de la proteína GroEL se realizó una inmunodetección, las proteínas de cada una 

de las fracciones obtenidas en la cromatografía de afinidad fueron transferidas a 

una membrana de nitrocelulosa, bloqueadas e incubadas con el anticuerpo anti-

GroEL que fue evidenciado con un anticuerpo acoplado a HRP, la unión del 

anticuerpo con la proteína se evidenció por quimioluminiscencia. La 

inmunodetección nos demostró que la proteína GroEL está presente en las 

proteínas totales de E. coli (Figura 31, Panel B, Carril 1), en la fracción de 

proteínas que no se unen a la resina (Figura 31, Panel B, Carril 2), no se observó 

durante los lavados (Figura 31, Panel B, Carriles 3-6) y finalmente no se obtuvo en 

la elución (Figura 31, Panel B, Carril 7), estos datos nos mostraron que la bacteria 

E. coli posee la proteína chaperona GroEL (EcGroEL) pero que no tiene la 

capacidad de unir el grupo hemo y por lo tanto tampoco podría unir hierro. Por otro 

lado, este procedimiento se aplicó a las proteínas citoplásmicas de H. pylori y se 

evidenció su presencia en las proteínas citoplásmicas (Figura 31, Panel D, Carril 

1), en las proteínas que no se unen a la resina (Figura 31, panel D, Carril 2), no se 
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observó durante los lavados (Figura 31, Panel D, Carriles 3-6) pero si en la elución 

(Figura 31, Panel D, Carril 7), esto nos sugirió que tanto la proteína HpGroEL 

secretada como la HpGroEL citoplásmica tiene la capacidad de unirse al grupo 

hemo y por lo tanto se trate de la misma proteína.  

 

Finalmente se realizó el modelaje 3D de las proteínas HpGroEL y EcGroEL con la 

finalidad de ver su estructura en el espacio, observar si ambas proteínas son 

estructuralmente similares y localizar los aminoácidos H y Y. En el servidor 

UniProt se obtuvo la secuencia de los aminoácidos de la proteína HpGroEL 

(Q9ZN50) y EcGroEL (P0A6F7), posteriormente se cargó en el servidor 

CPHmodels para obtener el respectivo archivo PDB el cual fue visualizado en el 

programa PyMol v0.9 (Figura 32), HpGroEL (Figura 32, Panel A) y EcGroEL 

(figura 32, Panel B) son homologas y tienen una similitud del 60%, por lo tanto su 

estructura en el espacio es semejante pero cabe destacar que el contenido de los 

aminoacidos H y Y son diferentes, HpGroel Contiene 7H y 2Y mas que EcGroEL, 

en el modelaje los residuos de H y Y se muestran en negro y tal vez su disposiciòn 

en el espacio es lo que le permite a la proteina HpGroEL la capacidad de unir 

hierro.  
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Figura 31. La proteína chaperona GroEL de E. coli (EcGroEL) no une el grupo hemo. Tanto en 
proteínas totales de E. coli (A), como en citoplásmicas de H. pylori (C), se inmunolocalizó la 
proteína GroEL con el anticuerpo anti-GroEL (B y D). Puede apreciarse que la proteína GroEL de 
E. coli no es purificada a través de la cromatografía de afinidad como sucede en el caso de la 
proteína GroEL de H. pylori. Proteínas totales (Carril 1), Fracción no unida (Carril 2), Lavados 
(Carriles 3-6), Proteínas eluidas (Carril 7).  SDS-PAGE al 10% teñido con plata. 
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Figura 32. Predicción de la estructura tridimensional de las proteínas HpGroEL y EcGroEL. La 

estructura de HpGroEL (A) y EcGroEL (B) son semejantes, las proteínas se muestra en gris, se 

marcan en negro los residuos de H y Y. Los archivos PDB fueron obtenidos y se cargaron en el 

programa PyMol 0.9. 
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VI. DISCUSIÓN 

 

En la presente tesis damos a conocer que la bacteria H. pylori cuenta con por lo 

menos 8 proteínas de membrana que une hemo y que una de ellas es FrpB3 que 

pertenece a la familia de proteínas de membrana reguladas por hierro, por otro 

damos a conocer por primera vez que esta bacteria secreta una proteína 

chaperona GroEL que tiene la capacidad de unir hierro. 

 

H. pylori es una bacteria que se ha adaptado al medio ambiente que se encuentra 

en el estómago, es capaz de sobrevivir generando un ambiente alcalino y obtener 

lo nutrientes necesarios para su sobrevivencia. Durante su proceso invasivo esta 

bacteria requiere de nutrientes y elementos que le ayudan a llevar a cabo sus 

funciones vitales, dentro de estos elementos se encuentra el hierro, elemento que 

por sus características químicas se encuentra a una concentración insuficiente 

para que la bacteria pueda sobrevivir, por ello H. pylori ha desarrollado una serie 

de mecanismos que le permiten obtener hierro de metaloproteínas como la Hb, el 

grupo hemo y Lf que son proteínas contenedoras de este elemento.  

 

A través de nuestra investigación hemos dado evidencia de que la bacteria H. 

pylori cuenta con más de una proteína de membrana que es capaz de unir Hb, que 

se suma a los datos anteriormente proporcionados por Worst en 1995, por ello es 

que decidimos purificar proteínas empleando la cromatografía de afinidad cuyo 

ligando es el grupo hemo, con esta técnica no solo hemos sido capaces de 

purificar e identificar proteínas que se unen al grupo hemo y a la hemoglobina sino 

también aquellas que pueden unir hierro, por lo que con esta metodología, de 

alguna manera, abarcamos la mayoría de las proteínas que unen o almacenan 

hierro y que pueden ser posibles fuentes de hierro para H. pylori. 

 

En esta investigación se hizo crecer a H. pylori en un medio suplementado con 

sangre de carnero donde se le proporcionaron los nutrientes suficientes para 

sobrevivir, por lo que las proteínas de membrana purificadas, posiblemente, son 
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las que la bacteria sintetizaría de manera común para obtener hierro a partir de 

Hb, por otro lado, para conocer las proteínas secretadas por H. pylori que se 

relacionan con la obtención de hierro, se creció a esta bacteria en un medio 

suplementado con este elemento con la finalidad de estimular la síntesis de 

proteínas secretadas que estuvieran relacionadas con la unión de hierro. 

 

Con respecto a las proteínas de membrana hemos purificado e identificado varias 

proteínas (Tabla 6) pero una resultó ser muy interesante, en trabajos previos 

habíamos realizado un análisis in silico para encontrar proteínas de membrana 

que unen Hb, usamos la proteína ChuA de E. coli como referencia y fue lanzada 

contra el proteoma de H. pylori, el servidor (Expasy Blast) dio como resultado tres 

proteínas llamadas FrpB1, FrpB2 y FrpB3, de las cuales ya hemos caracterizado 

FrpB1(Carrizo-Chávez y cols, 2012)  y FrpB2 (González y Olivares, 2009), la 

tercera estaba en proceso de ser caracterizada pero con la metodología empleada 

fuimos capaces de purificarla e identificarla. Las proteínas FrpB1, FrpB2 y FrpB3 

fueron clasificadas, mediante un análisis in silico, como Proteínas de Membrana 

Externa Reguladas por Hierro tipo FrpB (Alm y cols, 2000). Sin embargo, hasta la 

fecha no se había caracterizado o demostrado que alguna de estas proteínas 

tuvieran la capacidad de unir y obtener hierro a partir de la Hb y el grupo hemo, 

por lo que, con la investigación realizada estamos identificando las probables 

proteínas que conforman el mecanismos de adquisición de hierro en H. pylori. Una 

de esta proteínas es FrpB3. FrpB3 fue purificada a través de una cromatografía de 

afinidad cuyo ligando es el grupo hemo, por los ensayos realizados no es capaz 

de unir Hb, resulta interesante observar las características de estas proteínas por 

un lado FrpB1 tiene la capacidad de unir tanto al grupo hemo como Hb, FrpB2 solo 

une Hb y por los datos obtenidos FrpB3 solo une el grupo hemo, esto nos habla de 

la enorme variedad de proteínas con las que cuenta H pylori para poder obtener 

hierro de cualquier fuente que tenga en frente, esto nos muestra la capacidad de 

adaptación de esta bacteria a su medio ambiente. Ahora bien, bajo las condiciones 

de crecimiento de H. pylori podemos pensar que la proteína FrpB3 se expresa de 

manera constitutiva.  
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Por otro lado hemos encontrado una proteína que es sintetizada por esta bacteria 

y tiene la capacidad de unir hierro, resulto interesante encontrar que se trata de la 

chaperona GroEL, porque el papel que desempeña esta proteína es mantener el 

plegamiento de otras proteínas, además es considerada como una proteína propia 

del espacio citoplasmático, por lo que es de gran interés haber encontrado dos 

características no únicas pero si raras de esta proteína: 1) Localizarla sin 

necesidad de lisis celular como proteína secretada y 2) tener la capacidad de unir 

hierro, creemos que estas funciones podrían estar asociadas a que la bacteria vive 

en un medio hostil como lo es el estómago por ello necesita transportar proteínas 

protegidas por las chaperonas para que puedan llegar en su estado funcional, a su 

sitio de acción y posiblemente, acarrear hierro, que bajo las condiciones del 

estomago es limitado, considerando que este elemento es esencial para el 

funcionamiento de algunas proteínas. De ahí que esta bacteria posiblemente haya 

adecuado a su proteína GroEL para tener esta doble función y con ello 

economizar recursos que posiblemente son escasos en su hábitat.  

 

En el caso de las proteínas de membrana pudimos comprobar que un compuesto 

parecido al grupo hemo, que en este caso fue la vitamina B12, fue capaz de unirse 

a las proteínas purificadas, esto probablemente porque ambos compuestos tienen 

en común el anillo tetrapirrólico, solo que el grupo hemo une hierro y la vitamina 

B12 une cobalto, esto abre una posibilidad en cuanto un posible tratamiento que se 

basaría en el uso de la Vitamina B12 para bloquear los receptores que tienen 

afinidad por la hemoglobina, esta técnica terapéutica se vería reforzada en los 

casos en que H. pylori causa anemia ferropénica porque una terapia es la 

administración de Vitamina B12 y con este procedimiento estaríamos ayudando al 

paciente para que se recupere de la anemia y a su vez recuperarse de la infección 

por H. pylori porque estaríamos limitando su acceso al hierro que es básico para la 

colonización, infección y desarrollo de la bacteria. 
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VII. CONCLUSIONES. 

 

En el presente trabajo hemos dado evidencia de que esta bacteria cuenta con una 

gran cantidad de proteínas que le ayudan a obtener uno de los elementos 

esenciales para sobrevivir, esto es, el hierro.  

 

Hemos identificado varias proteínas de membrana entre ellas a FrpB3 con la cual 

abarcamos toda una familia especializada en la obtención de hierro. 

 

Por primera vez hemos identificado una proteína secretada por H. pylori que tiene 

la capacidad de unir hierro, se trata de la proteína GroEL, consideramos que esta 

capacidad la ha adquirido a través del tiempo y por ello ahora puede obtener y 

acarrear este elemento además de mantener el correcto plegamiento de las 

proteínas secretadas como es el caso de la proteína ureasa, esto nos lleva a 

pensar que la proteína GroEL tiene una doble función, característica que ya ha 

sido reportada para otras proteínas y se les conoce como proteínas moon lighting. 
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VIII. APÉNDICE 

 

1. Soluciones. 

 

 

Acrilamida 30% (1 l) 290g Acrilamida 

10g Bis-acrilamida 

Disolver en 60 ml de H2O  

Aforar, filtrar y guardar en frasco ambar 

a 4°C  

Azul de Coomassie (100 ml) 0.29g de azul de Coomassie 

Disolver con agitación en 90 ml de 

solución v:v metanol H2O y añadir 10 ml 

de acido acético glacial  

Filtrar con pale whatman  

Amortiguador  de corrida para proteínas 

2X (10 ml) 

2.5 ml de Tris-HCl 100mM pH 6.8 

4 ml SDS 10% 

2 ml Glicerol 

200 ml DTT 1M 

0.1 mg azul de bromofenol 

Disolver agitando en 1º ml de H2O, 

alucuotar y guardar a T. A 

Amortiguador de transferencia 1X para 

proteínas (1 l) 

100 ml Tris-glicina 10X 

200 ml Metanol 

Aforar con ddH2O 

DTT 1M (100 ml) 15.45 g de DTT 

Aforar con ddH2O, alicuotar y guardar a 

-20°C 

EDTA 0.5M pH 8.0 (100 ml) 18.612g de EDTA  

Disolver en H2O, aforar, ajustar pH con 

NaOH 10M, guardar a T. A 
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PBS 1X pH 7.0 (1 l) 8 g (137 mM) NaCl 

0.2 g (2.7 mM) KCl 

1.44 g (10 mM) NaHPO 

0.24 g (2mM) KHHPO 

800 ml ddH2O 

Ajustar pH a 7.0 con HCl 

Aforar a 1 l. 

PBST 100 ml de PBS 1X 

50 ml Tween 20 

Disolver con agitación suave 

PSA 1g PSA 

Disolver en 10 ml de H2O, alicuotar en 

tubos eppendorf y guardar a -20°C 

SDS 10% (1 l) 100g SDS 

Disolver en 900 ml de H2O, calentar a 

68°C, aforar, alicuotar y guardar a T. A 

Solución desteñidora (100 ml) 30 ml Etanol 

10 ml Acido acético  

Aforar con ddH2O 

TAE 50X (1 l) 242g Tris-Base 

57.1 ml acido acético glacial 

100 ml EDTA 0.5M (pH 8) 

Mezclar, disolver en H2O, aforar y 

guardar a T. A 
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Trejo Jde J. 2013. Helicobacter pylori secretes the chaperonin GroEL (HSP60), 

which binds iron. FEBS Lett. Jun 19;587(12):1823-8. doi: 10.1016/ 

j.febslet.2013.04.048. Epub 2013 May 16. 
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