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1. ‘Introduccién

1.1, Tuberculosis. Ayer y hoy.

Sin duda, una dc las enfermedades mas antiguas que ha afectado a la humanidad desde hace mds de
5000 afios es la tuberculosis (Crubezy et.al,, 1998). Enfermedad infecciosa que, a través de la
desnurricion y las decadentes condiciones de vida, llegd a ser epidémica en la civilizacién
occidental y una causa importante de mortalidad ¢n cl siglo XVIII y XIX, arrasando con una cuarta

parte de la poblacién de Europa en la primera mitad del siglo XIX (Bloom and Murray,1992).

El término tuberculosis (TB) sc acuiid cuando en ¢l siglo XVII en Holanda, Franciscus de la Boe,
conocido como el Dr. Silvius, describi6 y registrd ia patologia cxacta de e enfermedad al observar
¢l cambio caracteristico en los pulmones que asemejaban “tubérculos reales”. Pero no fue sino hasta
1882, cuando el bacteridlogo aleman Robert Koch identificé que el agente causante era una bacteria
lnvie

de forma bacilar, a la cual posteriormente se le dio el nombre de AMycob ium tuber
(Bloom B.,1994).

En la actualidad, a pesar de la vacunacién con BCG (Bacillus Calmette-Guerin) y todas las drogas
disponibles, la TB sigue siendo un problema en muchos pafses, cuya frecucncia ademds sc ha
incrementado con la incidencia del VIH (Virus de Inmunodeficiencia Humana) como factor de
riesgo. Las incidencias mas altas estin en los paises de los continentes: Africano, Asiatico, y

Americano (Bloom B.,1994), tal como se muestra en la Figura L1,

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que cada afio 2 millones de personas mueren
de I'B y 8 millones se infectan con el bacilo, de estos ultimos el 95% corresponde a personas que
viven cn paises en vias de desarrollo. Asimismo se estima que entre el 2002 y el 2020,
aproximadamente 1000 millones de personas estardn infectadas, més de 150 millones se enfermardn
y 36 millones morirdn de TB si su control no es consolidado. Por ello desde 1993, la OMS 1a ha
declarado emergencia global (WHO Report 2002).
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Figura X.1 Distribucidn de las tasas de incidencia de TB en el mundo en el afio 2000, estimadas
por la Organizacién Mundial de la Salud. (Tomado de WHO Report 2002). : :

L2, Tubcrculo_sls en México.

'EnvMéxico 1a incidencia de TB pulmonar s de 17.5 por cada 100,000 hsbitantes, siendo inferior al
promedio latinoamericano que a mediados de los afios noventa se ubicaba en 32 casos nucvos por
cada 100,000 habitantes. Esta tasa se ha mantenido en México relativamente estable en los iltimos
ailos, sin embargo, las diferencias entre entidades federativas son considerables (Salud: México,
2001) como se puede ver en la Figura 1.2, En 1996 se registré un promedio de 16,000 casos nuevos
al afio, de los cuales el 85% ocurrieron en mayores de 15 afios. De los casos notificados en ese
mismo afo, el 81.7% correspondicron a tuberculosis pulmonar y el 18.3% a tuberculosis

extrapulmonar (La Salud en las Americas, 1998).

Entre las causas generales de muerte, en México la TB ocupa el décimo lugar (Secretaria de Salud, -
1993). La tasa de mortalidad reportada a nivel nacional en 1992 fue de 6 por cada 100,000 .

habitantes; seglin esta notificacién 13.6% de estas muertes se debieron a TB extrapulmonar,
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En la aﬁtualidnd, se estima que en México ocurren 6,000 defunciones al afio a causa de la TB
(Secretaria ¢e Salud, 1993., Salud Publica de México, 1995).

Morbllidad por tubarculosis pulmonar
por entidad federativa, Mexico 2001

por Mexico 1890.2001
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Figura 1.2. Morbilidad por TB pulmonar en México. A la izquierda se representan las tasas
de morbilidad de 1990 al 2001. A la derecha se muestran las tasas de morbilidad en el 2001
por entidad federativa. (Tomado de Salud: México, 2001).

1.3. Tuberculosis. La enfermedad.

La TB ¢s una enfermedad cronica e infecciosa de ficil transmisién. Los individuos se infectan por
inhalacién del bacilo tuberculoso a través de las gotas que son desprendidas mediante estornudo, tos
o dc la simple charla con un paciente infectado. Después de ser inhalados, los bacilos no son
atrapados cn los conductos aéreos ni en las porciones ciliadas del drbol traqueobrongquial sino que
pasan directamente a los alvéolos; es entonces cuando se considera a la enfermedad como una
tuberculosis primaria. Este tipo de tuberculosis pucde progresar dependiendo de la susceptibilidad
del huésped, (aproximadamente 10% de los casos) o bicn sanar y mantener a los organismos
inactivos (latentes, 90%). En este tltimo caso, puede haber una reinfeccién cxdégena postcrior o bicn
una reactivacion de los bacilos enddgenos con los que se estuvo en contacto previamente,

generando asi a la tuberculosis secundaria.




La infeccidn por M. tuberculosis, afecta principalmente a los pulmones por ser estos los de contacto
inmediato, de ahi que sea la TB pulmonar la forma mds frecucnte de la enfermedad. La tos es ¢l
sintoma mds comun de la enfermedad y se acompaiia de la produccién de esputo en los estadios
tempranos de la enfermedad conforme la inflamacién y necrosis aparecen. Otros sintomas resultado
del progreso de la enfermedad son: dolor en el pecho, dificultad para respirar, hemoptisis (tos con
sangre) e incluso fallo respiratorio. En ¢l caso de tuberculosis primaria, se observa en la regién
media ¢ inferior del pulmon, zonas de infiltracién y si esta persistc mis all4 del tiempo en el que la
inmunidad celular especifica se desarrolla, la cavitacién (destruccion del tejido del pulmdn) puede

ocurrir (Bloom B.,1994),

La tuberculosis extrapulmonar y miliar (distribuida en pequefios nédulos), es la forma diseminada
de la enfermedad y es causada por la cxpansién de los bacilos a través de vasos linfiticos y
sanguincos. En este tipo de tuberculosis, ya no sélo se encuentran afectados los pulmones sino
también los nodos linfiiticos y otros drganos importantes como rifiones, médula dsea, bazo, higado,
cercbro, meningea y genitales. Debido a que la TB extrapulmonar involucra sitios relativamente
inaccesibles y a la naturaleza de esos 6rganos, un niimero pequeiio de bacilos puede causar un dafio
mayor, complicando su diagndstico y su confirmacion bacteriolégica, por lo que el proceso invasivo

es frecuentemente requerido para establecer un diagnéstico (Bloom B.,1994).

1.4. Tuberculosis. El agente causal,

M. tuberculosis es una bacteria muy peculiar debido a sus propicdades constitutivas. ‘Es un
microorganismo intracelular aerobio facultativo, de lento crecimiento (replicacién cada 18 hr;).
Ticne una parcd celutar muy particular que impide su tincién por Gram ya que esta compuesta por
una gran cantidad de lipidos muy complejos (aproximadamente 60%) entre los que se encuentran
los dcidos micdlicos (dcidos grasos de cadena muy larga) y las ceras D, Esta caractcn’stiéa permite
la retencion del colorante carbol fucsina fenificada adn después de ser tratados con una mezcla de
acido hidroclérico-etanol, por lo que también se les considera hacilos 4cido-alcohol resistcntcs
(BAAR) (Levinson W, and E. Jawetz, 2000). :




M. tuberculosis pertenece - a lu Clase Actinobacteridae; Orden Actinomycetnles;r Familia
Mycobacteriaceae; Genero Mycobacterium; y al complejo Mycobacterium tuberculosis (M. bovis,
M. bovis BCG, M. africanum, M. microti y M. tuberculosis). .

LS. M, tuberculosis y su interaccién con el hospedero.

La interaccién de los patégenos con sus hospederos ha sido considerada como un evento dinimico y
de Iucha constante. Los patdgenos exitosos han desarrollo estrategias de virulencia que promueven
su capacidad de adhesion, colonizacién, multiplicacion ¢ invasién. Esto ha sido logrado por muchas
bacterias a través de productos de superficie y de secrecion que facilitan su unién a las células del
hospedero y a través de 1a competencia y/o evasidn de los mecanismos dc defensa del hospedero
(Casadevall A. and L. Pirofski, 2001).

M. tuberculosis ha sido reconocido como un patégeno muy cxitoso debido a su habilidad para
sobrevivir en su hospedero (cl humano) evadiendo la respuesta del sistema inmune. La micobacteﬁa
regularmente persiste en macréfagos contenidos en granulomas ¢n los érganos de los hospederos
infectados. Los granulomas o tubérculos se componen de macréfagos, células gigantes, células T,
células B y fibroblastos y son producto de una fuerte respuesta inflamatoria para contener la
infeccion (Flynn J. L. and J. Chan, 2001). Dentro del macréfago, la bacteria evita la destruccion
inhibicndo la formacién del fagolisosoma y emplcando mecanismos que atn no son del todo

conocidos,

Al igual que en la mayoria de los patdgenos, M. tuberculosis posee moléculas que interactiian con
su hospedero y permiten su colonizacién ¢ invasidén. Aunque la micobacteria exhibe un tropismo
por los pulmones en donde coloniza principalmente macréfagos. Existen evidencias de que pucde
unirse, invadir y replicarse en células epiteliales, constituyendo un nicho ideal para que la bacteria
pueda persistir y establecer la infeccién evadiendo el ambiente hostil del macréfago (Pethe K.,
Puech V. etal,, 2001). Se sabe quc M. tuberculosis sintetiza sobre su superficie una adhesina
hemoaglutinina de unién a heparina (HBHA, heparin-binding haemagglutinin adhesin), la cual csta
involucrada en la interaccion con células epiteliales pero no con fagocitos profesionales. La
adherencia micobacteriana mediada por HBHA recac en la interaccién de su dominio carboxi-' .
terminal rico en lisinas con proteoglicanos que contengan heparan sulfato (HSPGs) (Menozzi F. D,
et.al,, 2002). 8¢ ha observado en mutantes de M. tuberculosis delicientes de HBHA el pnpel tan




importante que juega esta proteina cn la discminnci{m cxt}nbulnﬁér{nr (Pertﬂe_ K Alon'S(; S. el.ni;
2001). ' i T e BT

Recientemente se ha encontrado que M. smegmatis y M. leprae poscen adhesinas con caracteristicas
mﬁy semejantes a las de la HBITA de M. tuberculosis como la propiedad de tencr un dominio
carboxi-terminal rico en lisinas (Pethe K., Puech V. etal, 2001). Tanto.la IIBIIA como las
proteinas de M. smegmatis y M. leprae descritas como proteinas tipo histonas (hlp, histone like-
protein) tienen la capacidad de unir laminina, un componente importante de membranas basales y
matriz extracelular. En M. /eprae, sc ha reportado que 1a unién a laminina mediada por la hlp cs unA
factor importante en la adherencia de la micobacteria a las células de Schwann, lo cual con&ibuyé a
la patogénesis del daflo en el sistema nervioso mediado por M. leprae (Marques M.A. de M. el'.él.r,‘
2000).

La presencia de este tipo de adhesinas en micobacterias virulentas como M. tuberculosis y M.:
leprae ¢s indicio de que estos patégenos han desarrollado més de una estrategia para irmernc'ci(')nar ;

con las células del hospedero.




1.6, Elsistema plasminégeno/plasmina,

El papel del sistema del plasmindgeno en los mamiferos ha sido tradicionalmente resaltado en el
contexto de la fibrindlisis como la via central para la disolucién de los codgulos de fibrina. (Plow
E.F. et.al., 1995). Si bien es cierto que esta funcién es esencial para mantener la hemostasis, juega
también un papel importante en otras cascadas de activacion tales como la activacién de
metaloproteinasas y en otros procesos como angiogénesis, remodelacion de tejidos, embriogénesis,
activacion de ciertas prohormonas y factores de crecimiento, asi como cn la migracion e invasion de
célulps tumorales. (Lottenberg R. 1997; Lihteenmiiki K., Kuusela P, and T.K. Korhonen. 2001).

El plzsmindgeno (Plg) es una glicoproteina inactiva de entre 90 y 92 kDa constituida por 791
aminodcidos. Es sintetizada en el higado y circula en la sangre normalmente en una concentracion
de 2pM. Tiene un residuo de dcido glutimico en su extremo amino terminal por lo que se le
denomina glu-plasmindgeno, este residuo se pierde junto con 76 aminoicidos cuando es modificado
a la furma lis-plasmindgeno (porque es una lisina la que se encuentra en su extremo N-terminal), El
lis-plasmindgeno puede ser activado a plasmina cuando es escindido en cl enlace peptidico arg560 —
val561, manteniéndose la molécula unida mediante puentes disulfuro (Winram 8. B. And R.
Lottesberg 1998), Figura 1.3, : '

Sitio de corte del
activador de Plg

Figura L.3 Representadén dé los dominios kringle de 1a molécula Plasminogeno.
{Tomado de Lahteenmakl K., Kuusela P, and T.K. Korhonen, 2001).




La plasmina ¢s una proleasa de serina de amplio espectro que cataliza la hidrélisis de enlaces
peptidicos sobre los sitios C-terminal de residuos de lisina y arginina (Andreasen P.A., Egelund R.
and H.H. Petersen, 2000). A diferencia del Plg que es la proenzima de una sola cadena, la plasmina
estd formada por dos cadenas: una pesada y una ligera. La cadena pesada N-terminal presenta cinco
dominios denominados “kringle” mientras que la cadena ligera C-terminal contiene el dominio
catalitico tipico de proteasa de serina (Lihteenmiiki K., Kuusela P, and T.K. Korhonen. 2001),
Figura L.3. l.os dominios kringle presentan sitios de unién a lisina (LBS “lisine binding sites"), los
cuales reconocen preferencialmente lisinas carboxi-terminal y ademds median la localizacion del
Plg a fibrina. (Parry M. et.al. 2000).

La conversién de Plg a plasmina puede ser catalizada por cualquiera de los dos principales
activadores de Plg en mamiferos: el activador tisular de Plg (tPA, “tissue plasminogen activator”) o
por ¢l activador tipo urocinasa de Plg (uPA, “urokinase plasminogen activator™), ambos con
actividad de proteasa de serina. (Plow E.F. et.al. 1995), Figura 1.4. El papc] del tPA ha sido descrito

principalmente en la fibrindlisis mientras que ¢l del uPA ha dominado en migracién celular.

El sistema p inégeno / plasmi

E-a = [22]

i

I Plasmina r’ """" 1‘0:2-antiplasmixﬂ

Codagulo de fibrina 1 Degradacién de
| e

Figura 1.4. Regulacién del sistema plasmindgeno/plasmina.



Debido 4 su alta concentracion en el plasma y a su participacién cn numerosos procesos, la
o ‘é;:tivacién dé‘ Plg u la forma enzimaticamente activa estd regulada por los inhibidores de los

: activadores . de pinéminégcno (PAD’s, “plasminogen activators inhibitors”) y por la inhibicién
. ;di'ré"ctu‘de la plasmina a través de la serpina a2-antiplasmina o de la a2-macroglobulina. La a2-
antiblasmyina es ¢l principal inhibidor de plasmina solublc; forma un complejo 1:1 con la plasmina
mediado pof los LBS. Sin embargo, si la plasmina permanece unida a alguna superficie a través de

los LBS la inhibicién por o:2-antiplasmina no puede ocurrir.

Los dominios kringle del Plg sc uncn tanto a residuos de lisina como a anédlogos de este, como el
#cido c-aminocaproico (EACA *‘e-aminocaproic acid), el cual es empleado como inhibidor en la
uniéndel Plg con fibrina (Adams M. 1986).

1.6.1. Importancia de 1a plasmina unida a una superficie celular.

Ademas de las funciones reguladoras de los activadores de Plg, inhibidores de activadores de Plg ¢
inhibidores dircctos de plasmina, recientemente se ha descrito que Ia unién del Plg a una superficie
juega un papel importanic cn el control de la activacidn a plasmina. Tanto 1a super(icie de fibrina
como las superficies celulares cjercen un efecto muy peculiar en el Plg, se ha visto que cuando el
Plg csta unido a proteinas de superficies celulares via LBS su activacién a plasmina es acelerada;
ademas la actividad proteolitica de la plasmina unida a una superficic es mantenida en un ambiente

que impide su inhibicién como ya se mencioné anteriormente. (Plow E.F. et.al, 1995, Herren T
et.al 2003).

Las proteinas de las superficies celulares que reconocen los LBS del Plg, funcionan como
receptores de Plg (PIgRs), su distribucién es muy ampliu y heterogénea en diferentes tipos i;clulares
como se mucstra cn la Tabla i (Plow E.F. et.al, 1995). S

Los PigRs en conjunto con los activadores de Plg, promucven la efectiva generacion de plasmina-
sobre las superficics celulares. La regulacién de esos receptores, constituye un factor muy

importante en el control del sistema Plg/plusmina. Cualquier cambio en el niimero de receptores o
en la afinidad, podria ejercer un cfecto significativo en el control de la respuesta celular -

influenciada por el Plg (Ilerren T, ct.al. 2003).



Tabla 1. Distribucién celular y densidad de PigRs “ 5

Tipo celular Sitias {fllg(:e’j/éélntia
Plaguctas o037
Granulocitos (L6
Monocitos 4 4 X
Lineas celulares monocitoides (U937, THP-1) 160 ‘4200
Linfocitos 497
Células Jeucémicas (WEHI-3B), RPMI-1788) 4-I9O ;
Célutas Aibrobldsticas 310
Células fibrosarcoma (HT-1080) 6
Células glioma (C6) 36
Carcino colonico (SW1116) 0.15
Célulus vsteasarcoma (MG-63) 75
Células epiteliales (glomerulares) ‘60
Células endoteliales 1.4-210

La importancia de la actividad proteolitica de plasmina sobre las superficies cclulares puede verse
tanto en procesos fisiolégicos como remodelacion tisular y angiogénesis, asi como en proccsos
patolégicos como la artritis reumatoide, leucemia, metdstasis e invasién de células tumorales.
(Andreasen P.A., Egelund R. and Il.l’l. Petersen. 2000, Herren T\ et.al, 2003).

1.6.2. La plasmina y la matriz extracelular.

La plasmina intervicne directa o indirectamente en la degradacion de componeﬁtés dé la'matriz
extracclular (MEC) y membrana basal (MB), que son los ndheswos celulares quc pcrmm.n l
mantener unidas a Jas célulus de un tejido y constituyen las pnncxpalcs barrcms usulares en‘los
‘mamiferos. La unién de plasmina a las células, es usada como un mecanismo parn fncnlltar su

migracién a través de estas barreras.

La degradacién de la MEC y MB por plasmina es debida a la protedlisis de componentes como
fibronectina, el factor von Willebrand, laminina, vitronectina y trombospondina; y a la activucion de
metaloproteinasas de matriz (MMP) como colagenasa intersticial, estromelisina-1y gelatinasa B, las
cuales a su vez degradan otros componentes de la MEC y MB. (Lithteenmiki K., et.al, 2000, Bass
R. and V. Ellis. 2002). Asimismo la plasmina puede afectar la actividad de citocinas y factores de

crecimiento como el I'GF B, el cual influencia la composicion de la MEC. (Ilerren T. et.al. 2003).

10



bl'.6.3. El papel de Ia interaccién del plasminégeno con componentes bacterianos.

En las-infecciones bacterianas, uno de los pasos mis importantes cs la interaccion inicial del
patégeﬁo con ¢l hospedcero. Este paso es considerado como un prerrequisito para la supervivencia
de la bacteria y para la discminacion hacia los tejidos blanco y tejidos méis profundos. La actividad
protealitica es un factor importante en la patogénesis de las enfermedades infecciosas, ya que
ademds del dafo al tcjido, permite la invasividad de las bacterias a sitios secundarios de la infeccion

dentro del hospedero.

Sc sabe que muchas bucterias patogenas interactian con los sistemas de cascada dependientes de
proteasas de sus hospederos, incluyendo las cascadas de la coagulacidn, fibrinélisis, activacién de
complemento, fagocitosis y la cascada de calicreina-cinina. (Lﬁhteenmﬂkx K., Kuuse]a P and T K.
Korhonen. 2001). :

Decbido a Ia alta concentracion del Plg en el plasma y a su nmpliabnctividgd prc;;goiilfca de su forma -
enzimitica plasmina, recientemente se ha propucsto que el sistema Flg/ﬁlaéfniﬁn ﬁﬁedc ser un
mecanismo usado por muchas bacterias patdgenas para facilitar su movimicntc} a través de las
barreras tisulares. (Lottenberg R., D. Minning-Wenz and M. D, P. Boyle. 1994, Lottenberg R.,
1997).

Como ya se menciond anteriormente, en los mamiferos los principales activadores de Plg son tPA y
uPA, sin embargo, s¢ ha identificado la presencia de activadores de Plg en varios grupos de
bacterias tanto Gram (+) como Gram (-). Los activadores bacterianos descritos hasta el momento
son: estreptocinasa (Sk) en los grupos A, C y G de estreptococos (Kuusela P, et.al. 1992).'
estafilocinasa en Stuphyvlococcus avreus (Kuusela P. And O. Sakscla. 1990, Molkiinen T.-et. al.

2002) y Pla en Yersinia pestis (Litenmiki K. et.al, 1998)., Asi mismo, un gran numcro de

recepiores de Plg (PlgRs) han sido descritos en numcrosos microorganismos como Slreplacacclu‘

Salmonclla, Borrelia y Excherichia coli entre otros, los cuales se resumen en la Tabln 2,

La presencia de PlgRs o la expresién de activadores demuestran la mteracmén dc Ios p 6genos con’
sus hospederos. Muchos de ellos pueden adaptar, capturar o usar los f‘aclorcs dcl proplo hospcdcro

para facilitar su replicacion o dispersién,




Tabla 2. Especies bacterianas que se ha identificado presentan PigRs.

Especie bacteriana Receptor Referencia
B . 70 kDa (OppA) Hu LT ctal. 1997,
Borrella burgdorferi Lipoproteina A (OspA)__Fuchs H. R., ct.al. 1994,
Borrelia coriacae, B. garinii, B. parkerii, . ) i
B. anserine, B. wuricatae y B hermsii No identificado Coleman J.L. 1995
Branhamella catarralis Nu identificado Ullberg M. ct.al. 1990.
Escherichia coli Fimbriac Korhenen T.K. 1997,
g Flagelo Lihteenmiki K., et.al. 1993,
Li Z, ctal. 1997,
Grupo A de estreptococos u-cnolasa (SEN) Winram S. B. and R. Loftenberg,
1998,
Gliceraldehido 3 fosfato
Grupos A y C de estreptococos deshidrogenasa Lottenberg R. et.al. 1992,
(GA3PDH)
. Berge A and U. Sjobring 1993

Grupos A, Cy G de estreptococos Proteina tipo M (PAM) Kuusela P. ct.al. 1992,
Haemaphilus influenzae Aspartasa Ultberg M. et.al. 1990,
Helicobacter pylori No identiticado Ljungh Asa. 2000,
Neisseria meningitidis, N. gonorrhovae  No identiflicado Ultberg M. ct. Aj 1992,
Proteus mirabilis No identificado Ullberg M. ct.al. 1990.
Pseudomonas acruginosa No identificado Ullberg M. ct.al. 1990.
Salmonclla syphimurium No identificado Korhonen T.K. 1997,

i . . o Kuusela P. and O. Saksela. 1990.
Staphylococeus aureus No identificado Molkinen T. ct.al, 2002
Streptococeus pucumoniae No identificado Eberhard T. ct.al. 1999.

. . . Lihtcenmitki K., Kuusela P. and
Treponema denticola No identificado T K. Kothonen. 2001.

En el caso de la interaccion bacteriana con el sistema Plg/plasmina, se ha propuesto que ocurren
bisicamente dos vias ¢ mecanismos por los cuales los patégenos pucden usur el sistema
Plg/plasmina para invadir los tejidos adyacentes (Lottenberg R., D. Minning-Wenz and M. D. P,
Boyle. 1994), figura 1.5,

El primero de ellos es la activacién de Plg mediada por activadores de Plg producidos por la

bacteria, es decir, ¢l activador bacteriano convierte directamente ¢l Plg a la forma plasmina, un

gjemplo muy claro de ello es la estreptocinasa o la estafilocinasa.
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Activacion directa por activadores producidos Activacion por los activadores propios del
por la bacieria hospedero patencizda por los PIgRs

Bacterium Host cell ECN
Hust PA o
.' *
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Y 0
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»

Figura 1.5. Representacién de las dos formas en que las bacterias patdgenas
pueden usar el sistema Plg/plasmina para invadir los tejidos. (Tomado de
Lihteenmaki K., Kuusela P. and T.K. Korhonen. 2001),

E! otro mecanismo esta determinado por los propios activadores del hospcdero, 1a bacteria a través
de los PlgRs es capaz de usar los activadores naturales del hospedero y potenciar la conversion a
plasmina. En ambos mecanismos, la union de la bacteria a la molécula de Plg es primordial, y esta
unién generalmente estd determinada por los LBS, lo que provoca que los inhibidores f{isiolégicos
como a2-antiplasmina no puedan sctuar sobre la plasmina unida a la bacteria impidiendo as{ su
regulacion, (Lihtcenmiiki K., Kuusela P. and T.K. Korhonen. 2001). ’

En general, la interaccion entre las bacterias y cl sistema Plg/plasmina constituye uné via pbr'la éua{l
las células bacterianas generan una actividad proteolitica no regulada sobre su supcrﬁ‘ci“t;,;l‘t');cj’ue
facilita la destruccion de los componentes de Ia MEC y ayuda a la bacteria a peneﬁar_ a tri:véé delas™
MB. La facultad que pueden adquirir los patdgenos con esta actividad es sin dudai]va‘dbe cmzar :
barreras tisulares permitiéndole colonizar diferentes tejidos (Lottenberg, ef.al, 1994).
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II. Hibétesis 7

Mycobacterium tuberculosis posee proteinas con capacidad de interaccionar con el plasmindgeno

humano, esta unién puede levar a la activacién directa del plasminégeno a plasmina o bien
favorecer la activacion por tPA.

IIL. Objetivo General

» Identificar las protﬁeinas de M. tuberculosis que unen plasminégeno humano.

L1, Ob]étJVOS E}s;»)mefcl‘ﬁcos.}

1. Identificar en el extracto soluble de M. tuberculosis los receptores que unen plasminégeno
“hurnano.- - & : : o

Evaluar -si’ la interaccién de 'los receptores de M. mbgrculosis(con plasmindgeno
directamente conllcva a su conversion a plasmina. ‘ !

Evaluar si la unién de los receptores de M. tuberculosis a plasmindgeno favorecen la
activacion a plasmina por tPA, . L : o
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IV. Diseiio Experimental

Unién de las proteinas del extracto soluble, filtrado de
cultivo y paredes celulares de M. tuberculosis
a Plg por Inmunobiot

1

Anilisis por 2D SDS-PAGE ¢ inmunoblot de las
proteinas del extracto soluble que unen Plg

g

Identificacién de las proteinas que unen Plg
Por andlisis de su secuencia amino-tcrminal

a

Produccién de las proteinas que unen Plg
recombinantes en £. coli

)t
Ensayos de Unién a Plg Ensayos de activucion de Plg
de las proteinas recombinantcs en presencia y ausencia de tPA
‘ ydel ES con las proteinas recombinantes
: yel ES

Inmunoblot s - Microensayo en placas de ELISA

ELISA ’ usando un sustrato cromogénico

especifico para Plasmina




' V. Materiales y Métodos
V.0. La lista de reactivos y especificaciones de algunos métados pueden revisarse en el anexo.

V.1.. Obtencién de diferentes fracciones de M. tuberculosis,

M. teberculosis H3TRv fue crecida en medio PBY durante 6 semanas. La masa bacteriana se separd
del medio de cultivo por filtracion; las proteinas del filtrado de cultivo (FC) se precipitaron con
sulfato de amonio como lo describié Espitia y colaboradores en 1991, Las bacterias fueron
resuspendidas en solucion amortiguadora PBS y lisadas por sonicacién (rompimiento de las células
por ondas sonoras). El lisado celular fue centrifugado para separar las paredes rotas (precipitado) de
la porcidén soluble (sobrenadante) obteniendo asf ¢l Extracto Soluble (ES). Las proteinas de las
paredes celulares (PC) fueron extraidas con SDS al 2 % a 60 °C durante 1 hora.

V.2. Uni6n de Ias proteinas de la micobacteria a Plg por Westernblot.

Las proteinas dcl filtrado de cultive (FC), extracto soluble (ES) y paredes celulares (PC) de la
micobacteria fueron analizadas en un gel al 12 % SDS-PAGE (Electroforesis en Gel de
Poliacrilamida - Duodecil Sulfato de Sodio). La concentracién de proteina cn cada fraccién fue
determinada por el método de Bradford. En cada pozo se cargaron aproximadamente 10 g de 'caﬁa
una de las muestras. El gel fue transferido (Westernblot) a una membrana de nylon PVDF a-60v

durante 1 hora para después hacer la inmunodeteccion o bien teilirse con azul de Coomassxe.
V.3. Inmunoblot.

Para detectar las proteinas que se unen a Plg, primero 1a membrana se incubé con Plg (20 u/ml)
diluido 1:500 cn solucién BSA al 3 % PBS-tween20 al 0.05 % durante 1 hr a temperatura ambiente
(T.A.) y en agitacién lenta, La membrana fuc luvada dos veces con PBS-tween20 al 0.05 %.
Después se incubd con un anticuerpo policlonal de concjo antiplasmindgeno (Antiplg) diluido
' '1:1000 en la solucion de BSA PBS-tween20 durante 30 min a T.A. en agitacion lenta. Se lavéd dos
veces y se incubd posteriormente con un segundo anticuerpo Proteina A 1:2000 conjugado con
peroxidasa. Nuevamente s¢ lavé con PBS-tween20. Las bandas de las proteinas quc sc unicron a
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Plg se revelaron incubando finalmente la memb}ana con 1 pl/mvl,de j:ciékido d;: hidr;Sgenb (H,0,) al
30 % en PBS-tween y diaminobencidina (DAB) como colorante. ‘

V.4, Inhibicién de 1a unién de las proteinas micobacterinas a Plg,

Como se sabe que la unién de muchos receptores a Plg es mediada por los sitios de unién a lisina
(LBS), se realizd un ensayo de inhibicién por competicion, esto se hizo siguiendo ¢l mismo
procedimiento del inmunoblot pero incubando la membrana simultdneamente con Plg y un andlogo

de lisina, el 4cido e-aminocaproico (EACA).

Los ensayos posteriores se realizaron empleando solo las proteinas del ES. Las otras fracciones

estin fucra del alcance de este trabajo.
V.5. Anilisis por 2D SDS-PAGE.

Para resolver mejor las proteinas del ES que unen Plg se realizé6 una electroforesis de doble
dimensién (O'Farrel, 1975). En esta elcctroforesis las proteinas son separadas inicialmente por
isoelectroenfoque (primera dimensién) en tubos capilares a través de los cuales sc hace pasar un
gradiente de pH utilizando anfolinas, el rango de pH fue de 3.5 a 10. Las proteinas se mueven hasta
¢l sitio de pH en donde su carga cs igual a cero (punto isoeléetrico). En la segunda dimensién, las
proteinas fucron separadas de acuerdo a su peso molecular mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida SDS al 12%. La doble dimensidn se realizé cn geles paralelos, los cuales
posteriormente fueron transferidos a membranas PVDF (realizado por Angélica Amador). En una
membrana se hizo la deteeeién por inmunoblot de las proteinas de M. tuberculosis que unen Pigy la

otra se tifié con azul de Coomassic.
V.6. ldentificacién de las protefnas por secuencia.

Las membranas dc la 2D fueron comparadas para identificar en la membrana teilida con Coomasie
aquellos puntos detectados en el blot, una vez identificados, se cortaron de la membrana y se
secuenciaron en su region amino-terminal. Los resultados de la sccucnciacion fueron analizados y
comparados con las secuencias de las bases de datos disponibles cn linca (Blast search protein-
protein. Database: All non-redundant GenBank CDS translations, PDB, SwissProt, PIR, PRF.
http:/lwww.ncbi.nim.nih.gov/blasyBlast.cgi).
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“V.7." Produccién de proteinas recombinantes.

Los genes de M. tuberculosis H37Rv correspondientes a las proteinas identificadas, Rv0350
(I'I§p70) y Rv2220 (GinAl, Glutamina sintetasa) fueron clonados y expresuados en Escherichia coli
(E. coli). La proteina recombinante Hsp70 se obtuvo por donacién del Dr. Mahavir Singh (del
Centro Biotecnoldgico Alemin GBF de Braunschweig Alemania). El gen de la proteina GlnAl fue
clonado en un pliasmido con resistencia para ampicilina (pMCL176.2/1) y se le agregd ademads un
tallo de histidinas para su posterior purificacion (realizado por Marcelo Comini del grupo del Dr.
Singh). La induccidn de la expresion de la proteina se realizé en la cepa E. coli BL-21 (DE3), en la
cual se formaron cuerpos de inclusién como consecuencia de la sobreexpresion de la proteina
insoluble recombinante. Los cucrpos de inclusién fueron solubilizados en un bufter de lisis con
urea, una pequeia parte de la proteina solubilizada fue dializada y el resto se purificé por
cromatografia de afinidad a través de una columna de Niquel. La proteina purificada se liofilizd

para su uso en los ensayos posteriores,
V.8. Ensayos de unién a Plg con las proteinas recombinantes.

La proteinas Hsp70 y GInAl recombinantes fueron sometidas a SDS-PAGE y transferidas a
membranas PVDF, una membrana fue incubada con Pig/Antiplg y otra con Plg-EACA/Antiplg dc

la misma forma en que ya se habfa descrito anteriormente.

;EL'ISA;- I‘ ng, 2.5 pg y 5 pg de cada una de las proteinas (Hsp70, GInAl y ES) fucron fijados a
placas de ELISA en 100 pl de solucién amortiguadora de carbonatos pH 9.6 incubando la placa
toda la noche a 37 °C. Los pozos con las proteinas fucron bloqucados con BSA/PBS-tween para
evitar uniones inespecificas a las paredes del pozo. Posteriormente se incubaron con Plg 1:500
duranie 1 hora, Antiplg 1:1000 durante 30 min. y Proteina A 1:2000 durante 30 min. siguiendo el
mismo procedimiento que en ¢l inmunoblot, los lavados e¢n cada paso se hicicron con PBS-tween20.
Para revelar se usaron 100 ul por pozo de una solucién preparada con tabletas de DAB-peroxidasa
en buffer citrato-fosfato con H,O,. La reaccidn sc llevo a cabo en aproximadamente 10 min después
de los cuales se detuvo afiadiendo 50 pl a cada pozo de HCI 3 N. La medicion del color emitido por

la reaccion se leyé en un lector de placas de ELISA a D.O.4020m.

Gel de Agarosa.- Con la finalidad dc observar la formacién de un complejo entre el Plg y la

proteina recombinante, sc llevd a cabo una electroforesis en gel de agarosa bajo condiciones no
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desnaturalizantes (Kim R., Yokota H. and S, Kim, 2000), cs decir, no se les agregd f-
mercaptoctanol a las muestras. En un gel de agarosa al 0.8 % sc cargaron la proteina recombinante
y el Plg en una proporcién 1:1 volumen con buffer de carga (20 % glicerol, 0.2 % azul de
bromofenol y 0.12 M Tris-base), La mezcla de proteina y Plg fue previamente incubada a 37 °C
durantc 30 min untes de ser cargada al gel. El gel se corrié en ¢l amortiguador 25 mM 'I'ris pH 8.5
19.2 mM glicina a 50 v durante 1 hr y posteriormente se tifio con azul de Coomassie. Este ensayo
s6lo se hizo con la proteina recombinante Hsp70 y Plg, la proteina GInAl no migré en el gel bajo

estas condiciones,
V.9. Ensayos de activacién de Plg.

En solucidn.- Para cste ensayo se emplearon placas de ELISA para microtitulacién. Se evalué la
capacidad de las proteinas recombinantes y del ES de activar el Plg a la forma plasmina en
presencia y ausencia de 1 ng de tPA. En cada pozo se colocaron 5 ul de proteina o ES (aprox. iug
de proteina), 5 pl de tPA (1 ng), 20 pl de un sustrato cromogénico para plasmina (1.5 mM) y 150
wl Plg (20 w/ml diluido 1:500 en solucién amortiguadora ‘I'ris S0 mM pH 7.4), se llevo todo a 200 pl
con buffer Tris 50 mM pH 7.4. Después de agregar al final el sustrato y el Plg, la placa se leyd
inmediatamentc a O.Dyosnn ¥ e mantuvo incubada a 37 °C durante 1 hr. Cada 10 min se tomé
lectura del progreso de la reaccion. En el ensayo se tuvicron como controles: estreptocinasa (1000
w/ml) como control positivo (independiente de tPA) y la proteina de 38 kDa recombinante en E. coli
con tallo de histidina (1 pg) como control negativo, ambas proteinas se afiadieron siempre en un

volumen de 5 pl.

Con las proteinas fijas.- En este ensayo, las proteinas se fijaron a los pozos de una placa de ELISA
con amortiguador de carbonatos (5 ug de cada proteina en 100 pl de solucién de carbonatos pH
9.6), similar a un ELISA convencional. La placa se incub6 toda la noche a 37 °C y la solucién no
evaporada se descarto. Sin bloquear la placa, se agregaron 5 ul de tPA (10 ng), 20 pl del sustrato
cromogénico (1.5 mM) y 150 pl de Plg (misma concentracién que en ¢l ensayo en solucién) y se
llevé también todo a 200 pi con buffer Tris 50 mM pH 7.4, Se incubd a 37 °C durante 1 hr y se leyé
a O.Dygsnm cada 10 min. Antes de cada ensayo se realizd primero una curva de tPA, para delermiﬁar

la concentracién apropiada.
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VI. Resultados

'VL1. Uni6n de las proteinas de M. tuberculosis a Plg.

Las'proteinns de M. ruberculosis que unen Plg humano fueron identificadas por Westernblot en las
“tres fracciones PC, ES y FC. La reactividad con el Plg se observé principalmente en bandas de
aproximadamente 66 y 60 kDa, En las PC se¢ observé ademis reactividad con una banda de
aproximadamente 30 kDa. La especificidad de la unién se determindé por la inhibicién de la

interaccion en presencia del andlogo de lisina EACA (Figura 1).

Azul coomassie Plg Plg+ EACA .-
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Figura VI.1. SDS-PAGE al 12% transferido a una membrana PVDF. A) Membrana tediida con azul de
Coomassie. 8) Inmunoblot, membrana incubada con Plg / AntiPlg y con Plg + EACA / AntiPlg. Carrll 1.
PC, carrit 2. ES y carril 3. FC de M. tuberculosis.
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VL2. Anfilisis de las proteinas del ES que unen Pig por 2D SDS-PAGE e inmunoblot.

Con ¢f fin de caracterizar los receptores de M. tuberculosis que unen Plg, las proteinas del ES se
resolvieron por electroforesis 2D en un rango de pH de 3.5 a 10. En la segunda dimensi6n las
bandas se scpararon en un gel SDS al 12% y posteriormente se transfirieron a membranas PVDF
para poder detectar mediante inmunoblot cuales puntos se unen a Plg. Asf mismo se incub6 la
membrana con Plg-EACA para comprobar que la unién estd mediada por los LBS.

Mais de 8 puntos fueron reconocidos por el anticuerpo AntiPlg. Sc observé que tanto para la banda

~de aproximadamente 66 kDa como pera la de 60 kDa identificadas previamente habian varias

isoformas (Figura 2).
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Azul de Coomasie Plg Plg +
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Figura V1.2, Electroforesis de doble dimensidn de las proteinas del ES de M. tuberculosis, pH 3.5 - 10 SDS-
PAGE al 12 % transferido a una membrana PVDF. A) Membrana tefiida con azul de coomassie. B)
Inmunoblot, membrana incubada con Plg / AntiPig. C) Inmunoblot con Plg + EACA / AntiPlg. Los puntos
correspondientes a las bandas de 66 y 60 kDa detectadas en el blot se colocalizaron en el gel paralelo tefiido
con Coomasie.
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V1.3. Identificacién de las proteinas que unen Plg por an#lisis de secuencia.

De todos los puntos identificados en la electroforesis 2D, tinicamente de 3 se obtuvo la secuencia

amino-terminal. Esta se comparé con las bases de datos y se identificé que los puntos correspondian
a la proteina de estrés calérico de 70 kDa (Hsp70, “Heat shock protein 70™) y a la Glutamina
sintetssa (GInAl) de 55-58 kDa, que a su vez corresponden a los genes Rv0350 y Rv2220

respectivamente, de acuerdo a lo reportado en la secuencia del genoma de M. fuberculosis (Cole

S.T. y colaboradores, 1998).

Al hacer el andlisis de la secuencia completa de estas proteinas, se encontré que la Hsp70 tiene 6.24
% de lisinas y la GInA1l 4.8 %. La Hsp70 ademds posee una lisina en ¢l extremo carboxi-terminal.

Hsp70

GlnAl

MARAVGIDLGTTNSVVSVLEGGDPVVVANSEGSRTTPSIVAFARNGEVLVGQPAKNQAVT
NVDRTVRSVKRHMGSDWSIEIDGKKYTAPEISARILMKLKRDAEAYLGEDITDAVITTPAYF
NDAQROATKDAGQIAGLNVLRIVNEPTAAALAYGLDKGEKEQRILVFDLGGGTFDVSLLEI
GEGVVEVRATSGDNHLGGDDWDQRVVDWLVDKFKGTSGIDLTKDKMAMQRLREAAEK
AKIELSSSQSTSINLPYITVDADKNPLFLDEQLTRAEFQRITQDLLDRTRKPFQSVIADTGIS
VSEIDHWLVGGSTRMPAVTDLVKELTGGKEPNKGVNPDEVVAVGAALQAGVLKGEVKD
VLLLOVTPLSLGIETKGGVMTRLIERNTTIPTKRSETFTTADDNQPSVQIQVYQGEREIAAH
NKLLGSFELTGIPPAPRGIPQIEVTFDIDANGIVHVTAKDKGTGKENTIRIQEGSGLSKEDID
RMIKDAEAHAEEDRKRREEADVRNQAETLVYQTEKFVKEQREAEGGSKVPEDTLNKVDA
AVAEAKAALGGSDISAIKSAMEKL GOESQALGQAIYEAAQAASQATGAAHPGGEPGGAH
PGSADDVVDAEVVDDGREAK

MTEKTPDDVFKLAKDEKVEYVDVRFCDLPGIMQHFTIPASAFDKSVFDDGLAFDGSSIRG
FQSIHESDMLLLPDPETARIDPFRAAKTLNINFFVHDPFTLEPYSRDPRNIARKAENYLISTG
IADTAYFGAEAEF YIFDSVSFOSRANGSFYEVDAISGWWNTGAATEADGSPNRGYKVRHK
GGYFPVAPNDQYVDLRDKMLTNLINSGFILEKGHHEVGSGGQAEINYQFNSLLHAADDMQ
LYKYIIKNTAWQNGKTVTFMPKPLFGDNGSGMHCHQSLWKDGAPLMYDETGYAGLSDT
ARHYIGGLLHHAPSLLAFTNPTVNSYKRLVPGYEAPINLVYSQRNRSACVRIPITGSNPKAK
RLEFRSPDSSGNPYLAFSAMLMAGLDGIKNKIEPQAPVDKDLYELPPEEAASIPQTPTQLS
DVIDRLEADHEYLTEGGVFTNDLIETWISFKRENEIEPVNIRPHPYEFALYYDV

También se buscaron las proteinas identificadas cn cl protcoma 2D dc la base de datos European
Bacteria Proteome Project (EBP), en la cual ya se encontraban reportadas ambas proteinas (Figura.

3).
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Protein Name {70 kDa heat shodk protein,
S rormosama replication}

Short Prowin Neme  (Rnak]

Ry ORF {Rv0350}

NCBL Ao (2094829]

‘Proten Name (Glutamine synthatsse class 1)

. Short Protsin Name  {GInAl]
Ry ORF [rv2220)
e NCBI AteNo (1707954)

Figura VI.3. 2D PAGE del proteoma de M. tuberculosis (fraccion soluble) reportado por
la EBP. (Tomado de la pagina http://www.mpiib-berlin.mpg.de/2D-PAGE).

VI.4. Produccién de proteinas recombinantes.

El gen que codifica para la proteina GlnAl, fue clonado y expresado en E. coli. La proteina se
purificé por cromatografia de afinidad empleando una columna de Niquel, la cual permite purificar
proteinas que contengan un tallo de histidina. En la Figura 4 se muestran las fracciones obtenidas de
fa purificacion de la GinAl. La proteina Hsp70 de M. tuberculosis recombinante en £, coli Tue
purificada bajo las mismas condiciones que la GInAl y donada por el Dr. Mahavir Singh del Centro

Biotecnoldgico Alemian (GBI de Braunschweig Alemania).

7 8 9 10 11 12 13 14 15
—— -3
=

Figura V1.4, SDS-PAGE al 12 % tehido con azul de Coomassic. Carril 1. ES de £. coli, carril 2, 1%
lavado del ES de £ cofi carrit 3. 2° lavado del ES de £. co/f , carril 4. Cuerpos de inclusién
sclubilizados antes de pasar por la columna, carril 5. Flujo de 1a columna (flow through), carriles 6, 7,
8,9, 10, 11, 12, 13, 14y 15. Fracciones 2 a 11. !




V1.5.. Union de las proteinas recombinantes a Plg por inmunoblot,

La unidn de las proteinas recombinantes purificadas a Plg se analizé por inmunoblot. En la figura 5
se observa que las proteinas Hsp70 y GinAl recombinantes tienen la capacidad de unir el Plg y que
esta union estd mediada por los sitios de union a lisina del Plg, ya que la interaceidn fue

especificamente inhibida con EACA.,

1 2 1 2 1 2
97 —
4 el

o e — J——
55 e

P
a0
, -
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Comassie Plg Plg+~ EACA

Figura VI.5. Inmunoblot. De izquierda a derecha, membrana tefida con azul de Coomassie,
membrana incubada con Plg / AntiPlg y membrana incubada con Plg + EACA / AntiPlg. Carril 1.
Proteina GInAl, carril 2. Proteina Hsp70 de M. tuberculosis recombinantes en £. Coll.
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VI.6. Unién de las proteinas recombinantes a Plg por ELISA.

Mediante un ensayo de ELISA se evalud también la capacidad de union a Plg tanto de las proteinas
recombinantes como del ES. Las proteinas recombinantes y el £S de M. tberculosis se adhirieron a
placas de CLISA de 96 pozos. Se detectd la union del Plg u las proteinas recombinantes en

diferentes concentraciones empleando el anticuerpo Antiplg.

La unién de las proteinas a Plg fue dependiente de la coneentracion de las mismas, este efecto fue
muy cvidente para las proteinas recombinantes mas no para ¢l ES (Figura 6). En este ensayo se
utilizaron como controles negativos las proteinas recombinantes de 38 kDa de AL ruberculosis
expresadas en £, coli y Mycobacterium smegmatis (38Ms). La primera tiene un tallo de histidina

(38His) y se purificé bajo las mismas condiciones que Hsp70 y GinAl .

D.0O. (492 nm)

1.0 4 0I5 ng

0.8 4 ’ W25 ng
01 pg

0.6 A

04 -

0.2 -

00 AL RE al= an: i}

ES Hsp70 GInA1 38 His 38 Ms  tPA

Figura VI.6. Union de las proteinas recombinantes y el ES a Plg por ensayo de ELISA. Los
pozos de la placa de ELISA fucron recubiertos con 1 pg, 2.5 ng y 5 ng de cada una de las
proteinas, los cuales fueron incubados con Plg, AntiPlg y Proteina A peroxidasa. La lectura se
hizo a una D.0.452 vm .



V1.7, Formacion del complejo Plg-Hsp70.,

La union de ta proteina recombinante Hsp70 y el Plg se observéd en forma nativa al formarse un
complejo cuando ambas proteinas estan en solucidn. Esto se visualizé mediante clectroforesis cn
geles de agarosa en condiciones no desnaturalizantes. Ambas proteinas sc incubaron previamente de

manera conjunta para permitir la formacion def complejo.

El Plg solo s¢ observd en la parte superior del gel, mientras que el complejo Hsp70/Plg se observo
en la parte media del gel. Esta union fue inhibida cuando se afiadié EACA a la mezcla. La proteina
Hsp70 sola migro hacia la parte inferior del gel @ la misma altura de la BSA (albimina

estabilizadora de Plg) (Figura 7).

Plg —p

< Complejo
Hsp70/PIg

Hsp70  —pp

Figura VI.7. Electroforesis no desnaturalizante en gel de agarosa tefiido con
azul de Coomassie. Carrit 1. Hsp70, carril 2, Plg, carril 3, Hsp70 y Plg
{incubadas previamente durante 30 min a 37°C) carril 4. Hsp70, Plg y EACA.
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V1.8. Caracterizacion de la unién de 1Isp70 a Plg,

Como ya se menciond, la proteing Hsp70 pertenece a una gran familia de proteinas de cstrés
caldrico conocidas también como chaperonas. Normalmente estas proteinas se unen a ATP para
llevar a cabo su funcion de chaperona. Sc sabe que poseen un dominio de unién a ATP (ATPBD) y
un dominio de unidn al péptido al que van a asistir durante las condiciones de estrés (PBD). Para
detcrminar qué region de la proteina Hsp70 esti involuerada en la unidn a Plg se utilizaron cada uno
de los dominios en ensayos de union por Western Blot. La secuencia de DNA que codifica para
cada dominio fue clonada y expresada independientemente en £. coli por el Dr. Mahavir Singh. Los

resultados demostraron que Unicamente la region PBD se une a Plg (Figura 8).

Ple comassie

Figura VI.8. Inmunoblot de Ia regién de la proteina Hsp70 recombinante en £ colf que
une Plg. En el lado derecho se tiene la membrana tefiida con azul de Coomassie y en el
Izquierdo la membrana incubada con Plg y AntiPlg. Carril 1. Plg, carril 2, ES de M.
tuberculosis, carsil 3. Hsp70 PBD, carrit 4, Hsp70 ATPBD, carrit 5. Hsp70 completa.
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VL.9. Ensayos de Activacién de Plg,

Como ya se ha descrito en la introduccion, las células bacterianas pueden interactuar con ¢l Plg y

convertirlo directumente a lu forma plasmina o activarlo a través de los propios activadores det

hospedero. Por tal motivo se cvalud si los receplores identificados en M. tuberculosis podrian

activar el Plg directamente o bien facilitar su activacion por e activador tisular de Plg (1PA).

Para ¢llo se realizé un ensayo de activacion con las proteinas recombinantes y el ES en solucién en

placas de ELISA para titulacidn. La activacion del Plg a plasmina se cuantificé mediante la

degradacion de un sustrato cromogénico especifico para plasmina, Este ensayo se llevo a cabo a 37

°C durante 60 min cn presencia y ausencia de 1IPA. Unicamente cuando el tPA estuvo presente s¢

observo activacion con el ES. La actividad que se generd con las proteinas recombinantes fue muy

baja. Como control negativo sc empleo a la proteina de 38 kDa de AL tubercudosis recombinante en

E. coliy en Mycobacterinm smegmatis (Figura 9).

=

#veces actividad de tPA

0.D. (405nm}

0.10 - | =-ES ]
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0.08 - GinA1
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. 0 20 40 60 80
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Figura VI.9. Ensayo de activacidn en solucion, se cuantificod cada 10 min la degradacion del

sustrato cromogénico especifico para plasmina .

en funcion de la actividad de tPA a los 60 min,

A) Activacién de Pig por las proteinas en
ausencia de tPA. B) Activacion en presencia de 1 ng de tPA. Los valores fueron normalizados
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También sc evalud la capacidad del ES y de las proteinas recombinantes para activar Plg cuando
estus estan fijas a una superficie. Esto se levd a cabo adhiriendo las proteinas a los pozos de placas
de ELISA y el Plg y el tPA se agregaron en solucion (Figura 10).

No se detecto la actividad de plasmina en ausencia de tPA bajo estas condiciones, lo que implica

que la actividad de plasmina generada por el ES y por las proteinas dependen de la presencia del
tPA.

A 01 - Z&TEST
- - Hsp70
3 0.08 1 GInA1
& 006 - 38 His
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pt G 02- 7 L—®A
°© 0.0 o N ooty
2 4 0 4 60 80
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=
K] L
o
%]
» E
8
2 e T e
w* ES Hsp70 GInA1 38 His 38Ms tPA  tPA
en
sol.

Figura VI.10. Ensayo de activacion con las proteinas fijas a una superficie. A) Activacién en
ausencia de tPA, B) Activacion en presencia de 5 ng de tPA. Se cubrid la superficie de los
pozos de la placa de ELISA con aprox. 5 ug de cada proteina, excepto tPA con 50 ng. La
activacion se normalizé en funcion de la actividad de tPA en solucion.



: 'Como puedc obscrvarsc, la acuvacxén de Plg por el ES de M. ubercu!osu en prescncm de tPA es
"potcncmdn 14 vcccs cn soluctén y hasta 28 veccs cuando cl ES csté umdo a una superf' icie. Sin

1

embargo la acuvaclén generada por los receptores aislados y recor nbi fue menor, poco

" més dc 3 veces la actividad de (PA en solucién con la Hsp70 y de casx 2 veces con la GlnAl,

‘En cl caso del cnéayo de activacién con las protefnas fi jns; la protc(na Hsp70 tuvo un aumento de 8
veccs y GlInAl de més de 11 veces, pero el control negatlvo con la proteina de 38 kDa con tallo de

' - histidina resulto tener 7. veces la actividad de tPA. La proteina de 38 kDa no unc Plg como sc

mostrb en el ensayo de unién por ELISA y no genera plasmmn como se vio con la recombinante
38Ms, B ‘
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VI1. Discusién

Se ha atribuido que las lesiones y ¢l dailo tisular observado en la tuberculosis son debidos
principalmente a la respuesta exacerbada del sistema inmunc para contener la infeccién y un
ejemplo caracteristico de ello es la formacién de granulomas, sin embargo, hay muy pocos estudios

que expliquen cdmo ocurre ese dafio y de qué forma 1a bacteria contribuye a él.

As{ mismo, aunque se ha propuesto que los bacilos son transportados por los macréfagos del
hospedero a través del sistema linfético, los mecanismos que emplea la bacteria para su

diseminacién ¢ invasién generando la tuberculosis extrapulmonar son desconocidos.

Se ha reconocido en muchos patdgenos, que la interferencia con los mecanismos de defensa del
hospedero podria incrementar su virulencia. Esta virulencia a su vez, ‘pucdrc ser influenciada por los
propios factores del hospedero. La interaccién de M. ruberculosig’con componentes del sistema
Plg/plasmina sugicren que este sistema puede estar al alcance de la micobacteria como uno de

tantos mecanismos de dafio ¢ invasividad.

En el presente estudio se han encontrado en M. tuberculosis proteinas con capacidad para unir Plg
humano de manera especifica via sitios de unién a lisina. La mayorfa de los receptores para Plg
descritos hasta el momento en bacterias han sido caracterizados por la unién especifica a Plg
mediada por estos sitios. Aunque se identificaron a las proteinas Hsp70 y GInAl como receptores
para Plg existen otras proteinas cn las distintas fracciones de la bacteria que unen Plg y de las cuales

no se realizo la caracterizacion.

La Hsp70 y la GinA1 son proteinas que sc encuentran (anto ¢n el interior de la célula c»omo‘ en‘el

exterior, tal como se pudo observar en el inmunoblot con PC, ES y FC. . .

En particular la Hsp70 identificada como receptor para Plg humano en csté trgb'sjd posee una lisina
en el extremo carboxi-terminal lo cual coincide con lo que se ha descrito para otros PigRs. En su
funcién como chaperona, la Hsp70 posee un dominio de unién a ATP y un dominio por el cual se
une a los péptidos a los que asiste. En la caracterizacién de la Hsp70 como receptor para Plg, se
encontré que es el dominio de unidn al péptido el que une Plg y no ¢l dominio de unién a ATP. El
dominio de unién al péptido se encuentra en la regién carboxi-terminal, lo cual demuestra que la o
las lisinas en esa regién de la proteina son importantes para la unién de Plg.
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1

Al evaluar la capacidad de las prote recombinantes y de las proteinas del ES de M. tuberculosis

para activar Plg humano, se observé que estas proteinas no pueden activarlo de manera directa
como se ha observado con estreptocinasa o cstafilocinasa, al menos bajo las condiciones aqu{
emﬁlcﬂdas. Sin embargo si es claro que en el ES de la micobacteria cxisten clementos que
promueven la activacién de Plg a plasmina por tPA, lo cual nos indica que la activacién del Plg por
el activador del hospedero es facilitada debido a Ia interaccién de M. tuberculosis con el Plg,

El efecto de activacion por tPA que se observé con la proteina 38His, no es debido a la proteina per
se, ya que no se observé el mismo efecto con la protefana 38Ms, sino a la presencia de otras
protefnas de E. coli que permanecen en la muestra, ya que a pesar de ser protefnas purificadas
siempre prescntan bandas contaminantes que no son visibles por la tincién con azul dc Coomassie,
lo cual se comprob6 mediante otro tipo de tincién como la tincién negativa.

Al igual que en otros microorganismos cl sistema Plg/plasmina podria jugar un papel importante
como mecanismo de daflo e invasividad para M. tuberculosis. Esto es sugerido porque en el
ambiente en el que sc localiza la bacteria al interior del hospedero, existen muchos factores que
facilitarian ¢l uso de este mecanismo. Existen evidencias de que los macréfagos son células
sccretoras de tPA y productoras de metaloproteinasas de matriz extracelular como gelatinasa A
(MMP2) y B (MMP9) (Quiding-Jérbrink M., Smith D.A. and G.J. Bancroft, 2001). Bajo cstas
condiciones la generacién de plasmina en la superficic de la bacteria le dotaria con una capacidad
proteolitica que favoreceria su diseminacién hacia tejidos adyacentes. Ademds como ya se habia
sefialado en la introduccién, la micobacteria posee adhesinas que pueden mediar su localizacién a
componentes dc MB y MEC como laminina, lo cual haria mas compleja esta interaccién, ya que por
un lado sc tienen receptores para estos componcnies, y por otro lado se tienen receptores para Plg
que a su vez degradaria estos componentes al funcionar como plasmina. En ambas intcracciones los

residuos de lisina parecen tcner una participacién importante al mediar las uniones entre proteinas.
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VIII. Conclusiones

M, tuberculbsi; poséc protefnas con capacidad para unir Plg humano., .

Se identificaron como receptores para Plg humano de M, tuberculosis a los protefnas Hsp70

Plg humano a la forma cnztmaucamcntc actlva plasmma por tPA;

. No se observé la activacién dirccta de. Plg a p]asmma por. las pr inas"d'él,ESv de M.

tuberculosis bajo las condiciones reahzadas
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X. Anexo
Cul(ho de M, tuberculasis H37Rv
M. luberculos:s H37Rv oblcmdas de la-ATCC (Amcncan Type Colony Collccllon)
crccleron durante 6 semanas cs medio Proskawer and Beck modlf cado ‘por Youmans

(PBY) El culhvo sc mantuvo todo cl tiempo a tempcmtura ambn:nte y sin ag'ltamén.

Medio PBY

;Asparaglna Lsg.

" KHaPO, i 59
K204 0S5 g:

" Na-Gtrato-2H;0 "0.619
Mgch' T nesg
Giicerol 11979

“volimen Final - 1 Lt
Ajustar el pH 2 6.8 con NaOH 1O N.

Las bacterias se cosecharon por centrifugacién a 4000 rpm duramc 10 mm ‘El cultwo se
filtré a través de membranas con poro de 0.8 um de diametro. -

Las bacterias fueron tratadas con azida de sodio al 2 % durante 24 a 48 h a TA' y
posteriormente centrifugadas a 4000 rpm durante 5 min, Se lavaron cxhnusnvamcme con
PBS estéril para eliminar e] azida de Na. : e .

Solucién amortiguadora PBS 10 X

NaCl 8769
1 M Fosfato de Na dibdsico. 774 mt
Na:HPO,

1M Fosfato de Na monobdsico 22,6 i
monohidratado, NaH;POs + Ha0 - -
Vollmen Final - i 1w

EI PBS 1X quedal final con pH de 7.4, 150 mM NaCl y0.01 M de fosfatos.

sns-mdm

Gel scparador 12 % C ' Gel concentrador 4.5 %
RsoMnW4xmfrer. .SMTﬂspNa 8,04 % SDS LSm! Stacking gel 4X buffer. 0.5 M Tris pH 6.8, 0.4 % SOS  1.25 ml
HO - asm Hi0 Iml
Acrlamida 30 %, Bis acflamida 0.8 % (Blo Rad) 4ml Acrilamida 30 %, Bis acrilamida 0.8 % (Bio-Rad) 0.75ml
10 % Persutfato de amonlg . 100 ut 10 % Persulfato de amonio 50
TEMED (NN, N',N'tetramethylenediamina) 104 TEMED (N,N,N',N"tetramethylenediamina) 100

1\'“?

Y oB_an s
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Determinacion de tracién de pr

Se empled el método de Bradford que determina concentracién de protefna en bnse a los
anillos arométicos presentes en algunos aminoAcidos.

Kit de Bio-Rad. Protein Assay No. Cat. 500-0006

Western Blot

‘La transferencia de los geles se hizo a membranas dc nylon PVDF Immobxlon-P

(Millipore, Co., Bedford, Mass).
"Las membmnas son activadas previamente a la transfercncla mcubéndo]as 5 min. en

metanol,

~Inmunoblot

comerdial proveniente de plasma by " Roche, No, Cat. 874 477
Anticuerpo polidonal anti plasmindgeno humano hecho en conefo - Dako. No. Cat. A0081
Protein A HRP-rec ) Zymed No, Cat. 10-1123
Alblimisa de suero bovino Sigma No, Cat, A9647
Tween 20 Sigma No. Cat. P-1379
33 y hloride . Sigma No. Cat. D5637

Ensayos de activacitén

F de plasma h Roche. No. Cat. 874 477

tPA humano. Calbiochem No. Cat. 612200
cr énico Ch ym PL Roche No, Cat. 378 461

e-aminocaprol adid (EACA). 6-Aminohexanoic acid. Merck No. Cat. §25052

Placas para ELISA. Costar 3590 EIA/RIA

Placas de microtituladién para ensayos de activacién, Cliniplate

Cromatografia de afinidad

Columna de niguel. . Pharmada NI" NTA Superﬂow column
HPLC, . Blo Rad
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