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Las proteasas producidas por microrganismos patogenos son consideradas factores de virulencia
importantes para el desarrollo de la patogénesis, en el caso de Mycobacterium tuberculosis la
proteasa codificada por el gen Rv3671¢, MarP, se a asociado con una resistencia a condiciones de
estrés, lo que sugiere una capacidad favorecida a tolerar las adversidades en el macréfago como
célula hospedera. Por su parte en los monocitos se ha observado como estos pueden diferenciarse
a macrofagos después de su estimulacion con proteasas, a través de la via desencadenada por
activacion de los receptores PARs. Objetivos: Conocer el efecto de la proteasa recombinante
Rv3671c¢ (MarP) en la diferenciacion de macréfagos M1/M2 a través de la activacion de los PARs.
Material y Métodos: La proteasa codificada por el gen Rv3671c¢ se expreso en la levadura Pichia
pastoris y su actividad enzimatica fue verificada. Posteriormente se utilizé para desarrollar un
modelo in vitro de polarizacion de macréfagos con monocitos humanos purificaos y la linea
celular THP-1, estudiando el efecto de los receptores PARs y cuantificando citocinas por ELISA
como marcadores de diferenciacion. Resultados: La proteasa Rv3671c (MarP) provoco la
liberacion de TNF- a en células THP-1, el cual fue un efecto dependiente de su actividad de
proteasa y de la activacion de los receptores PAR1/2 a través de las vias de senal NF-xB, MAPK
y PKC Conclusién: Los monocitos estimulados con la proteasa de M. ruberculosis Rv3671c
(MarP) indujeron la liberacion del TNF- a a través de la activacion de los receptores PAR1/2, lo
que sugiere una efecto pro-inflamatorio desencadenado por este factor de virulencia a través de
una via especifica de activacion.
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CAPITULO1

INTRODUCCION

1.1. Mycobacterium tuberculosis.

1.1.1. Aspectos generales.

Desde 1882, el afio en el que Robert Koch anuncia sus descubrimientos sobre el agente causal
de una de las enfermedades milenarias que habian azotado a la poblacién mundial por tanto
tiempo, Mycobacterium tuberculosis no ha dejado de ser uno de los microorganismos mas
investigados, con una relevancia en temas de su propio entendimiento como organismo y sus
repercusiones aun actuales en la salud publica mundial.

M. tuberculosis, el agente causal de la tuberculosis pulmonar, es un microrganismo que
histéricamente ha coexistido con el ser humano desde la antigiiedad encontrando evidencia de
su existencia en caddveres que datan del antiguo Egipto, en Africa, o provenientes de los Andes
en la region de Sudamérica'. Sin embargo, una serie de estudios basados en el andlisis de
secuencias gendmicas repetidas de diferentes aislamientos de M. tuberculosis apuntan a que la
aparicion de este microrganismo data desde aproximadamente 40,000 afios, coincidiendo con la
migracién de la raza humana desde Africa2.

Actualmente se identifican poco mds de 100 especies pertenecientes al género

Mycobacterium con base en la secuencia de la subunidad ribosomal 16S, de las cuales alrededor
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de 20 especies se identifican como patégenos humanos, siendo el principal exponente de este
grupo M. tuberculosis®. Este grupo de micobacterias fuertemente vinculadas con la tuberculosis
comprenden el conocido Complejo Mycobacterium tuberculosis (CMTb), del cual forman parte
también M. bovis, M. canettii, M. africanum, y otras especies asociadas a infecciones en
animales como M. microti, M. caprae y M. pinnipedii*.

Por otro lado, junto a la amplia distribucion que ocupa a este patogeno en el mundo, la
relativa y reciente aparicion de nuevas cepas con un perfil de farmacoresistencia designadas
como “multi drogo resistentes” (MDR) o “extremo drogo resistentes” (XDR), o el creciente
nimero de casos en individuos coinfectados con VIH!?, mantiene posicionado a M. tuberculosis

como un agente de importante prioridad por combatir.

1.1.2. Distribucion geografica de M. tuberculosisy epidemiologia.

La distribucion de M. tuberculosis en el mundo es un tema cuya complejidad ya no solo se limita
a la presencia de este microorganismo en una region en especifico, si no a la variabilidad de
genética que existe en cada region. Desde los trabajos Filliol et. al. basados en espoligotipos, el
andlisis filogenético en M. tuberculosis ha permitido la clasificacion de diferentes subgrupos de
esta especie, asi como la geodistribucion que estos grupos presentan en los diferentes
continentes>S. Actualmente, M. tuberculosis se agrupa en siete grupos conocidos como linajes,
siendo estos el Indo — Ocednico (linaje 1), Asidtico oriental (linaje 2), Indo — Asidtico oriental
(linaje 3), Euro — Americano (linaje 4), Africano occidental 1 (linaje 5), Africano occidental 2
(linaje 6), Etiopia (linaje 7)7%. A su vez, un linaje es dividido en sublinajes, destacando en orden
de relevancia epidemioldgica el Beijing perteneciente al linaje 2, o el Harlem y LAM que se

encuentran en el linaje 47.
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A su vez, los siete linajes en los que se a clasificado a M. tuberculosis se han divido en
los grupos ancestrales, en donde se encuentran los linajes 1,5y 6,y distinguidos por la presencia
de una regién genémica de 2152 pb conocida como TbD1%?. Por su parte, los linajes 2,3,4y 7
comprenden el grupo de linajes modernos, en los que evolutivamente se perdio la region TbD1
(ATbD1)°. Las diferencias entre las especies que conforman los respectivos linajes han sido
relacionadas ademds de su distribucidn geografica y el predominio en zonas muy particulares
del globo, con diferencias en su comportamiento microbiano en aspectos como la
transmisibilidad y virulencia, la fisiopatologia que se puede desarrollar a nivel pulmonar o
extrapulmonar, diferencias en la respuesta inmunoldgica, e inclusive en la diversidad de
fenotipos adquiridos y comportamientos distintos de farmacoresistencia'®-!!.

Mientras que los linajes modernos son reconocidos por su distribucion a nivel mundial
y presentar una mejor adaptacion al hospedero humano y una mayor virulencia, asociados
frecuentemente a brotes epidémicos de tuberculosis®!!. Por el otro lado, existen los linajes
ancestrales en los que cepas de M. tuberculosis (linaje 1) y M. tuberculosis var. africanum (linaje
5y 6) parecen limitados a zonas del oeste y sur de Africa, encontrando incluso especies con la
capacidad de adaptarse a otros animales mamiferos®1°.

En términos generales la tuberculosis en la actualidad continua siendo considerada como
un problema de salud publica de impacto global, aunque siendo este mds destacable en los paises
en proceso de desarrollo. La OMS en su reporte del afio 2020, menciona la existencia de 10
millones de casos de tuberculosis activos en el mundo durante el afio 2019'2. En el mismo afio
2019 se menciona el deceso de 1.4 millones de personas a causa de esta enfermedad, en los
cuales se incluyen un total de poco mas de 200,000 individuos coinfectados con VIH, ademas

de contar con un creciente nimero de casos de infecciones por micobacterias MDR 2.
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1.1.3. Fisiologia y estructura de M. tuberculosis.

M. tuberculosis, también conocida como bacilo de Koch, en un microrganismo de lento
crecimiento con un tiempo de generacion den entre 12 — 24 horas, que tradicionalmente se
reconoce como una bacteria intracelular facultativa en dénde el macréfago es su principal célula
hospedera, ademds de ser un microrganismo aerobio estricto, inmovil y carente de la formacion
de esporas como estructuras de resistencia'*!'*. Es un microrganismo productor de niacinas,
ureasas, catalasas y de reducir los nitratos, todos estos, marcadores bioquimicos que favorecen
la identificacién de diferentes especies del complejo M. tuberculosis'®. Esta bacteria presenta
una forma de bacilo alargado, con una medida de aproximadamente entre 0.3 — 0.5 pm, que
reacciona como Gram positivo ante la tincion de Gram'. Sin embargo, es la tincion de 4cido
alcohol resistencia de Ziehl Neelsen la técnica ideal de coloracién del género Mycobacterium,
considerando que sélo cinco géneros microbianos poseen esta propiedad de resistencia al
acido™.

Hablar de la estructura con la que se conforma la envoltura de M. tuberculosis, mas alla
del complejo macroestructural que lo conforma, es también mencionarlo como una barrera fisica
que le aporta protecciéon al microrganismo a agentes estresantes como compuestos anti-
tuberculosis, detergentes, radiacién y otras condiciones ambientales adversas!®. Actualmente se
identifica a M. tuberculosis como un organismo con doble envoltura al considerar que su capa
externa de lipidos es un andlogo a la membrana externa que existe en las bacterias Gram
negativas'®!’. De tal manera que la estructura de la pared celular comprende una delgada capa
de peptidoglicanos ligada covalentemente a la membrana celular interna, pero a su vez enlazada
con una matriz de carbohidratos arabinogalactanos, ocupando en conjunto el ahora denominado

espacio periplasmico de la célula micobacteriana, para después unirse a la capa lipidica externa
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formada por una serie de cadenas hidrocarbonadas de 70 a 90 carbonos llamados acidos
micélicos'*1319. Adicionalmente, también se encuentran otros componentes que decoran esta
envoltura como glucolipidos de la membrana externa tales como la trehalosa monomicolato
(TMM), la trehalosa dimicolato (TDM), lipidos fendlicos y glucopeptidolipidos, u otras
estructuras como los lipoglucanos lipoarabinomanano (LAM) y lipomanano o los
fosfatidilinositol manosidos (PIMs), muchos de estos componentes con propiedades que aportan

a la inmunogenicidad y virulencia de M. tuberculosis*® (Figura 1.1).

Glucolipidos

Membrana
externa
micobacteriana

| Acidos
micolicos

r LAM

Arabinogalactanos
Citosol
Peptidoglicano

Lipomananos

PIMs

Membrana
citoplasmaética

Figura 1.1. Esquematizacion de la pared celular de M. fuberculosis.

1.1.4. Factores de virulencia de M. tuberculosis en el proceso de infeccion.
Mas alld de las implicaciones que tiene la pared celular de M. tuberculosis en la virulencia frente

al hospedero y todos sus mecanismos de defensa, esta es una bacteria cuyo arsenal de estrategias

5
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para enfrentarse a las adversidades microambientales es igualmente complejo. Se ha sugerido
que durante el desarrollo evolutivo de M. tuberculosis, en donde ha existido una perdida y una
ganancia de material genético que a dado lugar a la actual diversidad de especies, actualmente
han dado lugar a la aparicion de cepas con determinantes genéticos que permitan la
sobrevivencia en medios no necesariamente intracelulares, o por su parte aquellos con diversos
y bien definidos factores que contribuyen a la patogenicidad®. Estos determinantes conocidos
como factores de virulencia son moléculas tipicamente relacionados con favorecer la
patogenicidad, como enzimas, proteinas de superficie o0 mecanismos reguladores, las cuales al
eliminarlas reducen las virulencia del microrganismo. Sin embargo, no todos los autores
consideran correcta esta definicion argumentando que algunos genes esenciales para la
sobrevivencia del microrganismo también impedirian el correcto desarrollo en su ausencia sin
necesariamente estar involucrados en participar con su espectro virulento®.

A lo largo de la pared celular de M. tuberculosis es posible encontrar toda una serie de
proteinas y glicoproteinas que le aportan toda una serie de propiedades que le suman a su
virulencia, incluyendo proteinas de adhesion, canales que favorecen el intercambio de solutos,
o aquellas que interactian directamente con el hospedero®. Recientemente en el género
Mycobacterium se a descrito el sistema de secrecion tipo 7 o sistema ESX, una familia de
sistemas de secrecién compuesto por cinco miembros, el cual participa en la exportacion de
proteinas como el CFP10 o ESAT6 al espacio extracelular, y el que a su vez ha sido considerado
como un importante elemento en la fisiopatologia de la infeccion siendo sus principales
exponentes los sistemas ESX-1 y ESX-5!820,

Uno de los microambientes que resultan un reto para M. tuberculosis en su intento por

adaptarse a un nuevo nicho de replicacion es sin duda el interior del macréfago, considerando a
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esta célula del sistema inmunolégico como el centinela de este microrganismo. Mientras que el
macréfago responde con la produccion de radicales de oxigeno (ROS) y nitrégeno (RNS) que
buscan la degradacion de las micobacterias, estas han desarrollado una serie de mecanismos de
detoxificacion a cargo de enzimas como la hidroperéxido reductasa AhpC, la superdxido
dismutasa SodC, la catalasa KatG y la tiorredoxina TpX, lo que las cataloga como importantes
factores de virulencia?!22.

Para este trabajo fue de particular interés el estudio de las proteasas como factores de
virulencia. En M. tuberculosis se han identificado poco mds de 100 secuencias gendmicas
codificantes para diferentes proteasas, las cuales a su vez se ven involucradas en distintos
procesos de regulacion, metabolismo y patogenicidad®. Dentro de las proteasas importantes en
la fisiologia de M. tuberculosis se encuentran las proteasas de serina MycP1, relacionadas con
el sistema de secrecion ESX-1 al participar como un procesador de los sustratos que seran
exportados a través del sistema®?*; por su parte las proteasas de la familia HtrA (DegP, PepD y
PepA) y ClpP (ClpP1 y ClpP2) son responsables de una funcion tanto de chaperona, asi como
de participar en respuesta a condiciones ambientales de estrés degradando proteinas mal
plegadas®#324; y finalmente se puede mencionar a las metaloproteasas con su capacidad de
degradacion tisular y su fuerte asociaciéon al montaje de respuestas inmunoldgicas

inflamatorias?*.

1.1.5. Respuesta inmune contra M. tuberculosis en la tuberculosis pulmonar.
El proceso infeccioso desarrollado por M. tuberculosis da inicio con la aspiracién de los bacilos
presentes en pequefias particulas de secrecion suspendidas en el aire (aerosoles), generadas por

otros individuos infectados al toser o estornudar®. La respuesta inmune del hospedero inicia
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entonces con la llegada de los bacilos a las vias respiratorias inferiores en donde tendran su
primer contacto con macréfagos alveolares residentes, algunos neutréfilos reclutados al sitio de
infeccién o células dendriticas, conformando esto la primer linea de defensa?®’.

Cémo se menciond anteriormente, el primocontacto de M. tuberculosis se lleva a cabo
con los macréfagos residentes, en donde busca la internalizacion y el establecimiento en un
nicho de replicacion, posteriormente serd un proceso que se repetird en nuevos macrofagos que
sean reclutados al sitio de la infeccién en un constante enfrentamiento entre la eliminacion del
patégeno y los mecanismos de evasion de este para sobrevivir®®. Por su parte los neutr6filos
también son una célula que resultan ideal para la replicacion intracelular de M. tuberculosis,
ademds de ser junto a los macréfagos importantes unidades en la conformacién del granuloma®,
también se a observado una importante produccion de IL-10 que balancea los efectos generados
por el entorno inflamatorio caracterizado por la presencia de IFN-y e IL-6*. Por su parte las
células dendriticas desarrollan un papel importante en el posterior establecimiento de una
respuesta inmunoldgica especifica contra M. tuberculosis al ser las células responsables de
llevar a cabo la presentacion antigénica en los ganglios linfaticos cercanos?!.

El contacto que M. tuberculosis mantiene con las células del sistema inmunoldgico se
realiza a través de una serie de moléculas conocidas como PRRs, las cuales son un conjunto de
receptores celulares encargados del reconocimiento de los microorganismos patégenos a través
de sus PAMPs, con lo cual se generan eventos de sefialamiento intracelular que culminan con
la produccién de citocinas u otros procesos celulares®?. Dentro de los PRRs vinculados al
reconocimiento de M. tuberculosis se encuentran los TLR, siendo TLR2, TLR4 y TLR9Y los
principales exponentes al reconocer glucolipidos de la pared celular como el LAM, LM, PIM y

otras glucoproteinas, ademds de secuencias CpG no metiladas por parte de TLR9%. Otros
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receptores importantes son las lectinas tipo C cuyos ligandos frecuentemente son
glucoproteinas, glucolipidos o simplemente polimeros de carbohidratos, y en donde se ubican
el receptor de manosa (CD206), Dectin-1 y DC-SIGN*, y por otro lado estin los receptores
intracelulares NLR en los miembros principales asociados a una respuesta anti-tuberculosa son
los inflamosomas NLRP1 y NLRP3 que tienen como repercusion de su actividad la secrecion
de IL-1B e IL-18%.

Posteriormente, después de la fagocitosis de las micobacterias la respuesta inmunolédgica
del hospedero puede diversificarse en diferentes escenarios, dependiendo de las caracteristicas
particulares tanto del hospedero infectado como de la cepa en cuestién, pudiendo resolver la
infecciodn si el patégeno fue efectivamente eliminado o dando pie al desarrollo de una respuesta
inmune que logre contener la infeccion en un periodo de latencia o que evolucione en una forma

activa de la enfermedad3*.

1.1.5.1. Establecimiento de la respuesta inmune protectora Thl en la tuberculosis.
Como se explicé previamente, los macréfagos llevan a cabo ese primer reconocimiento de M.
tuberculosis al llegar este a los alvéolos pulmonares, donde algunos bacilos seran eliminados
mediante fagocitosis*>~2¢. Sin embargo, en ese momento distintas sefiales despertaran una
respuesta inmune inicial lo que conlleva a la liberacién de algunos mediadores como IL-1(3,
TNF-a, IL-6 y algunas quimiocinas por parte el hospedero, y esto se traduce en el reclutamiento
de mas células al sitio inicial de la infeccion como neutréfilos, monocitos circulantes y células
dendriticas?®37-3.

Particularmente aquellas células dendriticas que lograron fagocitar al bacilo, mediante

el gradiente de quimiocinas CCL19 y CCL21 pueden migrar a los ganglios linfaticos regionales
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con el propdsito de realizar la presentacion antigénica a la poblacién de linfocitos T virgenes®*-°.
La diversidad antigénica en M. tuberculosis es muy amplia, sin embargo su respuesta
inmunoldgica especifica se relaciona normalmente con una respuesta pro-inflamatoria,
protectora o Th1%. Con la llegada de las células dendriticas a los ganglios linfaticos se realizara
la presentacion de antigeno con las células T a través de los respectivos receptores MHC-II —
TCR, lo que por un lado dara lugar a la secrecion de IL-12 por parte de la célula presentadora
de antigeno*'. Esta serie de eventos son los que dan lugar a la polarizacién de las células T CD4*
al fenotipo Th1, productoras de IFN- y3¢4042 ']o que posteriormente lleva a la activacién de los
macréfagos, la expresiéon de la oxido nitrico sintasa inducible (iINOS), la maduracién del

fagolisosoma, e inducir la produccién de péptidos antimicrobianos**—6.

1.15.2. Estado inmunosupresor frente a la tuberculosis. El balance entre la respuesta
inflamatoria responsable de los resultados protectores y la homeostasis del organismo es
generalmente asociada a una respuesta inmunoldgica reguladora, en donde la participacion de
la IL-10 cobra una relevancia importante. La IL-10 es una citocina producida por macréfagos,
células dendriticas, neutréfilos y células T y B, la cual se ha vinculado con una limitada
respuesta inmune en contra de microrganismos intracelulares*’. En este sentido, en modelos
experimentales de tuberculosis pulmonar, se ha observado como en ratones susceptibles al
desarrollo de la enfermedad (CBA/J) existe un incrementado nivel de IL-10 con respecto a los
niveles de IFN-y e IL-12p40, mientras que en los modelos realizados en las cepas resistentes
C57BL/6 y BALB/c apenas son detectados los niveles de IL-10%. La participacién de la IL-10
en el contexto de la tuberculosis se observa a diferentes niveles, incluyendo la inhibicién de las

funciones del macréfago como la maduracion del fagolisosoma o la secrecion de citocinas como

10
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el TNF-a , el bloqueo de la polarizacion de las células T al fenotipo Th1 o la interrupcion de la
quimiotaxis al interferir con la quimiocina CXCL10%#. La evidencia en conjunto sefiala a la
IL-10 como una citocina responsable de mantener controlada la respuesta contra M. tuberculosis
0 en otros casos a favorecer el descontrol de la infeccion, sin embargo, se ha sugerido que esta
participacion diferencial de la IL-10 puede estar vinculado a su induccién dependiente la cepa
infectante en cada caso en particular®.

En contraparte a la respuesta inmune Thl, hay evidencia que apunta a la induccién de
una respuesta con cardcter anti-inflamatorio del tipo Th2%. La respuesta Th2, andlogamente a
lo que se menciond anteriormente, también esta asociada a un predominio de la micobacteria
sobre el hospedero, y al desarrollo de cuadros graves de tuberculosis, desarrollando inclusive la
fibrosis del tejido con posteriores consecuencias®'. La inhibicion de la IL-4 en modelos animales
de tuberculosis ha demostrado fehacientemente como su presencia estd relacionada con una baja
calidad de la respuesta protectora y un mal pronostico de la enfermedad>?. La induccién de una
respuesta Th2 no es propia de la naturaleza antigénica de M. tuberculosis, sin embargo, le
presencia de anticuerpos de clase IgE y la produccion de IL-4 in vitro ante la exposicion de
antigenos especificos a células T indica una indiscutible capacidad de respuesta por linfocitos T
CD4+ Th2%**. Por otro lado, la asociacién entre las modificaciones estructurales como la
manosilaciéon del LAM y la presencia de ciertos lipidos en las cepas del sublinaje Beijing, con
respecto a los niveles elevados de IL.-4, demuestran como la variacion entre cepas pueden ser
un determinante en el desarrollo de cuadros infecciosos de mayor severidad®. Finalmente, los
efectos mas notorios de una respuesta inmune Th2 implica sin lugar a dudas el secuestro del

centinela, el macréfago, contrarrestando su activacion clasica dependiente de IFN-y y sus

11
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mecanismos microbicidas, y en su lugar llevandolos a una diferenciacion alternativa por accién

de la IL-4 y la IL-13%67,

1.2. LOS MACROFAGOS.
1.2.1. Monopoyesis y maduracion del sistema fagocitico-mononuclear.
El sistema fagocitico mononuclear se conforma por los monocitos, los macréfagos y las células
dendriticas, las cuales son células fagociticas especializadas que forman parte esencial del
sistema inmune innato, pero también aporta al sistema de defensa adaptativo®®.
Convencionalmente se considera a los monocitos como el punto de partida para dar lugar a
macréfagos y células dendriticas, sin embargo actualmente se conoce que existen
subpoblaciones con origenes distintos*. Los monocitos tienen su origen en la célula madre
hematopoyética (CMH) ubicada en la médula 6sea®$!, de donde derivan los intermediarios
progenitor mieloide comun (PMC), el progenitor de granulocitos y macréfagos (PGM), el
progenitor de macréfagos y células dendriticas (PMD) y el progenitor de monocitos (PMo)3%6263,
La monopoyesis continua con la maduracion del monoblasto y el promonocito, una serie de
estadios inmaduros definidos con base en sus caracteristicas morfologicas como el tamafio
celular superior y el citoplasma mayormente baséfilo con respecto al de los monocitos, asi como
la presencia visible de nucléolos®*. Todo este proceso de diferenciacion celular es
principalmente regulado por el factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF)®.
Finalmente este proceso concluye con la maduraciéon de los monocitos, células
redondeadas con un didmetro entre los 12 — 20 um, con un citoplasma basoéfilo ligeramente
grisiceo, con un granulado fino y su distintivo nicleo en forma arrifionada®. Los monocitos son

uno de los cinco tipos de leucocitos circulantes en el torrente sanguineo, con una presencia en
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circulacién sanguinea entre el 5 — 10 %%, sin embargo, son a su vez una poblacion heterogénea
de células encontrando tres diferentes de subpoblaciones con base en la expresion del receptor
de LPS, CD14, y el recetor FcyRIIl o CD16%. En este sentido se encuentran los monocitos
clasicos CD14+CD16- o fagociticos, la subpoblacién mas abundante con hasta un 85% de
presencia en circulacion, expresan adicionalmente el receptor CCR2, producen altos niveles de
ROS vy se relacionan con un perfil inflamatorio capaz diferenciarse a macr6fagos®%¢-%8. Por su
parte los monocitos no clasicos CD14*CD16*, asociados a un fenotipo anti-inflamatorio,
comprenden a penas el 10% de los monocitos circulantes, con una expresion adicional de
CX3CR1 y MHC-II y entre sus funciones principales destaca la migracion a diferentes tejidos
y su diferenciacion en macréfagos residentes con el propdsito de compensar la perdida de células
y mantener la homeostasis® 7%, Adicionalmente, una tercer poblacién de monocitos se
describié con un fenotipo CD14+*CD16*, conocido como monocitos intermedios, se asocian a
un fenotipo pro-inflamatorio productor de IL-1f y TNF-a, y son reclutados al sitio de infeccién
de una manera dependiente de su receptor CCRS5, junto a los monocitos cldsicos®’.
Posteriormente, los monocitos presentes en la circulacion sanguinea migran a los
diferentes tejidos en donde llevaréan a cabo su proceso de diferenciacion final hacia el estado de
macréfago®. Si bien los macréfagos reclutados pueden adoptar fenotipos pro- o anti-
inflamatorios, dependiendo de las necesidades del organismo, en los tejidos existe de manera
anticipada una base de células fagociticas pertenecientes al sistema inmune innato llamadas
macrofagos residentes de tejido, cuyo origen es independiente del reclutamiento y
diferenciacién de monocitos circulantes®!’°. Durante la hematopoyesis embrionaria las primeras
células progenitoras del saco vitelino, daran lugar a la formacion de los primeros macréfagos

cuyo desarrollo inicialmente serd en el cerebro en lo que posteriormente se identificard como
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microglia, manteniendo elevadas tazas de proliferacion celular’'-"*. Posteriormente la
generacion de macrofagos continua en el higado fetal, de donde via circulacion sanguinea
emergerdn los monocitos embrionarios para establecerse como células de Kupffer en el higado™,
células de Langerhans en la piel”, macr6fagos alveolares en los pulmones’ y macréfagos
cardiacos en el corazon’’. Para las etapas finales del desarrollo embrionario, el bazo y la médula
Osea son los ultimos sitios donde se permanecen los progenitores hematopoyéticos, hasta la
maduracidén del hueso posterior al nacimiento donde la médula dsea se establece como la fuente
hematopoyética definitiva’'. Finalmente, aunque actualmente se sabe que los macréfagos
pueden ser reclutados a las diferentes regiones anatémicas previamente mencionadas y
compensar la pérdida de macrofagos residentes, también es conocido que en regiones como la
dermis, el intestino y el corazdn existe un recambio constante de macréfagos que derivan de

monocitos, ya en una etapa adulta’-50.

1.2.2. Polarizacion de macroéfagos y la dicotomia M1/M2.

Como se menciono en el apartado anterior, lo monocitos maduros presentes en la circulacién
sanguinea migrardn eventualmente a los tejidos donde finalizardn su proceso de maduracion
como macréfagos, con caracteristicas dependientes de su necesidad®. Actualmente los
macréfagos son clasificados en dos grupos con base en una serie de caracteristicas que incluye
un perfil distintivo de citocinas producidas, la presencia de marcadores de membrana y la
expresion de ciertos factores de transcripcion®!. Este proceso de diferenciaciéon se conoce como
polarizacién de macrofagos, y consiste en una serie de estimulos especificos que dan lugar a los
macréfagos de activacion clasica o M1 y en su contraparte los macréfagos activados de manera

alternativa o M2%? (Figura 1.2)
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Figura 1.2. Polarizacién de macrofagos y la adopcion del fenotipo M1/M2.

Los macréfagos M1 o macréfagos pro-inflamatorios son aquellos encargados de
participar en los procesos infecciosos e inflamatorios, con una capacidad microbicida capaz de
eliminar microorganismos invasores e inclusive patdégenos intracelulares, asociados a una
respuesta anti-tumoral eficaz y fuertemente vinculados con la respuesta inmune especifica
Th16183-35 Los macréfagos M1 se caracterizan por la produccion de citocinas inflamatorias
como la IL-12,1L-23,IL-13, IL-6 y TNF-a y las quimiocinas CXCL1, CXCL2,CXCL3,CCL2,
CCL3 y CCLA4, la expresion membranal de MHC-II, CD86, CD40 y CCR7, la produccién de
ROS y de RNS, y finalmente la presencia del factor de transcripciéon STAT16!7486-88  Estos
macréfagos M1 son generalmente asociados la respuesta inflamatoria, en donde el IFN-y

presente en el microambiente Thl o el LPS de patégenos invasores son los estimulos cldsicos
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de activaciéon del macréfago pro-inflamatorio®®®. Sin embargo, se ha pronunciado una
diferencia entre los macréfagos de la via clédsica activados con IFN-y como células con la
capacidad de producir IL-12,IL-18, TNF-a, con una incrementada expresiéon de MHC-II, CD80
y CD86, inducir la expresion de la iNOS para producir 6xido nitrico (NO), y una capacidad
aumentada de fagocitosis. Por su parte la estimulacion con LPS, referida como activacion innata,
se detectan niveles de IL-1f, IL-6 y TNF-a, pero bajos niveles de IL-12, una baja actividad
fagocitica y la presencia del marcador de activacién innata Marco. Con base en esto los
macréfagos M1 clésicos e innatos han sido subcategorizados en macrofagos Mla y M1b,
respectivamente®.

Los macréfagos M2 son la contraparte de los macréfagos M1, asociados con un perfil
anti-inflamatorios y con participacion en procesos de recuperacion, regulacion y homeostasis,
sin embargo también asociados en un microambiente que favorece la progresion tumoral y en
aquellos procesos de infeccién generados en las helmintiasis®*3. Los macréfagos M2 a grandes
rasgos son identificados por producir citocinas anti-inflamatorias como IL-4, IL-10 y TGF- f3,
expresar el receptor de manosa CD206 y el receptor carrofiero CD163 y expresar los factores de
transcripcion STAT3 y STAT6, ademas de la arginasa 1 (Argl), enzima implicada en el
catabolismo de la arginina para la sintesis de ornitina y otros compuestos poliaminados®! 838491,
Los macréfagos M2 comprenden una subpoblacién bastante heterogénea, en la que se han
descrito varias subpoblaciones dependientes de estimulos, que han mostrado igualmente
diferentes fenotipos®. Por una parte los macréfagos M2a, son aquellos que se activan de una
manera alternativa a los clasicos M1, utilizando como estimulo de diferenciacion a las citocinas
anti-inflamatorias IL-4 e IL-13, y se caracterizan por una fuerte expresion de la Argl, expresion

del CD163, CD206, DC-SIGN y Dectin-1, y su produccion robusta de IL-10 y citocinas
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quimioatractantes de eosindfilos, basdfilos y células Th2 como CCL13, CCL8 y CCL26%%%4.
Por su parte los macréfagos M2b, inducidos por una mezcla entre LPS o IL-13 en conjunto con
complejos inmunes a través del FcyR, reducen los niveles de produccion de IL-12,y en su lugar
aumentan la IL-10 con ligeros valores detectados de TNF-«, y ademds aportan favorablemente
a las células B productoras de anticuerpos®~’. Finalmente los macréfagos M2c, responden al
estimulo de la IL-10, TGF- o los glucocorticoides, desregulando la produccién de citocinas

anti-inflamatorias, y aumentando la expresion de citocinas anti-inflamatorias como la IL-10 y

el receptor CD163%.

1.2.3. El comportamiento del macréfago durante el proceso de infeccion.

Los macréfagos son referidos como células cruciales en el combate de la infeccion, sin embargo,
actualmente se sabe que ante la presencia de agentes invasores y con base en lo descrito en el
aparto anterior, estos puedes adoptar diferentes fenotipos cuyos comportamientos pueden ser
eficaces o ineficientes para el la eliminacién de los microrganismos invasores®®. De manera
general, una serie de estudios sefiala que los macréfagos adoptan en los primeros episodios de
la infeccion un fenotipo inclinado hacia un fenotipo inflamatorio o M1, con base en la expresion
de un grupo de 511 genes, llamados “la respuesta comun del hospedero”, que incluyen a los
genes codificantes para TNF-a, IL-1(3, IL-6, IL-12, CCL2, CCL2 y CXCLS, entre otros'®. No
obstante, en aquellos cuadros clinicos con cronicidad del proceso infeccioso se ha observado
que una de las pautas principales de este hecho se debe a la ineficiente respuesta por parte del
hospedero, una respuesta que puede ser causada, si bien, por un aminorado mecanismo de
respuesta por parte del sistema o por una serie de mecanismos empleados por patdgeno invasor

que permiten su sobrevivencia!®l.
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Los macréfagos M1 son reconocidos principalmente por ser la subpoblacion de
macréfagos encargados de la eliminacion eficiente de los microrganismos patégenos,
incluyendo a los patogenos intracelulares. Estas células principalmente proceden del
reclutamiento de monocitos circulantes y su posterior interaccion con los estimulos del
microambiente del sitio de la infeccidn a través de sus PRRs, entre los que se incluyen algunos
PAMPs como LPS, peptidoglicano o é4cidos teicoicos, pero ademas por algunos mediadores
inflamatorios como el TNF-a*. Los mecanismos de los macréfagos M1 incluyen la liberacién
de las quimiocinas CCL2, CXCL8, CXCL9, CXCL10 y CXCL11 para el reclutamiento de
células Thl y polimorfonucleares, la produccién de citocinas inflamatorias como TNF-a, IL-
1B, IL-6, IL-12 e IL-23%. Sin embargo, una respuesta prolongada de este tipo se puede volver
contraindicada cuando llega a tener afectaciones sobre el hospedero como se ha visto en cuadros
de sepsis causados por Escherichia coli y Streptococcus sp?810%103,

A pesar de los mecanismos bien estudiados con los que los macréfagos logran la
recuperacion del organismo después de una infeccion, algunos microrganismos desempefian
ciertas funciones que permiten evadir las acciones microbicidas del macréfago®. En Salmonella
enterica serovar Typhimurium, por ejemplo, se describié la capacidad de la proteina SteE para
inducir una polarizacién en los macréfagos hacia un fenotipo tipo M2 dependiente de la
activacion de STAT3 y la expresion de IL-10, con lo cual logra la posibilidad de mantenerse en
un nicho de replicacién intracelular. Con base en lo anterior, los macréfagos M2 son
considerados como el fenotipo ideal de macréfagos para la invasion parasita de muchos
microrganismos, considerando la ausencia de ROS y RNS que impiden su establecimiento, la
fuente de glucosa disponible debido al metabolismo energético diferente de la glucdlisis y la

generacion de compuestos poliaminados dependientes de Argl que son aprovechados como
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nutrientes. Patégenos humanos como Ehrlichia, Chlamidia, Coxiella o Borrelia son algunas
bacterias que cuya capacidad infectiva en los macréfagos se ha vinculado a la adquisicion de un

fenotipo de macréfago anti-inflamatorio o M29899:104.105

1.24. El binomio M. tuberculosis-macréfago, el punto clave en el desarrollo de la
tuberculosis.

La primera interaccion entre M. tuberculosis y los macrofagos ocurre en los pulmones al
interaccionar con los macrofagos alveolares, un reconocimiento a través de receptores como el
CD206,CD163 o algunos receptores del complemento®. Es a través de este reconocimiento que
la internalizacion de los bacilos viene acompafiada de una serie de sefiales que activan procesos
antimicrobianos como la fusién del fagolisosoma, y la produccion de ROS y NO?9:106_ Este
primer contacto entre las micobacterias y los PRRs del hospedero, ademds de activar los
mecanismos mencionados anteriormente también inducen una respuesta inflamatoria innata con
la produccién de TNF-a, IL-1f3, IL-18, que da lugar al reclutamiento de nuevos monocitos, con
su posterior diferenciacion a macréfagos pro-inflamatorios de fenotipo M1, y el montaje de la
respuesta especifica Th1%.

A pesar de que el organismo cuenta con las herramientas suficientes para poder combatir
eficazmente la infeccion causada por M. tuberculosis existen varios mecanismos en esta bacteria
que le permiten evadir la adversidad en el hospedero y poder establecerse. De tal manera que se
a observado como tanto la proteina Hsp60 via el reconocimiento por TLR2, como una forma
manosilada del LAM a través del reconocimiento por el receptor CD206, inducen la secrecion
de IL-10 y la expresion del factor de transcripcién PPARY, ambos cldsicos marcadores de un

fenotipo M2, proponiéndolos como mecanismos empleados por la micobacteria para inducir la
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generacion de un nicho permisible para su replicacién!?’:1%, ESAT6 es otro factor de virulencia
en M. tuberculosis con el que se ha descrito la capacidad para inducir un fenotipo de macréfago
M2, asocidndolo a un elemento importante para el establecimiento de la infeccion'®. Pos su
parte, la propia induccién de una respuesta anti-inflamatoria por parte del hospedero puede
generar el entorno favorable para diferenciacion de los macréfagos hacia el fenotipo M2. La
citocina inflamatoria IL-37 que se ha observado con altos niveles séricos en pacientes con
tuberculosis activa hasta antes del tratamiento, también se ha asociado al incremento en los
niveles de expresion de los genes codificantes para IL-10, TGF- B y Argl1''?. De tal manera que
la asociacidén entre el fenotipo pro-inflamatorio y la contencién de la diseminacién del bacilo
con respecto a la propagacion de este en un entorno anti-inflamatorio, quedé demostrado al
observar que en los granulomas no granulomatosos de pacientes con tuberculosis los
macréfagos se identificaban con un fenotipo de macréfago M1, mientras que en aquellos
granulomas necrotizantes y no necrotizantes las células correspondientes con macréfagos

presentaban el perfil de macréfago M2!1°.

1.3. EL SISTEMA PARs-PROTEASAS.

1.3.1. Caracteristicas generales de los receptores activados por proteasas (PARs).

Los receptores activados por proteasas (PARs) conforman una subfamilia de cuatro miembros
dentro de los receptores acoplados a proteinas G (GPCR), incluyendo al PAR1, PAR2, PAR3 y
PAR4!112 T os receptores PARs se conforman por siete dominios transmembranales con tres
crestas extra- e intracelulares, un dominio amino extracelular con una longitud de 17 — 26
residuos, y un dominio carboxilo intracelular de 13 — 51 aminodcidos!!®. Estos receptores son

particularmente reconocidos por su singular mecanismo de activacion, el cual consiste en el

20



Capitulo I. INTRODUCCION

procesamiento proteolitico de su dominio amino extracelular, para exponer una nueva secuencia
amino terminal que funciona como ligando al unirse intermolecularmente con la segunda cresta
extracelular''4.

Los PARs son diferencialmente expresados en el organismo, sin embargo destaca su
expresion en tejido vascular, epitelio intestinal, sistema nervioso y leucocitos, en donde sus
implicaciones fisioldgicas se han visto como muy importantes!'!>!'. En origen, se describi6 a la
trombina y a la tripsina como las proteasas que presentaban actividad sobre los receptores PARs
por lo que se suponia que solo las proteasas de serina tenian la capacidad de actuar sobre estos
receptores, sin embargo, actualmente existen reportes de cOdmo proteasas de cisteina y
metaloproteasas de matriz también desempefian una funcién sobre los PARs!'3.

Como se menciond previamente, los PARs son activados con el procesamiento
proteolitico en su dominio amino terminal. Cada uno de los cuatro receptores cuenta con un sitio
de corte descrito como candnico, en el cual se ha descrito la secuencia de procesamiento e
interacciéon asi como las vias de sefalamiento posteriormente implicadas. En el PARI1 la
trombina realiza su escision en el sitio LDPR*!{S*FLLRN!"7, mientras que la tripsina actia
sobre el PAR2 en el sitio SKGR3*IS*LIGKV!®. En el caso del PAR3 el sitio que se ha
identificado LPIK*IT*FRGAP corresponde a un sitio que putativamente seria cortado por la
trombina, aunque no se ha podido describir una via de sefal relacionada con este corte!'".
Finalmente, en el caso del PAR4 el sitio PAPRYIG®¥*YPGQV se ha identificado por ser
procesado tanto por trombina como por tripsina, ademds de otras proteasas como la catepsina

G, plasmina y el factor X de la coagulacién'?*?! (Figura 1.3).
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Sitio de corte de proteasa Sitio de union tipo hirudina
S X PAR1: NATLDPR*! S*’FLLRNPNDKYEPFWEDEEKNES
ccuencia | pago; GTNRSSKGR?*! S**LIGKVDG
N-terminal | par3: NDTNNLAKPTLPIK®®| T3 FRGAPPNSFEEFPFSALE
extracelular | PAR4 : LPAPR*’| G**YPGQVCANDSDTLELPDSS 2° loop extracelular
PAR1: QTIQVPGLNITTCHDVLNETLLEG
1 PAR2: QTIFIPALNITTCHDVLPEQLLVG

PAR3: QEYYLVQPDITTCHDVHNTCESSS
PAR4: QTFRLARSDRVLCHDALPLDAQAS

PARl: SECQRYVYSILCCKESSDPSSYNSSGQLMASKMDTCSSNLNNSIYKKLT Secuencia
PAR2: SHDFRDHAKNALLCRSVRTVKQMQVSLTSKKHSRKSSSYSSSSTTVKTSY | ~ ..
PAR3: SKTRMHSTAYLTK )

PAR4: SAEFRDKVRAGLFQRSPGDTVASKASAEGGSRGMGTHSSLLQ intracelular

Figura 1.3. Representacion esquematica de los receptores PARs.

Adicionalmente, los mecanismos de activacion de los PARs también incluyen
mecanismos alternativos de activacion. En algunos receptores se han descrito los “sitios no
candnicos” de activacion mostrando que con la activacion de proteasas diferentes a trombina o
tripsina en PAR1 y PAR2, respectivamente, existen vias de sefialamiento diferentes de las
conocidas previamente'??-!24, Por su parte, los péptidos agonistas son una forma alternativa con
la que se ha logrado la activacién de los PARs. Estos agonistas actualmente solo se han
observado funcionales para la activacién del PAR1, PAR2 y PAR4, y corresponden con
pequeiias secuencias de 5 — 6 aminoécidos que logran interaccionar con el receptor e imitar el
efecto bioldgico, o bien, con modificaciones en la secuencia pueden alterar el mecanismo de
activacion'?. Pos otro lado, la coactivacién de los PARs es un mecanismo descrito para la

activacion del PAR4, en la cual se ha descrito como la trombina unida a través de un dominio
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tipo hirudina al PAR1 y PAR3, modifica su conformacion lo que incrementa la afinidad por el
receptor PAR4!26127 T.a transactivacién por su parte, es otro mecanismo alternativo de
activacion en el que un el dominio amino terminal procesado de un primer receptor actia sobre
la cresta extracelular de un segundo receptor'?®. Finalmente, cuando se menciond la existencia
de sitios de corte diferentes de los sitios candnicos, también hay que destacar la existencia de
sitios que contribuyen al desarme y por ende, inhibicion de la activacion de los PARs. Una
proteasa que tenga la capacidad de procesamiento rio abajo del sitio de activacion, puede lograr
la perdida del ligando de activacién y con ello interrumpir el posterior sefialamiento de

activacion!®-131,

1.3.2. Los PARSs en la inmunidad y la fisiologia leucocitaria.
Los receptores PARs son una familia re receptores con funciones bien descritas en aspectos de
coagulacion, sistema nervioso y algunas funciones en epitelios, sin embargo, la
inmunomodulacién llevada a cabo con base en la activacion de los receptores PARs es un tema
que sigue actualmente en estudio y en donde se han encontrado como es que muchos fenémenos
inmunoldgicos importantes pueden ser llevados a cabo dependientes de proteasas a través del
procesamiento de estos receptores'32!13*. Como se mencioné anteriormente, los receptores PARs
son diferencialmente expresados en el organismo, asi también las células del sistema inmune
mantienen esta expresion cualitativa, con efectos igualmente particulares de la naturaleza de los
diferentes tipos de leucocitos!!2.

La expresion de PARs en neutréfilos se limita a la expresion funcional del PAR2, con
variacion en sus niveles de expresion entre individuos'**, mientras que la expresién del PAR1

no fue detectada!®13¢, La activacion del PAR2 en neutréfilos tiene como resultados el
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incremento en los niveles de Ca?* intracelular, la expresion de las integrinas VLA-4 y Mac-1,
favorece la produccioén de las citocinas IL-1f3, IL-6 e IL-8 y la secrecion de lactoferrina!®’-1%8, Es
importante seflalar a las proteasas producidas por los polimorfonucleares, la elastasa
leucocitaria, la catepsina G y la proteinasa 3 como enzimas proteoliticas con capacidad de
activar o desarmar los diferentes receptores PARs!*. Por otro lado los eosinéfilos expresan un
PAR1 que no responde ala estimulacion con su agonista, a diferencia de un PAR2 funcional,
que incrementa su expresion en individuos alérgicos!*-13. La tripsina activa al PAR2 presente
en eosindfilos induciendo la produccion de anidn superdxido y degranulacion!31%. Las enzimas
producidas por alérgenos (acaros, hongos, polen) o por células cebadas (triptasa y quimasa)
también son activadoras de PAR?2 induciendo la secrecion de IL-6 e IL-8!*-142. Mientras que en
los baséfilos no se detecta la expresion de ninguin receptor PAR!4, en los mastocitos humanos
que se localizan en amigdalas, piel y colon se expresa el receptor PAR2, el cual puede ser
activado tanto por la tripsina como por el agonista peptidico induciendo la secrecion de
histamina!'*-'46. Adicionalmente se ha observado la expresion de mensajero de PAR1, PAR3 y
PAR4 en mastocitos humanos, aunque permanece desconocido la implicacion que estos
pudieran presentar'“®. Por si parte la estimulacién del PAR2 y PAR4 en la linea celular de
mastocitos humanos HMC-1 induce la secrecion de TNF-a'¥’. La triptasa de mastocitos se ha
observado como un importante activador del PAR2 al observar efectos sobre fibroblastos
pulmonares, musculo liso, neuronas mesentéricas, queratinocitos, endotelio vascular y células
peritubulares de testiculo'**.

Por su parte las células T muestran niveles de expresion de PAR1, PAR2 y PAR3, las
cuales al ser tratadas con trombina, tripsina, triptasa o los agonistas peptidicos de PAR1 o PAR2,

mostraron niveles aumentados en la secrecién de IL-6'43-151, Por su parte la estimulacién de las
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células T en la linea celular Jurkat con trombina, tripsina y los agonistas de PAR1 y PAR2
mostraron niveles incrementados de Ca?* intracelular'*® y la fosforilacién de la proteina de unién
a GTP, Vav-1, y de la tirosina cinasa ZAP-70 y la proteina adaptadora SLP-76, las cuales son
proteinas importantes en la sefializacién del TCR!¥. Por su parte en linfocitos B se ha detectado
solo la presencia de PAR4 pero las implicaciones fisioldgicas de esto permanecen sin ser
descritas'.

Los monocitos humanos presentan niveles de expresion de los receptores PAR1, PAR2
y PAR3 a nivel de transcrito y de PAR1 y PAR3 a nivel de proteina. La activacion del PAR1
induce el incremento de Ca?* intracelular, la sobrerregulacién de la quimiocina MCP-1, la
produccién de IL-6 y estimula la proliferacion celular en células U937!53-138, Los niveles de
PAR2 fueron encontradas en monocitos en vesiculas intracelulares que se movilizan
rapidamente a la superficie celular, dependiendo del estado de activacién del monocitos'>. Los
macréfagos derivados de monocitos expresan los mismos tres receptores PAR1, PAR2 y PAR3
a nivel de proteina y de ARN mensajero, demostrando que la activacion del PAR1 y PAR?2 con
agonistas peptidicos inducen el incremento de Ca?* intracelular, y la capacidad de inducir la
expresion de MCP-1 dependiente de la activacion de PAR1, pero no de PAR2'53. Los niveles de
expresion de PARs se ha visto diferencialmente expresado en diferentes tipos de macréfagos
residentes, observando al PAR1 y PAR2 en macréfagos alveolares, con mayor expresion del
PARI1 en individuos fumadores con respecto a individuos sanos!'® y la presencia del PAR2 en
macréfagos vasculares derivados de células espumosas sugiriendo un papel importante en el
desarrollo de lesiones arterioesclerdticas!'®!. El PAR4, por su parte, aunque no se detectan niveles
de este receptor en el sistema monocito-macréfago, se han encontrado expresados en

macréfagos hepaticos!®. Si bien las células dendriticas derivadas de monocitos expresan niveles
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de transcrito de PAR1,PAR2 y PAR3, estas no muestran los niveles de proteina de estos mismos
tres receptores. Sin embargo, en células dendriticas plasmocitoides y mieloides, la trombina
mostrd inducir la liberacion de citocinas MCP-1, IL-10 e IL-12 en un probable mecanismo

dependiente de la activacion del PAR1!63.

1.3.3. Participacion de los receptores PARs en la fisiopatologia de la infeccion.

La activacion de los receptores PARSs se lleva a cabo por accion de diferentes tipos de proteasas,
de las cuales se identifican como proteasas modelo la trombina y la tripsina, por la actividad
especifica sobre los receptores PAR1 y PAR2, respectivamente, sin embargo, la diversidad de
proteasas que presentan un efecto sobre estos receptores no se limitan a las presentes en el
organismo, sino que ademds muchas enzimas proteoliticas de distintos organismos pueden
desempenar una funcién!**'®*. Los receptores PARs pueden ser procesados por diferentes
proteasas de microrganismos patdgenos y la accion sobre estos puede desencadenar un
mecanismo similar al de la inmunidad innata, participando inclusive en conjunto con otros PRRs
como los TLRs!.

Porphyromonas gingivalis es un microrganismo Gram negativo considerado un
patégeno importante de la cavidad oral asociado a cuadros de periodontitis crénica y severa'se.
En P. gingivalis sus proteasas de cisteina son reconocidas desde hace tiempo por actuar sobre
los receptores PARs y desempefiar varios aspectos en su virulencia. Las gingipainas, las
proteasas de P. gingivalis, compren a la gingipaina-R, la RgpA y RgpB que han mostrado una
actividad diferencial sobre los receptores PAR1, PAR2 y PAR4!371¢7_ Particularmente la
proteasa RgpB a través de la activacion del receptor PAR2 expresado en las células KB de

epitelio oral, mostré inducir la liberacion de IL-6, lo que se asocid al desarrollo del estado
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inflamatorio durante la periodontitis, sin embargo, posteriormente se identific6 que mediante
este mismo mecanismo también se logra la secrecion de -defensinas!®®1%. Por su parte RgpA,
se describié como la proteasa encargada de inducir la formacién de trampas extracelulares de
neutréfilos (NETs) a través de la activacion del PAR2, el cual a pesar de ser unos de los
mecanismos microbicidas de los neutréfilos, P. gingivalis logra permanecer en este entorno'™.
Ademas también se describi6 como las gingipainas a través de la activacion del PAR2
promueven la migracion de microglia a los sitios de infeccion'”!.

Otros de los patégenos humanos importantes que utilizan como estrategias en su
virulencia la activacion de los PARs empleando sus proteasas son Serratia marcescens con la
activacion del PAR?2 en células de carcinoma escamoso de pulmén EBC-1 por accion de la
serralisina, induciendo la expresion de genes codificantes para las citocinas inflamatorias IL-6
e IL-8!2. Por su parte, la proteasa de choque térmico HtrA de Helicobacter pylori también
promueve la secrecion de IL-8 en células tumorales de epitelio gdstrico de una manera
dependiente de la activacién del PAR2!3. Asi mismo, Pseudomonas aeruginosa emplea la
proteasa LepA que tiene efecto sobre los receptores PAR1, PAR2 y PAR4, favoreciendo la
induccion del factor de transcripcion NF-kB, y promoviendo la producciéon de IL-8 en
igualmente en células EBC-1'"4, sin embargo, P. aeruginosa también emplea las proteasa LasA
para desarmar al receptor PAR2 y evitar el montaje de una respuesta inflamatoria local''“.

A pesar de la evidente importancia que presentan los receptores PARs en la fisiologia
del proceso de infeccion, no existen a la fecha muchos ejemplos que expliquen los mecanismos

y que ocurren en estos sistemas de PARs — proteasas.
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1.3.4. Las proteasas de M. tuberculosis y su relevancia en la fisiopatologia de la
tuberculosis.

En M. tuberculosis se identifican poco mds de 100 proteasas, las cuales se sugiere pueden
desempefiar un papel en la virulencia, sin embargo, son pocas las enzimas de esta naturaleza de
las que hay evidencia que de desempefian un papel vinculado con el proceso de infeccion?.
Dentro de las proteasas importantes para la virulencia de M. tuberculosis las micosinas son una
familia de cinco miembros que comprenden a MycP1 — MycP5, y son proteasas que se han
descrito por ser secretadas, o interaccionando en pared celular o en la membrana plasmatica'’.
Las proteasas MycP se han sefalado como las responsables de procesar los sustratos que seran
exportados a través del sistema de secrecion ESX-1, sin embargo, la micosina MycP3
sencillamente mostré su importancia al verse de manera experimental que en ausencia de este
gen se aminora el crecimiento de M. tuberculosis'’®.

Las proteinas Clp son un grupo de proteasas ampliamente distribuido entre los
organismos cuya funcién es el control de calidad de las proteinas, degradando todas aquellas
que se encuentre con mal plegamiento!”’. En M. tuberculosis se reconocen a las ClpP1 y la
ClpP2, las cuales se han descrito como cruciales durante el proceso de infeccion'’®!7. A la fecha
solo la proteina RseA ha sido identificado como sustrato del complejo ClpP1/2!%°,

Por su parte la sobrevivencia a condiciones desfavorables y la adaptacion a su entorno,
es uno de los principales mecanismos de evasion por parte de M. tuberculosis, y uno de los
mecanismos empleados por este organismo se base en las proteasas HtrAl, HtrA2 y HtrA3, o
también conocidas como DegP, PepD y PepA, respectivamente!8!. Estas proteasas tienen una
triada catalitica conformada por serina — histidina — aspartato, y en su estructura adicionalmente

poseen un dominio tipo PDZ lo que facilita su interaccién con algunos sustratos!®2.
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ANTECEDENTES

En Mycobacterium tuberculosis existe un amplio repertorio de proteasas cuyo papel en la
fisiopatologia de la tuberculosis aun faltan por ser exploradas. Uno de los mecanismos
imprescindibles para el establecimiento del bacilo de Koch es sin duda la manipulacion del
macréfago como su célula hospedera, induciendo la polarizacion de macréfagos hacia un
fenotipo de carécter anti-inflamatorio, como lo hacen Salmonella enterica, Brucella abortus,
Trypansoma cruzi o Leishmania major'®+'#3-185 Uno de los mecanismos planteados para inducir
esta activacion alternativa de los macréfagos es dependiente de la activacion de los receptores
PARs, en donde se ha observado que tanto el PAR1 como el PAR?2 al ser estimulados con las
proteasas modelo trombina, tripsina o triptasa inducen la expresion de los marcadores del
fenotipo M2 como son el CD206, CD163,y la liberacion de IL-4 e IL-10!86-187,

En este sentido, M. tuberculosis cuenta con muchas proteasas que podrian desempefiar
este papel inmunomodulador en el macréfago dependientes de la activacion de los receptores
PARs. Particularmente, el gen Rv3671c codifica para la “proteasa resistente al acido de
Mycobacterium” o MarP, la cual presenta un dominio catalitico muy parecido al de la tripsina,
lo que sugiere un mecanismo de accién similar sobre los receptores PARs!®.

La proteasa codificante por el gen Rv3671c o MarP es una proteasa de serina, que se

ubica en la membrana interna de la micobacteria y se compone de cuatro cruces

29



Capitulo II. ANTECEDENTES

transmembranales unidos por una secuencia espaciadora al dominio globular en donde se
encuentra el sitio activo expuesto hacia el periplasma!®:1¥. MarP ha mostrado ser necesaria para
M. tuberculosis para sobrevivir a condiciones ambientales de estrés como pH acido, estrés
oxidativo, resistencia a detergentes y antifimicos (eritromicina y rifampicina) e inclusive para
sobrevivir intracelularmente en el macréfago activado por IFN-y!#-1% [ a proteasa MarP ha
mostrado ser un importante factor de virulencia al resultar necesario para mantener la virulencia

de la cepa H37Rv en un modelo murino de infeccién'®.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Desde el anuncio de Mycobacterium tuberculosis como el agente etiologico de la tuberculosis
en 1882, muchos han sido los estudios cuyo propésito han tenido entender su biologia y los
aspectos fisiopatologicos que la consideran una de las bacterias mas predominantes en el mundo
y causante de uno de los problemas de salud publica mas antiguos en el mundo. La tuberculosis
pulmonar, como la etiologia mas frecuente causada por M. tuberculosis, es sefialada por la OMS
como una de las diez principales causas de muerte en el mundo y como el primer lugar dentro
de las enfermedades infecciosas. En el tltimo reporte de la OMS se describe la aparicion de 10
millones de casos nuevos de tuberculosis a nivel mundial, asi como la aparicién de nuevos casos
de resistencia farmacoldgica a uno o mas antifimicos, lo que dificulta el combate eficaz en contra
de esta enfermedad.

Como se menciono en el parrafo anterior, entender la fisiologia de M. tuberculosis ha
sido sin duda la histérica herramienta que ha permitido empezar a controlar los aspectos
patolégicos y epidemioldgicos de la tuberculosis, por lo que en la busqueda de nuevos
conocimientos que circunden a este microorganismo se han definido algunos elementos que
resultan esenciales para su supervivencia,y que a la vez pueden jugar un papel como alternativas

a probables estrategias terapéuticas.
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Por otro lado, los macréfagos son una estirpe celular cuya diversidad y plasticidad de fenotipos
han sorprendido. Dentro de las etiologias de caricter infeccioso, son algunos los ejemplos en
los que se describen a estas células como el punto clave para la correcta progresion de una
enfermedad infecciosa, siendo a la fecha no del todo conocido como es que algunos
microorganismos logran la entrada y permanencia en un nicho que puede resultar favorecedor
0 no, dependiendo de las circunstancias. Cémo se ha mencionado previamente, los receptores
PARs son una familia de receptores presentes en la superficie de las células del sistema
fagocitico-mononuclear, y cuya evidencia sefiala que su activacion conlleva a la diferenciacion
de un fenotipo de macréfagos anti-inflamatorio, un fenotipo que resulta ser permisible para
microorganismos como M. tuberculosis.

Con base en lo anterior, en esta tesis se explord el efecto que tiene en lo particular la
proteasa MarP de M. tuberculosis durante el proceso de polarizacion de macréfagos, y
considerando que al ser esta poblacion celular un requisito indispensable para el establecimiento
y desarrollo del microorganismo, presumiblemente esto revelaria un proceso esencial durante la
tuberculosis. De esta manera, la descripcion de las funciones de la proteasa MarP durante este
proceso de diferenciacion celular en los macréfagos a través de la via especifica que implica la
activacion de los receptores PARs, eventualmente podria traducirse en una alternativa que ayude

al combate de esta enfermedad.
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JUSTIFICACION

Los macréfagos son descritos como la poblacion celular indispensable para el establecimiento
de Mycobacterium tuberculosis en el hospedero humano, sin embargo, recientemente se a
puntualizado este fendmeno con mas detalle sefialando que son los macréfagos con un caracter
anti-inflamatorio aquellos en los que ocurre este proceso de adaptacion y replicacion. Aunque
son distintas las vias que activan la diferenciacién de un monocito a su estado de macréfago, y
en consiguiente lo lleven a adoptar un fenotipo especifico, previamente se ha demostrado que
la accion de las proteasas de serina sobre los receptores PARs conllevan a la polarizacién de
macréfagos hacia un fenotipo tipo M2. Por otro lado, dentro del repertorio de proteasas de serina
producidas por M. tuberculosis, se ha planteado explorar el efecto de la serin proteasa MarP
(codificada por el gen Rv3671c) cuyos efectos bioldgicos demuestran tener un papel importante
en la supervivencia del microorganismo en el macréfago, y a su vez la evidencia tedrica sugiere
que esta enzima pudiera actuar sobre los receptores PARs para promover el proceso de
diferenciacion celular previamente planteado. En este sentido, el efecto de MarP sobre la
polarizaciéon de macréfagos a través de la activacion de los receptores PARs, generaria
informacion actualmente no disponible sobre un mecanismo de accion alternativo en este factor

de virulencia, implicado en el proceso fisiopatologico de la tuberculosis pulmonar.
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OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL.

Conocer el fenotipo adquirido por los macréfagos en respuesta a la serin proteasa recombinante

Rv3671c de Mycobacterium tuberculosis, asociado a la activacion de los PARs.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Expresar el gen Rv3671c de M. tuberculosis en el sistema de expresion de Pichia pastoris.

2. Demostrar la actividad de serin proteasa Rv3671c recombinante mediante la protedlisis in

vitro de sustratos especificos.

3. Determinar el efecto de la Rv3671c recombinante sobre la diferenciacion de monocitos

humanos al fenotipo de macréfagos M1/M2.

4. Describir las vias de sefializacion implicadas en la polarizacion a macréfagos M1/M2 por la

serin proteasa Rv3671c de M. tuberculosis.
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HIPOTESIS

La serin proteasa codificada por el gen Rv3671c de Mycobacterium tuberculosis activa a los

receptores PARs expresados en monocitos, y polariza su diferenciacion a macréfagos del

fenotipo M2.
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MATERIAL Y METODOS

7.1. MATERIAL.

7.1.1. Reactivos.

Los reactivos utilizados para la formulacion de soluciones de trabajo y los solventes empleados
grado biologia molecular fueron adquiridos de la casa comercial Sigma Aldrich (St. Louis, MO,
EUA). Los reactivos empleados en la elaboracién de medios de cultivo microbiolégicos y
celular se adquirieron de Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ, EUA) y Sigma Aldrich (St.
Louis, MO, EUA), respectivamente.

Para los procedimientos de biologia molecular con acidos nucleicos, la MyTaq ADN
polimerasa, los desoxirribonucleétidos trifosfato (ANTPs) y el MgCl, se adquirieron de la casa
comercial Bioline (Londres, Inglaterra). Los primers para PCR (primers) fueron adquiridos de
Alpha DNA (Montreal, Canada). La Platinum SuperFi ADN polimerasa, junto a las enzimas de
restriccion Xho-1, Xba-1, Sac-1, EcoR-1y Eco91-1y el antibi6tico zeocina, son de Thermo Fisher
Scientific (Waltham, MA, EUA). Por su parte, la ADN ligasa T4 y los sistemas de purificacion
de ADN Pure link quick plasmid DNA miniprep kit y Pure link quick gel extraction and PCR
purification combo kit fueron adquiridos de la casa comercial Sigma Aldrich (St. Louis, MO,

EUA).
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El sistema de purificacion de proteinas por afinidad a niquel fue adquirido de Thermo
Fisher Scientific (Waltham, MA, EUA), mientras que las columnas PD-10 pertenecen a la casa
comercial Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Para la demostracién de la actividad
proteolitica se utiliz6 el sustrato clorhidrato de Na-Benzoil-L-arginina 4-nitroanilida y el
estandar 4-nitroanilina, ambos de la casa comercial Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA). La
evaluacion glicoproteica se realiz6 con la enzima PNGasa F de la casa comercial New England
BioLabs (Ipswish, MA, EUA).

En lo referente a los ensayos de cultivo celular, la trombina, tripsina y LPS fueron
adquiridos de Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA), mientras que las citocinas humanas
recombinantes IFN-y e IL.-4 se obtuvieron de Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ, EUA), los
factores de crecimiento GM-CSF y M-CSF de R&D Systems (Minneapolis, MN, EUA), el
péptido agonista del PAR1 (SFLLRNPNDKYEPF-NH,) adquirido en Calbiochem (Merck
KGaA; Darmstadt, Alemania), y finalmente el agonista de PAR2 (SLIGKV-NH,), y los
inhibidores de PAR1 (SCH-79797) y PAR2 (FSLLRY-NH,) obtenidos de Tocris Bioscience
(Bristol, Inglaterra).

En lo que respecta a inmunoensayos, el anticuerpo anti-C-myc y el anticuerpo secundario
anti-raton conjugado con HRP fueron adquiridos de Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA),
mientras que los sistemas para cuantificacion de citocinas por el método de ELISA OptEIA

fueron adquiridos de la casa comercial Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ, EUA).

7.1.2. Material biolégico.
La cepa de Mycobacterium tuberculosis H37Rv fue adquirida de la coleccion de cultivos del

Centro Regional de Control de Enfermedades Infecciosas (CRCEI), de la Facultad de Medicina
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de la UANL (Monterrey, N.L., México). Por su parte, las cepas de Escherichia coli DH5a y
Komagataella phaffii (Pichia pastoris) GS115 , asi como el vector de clonacion/expresion
pPICZaA, fueron adquiridos de la casa comercial Invitrogen (Waltham, MA, EUA).

Para la demostracion de la actividad bioldgica de la proteasa recombinante producida,
se purificaron monocitos humanos de sangre periférica de donadores voluntarios sanos
empleando el sistema de inmunomagnetismo MACS de la casa comercial Miltenyi Biotec
(Bergisch Gladbach, Alemania), asi como con el uso de la linea celular de monocitos humanos

THP-1.

7.2. METODOS.

7.2.1. Estrategia general de clonacion del gen Rv3671c y expresion de la proteina MarP.
Se realiz6 la extraccion de ADNg de M. tuberculosis y se amplificé el gen de interés Rv3671c
por PCR utilizando los primers disenados para afadir los sitios de restriccion Xho-1'y Xba-1 al
inserto. Los sitios de restriccion afiadidos fueron digeridos tanto en el inserto como en el vector
pPICZaA, para posteriormente realizar la ligacion y la transformacion del vector recombinante
en la cepa E. coli DH5a, y la seleccidon de las clonas construidas por la ganancia de resistencia
al antibidtico zeocina (Figura 7.1A).

Los plasmidos recombinantes fueron purificados y linearizados con la enzima de
restriccion Sac-1, cuyo sitio en el vector se encuentra en la region promotora del gen de AOXI.
El vector linearizado fue utilizado para transfectar la cepa de levadura P. pastoris GS115, en
donde este se incorpord al genoma mediante recombinacién homoéloga. Las clonas de levaduras
recombinantes fueron identificadas por su fenotipo de resistencia a la zeocina y el genotipo de

sus genes de AOX1 modificados con el inserto, mediante PCR (Figura 7.1 B).
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Figura 7.1. Diagrama de flujo de la clonacion del gen Rv3671c de Mycobacterium tuberculosisy la expresion
de la proteina MarP en Pichia pastoris. Esquematizacion de la estrategia general en los protocolos de clonacion

y expresion de proteina recombinante.

Las clonas recombinantes de P. pastoris GS115 fueron cultivadas en medio BMMY vy la

produccion de proteinas fue inducida con MetOH [1%]. Los sobrenadantes de cultivo fueron

dializados contra agua bidestilada y empleados para la deteccion de la proteina MarP

recombinante por SDS-PAGE y western blot, y su posterior purificacién por cromatografia de

afinidad a niquel (Figura 7.1 C).
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7.2.2. Analisis de secuencia del gen Rv3671c de M. tuberculosis 'y del vector pPICZaA
para el disefio de oligonucledtidos.

La secuencia del gen Rv3671c de M. tuberculosis fue tomada del NCBI con el nimero de acceso

Gene ID: 885176. La secuencia del gen de interés consta de 1194 pb, y se conforma por una

secuencia codificantes para cuatro cruces transmembranales (375 pb) unida por una secuencia

espaciadora (174 pb) a el dominio globular (645 pb) en donde se encuentra el sitio activo de la

proteasa ubicado entre las posiciones 1009 — 1044 pb (Figura 7.2).

5’ -ATGACCCCGTCGCAG TGGCTGGATATCGCC GTCTTGGCGGTCGCA TTTATTGCAGCCATC TCCGGCTGGCGTGCC

GGTGCGCTGGGCTCA
ATCGTCAGTCAAATC
GGCGAGGTCGCTGGT
TCGGTCATTGGGGTA
TCGAAAGAGCAGCCC
ACCTGGCTGAAGACG
TTCAGCCGCACGCCG
GAGCCAAGTGTCGTC
TCACCCGATCGGGTG
CCCTTCGAGGCCACG
CCGCCGCTGGTCTTC
AATTTCACTGCCACA
CCGGTTACCCGCGAC
AACGGTCAGGTGCTC
GAGGTGGCGGGGCAG

BTGCTGTCGTTTGGC
AGCGCTCCGCGGGCC
GTGGTGCTGGGCCGC
GGGGTGCAGCTGGTC
GAGCTGGCTGCCGCG
GTGCCCAAGCGGCTG
GTCATTCCAGTGGCC
AAAATCCGCAGCCTG
ETGrccracGeGENe
GTGGTGTCCTACGAC
GCTGCGGAGCCGGCG
CCCGCCAGGATTCGC
GTGTACACCATCAGA
GGTGTGGTGTTCGGC
CTTGCCAAAATCGGT

GGGGTGCTGCTGGGC
ARACTGTTTGCCGCG
GCCGTCCGCGGGGCG
GTGGTGCTCACCGCG
GTGAAGGGTTCGCGG
TCGGCCCTGCTGAAC
TCACCCGACCCAGCG
GCACCCAGATGCCAG
GTGGTGGCCGGATCC
CCGTCGGTCEMEGTA
ARAACCGGTGCCGAC
GAGGCCATCAGACTC
GCCGATGTGGAGCAA
GCAGCCATCGACGAC
GCTACCCAACCGGTC

GCGACAGCCGGCGTG
CTGTTCCTGATCCTG
ATCCGTAACCGGCCG
GCGTGGTTGTTGGCG
GTGCTCGCCCGGGTC
ACCTCCGGCCTGCCC
CTGGTCAACAATCCG
AAAGTGTTGGAGGGC
AACAACGTCACGGTG
GCGATCCTGGCCGTT
GTTGTGGTGCTGGGT
AGTGGCCCCGATATT
GGTGATHEIBGGTGGG
GCCGAAACTGGGTTT
GGCACCGGGGCCTGC

CTGCTGGCGCCGCAT
GCACTGGTCGTAGTC
ATCCGGTTGATCGAC
ATGCCGCTGACACAG
AACGAGGCGGCACCC
GCGGTTTTGGAGCCG
GTGGTGGCGGCCACC
ACCGGCTTCGTGATC
TATGCCGGCGACAAG
CCGCACTTGCCGCCG
TATCCCGGCGGCGGC
TACGGGGACCCGGAG
CCCCTGATCGACCTC
GTGCTGACGGCCGGC
GTCAGCTGA-3'

D Potencial inicio de transcripcion D Cruces transmembranales D Espaciador D Sitio activo

Figura 7.2. Secuencia del gen Rv3671c de Mycobacterium tuberculosis. La secuencia del gen Rv3671c de M.
tuberculosis presenta cuatro codones de ATG en su primer marco de lectura (azul). El gen se constituye por una
regioén transmembranal (amarillo), una secuencia espaciadora (naranja) y su sitio activo cercano a la regién -3’
(verde). Los nucledtidos que conforman la triada catalitica se presentan en color rojo sobre fondo negro, y
corresponden a CAC (Histidina), GAC (Aspartato) y TCG (Serina).

En la secuencia del gen Rv3671c se encuentran cuatro hipotéticos sitios de inicio de la
transcripcion, identificados como codones de ATG en el mismo marco de lectura (Figura 7.2),
por lo que se considerd la posibilidad de expresar esta proteina en diferentes variantes. En la
Tabla 7.1 se resumen las caracteristicas respectivas de las cuatro hipotéticas variantes

identificadas en el gen Rv3671c de M. tuberculosis.
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Con base en esta informacion la estrategia de clonacion comprendi6 la clonacion de las
variantes 1 y 3 considerando la obtencion de la forma nativa de la proteina con sus dominios de
transmembrana y una forma soluble en la que estos no se presentan, las cuales fueron

denominadas forma transmembranal (MarPry,) y forma soluble (MarPs,), respectivamente.

Tabla 7.1. Caracteristicas moleculares de las variantes del gen Rv3671c de Mycobacterium tuberculosis.

Variante Pares de bases Aminoacidos PM proteico Elementos
Variante 1 1194 397 40.72 kDa 1123423
Variante 2 1104 367 37.66 kDa 1234,2,3
Variante 3 834 277 28.49 kDa 2,3
Variante 4 504 167 16.88 kDa 3

1, cruces transmembrana.! >34 indica el cruce transmembranal; 2, espaciador; 3, sitio activo. PM, peso molecular.

El vector empleado en la estrategia de clonacién fue el plasmido pPICZaA, con un
tamafio de 3593 pb, y el cual consta de una serie de elementos indispensables para la clonacién
del gen Rv3671c y la posterior expresion proteica del mismo en el sistema de levaduras (Figura
7.3). En el vector pPICZaA se encuentra un promotor inducible de AOX1 (alcohol oxidasa 1)
que dirige la transcripcion del inserto en presencia de MetOH; una sefial de secrecion factor
de Saccharomyces cerevisiae que permite la secrecion del producto recombinante al espacio
extracelular; un epitopo C-myc y una cola de polihistidinas (6 XHis) que se fusionan a la proteina
recombinante en su extremo —3’y son necesarias para su identificacion por western blot y su
purificacion por cromatografia de afinidad a niquel, respectivamente; una region de terminacion
de la transcripcion (TT) de AOX1 que permite un eficiente procesamiento de la region —3’del
ARNm anadiendo una cola de poliadeninas para incrementar su estabilidad; los promotores de
procariotas EM7 y de eucariotas TEF1 (factor de elongacion de la transcripcion 1) que dirigen

la transcripcion del gen de resistencia a zeocina en E. coli y P. pastoris, respectivamente; la
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region de terminacion de transcripcion CYCI de S. cerevisiae que favorece un procesamiento
adecuado de la region -3’ del transcrito del gen de resistencia a zeocina; finalmente, un origen

de replicacion pUC que mantiene la replicacion del vector en E. coli.

(A) 3 Sacl (208) (B)

5’ -ACTTTCATAATTGCG ACTGGTTCCAATTGA CAAGCTTTTGATTTT AACGACTTTTAACGA CAACTTGAGAAGATC
AAAAAACAACTAATT ATTCGAAACGATGAG ATTTCCTTCAATTTT TACTGCTGTTTTATT CGCAGCATCCTCCGC
ATTAGCTGCTCCAGT CAACACTACAACAGA AGATGAAACGGCACA AATTCCGGCTGAAGC TGTCATCGGTTACTC

AGATTTAGAAGGGGA TTTCGATGTTGCTGT TTTGCCATTTTCCAA CAGCACAAATAACGG GTTATTGTTTATAAA
Xho-I Kex2 EcoR-1

l v |
TACTACTATTGCCAG CATTGCTGCTAAAGA AGAAGGGGTATCTCT CGAGAAAAGAGAGGC IGAAGCTGAATTCAC
Pml-1 Sfi-l BsmB-1 Asp718-1 Kpn-I1 Xho-I Sac-Il  Not-T Xba-1

| | ) ! e W L= |
GTGGCCCAGCCGGCC GTCTCGGATCGGTAC CTCGAGCCGCGGCGG CCGCCAGCTTTCTAG AACAAAAACTCATCT

pPICZaA
3593 bp

CAGAAGAGGATCTGA ATAGCGCCGTCGACC ATCATCATCATCATC ATTGAGTTTGTAGCC TTAGACATGACTGTT

/- Xhol (1184) CCTCAGTTCAAGTTG GGCACTTACGAGAAG ACCGGTCTTGCTAGA TTCTAATCAAGAGGA TGTCAGAATGCCATT
/- EcoRI (1208)
/ . Xhol (1246)

Xbal (1271) TGCCTGAGAGATGCA GGCTTCATTTTTGAT-3’

©
P.AOX1 Factor o SCM C-myc 6xHis AOX1TT P.TEF1 P.EM7 ZeoR CYCITT puC
Tamafio (pb) 939 267 67 30 18 247 412 48 375 248 589
Localizacién 2-940 941 - 1207 1208 — 1274 1275 - 1304 1320 - 1337 1417 - 1663 1678 —2089 2097 -2144 2163 -2537 2603 -2850  2925-3513
Residuos (aminodcidos) - 89 - 10 6 - --- - 124
Peso molecular (kDa) - 93 - 12 0.8409 - -—- -—- 138

Figura 7.3. Caracteristicas del plasmido pPICZaA. (A) Orden de los elementos constituyentes del vector
pPICZaA. (B) Descripcion del sitio de clonacion multiple (SCM) del vector PICZaA. Los sitios Xho-1 y Xba-1
resaltados son los sitios elegidos para la clonacién. La secuencia donde se ubica el sitio de Kex2 (subrayado) fue
reconstruida en los primers. (C) Caracteristicas moleculares de los elementos que conforman el vector PICZaA
(pb, tamafio en pares de bases; ad, cantidad de aminoécidos del producto codificante; kDa, peso molecular del
producto codificante).

En el sitio de clonacién multiple se seleccionaron el primer sitio de Xho-1y el sitio Xba-
I para insertar el producto génico, restaurando el sitio de procesamiento de la proteasa Kex2 en
los primers del inserto, con el propdsito de que la proteina recombinante conserve su region

nativa amino terminal (Figura 7.3). Para discriminar entre las construcciones en donde se haya

insertado el gen de interés en el primero o segundo sitio de Xho-1 se utiliz6 la enzima de
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restriccion EcoR-1, la cual solo podria lograr la linearizacion del vector en las construcciones
generadas a través del segundo sitio Xho-I localizado en el vector de expresion.

Con base en todo lo anterior, en la Tabla 7.2 se muestran los primers disefiados
considerados para la amplificacion del producto del gen Rv3671c en su forma transmembranal
(RvV1-F) y soluble (RvV3-F), afiadiendo los elementos indispensables para lograr su clonacién

en el vector pPICZaA.

Tabla 7.2. Primers diseiiados para la amplificacion del gen Rv3671c.

Tamaiio
Primer Secuencia (5’ - 3°) del
producto*
RvV1-F 5'-GTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTAT 1238 pb
RvV3-F 5'-GTATCTCTCGAGARAAGAGAGGCTGAAGCT -3 878 pb

Rv-R 5’ -TGTTCTAGAAAGCTGGCE -3" —

*El tamafio del producto empleando los primers RvV1-F y RvV3-F es utilizando el primer Rv-R en el sentido
contrario.
En verde se indican los sitios de restriccion afiadidos en el producto de PCR Xho-1 (CTCGAG) y Xba-1 (TCTAGA);
en amarillo la regién de complementariedad entre del primer y la secuencia a amplificar; en la fraccion naranja se
indica la reconstruccion del sitio proteolitico para Kex?2.

Los primers disefiados para el gen Rv3671c en su forma transmembranal y su forma
soluble estimaron un tamafio de amplificacion de 1238 pb y 878 pb, respectivamente. Las

caracteristicas termodinamicas de los primers para conocer las condiciones de amplificacion se

determinaron mediante el software SnapGene.

7.2.3. Extraccion de ADNg de M. tuberculosis.
La extraccion de ADNg de M. tuberculosis se realizé empleando el método de lisis enzimatica
/CETAB, para lo cual se resuspendid una asada con biomasa de cultivo M. tuberculosis H37Rv

en 1 mL de SSF. La suspension bacteriana fue inactivada en bafio de agua a 80-100 °C durante
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1 hora, para posteriormente centrifugar por 5 minutos a 3,000 rpm. Posteriormente se decantd
el sobrenadante y la pastilla de micobacterias se resuspendié en 200 pL de buffer de lisis
enzimatica (Tris-HCI [20 mM], pH 8.0; EDTA [2 mM]; tritén X-100 [1.2%]) y 30 pL de
lisozima [20 mg/mL], para posteriormente ser incubada por 30 minutos a 37°C. El volumen se
llevé a 567 pL con buffer TE 1X y se agregaron 30 puL. de SDS [10%] y 6 pL de proteinasa K
[10 mg/mL], se mezclaron y se incubaron por 1 hora a 55 °C. Seguido de ello, se afiadieron 100
puL de NaCl [5.0 M], se mezcl6 bien y se continud con la adicién de 80 pL de CTAB/NaCl
(CTAB [10%] en NaCl [0.7 M]), previamente atemperado a 65 °C. Se mezclaron bien todos los
elementos y se realiz6 de nuevo una incubacién por 10 minutos a 65 °C.

Se afiadi6 el equivalente de 1 volumen de cloroformo, se mezcld y se centrifugé por 10
minutos a 13,000 rpm a 4 °C. Se separd y transfiri6 la fase acuosa resultante a un tubo nuevo, y
se le afadi6 1 volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1, v/v/v), se mezcld y se
mantuvo a temperatura ambiente hasta hacer evidente la separacion de sus fases. Se continu6
con una centrifugacion por 10 minutos a 13,000

a 4 °C, obteniendo de nuevo una fase acuosa, y la cual fue de nuevo pasada a un tubo
limpio, en donde se afiadieron 0.6 volimenes de IsopOH [100%] y el 10% (v/v) de acetato de
sodio [3.0 M] (pH 5.3), se mezclaron bien y se realiz6 la precipitacion del material genético a -
20 °C, toda la noche.

Retomando el protocolo de extraccion de ADNg, después de la precipitacion a -20 °C la
muestra se centrifugé por 10 minutos a 13,000 rpm. El sobrenadante se descarté y la pastilla se
lavé con 1 mL de EtOH [70%] en frio, aplicando centrifugacién por 10 minutos a 13,000 rpm y
eliminando de nuevo el sobrenadante. Se dej6 evaporar el EtOH residual a temperatura

ambiente, sin dejar secar la pastilla en exceso. El ADNg se resuspendié en 50 pL de buffer TE
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I1X, y 2 pL fueron utilizados para su cuantificacion y verificaciéon de integridad mediante

espectrofotometria en un NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA, EUA).

7.2.4. Amplificacion del gen Rv3671c por PCR.

Para obtener el inserto para la clonacion se realizé la amplificacion del gen Rv3671c de M.

tuberculosis haciendo 6 reacciones de PCR. En la Tabla 7.3 se muestran los elementos que

constituyen la reaccion de PCR y en la Tabla 7.4 las condiciones del termociclador necesarias

para la amplificacion del producto.

Tabla 7.3. Condiciones de reaccion de PCR para la sintesis
del gen Rv3671c.

Tabla 7.4. Condiciones de reaccion de
PCR para la amplificacion del gen
Rv3671c.

1x [Final] Temperatura Tiempo
dNTPs [10 mM] 04 pL [200 uM] 98 °C 30 segundos
DMSO 1.25 uL 98 °C 10 segundos
ADNg 1 uL 67 °C 15 segundos
H,O 6.35 uL 72 °C 20 segundos
Vol. final 9 uL 72 °C 5 minutos
Primer F [10 uM] 1 uL [0.5 uM] 4°C o)
Primer R [10 uM] 1 pL [0.5 pM] 30 ciclos
Vol. final 2 uL
H,O 4.8 uL
SuperFi ADN Pol [2 U/ull] 0.2 uL  [0.02 U/uL]
Buffer 5X 4 uL. 1X
Vol. final 9 uL

La enzima Platinum SuperFi fue la ADN polimerasa empleada para realizar la

amplificacion del inserto, la cual cuenta con la particularidad de generar una sintesis con una

menor cantidad de errores durante la amplificacion, con respecto a otras enzimas ADN

polimerasas.
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Las 6 reacciones de PCR se mezclaron para formar un pool, 5 pL. se emplearon para
verificar el amplicon mediante su resolucion por electroforesis en gel de agarosa al 1% (100 V,
40 minutos), y con 1 pL se cuantific6 la concentracion de producto obtenido por

espectrofotometria.

7.2.5. Purificacion del producto de PCR.

Para obtener un producto de PCR limpio y 6ptimo para el protocolo de clonacién, este fue
purificado cortado la banda del amplicén después de su resolucion electroforética. El kit de
purificacion empleado para la purificacion del inserto fue el Pure link quick gel extraction and
PCR purification combo kit y se utiliz6 siguiendo las instrucciones del fabricante.

La purificacion del inserto inicia con la resolucion de este en un gel preparativo de
agarosa al 1% que este libre de BrEt, empleando 100 V durante 90 minutos para una adecuada
separacion. El gel debe cargarse, en orden, con una “reaccion guia” (5 pL del pool de PCR +
0.1 pL. de BrEt) para ubicar la altura a la que se encuentra resuelto el amplicén, 3 uL. de marcador
de peso molecular (Direct Load Wide Range DNA Marker, Sigma Aldrich), dejar un espacio
vacio, formar un solo pozo con los siguientes tres espacios para afiadir la muestra (~110 pL +
18 uLL de BC 6X), dejar un segundo espacio vacio, y finalmente afiadir de nuevo 3 pL de

marcador de peso molecular en el dltimo pozo (Figura 7.4 A).

(A) (B) ©
@ @ 3) @
e e
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Figura 7.4. Representacion esquematica de un gel preparativo de agarosa. (A) El gel preparativo es utilizado
con la finalidad de obtener un solo bloque de agarosa con el amplic6n para su posterior purificacién, por lo que se
carga: (1) reaccién guia; (2) marcador de peso molecular; (3) Muestra. (B) El gel debe ser libre de BrEt por lo que
la observacion de la muestra serd débilmente observada, en comparacién con la reaccién guia. (C) Tomando la
reaccion guia como referencia, el bloque de agarosa correspondiente a la muestra en cortado con un bistur{
exponiéndolo lo menos posible a la luz UV y retirando la mayor cantidad de agarosa posible.

Después de la electroforesis y una vez que se ubico la altura a la que se encontré el
amplicén en la reacciéon guia (Figura 7.4 B), con ayuda de un bisturi se cort6 el bloque de
agarosa correspondiente a la muestra, retirando lo mds posible de agarosa sin ADN (Figura 7.4
C). El bloqué fue dispuesto en un tubo eppendorff de 2 mL, previamente pesado, para ser
entonces pesado de nueva cuenta y calculando la diferencia de pesos saber la cantidad de agarosa

que fue cortada. El bloque de agarosa se disolvié empleando el buffer de solubilizacion (L3)

proporcionado por el kit, siguiendo las indicaciones de la Tabla 7.5.

Tabla 7.5. Proporcion de volumen del buffer de solubilizacién L3.

Gel Tubo Volumen de buffer L3
<2% 2 mL de propileno 3:1
> 2% 5 mL de propileno 6:1

Dependiendo del porcentaje de agarosa utilizado en la preparacion del gel empleado en la purificacién del producto
de PCR, el volumen de buffer de solubilizacién requerido serd 3 o 6 veces mas el peso del bloque de agarosa (g/v).

El tubo contenedor del bloque de agarosa con buffer de solubilizacion fue incubado en
un termoblock Accublot (Labnet; Woodbridge, NJ, EUA) a 50 °C por 10 minutos, invirtiendo
el tubo en lapsos de 3 minutos. Después de lograr la completa disolucion del bloque de agarosa,
el tubo se incubd por 5 minutos adicionales. Se prepar6 la columna de purificacion, colocando
una columna dentro de un tubo de lavado, y a esta se le anadi6 todo el volumen del gel disuelto,
para continuar con una centrifugacion a 12,000 g por 1 minuto. Se descart6 el sobrenadante del

tubo de lavado y se colocé la columna de nuevo en el tubo. Se anadieron 500 pL del buffer de
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lavado (W1) con EtOH a la columna y se centrifugé de nuevo el tubo a 12,000 g por 1 minuto,
se decantd el sobrenadante, y de nuevo se realizé una centrifugacion con la columna vacia a
14000 g por 2 minutos para retirar los excesos del buffer de lavado de la columna.
Posteriormente, la columna se colocé en un tubo nuevo (tubo colector) y se afiadieron 30 pL de
agua libre de nucleasas, estéril y a temperatura ambiente, en el centro del filtro de la columna y
se dej6 reposar por 2 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, el tubo fue centrifugado a
12,000 g por 1 minutos, se retird la columna de purificacién y del tubo con el producto
purificado se tomaron 3 pL para evidenciar su integridad en un gel de agarosa al 1% (100 V, 40

minutos) y 1 pL para su cuantificar la concentracion.

7.2.6. Digestion doble del inserto con Xho-1y Xba-1.

Se realiz6 la digestion del inserto, utilizando en simultaneo las enzimas de restriccion Xho-1'y
Xba-1, preparando las reacciones como se muestra en la Tabla 7.6 y aplicando un spin para
concentrar todo el volumen en el fondo de un tubo eppendorff de 200 pL. Las enzimas de
restriccion deberdn estar siempre en exceso en las reacciones de digestion, considerando que 1

unidad de enzima de restriccion es suficiente para digerir 1 ug de ADN.

Tabla 7.6. Condiciones de reaccion para la digestién del inserto con Xho-1/ Xba-1.

1x [Final]
H,O libre de nucleasas Volumen necesario
Buffer Anza 10X 4 uL. Ix
ADN (inserto) Volumen necesario
Xho-1[20 U/uL] 1 uL 20 [U/Rxn]
Xba-1[10 U/uL] 1 uL 10 [U/Rxn]
Volumen final 40 puL

El volumen final de la reaccion de digestion dependerd de la concentracion de ADN obtenida después de la
purificacion, por lo que la cantidad de enzimas dependerd de igual manera, considerando siempre que estén en
exceso con respecto a la cantidad de ADN en la reaccion.
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Las reacciones de digestion fueron entonces incubadas a 37 °C por 1 hora en el
termociclador T100 (BioRad; Hercules, CA, EUA). Posterior a ello, se les aplicé un spin y se

almacenaron a 4 °C hasta su uso en la clonacion.

7.2.7. Preparacion del vector pPICZaA para clonacion.

El vector pPICZaA utilizado para la clonacion del gen Rv3671c fue extraido de E. coli DH5«a
utilizando el kit comercial Pure link quick plasmid DNA miniprep kit, fue posteriormente
digerido con las enzimas de restriccion Xho-I y Xba-1 y finalmente se purificé el plasmido
linearizado empleando el método del sistema Pure link quick gel extraction and PCR
purification combo kit, para descartar aquellas moléculas de ADN circularizado que no se
hubiesen digerido y que no fuesen a interferir como falsos positivos después de la
transformacion.

Para la obtencion del vector pPICZaA se sedimentaron las células de un cultivo de 4 mL.
de caldo LB de la cepa de E. coli DH5« portadora del plasmido (el caldo fue inoculado 16 horas
antes e incubado a 37 °C con 200 rpm de agitacion) con 14,000 rpm por 5 minutos utilizando
una centrifuga refrigerada 5418R (Eppendorff; Hamburgo, Alemania). Se continué con la
remocion del sobrenadante, la resuspension de la pastilla de células con 250 pL de buffer de
resuspension (R3) con RNasa, la adicién de 250 pL. de buffer de lisis (L7) y la mezcla de todo
lo anterior por inversidn con una incubacién a temperatura ambiente por 5 minutos.
Posteriormente al tubo se le anadieron 350 pL de buffer de precipitacion (N4), se homogeniz6
la muestra por pipeteo y el lisado se centrifugd a 12,000 g por 10 minutos. El sobrenadante
resultante se cargd en la columna de purificacion sobre un tubo colector de 2 mL y se centrifugé

ahora a 12,000 g por 1 minuto. Se retird el sobrenadante y se afiadieron posteriormente 700 puL
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de buffer de lavado (W9) con EtOH a la columna, para ser de nuevo centrifugada a 12,000 g por
1 minutos, y repetir el paso de centrifugacion una vez mas para eliminar los restos de buffer de
lavado. Por ultimo, la columna se coloca en un tubo colector nuevo, se le agregan 30 pL de agua
libre de nucleasas estéril y a temperatura ambiente justo en el centro del filtro, se deja reposar
por 2 minutos a temperatura ambiente y finalmente se centrifuga a 12,000 g por 2 minutos,
obteniendo el plasmido purificado. 3 pL del plasmido purificado fueron utilizados para verificar
su integridad en un gel de agarosa al 1% (100 V, 40 minutos) y 1 pL para cuantificar su
concentracion por NanoDrop 2000.

Con base en los resultados de concentracion de ADNp, se realizard la digestion de este
con las enzimas Xho-1 y Xba-1, siguiendo el protocolo descrito en el paso 7.2.6. El producto de
la digestion fue entonces resuelto en un gel preparativo de agarosa sin BrEt al 1% a 100 V por
90 minutos. Seguidamente, se cortd el bloque de agarosa correspondiente al vector linearizado
con un tamafio de ~3.6 kb y se purifico utilizando el método del Pure link quick gel extraction
and PCR purification combo kit, como se describe en el paso 7.2.5. Una vez que se cuenta con
el vector linearizado en los sitios de restriccion Xho-1 'y Xba-1 y este fue purificado, 1 pL es
utilizado para realizar la cuantificacion por espectrofotometria y 3 pL para verificar su

integridad durante una electroforesis en gel de agarosa al 1% (100 V, 40 minutos).

7.2.8. Ligacion del inserto Rv3671c en el vector pPICZaA.
Para la construccion del vector recombinante pPICZaA_Rv3671c (en su forma transmembranal
y soluble) se utilizaron el vector y el inserto digeridos por las enzimas Xho-1'y Xba-I, los cuales

al generar cortes cohesivos favorecen que la posicion del inserto se realice en una sola direccion

(Figura 7.5).
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(A) Xhol (7) ‘Ec0911 (1008) ‘Xbal (1230)
250! 5007 7501 10001
[ Rv3671c Forma >

1238 bp

‘Xhol 7 Eco91I (648) ‘Xhal (870)

2007 4007 6007 8007
[ Rv3671c Forma soluble >

878 bp

Xbal (1271)

(1184) Xhol‘ | (Terminador AOX1
|
) 10007 | 20007 30007 1
| Promotor AOX1 Dimor> ()] I Fromotor ekt ) IEETEED> | ] < o \
Myc | | Terminador CYC1
Sefial de secrecién factor a 6xHis Promotor EM7
pPICZaA
3593 bp
B) Xho-I Xba-I
| |

.. .GGGGTATCTC TCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCT ACC. . .TGCGTCAGCGCCAGCTTTCTAGAACAAAAACT. ..
.. .CCCCATAGAGAGCTCTTTTCTCTCCGACTTCGA TGG. . .ACGCAGTCGCGGTCGAAAGATCTTGTTTTTGA. ..

|
pPICZaA Xho-I pPICZaA

|
Rv3671¢ Forma transmembranal Xba-I
Xl:o-l Xl’:a-l

. . .GGGGTATCTC TCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCT CCG...TGCGTCAGCGCCAGCTTTCTAGAACAAAAACT. ..
.. .CCCCATAGAGAGCTCTTTTCTCTCCGACTTCGA GGC...ACGCAGTCGCGGTCGAAAGATCTTGTTTTTGA. ..
| |
pPICZaA Xho-I Rv3671¢ Forma soluble Xba-1 pPICZaA

Figura 7.5. Ligacion del gen Rv3671c en el vector pPICZaA. (A) Ubicacién de las secuencias del gen Rv3671c
forma transmembrana y soluble en el vector pPICZaA entre los sitios Xho-1 y Xba-1. (B) Representacion de la
ligacion entre el inserto y el vector en los sitios digeridos con las enzimas de restriccién Xho-I (CTCGAG) y Xba-
I (TCTAGA).

La enzima ADN ligasa T4 fue utilizada para catalizar la reaccién de sintesis de los

enlaces entre el inserto y el pldsmido linearizado, siguiendo las condiciones de reaccion

indicadas en la Tabla 7.7.

Tabla 7.7. Condiciones de reaccion para la ligacion del inserto Rv3671c en el vector pPICZaA.

1x [Final]
H,O libre de nucleasas Volumen necesario
Buffer de ligacion 10X 3 uL Ix
ADN (vector) Volumen necesario [100 ng/rxn]
ADN (inserto) Volumen necesario [100 ng/rxn]
ADN ligasa T4 1 uL [1 U/Rxn]
Volumen final 30 uL
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Las reacciones de ligacion se prepararon manteniendo una relacién molar vector:inserto
1:3 y 1:6 (v/v), partiendo siempre de 100 ng de vector linearizado. Posteriormente, las
reacciones de ligacion fueron incubadas a 16 °C en termociclador por 16 horas. Concluida la

incubacion, las reacciones se reservaron hasta su uso a -20 °C.

7.2.9. Preparacion de células electrocompetentes . coli DH5a.
La captacion de material genético exdgeno en las células procariotas recibe el nombre de
transformacion cuando este fluye a través de la membrana, en células que de manera natural o
artificial han sido condicionadas para dicho proceso. La electroporacion es una de las formas de
preparacion de células bacterianas para la captacion ADNp en protocolos de clonacion, el cual
consiste en generar una serie de poros en la membrana celular bacteriana empleando pulsos
eléctricos que permitan la entrada del material genético y el establecimiento de este en el citosol.
Para la preparacion de células electrocompetentes en el protocolo de clonacion del vector
recombinante pPICZaA_Rv3671c, se inicid con la inoculacién de una asada de cultivo sélido
de la cepa de E. coli DH5a en un tubo con 4 mL de caldo LB, el cual fue incubado a 37 °C, 200
rpm de agitacion, por 24 horas. Posteriormente 2 mL del caldo previamente crecido fueron
inoculados en un matraz (Erlenmeyer de 250 mL) con 100 mL de caldo LB, e incubar a 37 °C,
200 rpm de agitacion, por un periodo de entre 2 — 4 horas, hasta alcanzar la fase logaritmica
(Ag0=0.4—-0.6). Una vez concluido el proceso de incubacidn, el cultivo se dividi6 en dos partes
iguales en tubos falcon de 50 mL, y se mantuvieron a 4 °C por 15 minutos. Se continué con una
centrifugacion a 4,000 g por 10 minutos para empaquetar las células, y después con una serie

de lavados a las mismas, utilizando 50 y 20 mL de agua mQ estéril y fria y 20 mL de una
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solucién de agua/glicerol (9:1, v/v) estéril y fria, centrifugando en cada paso a 4,000 g por 10
minutos. Después del ultimo lavado, las células se resuspendieron en 1 mL de la solucién de
agua/glicerol (9:1, v/v) aplicando pipeteo ligero. Finalmente, las células fueron almacenadas en

alicuotas de 80 pL a -70 °C, y hasta su uso.

7.2.10. Transformacion del vector recombinante pPICZaA_Rv3671c en E. coli DH5«.
Para realizar la electroporacion del vector recombinante pPICZaA_Rv3671c, el producto de la
reaccion de ligacion realizada en el paso 7.2.8, fue precipitada mezclandola con 5 volumenes de
IsopOH [100%] a -20 °C por 16 horas. La reaccion de ligacion fue posteriormente concentrada
por centrifugacion a 14,000 rpm por 30 minutos a 4 °C, para después lavar el boton de ADN
ligado con EtOH [70%] y centrifugacion a 14,000 rpm por 20 minutos. Una vez culminado el
paso anterior, se descartd el sobrenadante de EtOH y la pastilla de ADN se dejé secar a
temperatura ambiente, para entonces ser resuspendida en 5 pl. de agua libre de nucleasas estéril.
Una vez que se contaba con los elementos para el protocolo de transformacion, 2.5 pL del
producto de ligacién fueron mezclados en una alicuota de células electrocompetentes de E. coli
DH5a con pipeteo ligero, para entonces cargar todo el volumen de células en una celda de
electroporacion de 0.2 cm y ser posteriormente pulsadas con 1,800 V en un electroporador 2510
(Eppendorff; Hamburgo, Alemania).

De un tubo con 1 mL de caldo LB se tomaron 100 pL para afiadir a la celda de
electroporacion y recuperar el mayor volumen posible de las células electroporadas,
regresdndolas de nuevo al tubo con caldo LB. El tubo con las células en medio LB fue entonces
incubado a 37 °C, 200 rpm, por 2 horas para permitir la recuperacion de las células

electroporadas. Posteriormente, el volumen completo de células en recuperacion fue depositado
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en un tubo eppendorff de 1.5 mL y las células fueron empaquetadas por centrifugacion a 6,000
rpm por 5 minutos. Las células fueron resuspendidas en 100 pL de caldo LB fresco, y todo el
volumen fue utilizado para plaquear las placas de agar LB+Zeo (zeocina) [100 pg/mL],
utilizando una varilla de vidrio para realizar la extension del indculo sobre toda la superficie del
medio. Se utilizaron una serie de controles experimentales que funcionaron como respaldo del

resultado obtenido del protocolo de transformacion y los cuales se resumen en la Tabla 7.8.

Tabla 7.8. Controles experimentales en el protocolo de electroporacion.

Tratamiento Producto a electroporar
Reaccion de ligacion Vector recombinante
Control de digestion Vector digerido
Control de electroporacion Vector silvestre circularizado
Control de ligacion Vector silvestre digerido y ligado
Control de antibiético Agua
Control de viabilidad* Agua

*El control de viabilidad fue plaqueado en placas de agar LB sin zeocina.

La zeocina es un antibidtico glicopeptidico perteneciente al grupo de la bleomicina, el
cual posee un amplio espectro de eliminacion (bacterias, hongos) cuya funcidn es desestabilizar
la estructura del ADN, caracteristicas por las que es empleado como marcador de seleccion en
vectores de clonacion y expresion. Las células electrocompetentes que lograron captar el vector
recombinante, ganaron la propiedad de resistencia a la zeocina, por lo que las clonas obtenidas
en las placas de cultivo serdn portadoras del pldsmido. Después del plaqueo de las células
recuperadas en las placas de agar LB+Zeo, estas fueron incubadas a 37 °C por 24 horas o hasta

la aparicion de colonias.
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7.2.11. Purificacién del vector recombinante pPICZaA_Rv3671c por el método de lisis
alcalina.
Después de la incubacion de las placas de agar LB inoculadas con las células de E. coli DH5«a
transformadas con el producto de la reaccién de ligacion, y observar la presencia de colonias,
estas fueron respaldadas en una nueva placa de agar LB+Zeo [100 ug/mL] inoculando cada
colonia de manera independiente en un tubo con 4 mL de caldo LB+Zeo [100 pg/mL] y
posteriormente en una placa de agar LB+Zeo [100 pg/mL], previamente cuadriculada (Figura
7.6). Los tubos y las placas fueron incubadas a 37 °C por 24 horas (los tubos fueron puestos en

agitacion a 200 rpm).

Clonas E
Rv3671c Forma transmembranal

Incubacion
37 °C, 24 horas

ocina [100 pg/mL]

Agar LB

Zex

Fecha:
01-Ago-2019

Fecha:
01-Ago-2019

Incubacion
37 °C, 24 horas Extraccion de
—_—

material genético

Figura 7.6. Representacion esquematica del respaldo de clonas recombinantes. La cantidad deseada de clonas
obtenidas después de la transformacion serdn respaldadas en una nueva placa con el mismo medio de cultivo de
origen, identificando individualmente cada clona. En este protocolo, cada clona recolectada fue depositada en la
placa de respaldo y posteriormente inoculada en un tubo con caldo, con la misma asada. Las clonas de E. coli DH5a
son inoculadas en medio LB+Zeo [100 pg/mL] y las de P. pastoris GS115 en medio YPD+Zeo [100 pg/mL].
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De los tubos con el cultivo de las presuntivas clonas recombinantes, se tomaron 2 mL y
se pasaron a un tubo eppendorff de 2 mL para empaquetar las células por centrifugacién (6,000
rpm por 5 minutos) y continuar con el método de extraccion de ADNp basado en la lisis de las
células en condiciones alcalinas. El pellet fue resuspendido en 100 pL de la solucién I (glucosa
[50 mM]; Tris-HCI [25 mM], pH 8.0; EDTA [10 mM], pH 8.0) fria, para entonces agitarse con
un vortex Genie 2 G560 (Scientific Industries; Bohemia, NY, EUA) por 1 minuto y
posteriormente incubarse a 4 °C por 5 minutos. Seguidamente, se adicionaron 200 pL de la
solucién IT (NaOH [0.2 NJ; SDS [1%]) recién preparada, se mezcld rapidamente por inversion
cubriendo toda la superficie del tubo y entonces se incub6 a 4 °C por 5 minutos. Finalmente se
afladieron 150 pL de la solucién III (acetato de amonio [7.5 M]) fria, se mezcl6 por inversion y
se incubd de nuevo a 4 °C por 5 minutos. A continuacion el tubo se centrifugé a 14,000 rpm por
10 minutos, y se llevaron 500 pL de sobrenadante a un tubo nuevo de 2 mL y se realizd una
extraccion con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) en una relacién 1:1 (v/v), para
después mezclar en vortex por 30 segundos y centrifugar a 14,000 rpm por 10 minutos.
Transferir 400 pL. de la fase acuosa a un tubo eppendorff de 1.5 mL y precipitar el ADNp
obtenido agregando 2.5 volimenes (1 mL) de EtOH (100%) frio, e incubar a -20 °C toda la
noche.

Una vez concluida la precipitacion, el tubo fue centrifugado a 14,000 rpm por 30 minutos
a 4 °C, se decant¢ el sobrenadante y la pastilla de ADNp se lavé con 500 pL de EtOH [70%],
sin resuspender la pastilla, y fue de nuevo centrifugado a 12,000 rpm por 10 minutos.
Posteriormente, se descartod el sobrenadante, la pastilla se dejo secar a temperatura ambiente
para eliminar los residuos de EtOH y finalmente se resuspendié en 50 pLL de agua estéril con

RNasa (Sigma Aldrich; St. Louis, MO, EUA). 1 pL del plasmido purificado fue empleado para
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determinar su concentracion, 3 pL. del mismo se utiliz6 para determinar su integridad mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% (100 V, 40 minutos), y el resto fue almacenado a -20 °C.
Los plasmidos obtenidos de las clonas presuntamente recombinantes, fueron designados como
CnV1/3, donde “Cn” representa la clona de E. coli DHS5a de la cual se extrajo el plasmido, y

“V1/3” la variante de la secuencia del gen Rv3671c que se encuentra en el vector.

7.2.12. Evaluacion del vector recombinante pPICZaA_Rv3671c mediante ensayos de
restriccion con las enzimas Ecd91-1, EcoR-1y Xho-1/ Xba-1.

Para evidenciar la formacion del vector recombinante pPICZaA_Rv3671c tanto de la forma

transmembrana como de la forma soluble, el ADNp de las clonas en estudio fue expuesto a

diferentes enzimas de restriccion con la finalidad de realizar una caracterizacion que distinga a

los vectores recombinante con respecto a los vectores vacios. En la Figura 7.7 se representan

los mapas de los vectores recombinantes construidos, portadores de las variantes 1 y 3 del gen

Rv3671c.
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Figura 7.7. Mapa de los vectores recombinantes pPICZaA_Rv3671c_varl/3. Esquematizacion de los vectores
recombinantes construidos con la ligacién del inserto Rv3671c (forma transmembrana y soluble) al plasmido
pPICZaA. En ambos vectores se encuentran los sitios de restriccion Xho-1, Xba-1, Sac-1, Eco91-1 y se pierde el
sitio EcoR-I.

La primer manera de distinguir a los vectores recombinantes de los vectores silvestres
fue demostrando la presencia del inserto, con base en la ganancia del sitio de restriccion Eco91-

I (BstE-II) en el nuevo plasmido (Tabla 7.9). El sitio de restriccion Eco91-1 es un sitio tinico en

el inserto, proximo a su regién —3’, que no aparece en el vector silvestre.

Tabla 7.9. Condiciones de reaccion para la digestion del vector recombinante con Eco91-1.

1x [Final]
H,O libre de nucleasas Volumen necesario
Buffer Anza 10X 2 uL 1x
ADNp [1 pg] Volumen necesario 50 [ng/pL]
Eco91-1[10 U/uL] 1 uL 10 [U/Rxn]
Volumen final 20 uL

La reaccion de digestion fue incubada a 37 °C por 20 minutos en termociclador.
Posteriormente el producto de la digestion fue resuelto en un gel de agarosa al 1% (100 V, 40
minutos), en donde se aprecio el tamafio del vector recombinante linearizado, de 4.7 kb y 4.3 kb
para las variantes 1 y 3, respectivamente.

El sitio EcoR-I es uno de los sitios de restriccion ubicado en el sitio de clonacion multiple
del vector silvestre, posicionado entre el primer sitio de Xho-1y el sitio de Xba-I, pero antes del
segundo Xho-1. En la Tabla 7.10 se muestran las condiciones de reaccion para la reaccion de

digestion con EcoR-1.
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Tabla 7.10. Condiciones de reaccion para la digestion del vector recombinante con EcoR-I.

1x [Final]
H,O libre de nucleasas Volumen necesario
Buffer Anza 10X 2 uL 1x
ADNp [1 pg] Volumen necesario 50 [ng/pL]
EcoR-I [20 U/uL] 1 uL 20 [U/Rxn]
Volumen final 20 uL

La reaccion de digestion fue incubada en termociclador a 37 °C por 20 minutos, y

posteriormente resuelta en gel de agarosa al 1% (100 V, 40 minutos). La linearizacién del

plasmido recombinante con EcoR-I significé un resultado falso-positivo o que el inserto se

localizd, erréneamente, en el segundo sitio de Xho-I alterando la regién 5’ de la construccion.

Empleando las enzimas de restriccion Xho-1'y Xba-1 simultaneamente en el vector recombinante

(Tabla 7.11) es posible deshacer los enlaces sintetizados por la ADN Ligasa T4, liberando el

inserto de la forma transmembrana (1238 pb) o de la forma soluble (878 pb), y linearizando el

vector pPICZaA (3.6 kb).

Tabla 7.11. Condiciones de reaccion para la digestion del vector recombinante con Xho-1y Xba-1.

1x [Final]
H,O libre de nucleasas Volumen necesario
Buffer Anza 10X 2 uL 1x
ADNp [1 pg] Volumen necesario 50 [ng/pL]
Xho-1[20 U/uL] 1 uL 20 [U/Rxn]
Xba-1[10 U/ pL] 1 uL 10 [U/Rxn]
Volumen final 20 uL

Al igual que en las reacciones anteriores, para la liberacion del inserto, las reacciones se

incubaron a 37 °C por 20 minutos, y el posteriormente se revelaron mediante una electroforesis

en gel de agarosa al 1% (100 V, 40 minutos).
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7.2.13. Linearizacion del vector recombinante pPICZaA_Rv3671c con Sac-1.

Con base en la evidencia de los ensayos de restriccion se seleccionaron las clonas portadoras de
los vectores recombinantes, los cuales fueron entonces preparados para su transfeccion en la
levadura metilotréfica P. pastoris GS115. Para este evento de modificacion genética, el vector
recombinante fue linearizado con la enzima de restricciéon Sac-1 (Tabla 7.12), realizando la
escision plasmidica en el promotor de AOXI1, de manera que el vector recombinante se

incorpore al ADNg de la levadura durante un evento de recombinacién homologa.

Tabla 7.12. Condiciones de reaccion para la digestion del vector recombinante con Sac-1.

1x [Final]
H,O libre de nucleasas Volumen necesario
Buffer Anza 10X SuL Ix
ADNp [10 pg] Volumen necesario 500 [ng/pL]
Sac-1[20 U/uL] 1 uL 20 [U/Rxn]
Volumen final 50 uL

La reaccion de digestion fue incubada a 37 °C por 1 hora en termociclador, y continto
con un periodo de 30 minutos a 65 °C para la inactivacién enzimatica de Sac-1. 5 pL de la
reaccion de digestion fueron visualizados en un gel de agarosa al 1% (100 V, 40 minutos) para
evidenciar la linearizacion del plasmido, mientras que el resto de la reaccion fue precipitado
afladiendo 0.1 volumen de acetato de sodio [3 M] (~4.5 pL, v/v) y 2.5 volimenes de EtOH
[100%] (~112.5 pL, v/v), con una incubacién de 16 horas a -20 °C. Posterior a la precipitacion,
el tubo fue centrifugado a 14,000 rpm por 30 minutos a 4 °C, se descart6 el sobrenadante, y la
pastilla de ADN se lavo con 200 pL. de EtOH [100%] frio centrifugando a 14,000 rpm por 20
minutos a 4 °C. A la pastilla de ADN se le retir6 el sobrenadante y se dejo secar a temperatura

ambiente para eliminar los residuos de EtOH. Por tltimo, la pastilla fue resuspendida en 10 pL
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de agua libre de nucleasas estéril, y almacenada a -20 °C hasta su uso en el protocolo de

transfeccion.

7.2.14. Preparacion de células electrocompetentes de P. pastoris GS115.

Al igual que las células de E. coli DH5«, las células de P. pastoris GS115 fueron preparadas la
captacion del material genético por electroporacion, en un procedimiento ahora llamado
transfeccion. La transfeccion es el procedimiento de incorporacion de material genético exdgeno
en células eucariotas.

Para la preparacion de levaduras electrocompetentes se inicid con la inoculacion de una
asada de cultivo de P. pastoris GS115 en un tubo con 4 mL de caldo YPD, incubado a 30 °C,
200 rpm, por 24 horas. Posteriormente, 500 pL. del cultivo se inocularon en un matraz
Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de caldo YPD, y se incubé en agitacion (200 rpm) a 30 °C
hasta haber alcanzado la fase logaritmica (Agy = 1.3 — 1.5) en un periodo de tiempo aproximado
de 18 horas.

Después del crecimiento, el cultivo de levaduras fue dividido en dos partes iguales en
tubos falcon de 50 mL e incubados a 4 °C por 15 minutos, para después continuar con el
empaquetamiento de las células a 1,500 g por 5 minutos, a 4 °C. Se eliminé el sobrenadante y
las levaduras se lavaron con 50 mL de agua mQ estéril y fria, se centrifugé a 1,500 g por 5
minutos, a 4 °C. Se continué con otro lavado igual, pero con 20 mL de agua mQ, y
posteriormente uno mas con 20 mL de sorbitol [1 M] estéril y frio, con las mismas condiciones
de centrifugacion. Se descartd el sobrenadante y las células se resuspendieron en 1 mL de la
solucién de sorbitol [1 M]. Las células fueron utilizadas en el proceso de transfeccién ese mismo

dia.
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7.2.15. Transfeccion de levaduras P. pastoris GS115 con el vector recombinante
pPICZaA_Rv3671c.
El vector recombinante digerido fue transfectado en P. pastoris GS115 mediante
electroporacion. 5 pLL del plasmido digerido fueron resuspendidos en una alicuota de levaduras
electrocompetentes, homogenizadas con pipeteo suave, y posteriormente fueron transferidas a
una celda de electroporacion de 0.4 cm y pulsadas con 1,500 V en un electroporador 2510. Las
células pulsadas fueron entonces recuperadas con 100 pL de sorbitol [1 M] frio, depositadas en
un tubo falcén de 15 mL con 900 pL de la misma solucién de sorbitol, e incubadas a 30 °C por
una hora y sin agitacion. A continuacion, se les afiadié 1 mL de caldo YPD fresco a las levaduras,
y se incubaron a 30 °C por 3 horas a 180 rpm para favorecer su recuperacion. Las células fueron
posteriormente concentradas por centrifugacion a 1,500 g por 5 minutos y a 4 °C, para ser luego
resuspendidas en 500 pl. de YPD fresco. Volimenes de 200 pL y 100 pL de levaduras
electroporadas fueron utilizados para inocular placas de agar YPD+Zeo [100 pg/mL]. Ademas
de los tratamientos problemas, también se afiadieron los controles de viabilidad y de antibidtico,
como en el protocolo de transformacioén de E. coli DH5a (Tabla 7.8). Las placas fueron

incubadas a 30 °C hasta la aparicion de colonias en un periodo de tiempo de 48 — 72 horas.

7.2.16. Extraccion de ADNg de las clonas recombinantes de P. pastoris GS115 para su
genotipificacion por PCR y secuenciacion.

Las clonas de P. pastoris GS115 recombinantes fueron respaldadas en placas de agar YPD+Zeo

[100 pg/mL] (Figura 7.6) e inoculando ademds cada clona en tubos con 4 mL de caldo

YPD+Zeo [100 pg/mL], para después ser incubados a 30 °C por 24 y 48 horas (agitacion a 200

rpm) en tubos y placas, respectivamente. Cada clona obtenida después del protocolo de
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transfeccion, fueron denominadas Cn.mV1/3, donde “n” indica la clona de E. coli DH5«x
recombinante de procedencia, “m” la clona de P. pastoris GS115 recombinante seleccionada y
“V1/3” la variante del gen Rv3671c presente en la clona.

Del cultivo liquido de las clonas de P. pastoris GS115 seleccionadas se tomaron 2 mL
para la extraccién de su ADNg mediante el método de TSNT (tritén X-100, SDS, NaCl, Tris-
HCI). Las células fueron empaquetadas por centrifugacion a 13,000 rpm por 1 minuto y entonces
el boton celular fue resuspendido con 200 pL del buffer TSNT (tritén X-100 [2%]; SDS [1%];
NaCl [100 mM]; Tris-HCI1 [10 mM]; EDTA [1 mM]) y homogenizado con vortex por 30
segundos. Posteriormente se afadieron 200 pL de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1,
v/v/v) y se mezclaron en vortex por 5 minutos con agitacion vigorosa, para después adicionar
300 pL de buffer TE 1X, se mezclaron por 30 segundos en vortex y se centrifugaron a 13,000
rpm por 7 minutos. 400 pL de la fase acuosa se transfirieron a un tubo eppendorff de 1.5 mL y
se mezclaron con 2.5 volumenes (1 mL) de EtOH [100%] frio para precipitar el material
genético a -70 °C. 16 horas posteriores al inicio de la precipitacidn, el tubo fue centrifugado a
14,000 rpm por 30 minutos y 4 °C para concentrar el ADNg obtenido, después la pastilla
resultante fue lavada con 500 pL de EtOH [70%] frio y centrifugacion a 14,000 rpm por 15
minutos. Se descarto el sobrenadante y la pastilla se dejo secar a temperatura ambiente. Una vez
eliminados los remanentes de EtOH, la pastilla fue resuspendida en 50 pL de agua libre de
nucleasas estéril, con RNasa. El producto genémico obtenido fue cuantificado en un NanoDrop
2000 y su integridad se verific6 en una electroforesis en gel de agarosa al 1% (100 V, 40

minutos).
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Para poner en evidencia la construccion de las clonas recombinantes de P. pastoris
GS115 se amplifico el gen de la AOX1 por PCR, empleando los primers AOX1-F, AOX-1-Ry

Factor a disefiados para la caracterizacion del plasmido pPICZaA (Tabla 7.13).

Tabla 7.13. Primers disefiados para la amplificacién del gen AOX1.

Primer Secuencia (5° - 3°)
AOX1-F 5’ -GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3"’
AOX1-R 5’ -GCAAATGGCATTCTGACATCC-3"’

Factor a 5’ -TACTATTGCCAGCATTGCTGC-3"'

El gen de AOX en P. pastoris GS115 codifica para la alcohol oxidasa, una enzima
encargada de catalizar la descomposicidon del MetOH en formaldehido y peréxido de hidrégeno.
Existen dos variantes del gen AOX, de las cuales el gen AOX1 es transcrito en mayor medida
con respecto a la variante AOX2. Las condiciones de PCR para la sintesis de los genes de AOX1

se muestran en la Tabla 7.14 y las condiciones de amplificacion en la Tabla 7.15.

Tabla 7.15. Condiciones de reaccion de

Tabla 7.14. ici i6 PCR 1
abla Condiciones de reaccion de PCR para la PCR para la amplificacién del gen

sintesis del gen AOX1 recombinante.

AOX1.

1x [Final] Temperatura Tiempo
Buffer 5x SuL 1x 95 °C 1 minuto
ADNg 0.5 pL 95°C 15 segundos
H,O 7.5 uL 59 °C 15 segundos
Vol. final 13 pL 72 °C 10 segundos
Primer F [10 pM] 1 puL [0.4 uM] 72 °C 3 minutos
Primer R [10 uM] 1 ul [0.4 uM] 4°C 00
Vol. final 2 pL 30 ciclos
H,O 9.75 pLL
MyTaq ADN Pol [5 U/uL] 0.25puL  [0.05 U/uL]
Vol. final 10 pL.
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Los productos obtenidos fueron resueltos en una electroforesis en un gel de agarosa al
1% (100V, 90 minutos). En la cepa silvestre de P. pastoris GS115, al amplificar el gen de AOX1
con los primers mencionados en la Tabla 7.13 se obtiene un producto de PCR con un tamafno
de 2.2 kb, sin embargo, con la transfeccion del vector recombinante pPICZaA_Rv3671c y la
insercion al gen AOX1 cromosémico por recombinacién homdloga, aparece una segunda banda
que presentd un tamafo de 1,725 pby 1,365 pb para las variantes 1 y 3, respectivamente (Figura

7.8).
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Figura 7.8. Insercion de la construcciéon pPICZaA_Rv3671c en el promotor AOX1 por recombinacién
homologa. Las construcciones (A) pPICZaA_Rv3671crm y (B) pPICZaA_Rv3671cs, son linearizadas con la
enzima Sac-1 y entonces son insertados en el promotor genémico de P. pastoris GS115 mediante recombinacién
homologa, afiadiendo todo el cassette de expresion de la proteina recombinante.

Las condiciones de PCR anteriormente descritas fueron utilizadas para la amplificacion
del producto empleando los primers Factor a (Tabla 7.13) y Rv-R (Tabla 7.2), de la cual se
obtuvieron los amplicones de 1272 pb y 912 pb, para las variantes 1 y 3 respectivamente.
Realizando seis reacciones de cada una variante, estas fueron purificadas utilizando el Pure link
quick gel extraction and PCR purification combo kit, y realizando el protocolo descrito en el
paso 7.2.5, el producto obtenido fue resuspendido en 30 pL de agua libre de nucleasas estéril.
Para verificar que los cassettes de expresion se encontraran en fase de lectura en el genoma de
P. pastoris GS1135, el producto amplificado anteriormente fue enviado a la Unidad de Biologia

Molecular del Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Auténoma de México,

para su secuenciacion y posterior analisis de las secuencias construidas.

7.2.17. Fermentacion de las cepas recombinantes de P. pastoris GS115 con 1% de MetOH.
De las clonas evaluadas y analizadas previamente, se seleccionaron aquellas que presentaron el
genotipo portador del gen Rv3671c en su forma transmembrana y soluble. Para inducir la
produccién de proteinas recombinantes, se inoculé una asada de cultivo sélido en tubos falcon
de 15 mL con 5 mL de caldo YPD+Zeo [100 pg/mL] y se incubaron a 30 °C con una agitacion
de 230 rpm de agitacion. Después de 24 horas de incubacion los cultivos presentaron una
densidad 6ptica de Agyp=0.5—0.7,y entonces las células fueron concentradas por centrifugacion
a 5,000 g por 5 minutos y posteriormente resuspendidas en 100 pL de caldo YPD fresco. Se

emplearon 10 pL de células resuspendidas para inocular cada tubo falcon de 50 mL con 5 mL
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de medio BMGY, y este fue posteriormente incubado a 30 °C con 230 rpm de agitacién durante
un periodo de 48 horas, para permitir el desarrollo de una cantidad considerable de biomasa.
Una vez que se transcurrido el periodo de incubacidn del cultivo en medio BMGY, se verifico
su densidad Optica de entre Ag = 2 — 6, para posteriormente empaquetas las células y realizar
un lavado de las pastillas de levaduras con 4 mL. de medio BMMY empleando centrifugacion
de 5,000 g por 5 minutos, esto con la finalidad de retirar los restos de glicerol que pudiesen
encontrarse. Las pastillas de levaduras fueron resuspendidas en 500 pL de medio BMMY, y
entonces se inoculd un matraz Erlenmeyer de 250 mL que contenia 25 mL de medio de
induccion de proteinas BMMY con 750 pL de células para alcanzar una densidad Optica cercana
a Agpo = 1.0. El cultivo en el matraz fue incubado por 5 dias a una temperatura de 30 °C con
agitacion de 230 rpm, y su crecimiento fue monitoreado realizando una lectura de la densidad
optica del cultivo a una longitud de onda de 600 nm. Para mantener la induccion de proteinas,
cada 24 horas se anadieron 250 pL de MetOH [100%] al cultivo, para alcanzar una
concentracion final de MetOH al 1%.

Al finalizar el periodo de incubacién de la fermentacién, los cultivos fueron
transferidos a tubos falcon de 50 mL y fueron centrifugados a 5,000 g por 5 minutos para obtener

el sobrenadante, y estos ser finalmente reservados a 4 °C, hasta su utilizacion.

7.2.18. Dialisis del sobrenadante de cultivo.

Para retirar sales presentes en el medio, péptidos contaminantes pequefios y otros solutos, el
sobrenadante obtenido previamente fue dializado por 24 horas contra agua bidestilada,
empleando membranas de didlisis de 12 — 14 kDa (Spectrum; New Brunswick, NJ, EUA). La

dialisis se llevé a cabo a 4 °C manteniendo una agitacidon constante, realizando un cambio de
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agua después de las primeras 12 horas. El sobrenadante dializado obtenido fue reservado y se

mantuvo a 4 °C.

7.2.19. Determinacion de la concentracion de proteinas.

Para determinar la concentracion de proteinas después del protocolo de fermentacion, se utilizo
el método de cuantificacion de proteinas de Pierce, el cual se fundamenta en la reduccion del
i6n Cu?* al Cu'* por accién de las proteinas cuando estas se encuentran en medio alcalino, y la
posterior quelacion del Cu'* por dos moléculas de BCA, formando un complejo hidrosoluble de
color purpura cuya absorbancia se detecta a 562 nm, y el cual es directamente proporcional a la
cantidad de proteinas presentes en la muestra'*!.

Para determinar la concentracién de proteinas en la muestra de interés, se construyé
una curva de calibracién utilizando albumina sérica bovina (ASB), cémo proteina estandar, en
un rango de concentracion de 15.6 a 1,000 pg/mL debido al rango lineal del método (20 a 2,000
pg/mL). Posteriormente, para preparar el reactivo de trabajo se realiz6 una solucién mezclando
50 partes de la solucién A con 1 de la solucién B (50:1 v/v, A:B). A continuacién, en una placa
de 96 pozos (Corning; Corning, NY, EUA) se depositaron 25 pL de cada muestra, estdndares y
blanco de reactivo, por duplicado, y se mezclaron con 200 pL del reactivo de trabajo. La placa
se agité por 30 segundos y entonces se incubd a 37 °C por un periodo de 30 minutos, para
después realizar las lecturas de absorbancia en el lector de microplacas iMark (BioRad;
Hercules, CA, EUA) a una longitud de onda de 595 nm. Los resultados de concentracion fueron
calculados empleando la ecuacion de la recta obtenida a partir de los datos de absorbancia de la

curva estandar.
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7.2.20. Precipitacion de proteinas totales con MetOH/cloroformo.

Con base en la informacion proporcionada en la cuantificacion de proteinas, ~3.5 mg de
proteina de los dializados (4 mL) fueron transferidos a un tubo falcon de 15 mL, se precipitaron
afladiendo 1.5 volimenes de MetOH [100%] y 1 volumen de cloroformo, y se mezclaron por
inversion. El tubo fue centrifugado a 12,000 rpm por 90 segundos a temperatura ambiente.
Después de la centrifugacion se descarté la fase organica de la capa superior sin alterar la
interface de proteinas, agregando posteriormente un volumen de MetOH [100%]. El volumen
total de proteinas resuspendidas fueron concentradas en tubos de 1.5 mL por centrifugacion a
14,000 rpm por 3 minutos y a 4 °C. La pastilla de proteina se dejé secar a temperatura ambiente,
sin dejarla secar en exceso, entonces se resuspendi6 en 80 pL de buffer Laemmli [2X] y 8 pL
de B-ME [10X] y posteriormente las muestras se calentaron a 95 — 100 °C por 5 minutos en

termoblock. Las muestras fueron almacenadas a -20 °C hasta su empleo.

7.2.21. Determinacion de MarP recombinante por SDS-PAGE y western blot.
Para evidenciar la presencia de la proteina de interés en el sobrenadante obtenido de cultivo de
las levaduras, se realiz6 la técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida con duodecil sulfato
sodico (SDS-APGE) cuya demostracion de la proteina de interés se basa en la separacion de
proteinas con base en el peso molecular de las mismas, ademas de hacer uso del inmunomarcaje
por western blot con base en la presencia del antigeno C-myc con el cual que fue construida.
Para este ensayo, 10 pLL de proteina fueron cargados en un gel de poliacrilamida [15%],
con 3 pL. de marcador de peso molecular, y fueron resueltos a 150 V por 2 horas y en frio. Se
utiliz6 como control negativo las proteinas de sobrenadante de cultivo de la cepa silvestre de P.

pastoris GS115. Una vez concluida la electroforesis el gel fue retirado y sumergido en buffer
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de tincién con azul de Coomassie (azul de Coomassie R250 [0.5%]; MetOH:4cido acético:agua
50:10:40, v/v/v) y mantenido en agitacién por 1 hora, para posteriormente retirar el exceso de
colorante con la solucion de destenido (MetOH:acido acético:agua 40:10:50, v/v/v) en agitacion
por una hora o hasta obtener el contraste deseado.

Dentro del perfil de bandas observado en la electroforesis de proteinas, deberia
encontrarse la banda correspondiente a la proteina recombinante, por lo que se realiz6 un
inmunomarcaje utilizando la técnica de western blot. Empleando un gel andlogo al del SDS-
PAGE para su tincién con azul de Coomassie, este fue equilibrado en agitacion por 30 minutos
en buffer de transferencia para cimara semiseca (Tris-HCI [25 mM], pH 8.3; glicina [192 mM];
MetOH [20%]), junto con una membrana de PVDF y de cuatro almohadillas de papel filtro,
todo en una medida de 5.5X8.5 cm. Con el gel, la membrana de PVDF y las almohadillas de
papel filtro se armé un “sandwich” para la electrotransferencia de las proteinas del gel a la
membrana, como se muestra en la Figura 7.9. La transferencia de proteinas se realiz6 en un
Trans-Blot SD para transferencia semi-seca (Bio-Rad; Hercules, CA, EUA) empleando 20 V
por 30 minutos.

La transferencia de las proteinas fue verificada revisando la presencia del marcador de peso
molecular en la membrana de PVDF, la cual fue posteriormente equilibrada en buffer TTBS
(Tris-HCI [20 mM], pH 7.5; NaCl [500 mM]; Tween-20 [0.1%]) en agitacién por 20 minutos,
y después incubada en agitacion por 30 minutos en buffer de bloqueo (leche [5%]/TTBS, g/v).
La membrana fue entonces expuesta al anticuerpo primario anti-C-myc en una dilucién 1:3,000

(v/v), manteniendo la agitacion toda la noche a temperatura ambiente.
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3)

3)

@

Figura 7.9. Orden de elementos en el procedimiento de electrotransferencia. El procedimiento de
electrotransferencia de proteinas, de un gel de poliacrilamida a una membrana de PVDF, se realizé colocando el
gel de poliacrilamida (1) sobre la membrana de PVDF (2) y estos a su vez entre dos pares de almohadillas de papel
filtro (3). El “sandwich” formado se coloca entre el citodo y el dnodo del equipo de electrotransferencia, y se
procede a la transferencia con un voltaje de 20 V por 40 minutos.

Después de la incubacién con el anticuerpo primario, se realizaron cuatro lavados a la
membrana con TTBS en agitaciéon por 5 minutos cada uno, para continuar con una incubacion
de 2 horas en presencia del anticuerpo secundario anti-ratén, conjugado con HRP, en una
dilucién 1:5,000 (v/v), y finalmente lavada cinco veces mas como se describié anteriormente.
Para evidenciar en que punto de la membrana se encuentra la proteina de interés marcada con
el complejo de anticuerpos anti-C-myc/anti-raton/enzima HRP, se utilizd el sustrato
quimioluminiscente luminol, el cual al entrar en contacto con la peroxidasa se oxida y resulta
en una emisioén de luz. La membrana se expuso al sustrato luminol (SuperSignal West Dura

Extended Duration Substrate; Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA, EUA) cubriendo toda
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la membrana por 1 minuto, para posteriormente colocarla en el cassette de revelado entre dos
hojas de papel acetato. El revelado de la sefial fue realizada en un cuarto obscuro, y con el apoyo
de una luz roja, peliculas radiogrificas (X-OMAT LS Film; Carestream; Rochester, NY, EUA)
se expusieron sobre la membrana en un periodo de tiempo de entre 30 segundos a 2 minutos,
para después ser sumergidas en solucién de revelado, retirar el exceso en agua, continuar con la
solucion de fijado (Carestream; Rochester, NY, EUA) y finalmente disponer de las peliculas de
nuevo en agua. Una vez que se concluyo el procedimiento las peliculas fueron analizadas y se
compararon con los geles tefiidos con azul de Coomassie para evidenciar el peso molecular al

que correspondid la sefial detectada en el western blot.

7.2.22. Purificaciéon de MarP recombinante por cromatografia de afinidad a niquel.
Las clonas que fueron seleccionadas como productoras de MarP recombinante en el ensayo de
western blot fueron llevadas a proceso de fermentacion para la purificacion de la proteina en
cuestion. El método de purificacion de proteinas por cromatografia de afinidad a niquel se basa
en la elusion del sobrenadante de cultivo (fase mdvil) a través de una resina revestida con iones
de niquel (fase estacionaria) en donde estos ultimos interaccionaron con la regién rica en
residuos de histidina, acoplada a la proteina recombinante (6XHis), favoreciendo la retencion
de la proteina de interés y permitiendo la elusion del resto de los componentes del sobrenadante.
Para llevar a cabo el proceso de purificacion, 2 mL de resina de niquel ProBond
(Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA, EUA) fueron divididos en partes iguales en dos tubos
falcon de 50 mL y centrifugados a 800 g por 1 minuto para separar el sobrenadante de la resina.
Todos los pasos de sedimentacion de la resina fueron por centrifugacion. Cada mililitro de la

resina fue lavada con 6 mL de agua destilada estéril, resuspendiendo la resina y sedimentandola
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para retirar el agua. Se continud con dos lavados adicionales ahora con buffer de interaccion
para condiciones nativas (NaH,PO, [S0 mM], pH 8.0; NaCl [S00 mM]), homogenizando la
resina y retirando el buffer después de la sedimentacion.

Una vez equilibrada la resina con el buffer de interaccion para condiciones nativas, el
sobrenadante dializado correspondiente a la fermentacion de 100 mL de cultivo, fue separado
en dos fracciones de 50 mL para su interaccion con la resina en cada tubo. Los tubos fueron
incubados en agitacién y en frio por 3 horas, para permitir la mayor retencién de proteina
posible. Posteriormente, los tubos fueron centrifugados (800 g, 1 min) y los sobrenadantes
resguardados. La resina fue entonces colocada en una columna de polipropileno vacia (Thermo
Fisher Scientific; Waltham, MA, EUA), para continuar con una serie de cinco lavados con 8 mL
de buffer de lavado (imidazol [20 mM], pH 8.0) y finalmente la liberacién de la proteina con 9
mL del buffer de elusion (imidazol [SO0 mM], pH 8.0). Durante la elusion, los 9 mL de muestra
purificada fueron obtenidos en fracciones independientes de 1.5 mL.

De cada fraccion de muestra purificada se tomaron 100 pL para analizar por western

blot (paso 7.2.21) la taza de elusion de la proteina recombinante.

7.2.23. Desalado de proteinas recombinantes mediante sefadex G-25.
Para retirar los solutos (imidazol y NaCl) de la muestra purificada en el protocolo de afinidad a
niquel, se utiliz6 el método de desalado de proteinas con sefafex G-25, la cual consiste de una
resina de filtracion en gel compuesta de microperlas porosas en las que los compuestos menores
a 5 kDa seran retenidos.

El protocolo de limpieza de la proteina recombinante se realiz6 con columnas PD-10

con sefadex G-25 (Sigma Aldrich; St. Louis, MO, EUA), la cual fue dispuesta en un tubo

73



Capitulo VII. MATERIAL Y METODOS

colector (tubo falcon de 50 mL) y en la que 2.8 mL de muestra (la suma de las primeras dos
fracciones) fueron cargados para posteriormente centrifugar a 1,000 g por 2 minutos. Previo a
la elusion en la columna PD-10, a la muestra se le afadieron 56 pg de ASB (concentracidn final
de [20 pg/mL]) para que funcionara como rastreador durante la electroforesis de proteinas. Se
realizaron dos elusiones posteriores empleando 2.8 mL de PBS [1X] como fase movil y
colectdndolos en tubos independientes.

Una vez que se contd con las muestras desaladas, se realiz6 una cuantificacién de
proteinas por el método de BCA como se describi6 en el paso 7.2.19 y un andlisis por SDS-
PAGE y western blot para evidenciar la presencia de proteinas en este punto. Finalmente, para
corroborar la eliminacién del imidazol, se realizaron lecturas de absorbancia a una longitud de
onda de 230 nm en el NanoDrop 2000, construyendo una curva de calibracion de imidazol de
0.062 M a 1 M. Se utilizaron 2 pL de la muestra desalada, los lavados con PBS [1X], los
estdndares y el buffer de elusiéon empleado en el protocolo de purificacion por afinidad a niquel,

y las lecturas se realizaron por triplicado.

7.2.24. Analisis de glicosilaciones en la proteina MarP recombinante expresada en P.
pastoris.

P. pastoris es una levadura en la cual el proceso post-traduccional de glicosilacion de proteinas

se lleva a cabo afiadiendo cadenas cortas de manosa en residuos de arginina (N-glicosilaciones).

Para llevar a cabo esté andlisis, se utiliz6 la péptido N-glicosidasa F (PNGasa F), la cual es una

endoglicosidasa que cataliza la remocion de oligosacaridos entre la asparagina y la GIcNAc, en

glicoproteinas ricas en residuos de manosa u oligosacaridos hibridos.
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Para el protocolo de desglicosilaciéon con la PNGasa F, 1 ug de proteina MarPs,
purificada fue mezclada con 1 pL del buffer de desnaturalizacion glicoproteica (10X) y agua, e
incubado a 100 °C por 10 minutos. La reaccion continu6 con una breve incubacién en hielo por
3 minutos, y posteriormente afnadiendo 2 pL del glycobuffer (10x), 2 pLL de NP-40 (10%), 1 pLL
de PNGasa F, y un volumen de agua suficiente para llevar la reaccion a un volumen final de 20
pL. Las reacciones se incubaron por periodos de tiempo de 15, 45 y 90 minutos a 37 °C. Los
resultados de la glicosilacién se evaluaron con el cambio en el peso molecular de la proteina

recombinante, mediante su andlisis por western blot, como se describe en el paso 7.2.21.

7.2.25. Evaluacion de actividad proteolitica de MarP por degradacién de albimina.

Para medir la actividad de proteasa de MarPs,, frente a la degradacion de un sustrato, 250 ng de
ASB se mezclaron con MarPs,, en las concentraciones de 5y 10 pg/mL, en un buffer de reaccion
que contiene Tris-HC1 0.1 M, pH 7.0. Las reacciones de degradacién fueron incubadas a 37 °C
por 16 horas, y posteriormente mezcladas con 10 pL de Buffer de Laemmli y hervidas por 5
minutos. Las muestras fueron posteriormente cargadas en un gel de poliacrilamida al 15%,
siguiendo las condiciones del SDS-PAGE descritas en el paso 7.2.21. Se utilizé como control

positivo de degradacion de albumina la tripsina pancredtica a una concentracion de 0.1 mg/mL.

7.2.26.Demostracion de actividad tipo tripsina en MarP por hidrolisis del substrato
BApNA.

La especificidad de la actividad de la protesta en MarPs, fue evaluada empleando el sustrato

Clorhidrato de Na-Benzoil-L-arginina 4-nitroanilida (BApNA), el cual es un sustrato

cromogénico en el que una proteasa con actividad tipo tripsina puede liberar el croméforo p-
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nitroanilina al escindir su enlace con la arginina, y el que a su vez puede ser detectado mediante
andlisis colorimétricos.

La reaccion de protedlisis se llevo acabo disponiendo de [5 uM] (v/v) del sustrato
BApNA en 140 pL de buffer de reaccion Tris-HC1 0.1 M pH 7.0 y 8.0, y a su vez incorporando
a la proteasa MarPs, en una concentracién de 30 pg/mL (v/v), haciendo un volumen final de
reaccion de 200 pL. La reaccién se llevé a cabo en placas nunc de 96 pozos (Thermo Fisher
Scientific; Waltham, MA, EUA) y a 37 °C. Para monitorear la degradacién del sustrato, se
realizaron lecturas espectrofotométricas a 415 nm en el lector de placas iMark durante dos horas
en intervalos de 5 minutos. Para poder definir las actividades de actividad proporcionadas por
las lecturas de absorbancia de MarPs,,, estas fueron interpoladas en una curva de calibracion

empleando la tripsina como referente.

7.2.27. Purificacién de monocitos humanos por inmunomagnetismo.

El efecto bioldgico que se planted estudiar con la proteasa MarP de M. tuberculosis fue el efecto
que esta podria ejercer sobre las células monociticas en su proceso de diferenciacion a
macréfagos. Para esto, monocitos humanos fueron purificados de sangre periférica con un
sistema de inmunomagnetismo empleando perlas metdlicas acopladas con el anticuerpo anti-
CD14. Para llevar a cabo el procedimiento de purificaciéon de monocitos, 28 mL de sangre
venosa fueron separados mediante gradiente de densidad con histopaque-1077 (Sigma Aldrich;
St. Louis, MO, EUA) haciendo cuatro tubos con 14 mL de volumen en una relacién 1:1 (v/v)
histopaque:sangre. Los tubos fueron centrifugados a 800 g por 25 minutos, con una aceleracion

de 9.0 y desaceleracion de 3.0, obteniendo una serie de fases como se muestra en la Figura 7.10.
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Figura 7.10. Separacion de CMSP por gradiente de densidad. (A) El gradiente de densidad para la separacion
de CMSP se prepard colocando 7 mL de sangre venosa sobre 7 mL de Histopaque-1077. (B) Después de la
centrifugacion se observaron las fases en orden decreciente plasma, CMSP, Histopaque y granulocitos y el paquete
globular.

Con el uso de una micropipeta, se retird la primer fracciéon en las muestras de sangre
centrifugadas, la cual corresponde al plasma sanguineo y entonces se colectd la fraccion
correspondiente a las células mononucleares de sangre periférica (CMSP), correspondiendo con
la segunda fase (Figura 7.10). Las cuatro fracciones de CMSP se reservaron en un tubo falcon
de 15 mL para ser lavadas con buffer PBS 1X estéril, centrifugando a 300 g por 10 minutos con
una aceleracion y desaceleracion de 9.0. Las células CMSP fueron resuspendidas en 1 mL de
buffer PBS y estas se contaron en caimara de Neubauer, haciendo una dilucién 1:100 (v/v) de
las células con azul tripano. La viabilidad minima requerida para los ensayos fue del 95%.
Para la preparacion de muestras para el protocolo de inmunomagnetismo, la suspension celular
se ajustd a una concentracion de 4x 107 CMSP/mL en un volumen final de 80 pL, de los cuales
40 pL corresponde a las perlas metélicas conjugadas con el anticuerpo anti-CD14. El buffer de
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elusion utilizado para el tratamiento de las muestras en este protocolo de purificacion consiste
en PBS 1xX pH 7.2, ASB [0.5%] y EDTA [2 mM] (v/m/m). Las suspensiones celulares de CMSP
se incubaron a 4 °C por 15 minutos y posteriormente se lavaron con 1 mL de buffer de elusion,
y se centrifugaron a 300 g por 10 minutos a 4 °C. Las muestras se decantaron y el botén de
células se resuspendi6 en 500 pL de buffer de elusion.

Para utilizar el sistema de inmunomagnetismo, este debe refrigerarse previamente para
mantener una condicion de frio en las células durante el procedimiento de purificacion. Una vez
colocada la columna sobre el magneto, esta fue equilibrada con 500 pL. de buffer de elucion.
Posteriormente, las suspension celular fue eluida a través de la columna, colectando en inicio el
correspondiente a la fraccion de CMSP CD14 (linfocitos) y la cual se design6 como FI.
Seguidamente, tres lavados de 500 pL de buffer de elusién fueron realizados a la columna en el
magneto y sus eluidos fueron colectados y designados como F2. Finalmente la columna se retird
del magneto y se colocé en un tubo falcon de 15 mL estéril, 300 pL de buffer de elusion fueron
depositados en la columna y estos a su vez presionados con un embolo, obteniendo en el tubo
colector la fraccion 3 o F3, que corresponde a la fraccién de células CD14* o monocitos. Cada
columna empleada durante un protocolo de purificacion puede ser lavada 3 veces con buffer de

elusion y utilizada para una purificacion adicional siguiendo el mismo procedimiento.

7.2.28.Desarrollo del modelo de polarizacion de macréfagos M1/M2 en monocitos
purificados.

Para llevar a cabo el ensayo de diferenciacion de macréfagos in vitro, una suspension celular de

monocitos purificados se preparé en medio RPMI-1640 (Sigma Aldrich; St. Louis, MO, EUA)

suplementado (piruvato de sodio [1 mM]; aminodcidos no esenciales [0.01 mM]; B-ME [0.05
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mM]; penicilina [100 U/mL] y estreptomicina [100 pg/mL]; SFB [10%] v/v) a una
concentraciéon de 2xX10% monocitos/mL. La suspension celular fue dispuesta en placas de 96
pozos (Corning; Corning, NY, EUA) en volimenes de 50 pL, sembrando 1X10° monocitos por
pozo. La placa de cultivo fue incubada por 2 horas a 37 °C, 5% CO,, para permitir la adherencia
de las células, y entonces afiadir los factores de crecimiento M-CSF y GM-CSF a una
concentracion final de 25 ng/mL, por 6 dias de incubacion.

Posteriormente, los sobrenadantes de cultivo fueron retirados y el medio fue
remplazado con los estimulos respectivos para la diferenciacion de macréfagos. Para la
diferenciacion de macréfagos M1, en los pozos pre tratados con GM-CSF se utilizé IFN- y [40
ng/mL] y LPS [200 ng/mL], mientras que para la diferenciacion del fenotipo M2 aquellos pozos
que habian contenido el factor de crecimiento M-CSF, se reincorporé M-CSF [20 ng/mL] mas
IL-4 [40 ng/mL], incubando ambos esquemas de tratamiento por 72 horas bajo las mismas
condiciones de cultivo. Por su parte, la proteasa MarP fue utilizada a una concentracion de [10
pg/mL] (~65 mU/mL) y [5 pg/mL] (~32.5 mU/mL) para estimular los monocitos, empleando
el M-CSF como pre-estimulo, y llevando igualmente a las células a una incubacién a 37 °C, 5%
CO,, por tres dias. Posterior al tiempo de incubacién los sobrenadantes fueron retirados y

almacenados a -20 °C hasta su andlisis por ELISA para la deteccién de citocinas.

7.2.29. Analisis de viabilidad celular en macréfagos estimulados con MarP.

El efecto de la proteasa MarP en las células en cultivo se determiné mediante el ensayo de
viabilidad celular con el compuesto MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-
2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio), y el cual se fundamenta en la reduccién de este compuesto por

accion de las enzimas deshidrogenasas de las células viables, generando un compuesto
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coloreado de formazan soluble en el medio de cultivo. La determinacion de la viabilidad celular
en la placa de cultivo se realizé una vez culminado el protocolo de diferenciacion celular,
reincorporando un volumen igual de 100 pLL de medio de cultivo fresco a los pozos con células
y sobre estos 20 pL del reactivo CellTiter 96® AQ,eous One Solution (Promega; Madison, WI,
EUA). La placa fue incubada por 30 minutos bajo las mismas condiciones de cultivo, y entonces

la absorbancia de las muestras fue detectada a 490 nm en el lector de microplacas iMark.

7.2.30. Efecto de la proteasa MarP en la diferenciacion de macroéfagos en la linea celular
de monocitos THP-1.

Como alternativa al estudio del efecto de la proteasa MarP en la diferenciacion de macréfagos,

se implement6 también el uso de la linea celular de monocitos humanos THP-1, la cual proviene

de un paciente masculino pediatrico con leucemia monocitica aguda, y la que a su vez a servido

como un modelo de estudio para el proceso de diferenciacion a macréfagos.

Para mantener y propagar la linea celular, las células se sembraron a una densidad
celular de 0.5%x10°% células/mL en botellas de cultivo celular de 75 cm? (Thermo Fisher
Scientific; Waltham, MA, EUA), con medio RPMI-1640 suplementado con piruvato de sodio
[1 mM], aminodcidos no esenciales [0.01 mM], -ME [0.05 mM], antibiéticos penicilina [100
U/mL] y estreptomicina [100 pg/mL], y SFB al [10%] (v/v). Las células se mantuvieron en
incubacién con una atmésfera de 5% CO,, a 37 °C por tres dias, evitando alcanzar una densidad
celular de 1x10¢ células/mL. Para subcultivar las células y continuar con su propagacion, estas
son transferidas a un tubo cénico de 50 mL y centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos.
Posteriormente el medio es retirado y resguardado, resuspendiendo las células en 1 mL de medio

fresco y contando la viabilidad celular con azul tripano para ajustar a la densidad celular
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mencionada anteriormente de 0.5X10° células/mL. en medio RPMI-1640 suplementado. El
volumen de cultivo que se mantuvo en las botellas de 75 cm? fue de 25 mL, de los cuales 20 mL
correspondieron a la suspension de células THP-1 y 5 mL al sobrenadante de cultivo anterior,
el cual aporta una serie de factores de crecimiento producidos por las mismas células y que
favorecen el crecimiento de estas en el subcultivo.

Por otro lado, para desarrollar el protocolo de polarizacion de macréfagos con las
células THP-1, en placas de 24 pozos se sembraron 5X10° células por pozo en un volumen de
250 pL (2Xx10° células/mL), las cuales fueron estimuladas con PMA a una concentracion final
de 5 ng/mL en un volumen final de 500 pL. Las células fueron incubadas a 37 °C, 5% de CO,,
y 24 horas después el medio de cultivo fue retirado y remplazado con medio fresco,
reintroduciendo las células a incubacién ahora por 48 horas. Después de este periodo de tiempo,
el medio de cultivo vuelve a ser retirado y en su lugar la reposicion se realizo con los estimulos
de diferenciacion a los macréfagos M1/M2, asi como la proteasa MarP, empleando las mismas
concentraciones descritas para el modelo de monocitos purificados (paso 7.2.28) e incubando

las células por 72 horas y bajo las mismas condiciones de cultivo.

7.2.31. Cuantificacion de citocinas mediante ensayos por inmunoabsorcion ligado a
enzimas (ELISA).

El fenotipo de los macréfagos diferenciados fue definido con base en su perfil de produccion de

citocinas liberadas al medio extracelular, cuantificindolas mediante un ensayo de ELISA tipo

sandwich. Para este propdsito se realzé la determinacion de IL-4, IL-10, IL-12 y TNF-a

empleando el kit comercial de OptEIA (Becton Dickinson; Franklin Lakes, NJ, EUA), siguiendo

las instrucciones del fabricante. Brevemente, en placas nunc de 96 pozos (Thermo Fisher
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Scientific; Waltham, MA, EUA) se dispusieron 100 pL por pozo del anticuerpo de captura
correspondiente, diluido en buffer de carbonatos (NaHCO; [85 mM], Na,CO; [15 mM], pH 9.5),
y posteriormente la placa se incubd a 4 °C por 16 horas. Las diluciones de los anticuerpos

empleados en este protocolo se resumen en la Tabla 7.16.

Tabla 7.16. Diluciones de anticuerpos y rangos de concentracion de curva estandar en ensayos de ELISA.
Factor de dilucion Factor de dilucion Rango de concentraciones curva

Citocina Ac. de captura Ac. de deteccion estandar (pg/mL)
1L-4 1:250 1:1000 500 -7.8
IL-10 1:250 1:1000 500 -7.8
IL-12 1:250 1:250 2000 -31.2
TNF-a 1:250 1:250 500-7.8

*Junto al anticuerpo de deteccidn se diluy6 la HRP en una dilucién 1:250 para todos los casos.

A continuacion, se retir el anticuerpo de captura y los pozos se lavaron tres veces con
250 pL de buffer de lavado (PBS 1x, Tween-20 [0.05%] v/v), golpeando contra la superficie
después del ultimo lavado. Posteriormente, las placas se bloquearon por dos horas con 200 pL
de diluyente de ensayo (PBS 1X, ASB [3%]) a temperatura ambiente, para continuar entonces
con otra serie de tres lavados. Después de ello, las muestras, controles y estdndares se afiadieron
en volumenes de 100 puL por pozo, empleando el diluyente de ensayo en las muestras que
hubiesen requerido ser diluidas, e incubado la placa toda la noche a temperatura ambiente. Los
rangos de concentraciones de proteina estandar para cada citocina se refieren en la Tabla 7.16.

Para finalizar, a la placa se les retir$ el contenido anterior y se lavaron 5 veces como
se menciond previamente, y entonces 100 puL de la solucion detectora (anticuerpo de deteccion
mas HRP en diluyente de ensayo, Tabla 7.16) se afadi6 en cada pozo y la placa se incub6 por
una hora a temperatura ambiente. Se realizaron 7 lavados finales, y se procedi6 con el revelado

afladiendo 100 pL por pozo del reactivo 3,3,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB, Sigma Aldrich; St.
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Louis, MO, EUA), y la placa se incub6 en obscuridad por 10 minutos. Para detener la reaccion,
50 pL de H,SO, [2 N] se incorporaron por en cada pozo, y entonces la placa fue llevada al lector
de microplacas iMark para realizar las lecturas de absorbancia con una longitud de onda de 450

nm, con correccidén a 595 nm.

7.2.32. Participacion de los receptores activados por proteasas en la diferenciacion de
macroéfagos estimulados con MarP.

Para evidenciar que el efecto en la diferenciaciéon de macréfagos cuando las células THP-1 son
estimuladas con MarPs,, es dependiente de su actividad de proteasa, inicialmente, la proteina
inactivada por calor a 80 °C por 1 hora fue empleada como estimulo bajo las condiciones de
cultivo celular descritas en el paso 7.2.30, empleando a la proteasa en estado nativo como control
positivo de estimulacion. Una vez culminado el protocolo de cultivo los sobrenadantes fueron
retirados y almacenados para su posterior andlisis en la determinacion de citocinas.

Por otra parte, la participacion de los receptores PARs en el proceso de diferenciacion
celular llevado a cabo en las células THP-1, fue evaluado mediante la inhibicién selectiva del
receptor PAR1 y PAR?2 en presencia de MarPs,,. Para la inhibicion del receptor PARI se utiliz6
el farmaco SCH-79797 en un rango de concentraciones que va de [0.01 uM] a [1 puM], mientras
que para el bloqueo del receptor PAR2 se emple6 el péptido FSLLRY-NH, con concentraciones
entre los [50 uM] y los [100 uM]. Los tratamientos de inhibicion consistieron en una incubacién
de 30 minutos a 37 °C, 5% de CO,, previo a la adicién del estimulo con MarPs, en un volumen
final del pozo de cultivo de 500 pL. Posteriormente el cultivo se desarrollé de igual forma a lo

descrito en el paso 7.2.30, para la posterior coleccion de los sobrenadantes de cultivo. Todos los
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sobrenadantes fueron utilizados para la determinacidn de citocinas siguiendo el protocolo de
ELISA descrito en el paso 7.2.31.

Pos su parte, se desarroll6 un cultivo celular andlogo a este en placas de 96 pozos, en
donde el efecto que los inhibidores hubiesen presentado en la viabilidad de las células fue
determinado mediante el ensayo con MTS. Para esta determinacion, un volumen de 100 puL fue
repuesto en cada pozo y subsiguientemente 20 pL. de MTS fueron afiadidos, continuando con el

protocolo como se describi6 en el paso 7.2.29.

7.2.33. Analisis de las vias de seiialamiento intracelular implicadas durante la polarizaciéon
de macroéfagos estimulados con MarP.

Adicionalmente a la demostracion de actividad de proteasa como el mecanismo de accién
empleado por la enzima MarP durante el proceso de polarizaciéon de macréfagos, se analizaron
las probables vias de sefialamiento intracelular que pudiesen estar implicadas detrds de la
activacion de los receptores PARs. Para este propdsito se utilizaron los inhibidores especificos
BAY 11-7082, U0126 y Ro-32-0432 de las vias de sefalamiento NF-kB, MAPK y PKC
respectivamente. Los inhibidores fueron aplicados a las células por un periodo de 30 minutos
antes de su estimulacién con MarPs, en concentraciones de [5 puM] (BAY 11-7082), [10 uM]
(U0126) y [20 uM] (R0-32-0432). El cultivo fue desarrollado de manera convencional como se
ha descrito previamente (7.2.30) y los sobrenadantes resultantes utilizados para la cuantificacion
de citocinas (7.2.31).

Adicionalmente, para conocer el efecto que estas moléculas inhibidoras puedan
presentar frente a la viabilidad de las células en cultivo, se desarrollé un ensayo con MTS como

se describe al final del paso 7.2.32.
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7.2.34. Anilisis estadisticos.

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software Prism™ v7.0a de Graph Pad. La
significancia estadistica de las diferencias se estimé mediante una prueba de ANOVA de una
via con correccion post hoc de Bonferroni para més de dos grupos o con una prueba de t para

dos grupos, representando las significancias estadisticas en los gréficos de la siguiente manera:

*P<0.05,**P <001y ***P<0.001.
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RESULTADOS

8.1. CLONACION DEL GEN Rv3671c EN E. coli DH5a.

8.1.1. Amplificacion del gen Rv3671c por PCR y preparacion para su clonacion.
Inicialmente, se comenzd con la estandarizacion de las condiciones ideales para la amplificacion
del gen Rv3671c de Mycobacterium tuberculosis, el cual seria posteriormente empleado como
inserto durante el proceso de clonacion en el vector pPICZaA. Previo a la amplificacion del gen
Rv3671c, se realiz6 la extraccion de ADNg de M. tuberculosis empleando la técnica de lisis
enzimatica/CETAB, presentando una relacion 260/280 de 1.8 y una concentracion promedio de
500 ng/pL.

Para la amplificacion del gen Rv3671c se utilizaron los primers RvV1-Fy RvV3-F como
primer sentido para la amplificacién de la secuencia codificante de la proteina MarP en su forma
transmembranal y soluble, respectivamente, asi como el primer Rv-R que funcion6 como anti-
sentido para ambos amplicones (Tabla 7.2). Las caracteristicas termodindmicas de los primers
mostraron durante su disefio una Tm de 72 °C con una temperatura de alineamiento (Ta) de 67
°C. Con base en ello se realizé6 la amplificacion del gen Rv3671c tanto en su forma
transmembranal como en su forma soluble, utilizando una temperatura de alineamiento de 67

°C, sin embargo, también se explord la posibilidad que los amplicones pudiesen amplificarse en
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temperaturas de alineamiento menores, para lo cual se prob6 un gradiente de temperaturas de
62 — 64 °C. En la Figura 8.1 se muestran los amplicones obtenidos para la forma
transmembranal (carril 2), la forma soluble (carril 3) y la subunidad de ARNr 16S como control

enddgeno (carril 4), en las diferentes condiciones de temperatura de alineamiento probadas.
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Figura 8.1. Amplificacion del gen Rv3671c en un gradiente de temperaturas. Representacion de un gel de
agarosa al 1% en el que se muestra (1) marcador de peso molecular, (2) amplicones del gen Rv3671c en su forma
transmembranal (1238 pb), (3) amplicones del gen Rv3671c en su forma soluble (878 pb), (4) amplicones
correspondientes a la subunidad de ARNr 16S (595 pb). Las reacciones de PCR fueron realizadas probando como
temperatura de alineamiento 62, 63, 64 y 67 °C.

La amplificacion del gen Rv3671c, en sus formas transmembranal y soluble, se obtuvo
en las cuatro temperaturas de alineamiento probadas con un peso tedrico de 1238 pb y 878 pb,
respectivamente. En lo que respecta a la amplificacion de la forma transmembranal del gen
Rv3671c en el rango de temperatura de 62 — 64 °C, se mostré ademds del amplicon esperado,

una banda inespecifica de aproximadamente 500 pb. Por su parte, la forma soluble del mismo

gen presenté una banda inespecifica de 500 pb aproximadamente, cuando la temperatura de
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alineamiento en la reaccién se llevé a cabo a 62 °C. El control de amplificacion para genes
mycobacterianos consistié en la subunidad de ARNr 16S, el cual se amplific6 en las cuatro
condiciones de temperatura, y sin mostrar inespecificidades.

Una vez que se definieron las condiciones de reaccion de PCR para la amplificacion de
las dos formas del gen Rv3671c que se emplearon en la estrategia de clonacidn, estas fueron
resultas en una electroforesis en gel de agarosa para su posterior purificacién. En la Figura 8.2
se muestra un gel de agarosa representativo con los amplicones del gen Rv3671c, en sus formas

transmembranal y soluble, acompafiados con el control endégeno de amplificacion.
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Figura 8.2. Generacion de productos de PCR del gen Rv3671c para clonacién. Representacion de un gel de
agarosa al 1.5% en el que se muestra (1) marcador de peso molecular, (2) amplicén del gen Rv3671c en su forma
transmembranal (1238 pb), (3) amplicon del gen Rv3671c en su forma soluble (878 pb), (4) amplicon de la
subunidad de ARNr 16S (595 pb).

En la estrategia de clonacién del gen Rv3671c, en ambas formas, se considerd que para

la identificacion de los vectores recombinantes estos serian identificados mediante su

linearizaciéon empleando la enzima de restriccion Eco91-1, un sitio de restriccion presente en los
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insertos proximo a la regién —3’. En la Figura 8.3 se muestra un gel de agarosa representativo
en el que se demuestra la presencia del sitio de restriccion Eco91-1 en los amplicones mediante
una reaccion de digestion en la que los amplicones son divididos en dos fragmentos, generando
un par de bandas con tamafios de 1008 pb y 230 pb para la forma transmembranal, y otro de 648

pb y 230 pb para la forma soluble.
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Figura 8.3. Digestion del gen Rv3671c con Eco91-1. Representacion de un gel de agarosa al 1.5% en el que se
muestran (1) marcador de peso molecular, (2) amplicon del gen Rv3671c en su forma transmembranal (1238 pb),
(3) digestion de la forma transmembranal con Eco91-1 (1008 pb y 230 pb), (4) amplicon del gen Rv3671c en su
forma soluble (878 pb), (5) digestion de la forma soluble con Eco91-I (648 pb y 230 pb).

8.1.2. Caracterizacion del vector de clonacion/expresion pPICZaA.

Los insertos correspondientes a la forma transmembranal y a la forma soluble del gen Rv3671c
fueron las secuencias que posteriormente se insertaron en el vector de clonacién y expresion

pPICZaA. Para llevar a cabo la estrategia de clonacion empleando este plasmido se considerd
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la presencia de los sitios de restriccion Xho-1'y Xba-I con los cuales se lograria la insercion de
la secuencia de interés, el sitio Sac-I se utiliz6 para la linearizacion del plasmido y su posterior
transfeccion en el sistema de levaduras, y la discriminacion entre plasmidos falsos positivos
portadores del inserto se logré con la perdida del sitio EcoR-I y la ganancia del sitio Eco91-1.
En la Figura 8.4 se presenta un gel de agarosa representativo en el que se muestra el resultado
de una serie de reacciones de digestion del vector pPICZaA, donde se demuestra la presencia
de los sitios de interés Xho-1, Xba-1, Sac-1 y EcoR-1, y la ausencia del sitio Eco91-1. El peso
molecular del vector linearizado, en todas las reacciones de digestion, corresponde con los ~3.6
kpb de peso esperado, demostrando con esta serie de evidencias que el vector se encontrd en

buenas condiciones para realizar el proceso de clonacion.
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Figura 8.4. Identificacion de los sitios de restriccion Xho-1, Xba-1, Sac-1 y EcoR-1 en pPICZaA.
Representacion de un gel de agarosa al 1% en el que se muestran (1) marcador de peso molecular, (2) pPICZaA
sin digerir, (3) pPICZaA digerido con Xho-I, (4) pPICZaA digerido con Xba-1, (5) pPICZaA digerido con Sac-I,
(6) pPICZaA digerido con EcoR-1, (7) pPICZaA sin digerir por Eco91-1. El peso molecular de los plasmidos
linearizados corresponde con el peso tedrico esperado de ~3.6 kpb.

8.1.3. Transformacion de vectores recombinante en E. coli DHSa.

Las secuencias del gen Rv3671c, en sus dos variantes, amplificadas mediante reacciéon de PCR

y purificadas por columna, asi como el vector pPICZaA fueron digeridos cada uno en una
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reaccion simultdnea con las enzimas de restriccion Xho-1 y Xba-1, generando los sitios que
favorecieron la interaccion entre el vector y los insertos. Seguido de ello, el vector y el respectivo
inserto fueron dispuestos en relaciones molares1:3 y 1:6, utilizando la enzima T4 ligasa para
catalizar la ligacion entre los reactivos de la reaccion. Una vez que se generaron los nuevos
vectores recombinantes estos se prepararon y fueron entonces electroporados en células
electrocompetentes de E. coli DH5a. Las células transformadas fueron recuperadas y cultivadas
en medio LB+Zeo [100 pg/mL], utilizando el antibidtico como marcador de seleccién de clonas
positivas.

La validacion del resultado se apoyé en los controles dentro del protocolo de
electroporacion los cuales incluyeron la actividad del antibidtico contra células sensibles no
electroporadas con el vector pPICZaA (control de antibidtico), el control de digestion que
consistid en la verificacion de actividad de nucleasa por parte de las enzimas Xho-1'y Xba-1'y
como el vector linearizado al ser electroporado no confiere la propiedad de resistencia al
antibidtico zeocina, y por otro lado se verificé la actividad de la T4 ligasa al poder religar el
vector pPICZaA previamente digerido por las enzimas Xho-1'y Xba-1 (Figura SA).

En lo que respecta a los resultados de la electroporacion con los vectores recombinantes,
como se menciond anteriormente, se probaron las proporciones vector/inserto de 1:3 y 1:6 para
cada una de las variantes del gen Rv3671c. La forma transmembranal mostré una mayor
cantidad de colonias resistentes a zeocina en la proporcién 1:3 con respecto a la proporcion 1:6
(Figura 5B), sin embargo, para la forma soluble resulté en un nimero mayor de clonas en la
proporcién 1:6 con respecto a la proporcion 1:3, siendo en cualquier caso un resultado superior
para las transformantes con la variante soluble del gen Rv3671c (Figura 5C). Los vectores

recombinantes identificados y las sus clonas portadoras fueron respaldadas.
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(A) Control de antibidtico Control de digestion Control de ligacién

(B) DHS5a + pPICZaA_Rv3671c (Forma transmembranal)

Relacion ViI 1:3

Relacion VI 1:6

(C) DH5a + pPICZaA_Rv3671c (Forma soluble)

Figura 8.5. Clonacion del gen Rv3671c en su forma transmembranal y soluble en E. coli DH5a. Obtencién
de colonias de E. coli DH5a transformadas con (A) controles del protocolo de electroporacion, (B) vector

recombinante pPICZaA_Rv3671c forma transmembranal y (C) vector recombinante pPICZaA_Rv3671c forma
soluble.
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8.1.4. Purificacion de vectores recombinantes por método de Miniprep.

De las colonias obtenidas después del procedimiento de electroporacién, un nimero de 30
clonas de cada variante fueron respaldadas en una nueva placa de agar LB+Zeo [100 ug/mL], y
de estas 10 de cada una fueron seleccionadas aleatoriamente para realizar la busqueda de
plasmidos recombinantes, realizando la purificaciéon plasmidica mediante una preparacion a
pequeiia escala o miniprep. El vector pPICZaA fue utilizado como referencia para diferenciar
el patrén de bandas obtenido en los vectores recombinantes, los cuales debieron presentar un
retardo en su electroforesis debido al incremento de peso ganado proporcionado por el inserto.
En las clonas evaluadas cuyos vectores corresponden a los portadores de la forma
transmembranal del gen Rv3671c, se encontr6 que 5 de ellas presentaron el retardo en su

corrimiento que se menciond previamente (Figura 8.6).

Figura 8.6. Purificacion de construcciones plasmidicas pPICZaA_Rv3671crm. Representacion de un gel de
agarosa al 1% en el que se muestran (1) pPICZaA, (3,4, 6, 8, 10) presuntas construcciones pPICZaA_Rv3671cm,
(2,5,7,9,11) plasmidos con corrimiento electroforético igual a pPICZaA.

Por su parte, en las clonas analizadas portadoras presuntamente del vector recombinante
construido con el gen Rv3671c en su forma soluble, se encontré el resultado de retardo

electroforético en 8 vectores. De esta manera y en conjunto con la cantidad de transformantes

obtenidas se observd una preferencia por la forma soluble del gen Rv3671c para su clonacién.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura 8.7. Purificacion de construcciones plasmidicas pPICZaA_Rv3671cs,. Representacion de un gel de
agarosa al 1% en el que se muestran (1) pPICZaA, (2, 3, 4, 6, 8, 9, 10, 11) presuntas construcciones
pPICZaA_Rv3671csq, (5, 7) plasmidos con corrimiento electroforético igual a pPICZaA.

8.1.5. Caracterizacion de vectores recombinantes por ensayos de restriccion.
Para evidenciar que los vectores purificados corresponden a las construcciones
pPICZaA_Rv3671c, se utilizaron ensayos de restriccion en los que la actividad de nucleasa de
las enzimas de restriccion previamente descritas demostraron la diferencia entre las clonas
positivas y los resultados falsos positivos.

Inicialmente, para demostrar la presencia del inserto en los vectores purificados se

digirieron los pldsmidos con la enzima Eco91-1, de manera que las construcciones con la forma

transmembranal que presentaron retraso electroforético resultaron linearizadas (Figura 8.8).
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Figura 8.8. Linearizacion de construcciones pPICZaA_Rv3671crv con Eco91-1. Representacion de un gel de
agarosa al 1% en el que se muestran (1) marcador de peso molecular, (2) pPICZaA sin Eco91-1, (3) pPICZaA con
Eco91-1, (5, 6, 8, 10, 12) construcciones pPICZaA_Rv3671crm, (4, 7, 9, 11, 13) plasmidos con corrimiento
electroforético igual a pPICZaA. Los carriles 5, 6, 8, 10, 12 mostraron linearizacién con un tamafio de ~4.8 kpb.
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Por su parte, cuando se realiz6 la misma evaluacidn en los vectores correspondientes con
la forma soluble del gen Rv3671c, se encontrd un resultado similar al anterior en el que todos
los plasmidos que presentaron el mismo retraso electroforético se linearizaron en la digestion

con la enzima Eco91-1 (Figura 8.9).
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Figura 8.9. Linearizacién de construcciones pPICZaA_Rv3671csq con Eco91-1. Representacion de un gel de
agarosa al 1% en el que se muestran (1) marcador de peso molecular, (2) pPICZaA sin Eco91-1, (3) pPICZaA con
Eco91-1, (4, 5, 6, 8, 10, 11, 12, 13) construcciones pPICZaA_Rv3671csa, (7, 9) plasmidos con corrimiento
electroforético igual a pPICZaA. Los carriles 4, 5, 6, 8, 10, 11, 12, 13 mostraron linearizacién con un tamafio de
~4.5 kpb.

Para la correcta insercion de las secuencias dispuestas para clonacidn, la estrategia
comprendid la posicion del inserto entre el sitio Xho-1 (1184) y el sitio Xba-I (1271), perdiendo
de esta manera los sitios EcoR-1'y un segundo sitio Xho-I (1246). La presencia del segundo sitio
Xho-I representd la posibilidad de que cualquiera de los insertos pudiesen haberse insertado
incorrectamente en el vector y en consecuencia se generaran clonas falsas positivas cuya
secuencia del gen Rv3671c no estuviera en marco de lectura con el vector y su transcripcion
produjera una secuencia indeseable. Para discriminar entre los vectores recombinantes que
posicionaron el inserto a partir del segundo sitio de Xho-I, debido a que estos conservaron el
sitio EcoR-1, las clonas linearizadas con esta dltima enzima de restriccién fueron descartadas.

De las construcciones pPICZaA_Rv3671cry identificadas en la reaccion de digestion con la

enzima Eco91-1, ninguna de ellas mostré el mismo resultado de linearizacion al exponerse a la
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actividad de nucleasa de la enzima EcoR-I, encontrando que las cinco clonas fueron

correctamente insertadas en el vector (Figura 8.10).
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Figura 8.10. Reaccién de digestion de la construcciéon pPICZaA_Rv3671crv con EcoR-1. Representacion de
un gel de agarosa al 1% en el que se muestran (1) marcador de peso molecular, (2) pPICZaA sin EcoR-1, (3)
pPICZaA con EcoR-1, (4 — 8) construcciones pPICZaA_Rv3671crm con EcoR-1. El carril 3 mostré linearizacion
con un tamaiio de ~3.6 kpb.

De igual manera, El mismo resultado fue el que se observé en los plasmidos recuperados

de las clonas correspondientes con la construccién pPICZaA_Rv3671cs, en los que ninguno de

los vectores fueron linearizados con EcoR-I (Figura 8.11).
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Figura 8.11. Reaccién de digestion de la construcciéon pPICZaA_Rv3671cs, con EcoR-1. Representacion de
un gel de agarosa al 1% en el que se muestran (1) marcador de peso molecular, (2) pPICZaA sin EcoR-1, (3)
pPICZaA con EcoR-1, (4 — 11) construcciones pPICZaA_Rv3671cs, con EcoR-1. El carril 3 mostré linearizacién
con un tamaiio de ~3.6 kpb.
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Finalmente, la evidencia que concluyé la construccion de los vectores recombinantes
pPICZaA_Rv3671cry y pPICZaA_Rv3671cs, fue la liberacion del inserto durante una reaccion
de doble digestion con las enzimas Xho-1 y Xba-1, de manera que esa ganancia en el peso
molecular observado en la linearizacion de los vectores recombinantes con la enzima Eco91-1
fue debido a la captacion de los insertos Rv3671cry y Rv3671cs, por el vector pPICZaA. La
Figura 8.12 demuestra de forma representativa cinco clonas de cada una de las construcciones

previamente analizadas con Eco91-1'y EcoR-I, en donde se observa la liberacion del inserto.
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Figura 8.12. Liberacion del inserto Rv3671crv y Rv3671csq y linearizacion del vector pPICZaA en la doble
digestion con las enzimas de restriccion Xho-1'y Xba-1. Representacion de un gel de agarosa al 1% en el que se
muestran (1) marcador de peso molecular, (2) pPICZaA sin Xho-1/Xba-1, (3) pPICZaA con Xho-1/Xba-1, (4 — 8)
construcciones pPICZaA_Rv3671ctu con Xho-1/Xba-1, (9 — 13) construcciones pPICZaA_Rv3671cs, con Xho-
I/Xba-1. Se muestra el vector linearizado pPICZaA con un tamafio de ~3.6 kpb, el inserto Rv3671crv con un
tamafio de 1238 pb y el inserto Rv3671cs, con un tamafio de 878 pb.

Las clonas que fueron definidas como positivas después del escrutinio con los ensayos
de restriccién previamente mostrados, fueron preservadas en medio LB con glicerol al 20%,
preparando una serie de viales por triplicado para cada clona y congeladas a -80 °C para su

almacenamiento hasta su disposicidn en los consiguientes ensayos de transfeccion en el sistema

de levaduras con P. pastoris.
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8.2. CONSTRUCCION DE CLONAS RECOMBINANTES DE P. pastoris GS115.

8.2.1. Transfeccion de vectores recombinantes en P. pastoris GS115.

En el vector pPICZaA se cuenta con un sitio Sac-I en la secuencia promotora de AOX1, el cual
al ser escindido ofrece la posibilidad de ser integrado por el genoma de la levadura metilotréfica
P. pastoris GS115 mediante recombinacion homoéloga. De las construcciones que fueron
previamente identificadas se seleccionaron tres clonas de cada variante para ser linearizadas con

la enzima Sac-1 y posteriormente ser electroporadas en la cepa de P. pastoris GS115 (Figura

8.13).
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Figura 8.13. Linearizaciéon de construcciones pPICZaA_Rv3671crv y pPICZaA_Rv3671csa con Sac-1.
Representacion de un gel de agarosa al 1% en el que se muestran (1) marcador de peso molecular, (2) pPICZaA
sin Sac-1, (3) pPICZaA con Sac-1, (4) construcciéon pPICZaA_Rv3671cru sin Sac-1, (5 — 7) construcciones
pPICZaA_Rv3671ctm con Sac-I, (8) construccién pPICZaA_Rv3671csa sin Sac-I, (9 — 11) construcciones
pPICZaA_Rv3671cs, con Sac-1. Se muestra el vector linearizado pPICZaA con un tamafio de ~3.6 kpb, la
construccién pPICZaA_Rv3671cry con un tamafio de ~4.8 kpb y la construcciéon pPICZaA_Rv3671cs, con un
tamafio de ~4.5 kpb.

Células electrocompetentes de P. pastoris GS115 fueron transfectadas con las
construcciones pPICZaA_Rv3671cry y pPICZaA_Rv3671cs, y posteriormente sembradas en
medio YPD+Zeo [100 pg/mL], utilizando el antibidtico zeocina como marcador de seleccion

para la identificacion de las clonas transfectadas con las construcciones (Figura 8.14A).
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(A) Control de antibidtico

(B) GS115 + pPICZaA_Rv367lcpy

Clona 3 Clona 7 Clona 9

(©) GS115 + pPICZaA_Rv3671cgy

Clona 1 Clona 2

Figura 8.14. Transfeccion de las construcciones pPICZaA_Rv3671crv y pPICZaA_Rv3671csq en P. pastoris
GS115. Obtencién de colonias de P. pastoris GS115 transfectadas con (A) control de antibiético, (B) construccién
pPICZaA_Rv3671crv y (C) construccion pPICZaA_Rv3671cs,.

99



Capitulo VIII. RESULTADOS

Las placas de YPD+Zeo [100 pg/mL] fueron incubadas a 30 °C por un periodo de 48
horas, tiempo en el que se identificé la aparicion de colonias. Las clonas 3, 7 y 9 fueron las
clonas aleatoriamente seleccionadas de la construccién pPICZaA_Rv3671cry (Figura 8.14B),
asi como la clona 1,2 y 7 de la construccién pPICZaA_Rv3671cs, (Figura 8.14C), en donde
todas ellas habian demostrado ser construcciones correctamente sintetizadas. En ambos casos la
aparicion de colonias representd un nuimero escaso, sin embargo todas las clonas fueron
debidamente respaldadas y analizadas en la buisqueda de clonas de P. pastoris portadoras del

gen Rv3671c en su forma transmembranal y soluble.

8.2.2. Genotipificacion de clonas de P. pastoris portadoras del gen Rv3671c.

Para realizar el andlisis de las clonas de P. pastoris portadoras del gen Rv3671c, se identifico la
presencia de este mediante PCR empleando los primers AOXI-F y AOX-R, dado que las
secuencia del gen de interés debid posicionarse entre los elementos de la region promotora del

gen AOXI1 (Figura 8.15).
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r A \ Terminador AOX1 ‘\ BxHis
(1048 .. 1068) AOXI-R‘ (3132 .. 3152) AOXI-F‘ EM7 promoter. | | Myc AOX1-F (7861 .. 7881)
L |
2500 5000 . 75001 10,000
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Figura 8.15. Esquematizacion del alineamiento de los primers AOX1 en el cassette de expresion en las clonas
recombinantes de P. pastoris GS115.Los primers de AOX1 generan un amplicon de 2105 pb en el gen endégeno
de AOX1 en P. pastoris GS115, con un segundo amplicén de (A) 1725 pb en la construccién pPICZaA_Rv3671cmm
0 (B) 1365 pb en la construccién pPICZaA_Rv367 1csel.

Inicialmente, todas las clonas de P. pastoris que fueron obtenidas en las placas de

YPD+Zeo [100 pg/mL] fueron inoculadas en caldo YPD para la posterior extraccion de ADNg

de las levaduras mediante la técnica de TSNT (Figura 8.16).

Figura 8.16. Extraccion de ADNg de P. pastoris GS115 transfectadas con las construcciones
pPICZaA_Rv3671crm y pPICZaA_Rv3671csq. (A) Representacion de un gel de agarosa al 1% en el que se
muestran (1) marcador de peso molecular, (2) ADNg de P. pastoris GS115 y los ADNg de las transfectantes con
pPICZaA_Rv3671crv en (3 — 5) clona 3, (6 — 8) clona 7 y (9 — 10) clona 9. (B) Por su parte se muestran (1)
marcador de peso molecular, (2) ADNg de P. pastoris GS115 y las extracciones de ADNg de las transfectantes con
pPICZaA_Rv3671csq de (3 —7) clona 1, (8) clona 2, (9 — 10) clona 7.

El material genético extraido fue cuantificado en nanodrop y la integridad verificada
mediante su resolucion en geles de agarosa lo mostraron adecuado para el anélisis de PCR. En

la Figura 8.17 se muestran los amplicones obtenidos.
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Figura 8.17. Validacién por PCR del genotipo AOX1/Rv3671crvm y AOX1/Rv3671csqa en P. pastoris GS115.
(A) Representacion de un gel de agarosa al 1% en el que se muestran (1) marcador de peso molecular, (2)
amplificacion del gen AOX1 en P. pastoris GS115 y los amplicones del gen AOX1/Rv3671crv en (3 —5) clona 3,
(6 -8)clona7,(9-10)y clona 9. (B) Por otro lado se observa (1) marcador de peso molecular, (2) amplificacién
del gen AOX1 en P. pastoris GS115 y los amplicones del gen AOX1/Rv3671csq en (3 —7) clona 1, (8) clona 2, (9
—10) y clona 7.

8.2.3. Analisis por secuenciacion de clonas de P. pastoris recombinantes.

Para validar que las construcciones de levaduras cuentan con el cassette de expresion y que este
no presenta ninguna alteracion que pueda repercutir en la expresion de la proteina de interés, se
purificaron los productos de PCR correspondientes a las variantes transmembranal y soluble de
la proteasa MarP insertadas en el genoma de la levadura P. pastoris (Figura 8.18). Los
productos de PCR fueron enviados para su secuenciacién a la Unidad de Biologia Molecular del
Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM, con los cuales se evidencié que las construcciones
de las dos variantes del gen Rv3671c se ubican en marco de lectura con la secuencia de secrecion
alfa del vector pPICZaA, ademds de no mostrar cambios nucleotidicos indeseados (Figura

8.19).
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Figura 8.18. Amplificaciéon por PCR de los cassettes AOX1/Rv3671crm y AOX1/Rv3671csq en ADNg de P.
pastoris GS115. Representacion de un gel de agarosa al 1% en el que se muestran (1) marcador de peso molecular,

(2) amplificacion del gen AOX1/Rv3671crv y (3) amplificacion del gen AOX1/Rv3671csor.
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Figura 8.19. Analisis de secuenciacion de los cassettes de expresion AOX1/Rv3671crv y AOX1/Rv3671cso1.
La secuencias correspondientes al genotipo AOX1/Rv3671ctm (A) y AOX1/Rv3671csy (B) muestran en rosa la
secuencia correspondiente a la regién de secrecion alfa, en amarillo el sitio de restriccién Xho-I (ctcgag) ubicado
en el extremo —3’ del inserto, y en verde la secuencia correspondiente al gen de interés de la respectiva variante.
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8.3. INDUCCION DE LA EXPRESION DE MarP RECOMBINANTE.
8.3.1. Expresion de la proteina MarP y evaluacion del crecimiento de las clonas
recombinantes de P. pastoris en medio con MetOH.

Las clonas recombinantes V1C7.2 y V3C7.2 de P. pastoris correspondientes al genotipo
Rv3671crm y Rv3671cs, respectivamente, fueron dos cepas que mostraron por PCR la presencia
de su respectivo cassette de expresion, y que a su vez no presentaron alteraciones en su
secuencia, por lo que fueron seleccionadas como candidatas a la evaluacion de la produccion de
la proteina recombinante MarPry y MarPs,. De manera inicial, las clonas recombinantes de P.
pastoris fueron inoculadas en el medio BMMY para inducir la produccion de proteinas con
metanol al 1% siguiendo las condiciones estdndar de pH 6.0 por un periodo de cinco dias. El
crecimiento de las clonas recombinante fue monitoreado haciendo una lectura de densidad
Optica a 595 nm cada 24 horas hasta el término de la fermentacién, observando un crecimiento
exponencial hasta las 96 horas, con ninguna diferencia entre las tres cepas recombinantes con

respecto a la cepa silvestre GS115 como control del crecimiento de la levadura (Figura 8.20).
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Figura 8.20. Curva de crecimiento de las levaduras productoras de las proteinas MarPrv y MarPs,. Cinética
de crecimiento de las cepas de P. pastoris GS115 (negro), la cepa productora de MarPry (rojo) y la cepa productora
de MarPs,, (azul).
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Una vez finalizada la fermentacion, los sobrenadantes de cultivo fueron analizados
mediante SDS-PAGE y western blot. Como se observa en la Figura 8.21 el carril 4
correspondiente con el sobrenadante de cultivo de la cepa productora de MarPs,, presenta un
perfil de bandas diferente al de la cepa silvestre (carril 2) y al de la cepa productora de MarPry,
(carril 3). Por otro lado, al realizar el marcaje especifico con el anticuerpo anti C-myc en el
western blot se observa una sefal positiva solo en la cepa productora de MarPs,, encontrando
una banda de ~28 kDa y otra de mayor tamafio con un peso de entre 38 y 49 kDa. Mientras que
la banda inferior corresponderia con una forma autoprocesada de la proteasa MarPs,, la banda

superior tedricamente podria coincidir con una serie de agregaciones de la misma proteina.

kDa
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49

38

28

14

Figura 8.21. SDS-PAGE y western blot de los sobrenadantes de cultivo de las cepas de P. pastoris
productoras de MarPry y MarPs,. Representacion de un gel de poliacrilamida al 12% en el que se muestra (1)
marcador de peso molecular, (2) la cepa GS115, (3) MarPry y (4) MarPs,. En el western blot se muestran (5) la
cepa GS115, (6) MarPrv y (7) MarPs,,.
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8.3.2. Efecto del pH en la produccion de MarPs, recombinante durante el cultivo de 7.
pastoris.
En los estudios previos de la proteasa MarP se ha descrito una asociacién de la funcion de esta
enzima con la condicién de pH en la que se encuentre!'®, por lo cual se realizaron una serie de
fermentaciones a diferentes pH y se analizé el efecto que estos cambios presentaran en el
crecimiento de las levaduras, y en la expresion de la proteasa recombinante. Como se observa
en la Figura 8.22, al crecer la cepa GS115+MarPs, en el medio BMMY a diferentes pH se
observa un aparente retraso en el crecimiento conforme el medio se encuentra en condiciones

alcalinas, no mostrando diferencias significativas en un rango de pH entre 4 — 6.

pH4
pHS
pH6
pH7
—— pH8
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D.0.595 nm
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0 24 48 72 96 120
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Figura 8.22. Curva de crecimiento de la cepa productora de MarPs, en diferentes pH. Cinética de crecimiento
de la cepa GS115+MarPs, en el medio de induccion de proteinas BMMY preparado con diferentes pH.

Por otro lado, cuando se evaluaron los sobrenadantes para conocer los niveles de
expresion de la proteasa MarPs, inicialmente no se observan diferencias en el patrén de
proteinas en el SDS-PAGE teflido con azul de Coomassie (Figura 8.23 carriles 2-6), sin
embargo, al realizar el inmunomarcaje en el western blot se encontré un patrén de bandas

dependientes del pH al que se realiz6 la fermentacién. Mientras que a pH 4cidos se encontraron

106



Capitulo VIII. RESULTADOS

las bandas de ~28 kDa y la otra de un tamafio mayor (Figura 8.23 carriles 7-9), conforme
aumenta el pH se observa una disminucion de la sefal en la banda de ~28 kDa y a la par aparece
una banda en un tamaio entre los 28 y 38 kDa que tedricamente puede coincidir con el tamafo
real de la proteasa MarPs,, (Figura 8.23 carriles 10 y 11). A su vez también se encontré que
cuando la fermentacion se realiz6 a pH 8.0 la banda superior no aparecié. Con base en esto se
definié como condicién de fermentacion utilizar el medio de cultivo a pH 6.0 en la cual se

mantiene la presunta actividad de proteasa en un punto medio.

Figura 8.23. Evaluacién de la expresion de MarPs, en diferentes pH. Las muestras se analizaron por SDS-
PAGE (carriles 1 — 4) y western blot (carriles 7 — 11). Las muestras que se cargaron corresponden al sobrenadante
de las fermentaciones realizadas a pH 4.0 (carriles 2 y 7), pH 5.0 (carriles 3 y 8), pH 6.0 (carriles 4 y 9), pH 7.0
(carriles 5y 10) y pH 8.0 (carriles 6 y 11).

8.3.3. Purificacion de MarP recombinante por cromatografia de afinidad a niquel.
Posteriormente, y haciendo uso de la etiqueta de histidinas fusionada con la proteina
recombinante MarP se realiz6 su purificacion mediante cromatografia de afinidad a los iones de
niquel. Ademads de ser un paso en el que se purific6 MarPs, y se eliminaron todas las otras

proteinas presentes en el mismo sobrenadante de cultivo de P. pastoris, también fue un paso que

funcion6 como para concentrar la proteina, al obtener en las primeras dos eluciones colectadas
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la totalidad de la misma, siendo la primer fraccion la que mostré una mayor intensidad en el

western blot y un producto residual en la segunda coleccién (Figura 8.24 carriles 2-3).

Figura 8.24. Purificacion de MarPs, por cromatografia de afinidad a Ni?*. Las muestras que se cargaron
corresponden al sobrenadante de la fermentacién (control positivo; carril 1), MarPs, purificada (carriles 2 y 3) y
fracciones siguientes de la elusién durante el método de purificacion (carriles 4 y 7).

La purificaciéon de MarPs,; mostré un 6ptimo rendimiento al no observar perdidas de
proteina recombinante durante los diferentes pasos del proceso de purificacion. En la Figura
8.25 se muestra la evidencia sobre como durante los lavados de la resina para purificar MarPs,,

no hubo desprendimiento de esta que pudiera significar una disminucién en la eficiencia del

método.
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38

28

14

Figura 8.25. Pasos de lavado durante la purificacion de MarPs, por cromatografia de afinidad a Ni?*. Las
muestras que se cargaron corresponden al sobrenadante de la fermentacion (control positivo; carril 1) y a los
diferentes pasos de lavado de la resina en interaccion con MarPs, (carriles 2 — 6).
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8.3.4. Eliminacion de imidazol en MarP recombinante purificada con columnas PD-10.

Uno de los inconvenientes con el método de purificacion por cromatografia de afinidad a Ni**
fue la presencia de una elevada concentracién de imidazol y NaCl en las muestras de proteina,
por lo que para eliminar estos solutos se utilizé un sistema de desalado con las columnas PD-10
y la matriz de sephadex G25. Como se presenta en la Figura 8.26 (carril 2) la proteina purificada
se recuperd en la muestra desalada, no observando pérdidas durante el método al realizar lavados
adicionales de la columna PD-10. La concentracién promedio de proteina MarPs,, obtenida hasta

este punto del proceso de purificacion fue de 45.3+13.4 pg/mL, en un protocolo de fermentacion

de 100 mL.

kDa 1 2 3 4

Figura 8.26. Desalado de MarPs, con columnas PD-10. Las muestras que se cargaron corresponden al
sobrenadante de la fermentacion (control positivo; carril 1), MarPs, desalado (carril 2) y lavados de columna PD-
10 (carril 3 —4).

Para validar la eliminacién de los solutos contaminantes en la muestra de MarPs,
purificada, se monitored la presencia del imidazol mediante un andlisis espectrofotométrico

utilizando un NanoDrop 2000. Inicialmente se definid el espectro de absorcion del imidazol

haciendo uso de una curva estandar entre 0.062 — 1 M en un rango de longitud de onda entre los
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200 y 300 nm, encontrando el punto éptimo de absorcion a los 230 nm (Figura 8.27A). Una
vez definido este pardmetro, se realizaron las lecturas de absorbancia a 230 nm en las muestras
eluidas en la columna PD-10, observando que en la primera elusiéon que corresponde a la de la
muestra MarPs,, los niveles de imidazol son menores a los de una concentracién de 0.062 M
(Figura 8.27B). Posteriormente conforme se realizan mas elusiones, los pequefios solutos que
habian sido retenidos en la matriz de sephadex G25 comenzaron a presentarse, observando
mayores niveles de absorbancia a 230 nm con tendencia al incremento en los lavados de la

columna PD-10 (Figura 8.27B).
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Figura 8.27. Analisis espectrofotométrico del imidazol en muestras desaladas por columnas PD-10. (A)
Espectro de absorcion de imidazol [0.062 — 1 M] entre los 200 — 300 nm. (B) Lecturas de absorbancia del imidazol
a 230 nm. Las barras en blanco muestran el patrén de la curva estdndar; las barras en negro corresponden a las
muestras eluidas en la columna PD-10; la barra gris representa el buffer de elusion utilizado durante la
cromatografia de afinidad a Ni?*, cuya concentracién de imidazol es de [0.5 M].

8.3.5. Analisis de glicosilacion en la proteina recombinante MarP.

Dentro de las caracteristicas descritas en las proteinas de M. tuberculosis se menciona la

capacidad de incorporarles residuos de carbohidratos, principalmente pequefas cadenas de
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residuos manosilados, y a su vez esta es una propiedad similar a las modificaciones
postraduccionales llevadas a cabo en la levadura P. pastoris, principalmente en residuos N-X-
T/S. En la secuencia aminoacidica de la proteasa MarP se ubicaron dos potenciales sitios de
glicosilacién con base en el dominio N-X-T/S (Figura 8.28A). Al analizar la estructura
tridimensional de la proteasa MarP (PDB ID: 3K6Y) se observé que los sitios probables de
glicosilacion se localizan relativamente alejados del sitio activo, lo que sugiere que no existiria

una interferencia en su actividad enzimatica (Figura 8.28B).

(A) (B)
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EPSVVKIRSLAPRCOQKVLEGTGFVI
SPDRVMTNAHVVAGSN.IIVYAGDK
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Figura 8.28. Presencia de glicosilaciones en la proteasa MarPs,. (A) Secuencia aminoacidica de MarP en la que
se seflalan los residuos cataliticos del sitio activo (amarillo) y los probables sitios de glicosilaciéon N-X-T/S
(subrayado) con énfasis en el residuo de asparagina (rojo). (B) Representacion tridimensional de la proteasa MarP
en donde se resaltan el sitio activo (amarillo) y los residuos de glicosilacién (rojo).

Posteriormente, para validar de manera experimental la presencia de glicosilaciones en

la proteina MarPs, expresada en P. pastoris, la proteina recombinante fue tratada con la

glicosidasa PNGasa F para remover todos aquellos oligdmeros de carbohidratos enlazados en
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forma de N-glicosilaciones a diferentes residuos de asparagina. Después del tratamiento
enzimatico la proteina MarPs,, fue resuelta en un gel de poliacrilamida y revelada en un western
blot encontrando una perdida en su peso molecular por debajo de los 28 kDa, en comparacién
con la proteina no tratada con la glicosidasa PNGasa F, sugiriendo que esa diferencia de peso

molecular es proporcionado por las glicosilaciones en la proteina (Figura 29).
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Figura 8.29. Desglicosilacion de la proteasa MarPs, con PNGasa F. Anilisis por western blot en donde se
muestra la sefial correspondiente a MarPs, con su tamafio de aproximadamente 28 kDa (carril 1) y MarPs, +
PNGasa F con un tamafio inferior a los 28 kDa (carril 2).

8.4. EVALUACION DE ACTIVIDAD IN VITRODE MarP RECOMBINANTE.

8.4.1. Digestion de albiimina y evaluacion de protedlisis por electroforesis de proteinas.
Dentro del propdsito de expresar a la proteasa MarP estd el conocer el efecto enzimdtico que
esta presenta en un modelo biolégico, por lo que para validar su actividad de proteasa se
realizaron una serie de ensayos en donde se expuso a la proteina recombinante a diferentes
substratos. Primeramente se realiz6 un ensayo de protedlisis en el que se utiliz6 ASB como

substrato y MarPs, fue incorporada en la reaccion en concentraciones de [5 pg/mL] y [10
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pg/mL]. Posterior al tiempo de incubacién las reacciones fueron procesadas por SDS-PAGE,
observando distintos patrones de corrimiento entre las digestiones realizadas con tripsina y las
diferentes concentraciones de MarPs, (Figura 8.30A). Adicionalmente, se realizd una
semicuantificacion de la albumina que no fue degradada, considerando la reaccién sin enzima
como el 100% (Figura 8.30A, carril 2), y con base en esto se observé un remante del 18.9%
para el control positivo de tripsina, mientras que en los tratamiento de MarPs, se conservé el
439% (5 pg/mL) y 16.8% (10 pg/mL), lo que se consideré como la primer evidencia de

actividad de proteasa (Figura 8.30B).
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Figura 8.30. Digestion de albimina por MarPs, y analisis por SDS-PAGE. (A) Representacion de un gel de
poliacrilamida al 15% en el que se muestran (1) marcador de peso molecular, (2) albimina no digerida, (3) albtimina
digerida con tripsina, (4) albimina digerida con MarPs,, [5 pg/mL], (5) albimina digerida con MarPs, [10 pg/mL].
Anadlisis semicuantitativo del porcentaje de albimina no digerida, tomando como el 100% el control negativo (barra
blanca). (B) La semicuantificacion se realiz6 en el programa Imagel.

8.4.2. Evaluacion de actividad de proteasa tipo tripsina por hidrdlisis de p-nitroanilina.
La proteasa MarP es descrita como poseedora de un dominio de actividad tipo tripsina, por lo

que para definir esta caracteristica se realizé un segundo andlisis de protedlisis empleando el

substrato Na-Benzoil-L-arginina 4-nitroanilida (BApNA). Cuando el substrato BApNA es
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procesado proteoliticamente por una serin proteasa con actividad del tipo tripsina, este generara
un producto de color amarillo derivado de la hidrolisis de la p-NA y el Na-Benzoil-L-arginina
(Figura 8.31A). Inicialmente, para definir la concentracion ideal del substrato en la reaccién de
protedlisis, este se utiliz6 en un rango de 1 mM — 10 mM, empleando tripsina como proteasa
modelo en una concentracion de [35 pg/mL], y monitoreando la liberacion de p-NA midiendo
su absorbancia a 405 nm durante una cinética de 2 horas. Con base en esta cinética se definid
una concentracion de 5 mM de substrato como un punto medio en el que es posible ubicar la

velocidad inicial de la reaccion hasta la llegada a su punto de equilibrio (Figura 8.31B).
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Figura 8.31. Hidrdlisis de BApNA por tripsina y estandarizacion del sistema para cuantificacion de actividad
proteolitica. (A) Representacion de la reaccion de hidrdlisis del substrato Na-Benzoil-L-arginina 4-nitroanilida
por accién de proteasas con actividad de tipo tripsina. En el compuesto BApNA se identifica el enlace (1) que al
hidrolizarse por accién de una proteasa de serina genera los productos Na-Benzoil-L-arginina y p-nitroanilina. (B)
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Hidrdlisis de BApNA (1 mM — 10 mM) con tripsina [35 pg/mL] y medicién de p-NA a 405 nm. (C) Hidr6lisis de
BApNA [5 mM] con tripsina (1.25 pg/mL — 30 pg/mL) y medicién de p-NA a 405 nm. (D) Curva de calibracién
de actividad proteolitica con respecto a la medicién de p-NA a 405 nm. Las unidades de actividad se calcularon
con base en la actividad de tripsina de 54.12 mU/pg y con respecto a las concentraciones utilizadas en (C)
definiendo el rango lineal entre los 270.6 mU/mL (5 pg/mL) — 1623.6 mU/mL (30 pg/mL).

Posteriormente, se definié el rango dindmico de la reaccion utilizando tripsina como
modelo, en un rango de concentraciones desde los [1.25 pg/mL] — [30 pg/mL], con los 5 mM
de BApNA previamente definidos (Figura 8.31C). Con base en la evidencia anterior, se
construy6 una curva de calibracion para poder interpolar la actividad de la proteasa MarPs,, a
partir de las absorbancias obtenidas de sus reacciones proteoliticas empleando el sistema
previamente definido. La curva de calibracion fue construida con las unidades de actividad de
tripsina (mU/mL) tomando en consideracion que 1 pg de tripsina posee 54.12 mU de actividad
enzimética (Figura 8.31D).

Con base en el sistema previamente establecido, se realizaron las determinaciones
empleando ahora como enzima a la proteasa MarPs,, purificada. Primeramente, se monitoreo la
liberacion de p-NA en la reaccion proteolitica llevando a cabo la reaccion a pH 4.0, pH 7.0 y
pH 8.0, observando una taza de hidrélisis muy parecida entre las diferentes condiciones (Figura
8.32A). Cuando se calculd la actividad de proteasa igualmente se observaron niveles muy
similares de 274.7 £ 0.53 mU/mL para la reaccién desarrollada a pH 4.0, 277.3 £ 1.87 mU/mL
apH 7.0 yde 2772 £ 1.72 mU/mL cuando esta se desarrollé a pH 8.0 (Figura 8.32B). Con

base en estos resultados se establecio la condicion de pH 7.0 para desarrollar las reacciones de

protedlisis utilizando MarPs,, con el substrato BApNA.
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Figura 8.32. Cuantificacion de actividad de MarPs, en diferentes pH. (A) Se midi6 la cinética de liberacién
del p-NA en funcién de la actividad de MarPs, a pH 4.0, pH 7.0 y pH 8.0. (B) La cuantificacién de la actividad de
MarPs,, se calcul6 interpolando las absorbancias de la reaccién desarrollada a pH 4.0, pH 7.0 y pH 8.0 en la curva
de actividad de tripsina.

Finalmente, como se menciond en la Figura 8.28B la existencia de probables sitios de
glicosilacién en MarPs,, se ubican relativamente alejados del dominio catalitico, lo que en teoria
no tendria efectos sobre sus niveles de actividad. Para validar este hecho, una MarPs,, tratada
con PNGasa F fue utilizada para llevar a cabo la reaccion de protedlisis utilizando BApNA como
sustrato. Al realizar una cinética de liberacion de p-NA se observdé un comportamiento
relativamente similar entre los tratamientos (Figura 8.33A), y cuando se calcul la actividad de
proteasa se encontré un nivel 375.7 & 1.57 mU/mL para MarPs, y de 380.5 + 2.19 mU/mL en
el tratamiento de la proteina desglicosilada (Figura 8.33B), concluyendo con esta evidencia que
los residuos de carbohidratos no influyen sobre la capacidad enzimatica de la proteasa MarPs,,.
La actividad de proteasa de MarPs, fue calculada para cada uno de los lotes de proteina
recombinante producida y purificada presentando ligeras variaciones entre producciones, sin

embargo realizando un andlisis entre diferentes lotes de MarPs, se calcul6 una actividad de

proteasa promedio de 294.0 + 59.87 mU/mL.
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Figura 8.33. Cuantificacion de actividad de MarPs, desglicosilada. (A) Se midi6 la cinética de liberacién del
p-NA en funcién de la actividad de MarPs, y MarPs, + PNGasa F. (B) La cuantificacién de la actividad de MarPs,
se calcul6 interpolando las absorbancias de la reaccion desarrollada con MarPs, y MarPs, + PNGasa F, en la curva
de actividad de tripsina.

8.5. EFECTO DE MarP EN LA POLARZACION DE MACROFAGOS.

8.5.1. Evaluacion del efecto de la proteasa MarP con monocitos humanos purificados.
Una vez que se valido que la proteina recombinante MarPs, expresada en P. pastoris presentaba
una actividad de proteasa funcional y se determiné dicha actividad, lo siguiente fue llevar el
bioldgico a un sistema in vitro de diferenciacion de macréfagos. Inicialmente una poblacion de
monocitos humanos purificados fueron expuestos a una serie de concentraciones de MarPs, y
en primera instancia se determind que a los [5 pg/mL] y [10 pg/mL] las células se observaron
adheridas a la placa con ligeros cambios morfoldgicos, lo que sugiere una respuesta favorable
por parte del estimulo a las células (Figura 8.34A). Asi mismo se midi6 mediante el ensayo de
MTS la actividad metabdlica de las células estimuladas con MarPs, como indicativo de
viabilidad celular con respecto a aquellas células no tratadas, encontrando que no existe una

diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos (Figura 8.34B).
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Figura 8.34. Analisis de viabilidad celular en monocitos humanos purificados y estimulados con MarPs,. (A)
Imdagenes representativas de un cultivo celular in vitro de monocitos estimulados con MarP en concentraciones de
[5 pg/mL] y [10 pg/mL]. El control basal corresponde a células sin estimulo. (B) El andlisis de viabilidad con MTS
se realiz6 con las células posterior al protocolo de diferenciacion. La absorbancia se midié a 490 nm y el anélisis
estadistico se realizé comparando las absorbancias con respecto al control basa.

Posteriormente, habiendo demostrado el efecto inocuo que presentd la proteasa MarPs,,
en estas dosis frente a los monocitos humanos, los sobrenadantes de cultivo fueron colectados
y tratados para la cuantificacion de IL-12 o IL-4, como los marcadores de diferenciacion a
macréfagos M1/M2 que anteriormente se habia definido'®’. Cuando las células fueron tratadas
con [5 ug/mL] y [10 pg/mL] de MarPs,, se detectaron niveles de IL-12p40 de hasta 93.8 + 51.0
pg/mL y 46.9 + 9.9 pg/mL, respectivamente, mostridndose significativamente distintos de las

células control (Figura 8.35A). Por su parte, cuando se cuantificé la liberacion de IL-4 esta

citocina fue apenas medible en algunos individuos, encontrando valores de 7.8 + 4.4 pg/mL
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para la dosis de [5 pg/mL] y de 14.7 £ 11.0 pg/mL para los [10 pg/mL] de MarPs,, (Figura

8.35B).
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Figura 8.35. Cuantificacion de citocinas IL-12p40 e IL-4 en monocitos estimulados con MarPs,.
Determinacion de los niveles de IL-12p40 (A) e IL-4 (B) en cultivo celular de macréfagos derivados de monocitos
humanos purificados estimulados por tres dias con MarPs,. Los valores son expresados como la media + SD de
tres experimentos independientes. Las células no estimuladas fueron utilizadas como tratamiento control para los
niveles basales de produccion de citocinas.

A pesar de haber encontrado niveles diferenciales de las dos citocinas cuantificadas,
sorprendentemente la deteccion de IL-12p40 fue un resultado mas consistente en los monocitos

estimulados con MarPs,,, con respecto a cuando en el proceso de diferenciacion de macréfagos

se emplean las proteasas trombina o tripsina, con niveles consistentes de IL-4.

8.5.2. Efecto de la proteasa MarP en monocitos de la linea celular THP-I.

Debido a la alta taza de variacion que aparecieron en los resultados de citocinas de los cultivos
de células humanas purificadas, como se ha descrito previamente'®’, el modelo de polarizacién
de macréfagos fue posteriormente replicado ahora en la linea celular de monocitos humanos

THP-1. Empleando la dosis fijada de [10 pg/mL] de la proteasa recombinante MarPs, se
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realizaron las cuantificaciones de las citocinas IL-12p40 e IL-4, no encontrando resultados en
estas determinaciones (Figura 8.36AB). Sin embargo, el modelo fue validado con base en los
controles de polarizacion, en donde en los macréfagos M1 se detectaron niveles de IL-12p40 de
1924.0 £ 15.9 pg/mL (Figura 8.36A), mientras que para los macréfagos M2 se obtuvieron

niveles de IL-4 de 554.8 + 6.8 pg/mL (Figura 8.36B).
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Figura 8.36. Cuantificacion de citocinas IL-12p40, IL-4, TNF-a e IL-10 en células THP-1 estimuladas con
MarPs,. Determinacion de los niveles de 1L-12p40 (A), IL-4 (B), TNF-a (C) e IL-10 (D) en cultivo celular de
monocitos THP-1 estimulados por tres dias con MarPs,. Los valores son expresados como la media + SD de tres
experimentos independientes. Las células no estimuladas fueron utilizadas como tratamiento control para los
niveles basales de produccién de citocinas. Los controles de macréfagos M1 (IFN-y / LPS) y M2 (M-CSF / IL-4)
fueron empleados como controles positivos para validad la produccidn de citocinas.

Con base en los resultados anteriores no se observaron los criterios para definir el
fenotipo de macr6fago M1/M2 basado en la produccion de las citocinas IL-12p40 e IL-4, por lo
que al tomar el indicio de los monocitos purificados sobre un posible fenotipo pro-inflamatorio

se realizé la cuantificacion de TNF- a en los sobrenadantes de cultivo de las células estimuladas
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con MarPs,, encontrando niveles de 93.9 + 3.0 pg/mL (Figura 8.36C), sin embargo,
adicionalmente también observamos la deteccidn de la citocina de cardcter anti-inflamatorio IL-
10 (165.9 £ 8.8 pg/mL; Figura 8.36D), aunque con una ligera variacion entre ensayos por lo

que en ocasiones no fue posible su cuantificacion.

8.5.3. Participacion de los receptores PARs en la actividad de la proteasa MarP.

Las proteasas de serina han sido utilizadas como un estimulo en la diferenciaciéon de macréfagos
M1/M2, y recientemente se a demostrado que estas participan en dicho proceso a través de la
activacion de los receptores PARs. Posteriormente a la evidencia obtenida, para demostrar si el
efecto de la proteasa MarPs, en el cultivo de células THP-1 es dependiente de su actividad
enzimatica como proteasa, MarPs,, fue inactivada por calor a 80 °C por 1 hora, y utilizada como
estimulo de diferenciacion encontrando que los niveles de produccion de TNF- a se redujeron
draméticamente (Figura 8.37A).

Si la produccion de TNF- a por accién de la proteasa MarPs, es dependiente de su
actividad enzimatica, probablemente la activacion de los receptores PARs estén jugando un
papel importante, por lo que en inicio se bloqued la activacion del receptor PAR1 empleando el
inhibidor SCH79797, con lo que los niveles de TNF- a detectados después de la estimulacion
con MarPs,, se redujeron significativamente entre un 92.5 % — 71.9 % (Figura 8.37A). Aunque
el inhibidor SCH79797 se ha identificado como un fadrmaco que puede generar un efecto nocivo
en células en cultivo, las concentraciones utilizadas en el experimento han sido previamente
definidas como inocuas preservando sus efectos como inhibidor. Para validar este planteamiento
se desarroll6 un andlisis de viabilidad con MTS sobre las células tratadas con SCH79797 y la

proteasa MarPs,, encontrando una viabilidad similar a las del tratamiento basal (Figura 8.37B).
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Figura 8.37. Efecto de la inhibicion del receptor PAR1 en células THP-1 estimuladas con MarPs,. (A)
Cuantificacion de los niveles de TNF-a en células THP-1 tratadas con MarPs,, MarPs, inactivada por calor (A) y
MarPs, en presencia del inhibidor del PAR1 SCH79797 [0.01 uM, 0.1 uM y1 uM]. Los valores son expresados
como la media + SD de tres experimentos independientes. Las células no estimuladas fueron utilizadas como
tratamiento control para los niveles basales de produccion de citocinas. (B) Determinacién de la viabilidad en
células expuestas a MarPs, y el inhibidor del PAR1 SCH79797. La viabilidad celular se compard con respecto a
las células que no recibieron un estimulo.

Analogamente a lo observado en las células THP-1 estimuladas con MarPs,, cuando se
inhibi6 la via desencadenada por la activacion del PARI, al utilizar el péptido sintético
FSLLRY-NH, se encontré una reduccién en los niveles de TNF- a de entre los 80.5 % — 74.9

% (Figura 8.38A).
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Figura 8.38. Efecto de la inhibicion del receptor PAR2 en células THP-1 estimuladas con MarPs,. (A)
Cuantificacion de los niveles de TNF-a en células THP-1 tratadas con MarPs,, MarPs, inactivada por calor (A) y
MarPs, en presencia del inhibidor del PAR2 FSLLRY-NH. [50 puM y100 uM]. Los valores son expresados como
la media + SD de tres experimentos independientes. Las células no estimuladas fueron utilizadas como tratamiento
control para los niveles basales de produccién de citocinas. (B) Determinacién de la viabilidad en células expuestas
a MarPs, y el inhibidor del PAR2 FSLLRY-NH,. La viabilidad celular se compar6 con respecto a las células que
no recibieron un estimulo.

Al realizar el analisis de viabilidad celular para conocer los efectos toxicos que el
inhibidor del receptor PAR2 pudiera presentar sobre las células THP-1 en cultivo, no se

encontraron diferencias con respecto a las células en estado basal, considerando de esta forma

un rango de concentraciones inocuo para las células (Figura 8.38B).

8.5.4. Vias de sefialamiento implicadas en los macroéfagos estimulados con MarP.

En este punto la proteasa MarPs, a mostrado tener un efecto sobre las células THP-1 con la
liberacion de TNF- o y que a su vez esta induccion implica la participacion de los receptores
PAR1/2. Para indagar con profundidad, se observd que al bloquear una serie de vias de
sefialamiento intracelular consideradas puntos clave en la expresion del TNF- a (NF-kB, MAPK
y PKC) cuando las células son estimuladas con MarPs,, los niveles de expresion de esta citocina
son reducidos dramdticamente a 11.44 + 2.7 pg/mL (BAY 11-7082),43.3 + 6.6 pg/mL (U0126)
y 84.9 + 8.3 pg/mL (Ro-32-0432), comparados con los niveles inducidos por MarPs,, de 250.7
+ 72.4 pg/mL (Figura 39A).

Las vias de sefialamiento en estudio, NF-kB, MAPK y PKC, implican una serie de
procesos vitales para la célula, por lo que su inhibicion puede repercutir en su funcionamiento
normal e inclusive impactar en su viabilidad celular, por lo tanto, para descartar que estas
reducciones tan abruptas en los niveles de TNF- a generados por la estimulacién con MarPs,,

sean debido a efectos toxicos de los inhibidores utilizados se realizé un ensayo de MTS,
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encontrando que los tratamientos no presentaron diferencias estadisticamente significativas con

respecto a las células control no tratadas (Figura 39B).
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Figura 8.39. Inhibicion de sefalizacion intracelular en células THP-1 estimuladas con MarPs,. (A)
Cuantificacion de los niveles de TNF-a en células THP-1 tratadas con MarPs,, y MarPs, en presencia de los
inhibidores de las vias NF-kB (BAY 11-7082 [5 uM]), MAPK (U0126 [10 uM]) y PKC(Ro-32-0432 [20 uM]).
Los valores son expresados como la media + SD de tres experimentos independientes. Las células no estimuladas
fueron utilizadas como tratamiento control para los niveles basales de produccién de citocinas. (B) Determinacion
de la viabilidad en células expuestas a MarPs,, y los inhibidores de NF-kB (BAY 11-7082), MAPK (U0126) y PKC
(Ro-32-0432). La viabilidad celular se comparé con respecto a las células que no recibieron un estimulo.

Con base en toda la evidencia presentada, la proteasa MarPs,, expresada en P. pastoris
presentd un efecto sobre la linea celular de monocitos humanos THP-1 al inducir la liberacion
de la citocina TNF- a, un efecto que depende de la actividad de proteasa per se de MarPs,, a

través de la activacion de los receptores PARI1/2, y en donde las vias de sefialamiento

intracelular NF-xB, MAPK y PKC presentan cierto grado de participacion.
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CAPITULO IX

DISCUSION

La proteasa MarP de Mycobacterium tuberculosis empleada en este trabajo fue expresada de
manera recombinante en el sistema de produccion de proteinas heter6logas en la levadura Pichia
pastoris (Komagataella phaffi), debido a las ventajas que este sistema ofrece para la produccion
de proteinas micobacterianas, incluyendo la similitud en las modificaciones postraduccionales,
el uso de codones y las grandes cantidades de proteina libre de LPS!9>!%3. Previamente, MarP
fue una proteasa que se expreso de manera recombinante en Escherichia coli en una version que
carecia de sus dominios transmembranales desde los residuos 142 al 397, debido a que la forma
completa de la proteina presento efectos toxicos en la bacteria'®. Con esto en consideracion se
buscé la expresion en P. pastoris, tanto de una forma completa (MarPry) como de una forma
recortada carente de los mencionados cruces transmembranales y la cual se designé como la
forma soluble (MarPs,). A pesar de que las levaduras recombinantes con la forma
transmembranal no presentaron defectos en su crecimiento y mostraron el genotipo positivo
Rv3671cry al realizar su amplificacion por PCR, no fue posible la deteccion a nivel de proteina
por western blot utilizando el anticuerpo c-Myc. Esta forma transmembranal estuvo ausente en

la evaluacion tanto de sobrenadantes como de lisados completos de levadura, descartando la
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posible traduccion de esta variante. Adicionalmente, se evalué por RT-PCR la expresion del
transcrito codificante para la forma transmembranal, encontrando un resultado negativo.

Posteriormente, los experimentos solo consideraron a la proteasa recombinante MarPs,,
una proteina con un tamafio tedrico de 31.8 kDa, considerando los elementos afiadidos durante
su clonacién, sin embargo los resultados mostraron un enriquecimiento en una banda con un
tamafno cercano a los 28 kDa. El anélisis realizado a diferentes pH como condicién de
fermentacion, mostré una desaparicion de la banda con tamafio superior a los 38 kDa a pH 8.0,
coincidiendo con un efecto favorecido por la proteasa Kex2, responsable de retirar la secuencia
de sefial factor-a!**. Por otro lado, al observar la expresion de la proteina recombinante en
diferentes condiciones de pH se encuentra un incremento en la intensidad en la banda de entre
28 — 38 kDa (31.8 kDa) a mayor alcalinidad en el medio, mientras que la banda de 28 kDa se
mantiene enriquecida a pH bajo. Con base en lo anterior, dado que la actividad fisioldgica de
MarP se ha visto asociada a las condiciones de pH 4cido para su funcién!®, y que existe un
demostrado sitio de autocorte después de su leucina 160'%, se sugiere que la banda de 28 kDa
corresponde a una forma autoprocesada de la proteina MarPs,. La proteina MarP de menor
tamafio al ser tratada con la glicosidasa PNGasa mostré una reduccion de peso por debajo de los
28 kDa, correspondiendo con el tamafio tedrico esperado de 27.1 kDa.

Los niveles de produccion de proteina recombinante obtenidos en este trabajo son
alrededor de 45 mg/L, los cuales son niveles de produccion inferiores con respecto a otras
proteinas de M. tuberculosis expresadas en P. pastoris como el antigeno rico en alanina-prolina
con 600 mg/L'** o la proteina CFP-32 con 500 mg/L'®, pero mayores a los de otras enzimas
recombinantes como los 4 mg/L. de una pectato liasa'*. Ademads, se obtuvo una actividad de

proteasa cercana a las 300 mU/mL utilizando el compuesto BApNA como sustrato, y se
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demostré que las residuos de glicosilacion presentes en la proteina recombinante no mostraron
interferencias con su actividad enzimdtica. A pesar de que los probables sitios de glicosilacion
que se encuentran en los residuos de asparagina 242 y 301 y que pueden ser reconocidos por P.
pastoris'’'% se mantienen alejados del sitio activo, estos residuos de carbohidratos pueden
repercutir en otros aspectos como interaccion con el sustrato, estabilidad de la proteasa o
modificaciones en el plegamiento!*”’. Previamente se reporté como la actividad de MarP alcanza
niveles maximos a pH 9.0 utilizando un tetrapéptido fluorescente WKLL-AMC y cuando esta
expresion se llevé a cabo en E. coli'®1% sin embargo, con el sistema de expresion basado en
levaduras se observo que los niveles de actividad de proteasa no presentaron diferencias entre
el pH 4.0 — 8.0, considerando inclusive la capacidad de autoprocesamiento favorecido a pH
acido observado en el western blot.

El efecto de las proteasas en la modulacién de un fenotipo adquirido por los macréfagos
fue el punto de partida de este trabajo, y considerando el valor bioldgico que esto puede
representar para M. tuberculosis. El efecto que las proteasas presentan sobre los monocitos ha
sido previamente descrito al observar como en una poblacién de CMSP estos adquieren un
fenotipo del tipo anti-inflamatorio con la expresion de CD206, CD163 y la produccién de IL-4
e IL-13'%, sin embargo en un trabajo posterior con monocitos purificados se ratifico el efecto
de las proteasas trombina y tripsina para dar lugar a un macréfago de fenotipo tipo M2a través
del receptor PAR1 y PAR2, respectivamente!®’. En el caso de este trabajo los monocitos
purificados mostraron un fenotipo inverso al mantener niveles discretos de IL-12p40, con
niveles inferiores de IL-4. Sin embargo, considerando los resultados tan variables obtenidos
entre individuos, se realizé la determinacion de citocinas en la linea celular THP-1 encontrando

niveles de TNF-a dependientes de la actividad de proteasa de MarPs,, y de la activacion de los
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receptores PAR1 y PAR?2, acompafiado adicionalmente con una secrecion de IL-10 que fue
variable entre experimentos. Estos resultados fueron similares a los reportados por Zhao et. al.
en los que encontrd la secrecidn de las citocinas pro-inflamatorias IL-1f, IL-6 y TNF-a en las
células monociticas U937 al ser estimuladas por la proteasa de M. tuberculosis Rv3668c2.

A la fecha no existen reportes que sugieran la polarizacion tal cual de un fenotipo pro-
inflamatorio en macréfagos estimulados por accién proteolitica, sin embargo hay una sélida
evidencia que sefiala a la activacion de los PARs como promotores de una respuesta inflamatoria
sugiriendo inclusive que conforman una grupo “no cldsico” de receptores PRRs que participan
en la respuesta inmune innata!®+201202_ Inclusive se han encontrado resultados en los que la
activacion de los PARs estd vinculada con la co-participacion de los TLRs de la inmunidad
innata®. Tanto las proteasas serralisina de Serratia marcescens como LepA de Pseudomonas
aeruginosa mostraron la induccion de una respuesta pro-inflamatoria, en células EBC-1'y COS-
7 respectivamente, después de la activacion de los receptores PARs y de una manera
dependiente del factor de transcripcion NF-kB!72'74, En el caso de las gingipainas de
Porphyromonas gingivalis, estas proteasas de cisteina si mostraron una actividad sobre los
receptores PAR1 y PAR2, andlogamente a lo observado por MarPs,,, promoviendo la secrecion
del TNF-a y otros mediadores inflamatorios que incluyen la IL-1a, IL-1( y la IL-62%.

En este trabajo se demostrd que la inhibicion de NF-kB mostré el mayor decremento en
la produccion de TNF-a después de la estimulacion con MarPs,. La expresion de genes
asociados a un perfil inflamatorio dependientes de la activacion de los receptores PARs esta
fuertemente asociado a la expresion del factor de transcripcion NF-kB!95205 'y este a su vez este
es un elemento esencial para la transcripcion y produccion de TNF-a2%. Por otro lado, el bloqueo

de las vias de sefialamiento MAPK y PKC también mostraron reducciones en los niveles
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cuantificados de TNF-a. En este sentido las vias de MAPK y PKC son activadas rio arriba de
la activacion de NF-kB y pueden participar en puntos alternativos promoviendo la transcripcion
del gen codificante para el TNF-a*"". La cascada de MAPK a través de las cinasas AP1, JNK y
p38 pueden promover la transcripcion del gen tnf-a®®®, mientras que la PKC{ promueve la
activacion del complejo IKK y la posterior degradacion del inhibidor I-kB2®.

Con base en los resultados mostrados con la liberacion de TNF-a en las células THP-1
por accién de la proteasa MarP de M. tuberculosis, se observa un efecto distinto al de la
polarizacién al fenotipo tipo M2 cuando los macréfagos son estimulados con trombina o
tripsina, sin embargo este resultado contradictorio puede ser explicado por los diferentes
mecanismos que las proteasas pueden desarrollar con los receptores PARSs al encontrar sitios de
reconocimiento distintos con efectos diferenciales en su activacion?'.

El mecanismo por el cual MarP pueda interactuar con el hospedero y especificamente
con los receptores PARs es posible que se lleve a cabo con la secrecion de una variante soluble
de la proteasa, considerando la posibilidad de su autoprocesamiento después de la leucina 160!,
Previamente se ha demostrado como otras proteasas cuya topologia corresponde a proteinas de
membrana como las HtrA de Helicobacter pylori o Campylobacter jejuni, son secretadas al
espacio extracelular favoreciendo la patogénesis de la infeccion, en mecanismos que involucran
la secrecion via Sec, sistemas de secrecidon o vesiculas de membrana externa’'!. Aunque M.
tuberculosis cuenta con mecanismos de exportacion de proteinas andlogos a los de las bacterias
Gram negativas®'?2, destacando los sistemas de secrecion ESX?!?, esto es un aspecto que atn
quedara por definir en MarP.

Finalmente, los efectos atribuidos a la proteasa MarP actualmente se han limitado a la

fisiologia de M. tuberculosis participando en la resistencia a condiciones de estrés, con una clara
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relevancia asociada a la virulencia de la bacteria!**?'*, sin embargo, los resultados mostrados en
este trabajo muestran una posible participacion adicional en la que esta proteasa actie de manera

extracelular, aportando nuevos mecanismos ain no descritos a la patogénesis de M. tuberculosis.
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CONCLUSION

El sistema de produccion de proteinas heter6logas basado en la levadura Pichia pastoris fue
capaz de producir la proteasa de Mycobacterium tuberculosis MarP, en una forma soluble
carente de sus cuatro dominios transmembranales, manteniendo ademas una actividad
enzimatica demostrada.

Posteriormente, la proteasa MarPs, demostr6 una actividad bioldgica al inducir la
produccion de TNF-a en monocitos de la linea celular THP-1, de una manera dependiente de su
actividad de proteasa y con la activacion de los receptores PAR1 y PAR2, involucrando la
activacion de las vias de senalamiento NF-kB, MAPK y PKC.

Con base en lo anterior, se sugiere que la proteasa MarP puede desempefiar otras
funciones en la fisiopatologia de M. tuberculosis, al interactuar extracelularmente con el
hospedero. Por otro lado, la activacion de los receptores PAR1/2 por MarP aporta una nueva
evidencia en la que estos receptores “no cldsicos” del sistema inmune participan en la
inmunomodulacién del hospedero.

A pesar de que los resultados no mostraron la capacidad en MarP de inducir la
polarizacién de macréfagos M1/M2, la evidencia si aporta un nuevo papel no descrito en la

patogenicidad de M. tuberculosis y este factor de virulencia.
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PERSPECTIVAS

La participacion de MarP en la fisiopatologia de la tuberculosis es indiscutiblemente
relevante, sin embargo, con base en los resultados mostrados en este trabajo en los que
aparentemente puede presentar implicaciones como un factor de virulencia secretado,
estudiar los posibles mecanismos en los que participa aportarian informacion adicional

a la virulencia de esta proteasa.

Existe evidencia de la antigenicidad que muchos efectores de la virulencia de M.
tuberculosis presentan, por lo que el estudio de esta propiedad en MarP podria significar
un conocimiento con posibles aplicaciones al diagndstico y tratamiento de la

tuberculosis.

Por tltimo, las proteasas y la activacion de los receptores PAR atn sigue siendo poco
explorado en el campo de M. tuberculosis, por lo que el estudio de otras proteasas de
este microrganismo, descritas o putativas, aportaria nueva informacion a la virulencia de

este patogeno y la fisiopatologia de la tuberculosis.
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