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RESUMEN

Las proteasas secretadas por las bacterias desempeñan múltiples funciones en su

sobrevivencia y crecimiento. Estas proteínas proporcionan fuentes extracelulares de

nutrientes además de ser factores de virulencia como efectoras en la patología de

enfermedades infecciosas. El análisis de la secuencia completa del genoma de la cepa

H37Rv de Mycobacterium tuberculosis estableció la existencia de genes que codifican

para proteasas secretadas. A pesar de la importancia de las proteasas en la

patogenicidad, se conoce muy poco acerca del papel que éstas juegan en la infección por

M. tuberculosis. El objetivo del presente trabajo fue caracterizar las proteasas detectadas

en el medio de cultivo de M. tuberculosis. La actividad proteolítica del filtrado del medio de

cultivo se detectó por electroforesis en geles desnaturalizantes copolimerizados con

gelatina. Se observaron 3 bandas con actividad proteolítica de aproximadamente 47.3,

50.3 Y más de 100 kD. El efecto del pH se determinó por incubación de los geles en un

rango de 4 a 11, presentándose la mayor actividad a pH 8 Y9. La actividad proteolítica de

las tres bandas fue dependiente de la presencia de algún ión divalente, debido a que la

inhibición fue completa con EDTA. Los inhibidores Pefabloc, TLCK y Aprotinina inhibieron

la actividad parcialmente y con el inhibidor PMSF se obtuvo la mayor inhibición. No se

observó inhibición cuando se probaron los inhibidores de proteasas de cisteína y de ácido

aspártico (E-64 y Pepstatina respectivamente). Todos los inhibidores de serina utilizados

mostraron una reducción en la actividad proteolítica de las tres bandas, lo que indica que

las proteasas secretadas de M. tuberculosis detectadas se corresponden con proteasas

de esta clase, las cuales son dependientes de algún metal (usualmente zinc) o ión como

el calcio, mostrada por su inhibición con EDTA. La secuenciación del amino terminal de la

banda de 47.3 kD se corresponde con la proteína de choque térmico ClpB, perteneciente

a la familia de las Clp ATPasas. Posiblemente como proteína de estrés, represente un

factor imprescindible para la sobrevivencia de la bacteria durante condiciones

desfavorables dentro del hospedero. La actividad proteolítica detectada no corresponde

con la información obtenida hasta el momento, por lo que las proteasas encontradas se

suman a lista de proteínas secretadas por M. tuberculosis. La localización de ClpB en el

medio extracelular abre una puerta para investigar a fondo el posible papel en el que esta

proteína pudiera estar involucrada.
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l. INTRODUCCiÓN

1.1.- Aspectos generales de la tuberculosis

La tuberculosis es una enfermedad que ha afectado al hombre desde hace mucho tiempo,

fue un padecimiento prevaleciente entre los egipcios en los años 3700 a 1000 a.c. y para

el año 460 a.c. se describió por primera vez la sintomatología de la entermedad', pero no

fue sino hasta 1882 que el bacilo de la tuberculosis fue descubierto por Robert Kocrr',

Actualmente, la amplificación de ADN micobacteriano por PCR de restos humanos ha

permitido establecer la presencia de esta enfermedad en momias egipcias de 5400 años

de edad", así como en culturas prehispánlcas". A pesar de que la tuberculosis se

considera como una de las enfermedades más antiguas de la humanidad, desde el punto

de vista evolutivo, Mycobacterium tuberculosis es relativamente joven, se calcula que

apareció hace 20,000 años aproxímadamente''.

La tuberculosis es una infección crónica producida fundamentalmente por Mycobacterium

tuberculosis y en muy raras ocasiones por Mycobacterium bovis. Por su repunte en los

últimos años que elevó la cifra a mil 900 millones de casos a nivel internacional, la

Organización Mundial de la Salud (OMS) desde 1993 considera a la tuberculosis como

una enfermedad emergente que provoca la muerte a casi tres millones de pacientes al

año",

- En el último reporte realizado por la OMS en 1999 (5° reporte del control global de la

tuberculosis) se estimó que cada año se presentan alrededor de 8.4 millones de casos

nuevos y se espera que para el año 2005 esta cifra se incremente a 10.2 millones, debido

a un aumento en la incidencia principalmente en países africanos que son los más

afectados por el Síndrome de la Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). La estimación de la

OMS de 1998 a 1999 mostró un aumento importante en el número total de casos de

tuberculosis (Figura 1). Tomando como base los reportes anteriores se estimó que para

finales del año 2000 se acumularán 90 millones de casos nuevos de.tuberculosis de los

que 8 millones serán atribuibles a la infección por VIH (Virus de la Inmunodeficiencia

Humana) y ocurrirán 30 millones de muertes en este mismo periodo incluyendo 2.9

millones atribuibles a la infección por VIH6
•

En la actualidad, se considera sólo a título orientativo, que al menos un tercio de la

población mundial está infectada con el bacilo y se estima que entre 1998 y 2020 morirán

cerca de 60 millones de personas por tuberculosis".
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La tuberculos is es una de las enfermedades asociadas al SIDA más importantes, las

alteraciones inmunológicas que acompañan a este síndrome facilitan las formas de

tuberculosis de reactivación y la progresión rápida de infección a enfermedad. La

inmunodepresión causada por el VIH facilita el desarrollo de la enfermedad tuberculosa

por diferentes mecanismos: reactivaciones endógenas a partir de bacilos persistentes ;

progresión de infecciones recientes con desarrollo de formas clínicas de tuberculosis más

agudas y atípicas, con frecuentes diseminaciones hematógenas que recuerdan las formas

más graves de tuberculosis primaria en los niños, y reinfecciones exógenas en individuos

previamente infectados que, al ocurrir en condiciones de déficit inmunitario, progresan a

enfermedad. Así la diseminación del virus del SIDA en poblaciones que poseen alta

incidencia de tuberculosis, sumado a factores socioeconómicos, han ejercido una gran

influencia en el resurgimiento de esta enfermedad 7
•
8

•
9

.

•
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Figura 1. Incidencia Mundial de Tuberculosis, OMS 2001.
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1.1.1.- Situación de la tuberculosis en México.

En México, García y Valdespino han estudiado las tendencias de la morbilidad por

tuberculosis (TB)10.11, las cuales muestran un descenso desde 1941 hasta 1976, año en

que se estabilizan. Para 1993, la tasa de morbilidad notificada por TB era de 17.1 casos

por 100 000 habitantes; de haberse conservado la tendencia observada entre 1941 y

1976, la tasa para 1993 hubiera sido de 12.5 casos por 100 000 habitantes. Se calcula

que en los últimos 10 años han ocurrido 27 000 casos en exceso. Al analizar la

distribución de estos casos adicionales por grupo de edad, se observa un predominio en

los sujetos de edad productiva. Al aplicar el modelo de historia natural de la enfermedad,

el cual fue desarrollado por Miller y publicado por la OMS en 1982, se puede estimar la

tasa real de casos de TB que ocurren en México. Este modelo utiliza tres indicadores: a)

el riesgo anual de infección, b) la cobertura de la vacunación con el bacilo de Calmette y

Guerin (BCG) en la población total y e) la eficacia de la vacuna. El modelo calcula que

existen de 39 a 59 casos bacilíferos por cada 100 000 habitantes , por cada 1% de riesgo

anual de infección y 1.22 casos no bacilíferos y extrapulmonares por cada caso bacilífero.

Con base en los resultados de reactividad al PPD en sujetos de la Ciudad de México, se

calculó en 1% el riesgo anual de infección en sujetos no vacunados 11.

La cobertura de la vacuna BCG en la población general es de 65% y su eficacia para

prevenir la TB pulmonar es de 75%. Considerando estos parámetros, las estimaciones

muestran un total de 45 815 casos con un tasa estimada de 51.7 casos por 100 000

habitantes, en contraste con las cifras notificadas: 15 145 casos (2 775 de TB

extrapulmonar y 12 370 de TB pulmonar), con una tasa de 17.1 casos por 100 000

habitantes, lo cual indica una tasa estimada del triple notificada 12.

En el año de 1997, México fue uno de los trece países considerados por la OMS como de

alto riesgo para la tuberculosis. La TB representa la décima causa de mortalidad general

en el grupo de edad de 25 a 64 años. La tasa de mortalidad reportada a nivel nacional en

1992 fue de 6 por 100 000 habitantes, según esta notificación, 13.6% de estas muertes se

debieron a TB extrapulmonar. Se estima que ocurren 6 000 defunciones por año a causa

de la TB. En este mismo año la letalidad a nivel nacional fue de 35%. Aproximadamente el

2-3% de los enfermos con tuberculosis son positivos al VIH y aproximadamente e18% de

los pacientes VIH positivos se presentan con enfermedad tuberculosa 13.
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1.2.- Vacunas contra M. tuberculosis.

La única vacuna que existe en el mundo contra la tuberculosis es la vacuna BCG, la cepa

atenuada de M. bovis desarrollada en 1921 por Calmette y Guerin. Hasta el momento es

la única vacuna antituberculosa empleada en humanos. La inmunización con BCG está

incluida en el programa de vacunación de muchos países, sin embargo su uso ha dado

lugar a debates a causa de los resultados contradictorios de los ensayos en que se ha

evaluado su eficacia. La vacuna previene las formas graves de la enfermedad,

fundamentalmente en niños menores de 4 años, pero no protege de la primoinfección

tuberculosa a un número apreciable de casos de tuberculosis pulmonar. Su efectividad

varía desde un 77% en el Reino Unido hasta 0% en la India, así su impacto en el control

general de la afección es relativamente escaso".

1.3.- Agente causal M. tuberculosis.

Más de 53 especies micobacterianas han sido descritas y cuando menos 27 aisladas en

entidades clínicas humanas, el 95% de los casos de tuberculosis son causadas por

especies pertenecientes al complejo tuberculoso como son: Mycobacterium tuberculosis,

Mycobacterium leprae, Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum y Mycobacterium

microti. Microscópicamente M. tuberculosis es un bacilo recto, alargado de

. aproximadamente 0.4 x 3 urn, inmóvil, no encapsulado y no esporulado. Pertenece a la

clase Actinobacteria, al orden Actinomycetales, familia Mycobacteriaceae y al género

Mycobacterium, que incluyen a bacterias que se caracterizan por presentar en la pared

celular un elevado contenido de lípidos (40% de su peso en seco total) que las hace

resistentes al alcohol y a los ácidos. Es un microorganismo aerobio estricto, de

crecimiento muy lento y altamente infeccioso. Su velocidad de crecimiento es mucho más

lenta que la de otras bacterias (su tiempo de división es de unas 18 h) tardando varias

semanas en dar colonias visibles en medios convencionales15.
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11. ANTECEDENTES

11.1.- Patogénesis de la tuberculosis.

El bacilo se transmite fundamentalmente por vía aérea, los individuos se pueden infectar

por los aerosoles contaminantes emitidos por las personas con tuberculosis pulmonar

activa al toser o expectorar. Las gotas de secreción en el exterior pierden una parte de su

contenido acuoso por evaporación y dejan un núcleo con uno o pocos bacilos que son los

verdaderos vehículos de la transmisión, tienen 1-2 mm de diámetro y se dispersan sin

dificultad al quedar en suspensión en el aire. La infección por M. tuberculosis

desencadena una amplia respuesta inmune, pero se conoce muy poco acerca de la

eliminación específica del patógeno o bien sobre los mecanismos de desarrollo de la

enfermedad asociados a la patogénesis. Es muy probable que el grueso de su pared

celular y los productos génicos asociados con la resistencia del microorganismo a la

respuesta inmune sean los que les permiten sobrevivir en el interior de los macrófagos del

hospedero. En la mayoría de las personas infectadas el riesgo de avanzar hacia la

tuberculosis activa se estima aproximadamente en 10% si la infección ocurre durante la

niñez1~,17.

La infección primaria (primoinfección tuberculosa) suele ser asintomática, representa

posiblemente la única forma de control micobacteriano por el hospedero, ante su

imposibilidad de erradicarla. Si bien la primoinfección casi siempre se cura, quedan focos

distantes co~ bacilos vivos, capaces de producir meses o años más tarde, enfermedad

tuberculosa (tuberculosis de reactivación en el adulto). Aunque en la mayoría de los

individuos la ínteccíón primaria no progresa, produce reacciones inmunológicas en el

hospedero que modifican la respuesta a infecciones posteriores o a la reactivación de la

infección primaria, permitiendo identificar al individuo infectado, debido a que muestran

reacciones de hipersensibilidad retardada frente a la administración cutánea de una

preparación del antígeno micobacteriano, el derivado proteico purificado, conocido como

PPD, también llamada prueba de la tuberculina18.

El bacilo es fagocitado por los macrófagos alveolares y consigue evitar su destrucción

impidiendo la unión del fagosoma que lo contiene con los lisosomas. De esta manera el

bacilo consigue multiplicarse en el interior del macrófago hasta el punto de destruirlo. Al

igual que ocurre con otros patógenos intracelulares, el macrófago infectado secreta

citocinas (entre ellas el TNFa) y quimiocinas, que desencadenan un proceso inflamatorio

local y con ello una respuesta inespecífica de defensa que se caracteriza por el acumulo
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inicial de neutrófilos y posteriormente de monocitos en el foco de infección. Los monocitos

fagocitan a los bacilos que han destruido a los macrófagos alveolares y potencian su

crecimiento puesto que, al no estar activados constituyen a su vez un excelente medio

para el crecimiento intracelular de los mismos. La respuesta defensiva inespecífica

fracasa en la contención del bacilo, de manera que este consigue diseminarse

sistémicamente. Esta situación cambia cuando la concentración de antígenos bacilares

consigue traspasar el umbral a partir del cual las células presentadoras de antígenos

profesionales situadas en los ganglios linfáticos, son capaces de estimular a los linfocitos

T no estimulados, predominantemente de tipo CD4+ (o cooperadores) del subtipo 1 (Th1),

Y a los linfocitos CD4 capaces de desencadenar una hipersensibilidad retardada. Estos

linfocitos específicos estimulados entran a nivel sistémico y se localizan tanto en el foco

inicial de infección como en todos los focos secundarios originados a partir de la

diseminación sistémica inicial del bacilo, que pueden incluir prácticamente a todos los

tejidos del hospedero, aunque los que llegan a los vértices del pulmón, parénquima renal,

metáfisis óseas y corteza cerebral, encuentran las mejores condiciones para su

establecimiento. De esta manera se empieza a generar el granuloma, que consta de un

núcleo con macrófagos infectados y linfocitos a su alrededor. Los linfocitos del subtipo

Th1 sintetizan la citosina interferón gama (IFNy) que permite la activación de los

macrófagos infectados y con ello la destrucción de entre el 90-95% de la concentración

bacilar, consiguiendo el control del foco de infección. Así la inmunidad protectora contra

las micobacterias está determinada por la relación entre las células T sensibilizadas y los

macrófagos activados18.

Posteriormente el granuloma entra en una fase crónica (o de equilibrio), debida

probablemente a una disminución de la población de linfocitos Th1 como consecuencia de

un aumento de la población linfocitaria de subtipo Th2. El granuloma tuberculoso se

caracteriza por poseer tejido necrótico en su interior, formado por una trama de fibrina rica

en ácido hialurónico y colágena, que contiene bacilos extracelulares de metabolismo

lento, que son difíciles de ser reconocidos y destruidos por los macrófagos que conforman

el granuloma. La formación de esta lesión es muy inicial y parece deberse a la destrucción

ocasionada por la presencia de altas concentraciones locales de TNFa, de enzimas

proteolíticas liberadas tanto por neutrófilos como macrófagos, además de la presencia de

linfocitos CD8+ específicos con propiedades citolíticas capaces de destruir a los

macrófagos infectados18.
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La infección por M. tuberculosis produce además una respuesta inmune humoral

acentuada, sin embargo el papel que esta respuesta desempeña en la protección aún no

ha podido expticarse". Actualmente se conoce gran parte de la patogénesis en

tuberculosis, lo que ha permitido agrupar de manera general a los componentes de M.

tuberculosis en tres grandes grupos: 1.- componentes esenciales para su crecimiento y

sobrevivencia, 2.- antígenos importantes (potentes en la generación de una respuesta

inmune) y 3.- factores de virulencia. Interesantemente los componentes que han sido más

estudiados en los últimos años son las proteínas secretadas, las cuales pueden ser

asociadas a cualquier grupo antes mencionados, convirtiéndose de esta manera en una

opción prometedora en la búsqueda del entendimiento de los mecanismos que utiliza M.

tuberculosis en el desarrollo de la enfermedad durante la infección.

11.2.- Proteínas secretadas por M. tuberculosis

Recientemente numerosos estudios se han enfocado a la identificación y caracterización

de proteínas liberadas por M. tuberculosis durante cultivos in vitro, ya que algunas de

esas proteínas han sido asociadas con la virulencia del bacilo . M. tuberculosis produce y

secreta muchas proteínas al medio extraceluíar'", se cree que pudieran tener una función

importante en patogénesis (véase tabla 1 y 2), además unas pocas muestran ser

generadores potentes de una respuesta inmune celular" . La inducción de una respuesta

inmune primaria puede ser una importante contribución para la inmunidad protectora, de

esta forma el reconocimiento inicial de proteínas secretadas podría ser asociado con

proteccíón".

11.3.- Secreción de proteínas

Es importante mencionar que uno de los requisitos para la exportación y secreción

(proteínas asociadas a la pared celular y proteínas liberadas extracelularmente) de

proteínas, es su traslocación (transporte a través de la membrana plasmática). Las vías

de secreción en bacterias Gram negativas han sido clasificadas en dos grandes clases

dependiendo del mecanismo que se utilice para el transporte en: vías dependiente de la

secuencia, las cuales utilizan el sistema de secreción denominado Sec, en el que las

proteínas que van a ser exportadas o secretadas presentan una secuencia señal en el

extremo amino terminal; y las vías independientes de la secuencia, en las cuales los

sustratos se pueden traslocar directamente desde el citosol hasta el exterior, sin que

exista una secuencia señal en el amino terminal 23•
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Tabla 1. Proteínas exportadas y secretadas por M. tuberculosis que contienen secuencia
señal 24

•

Proteína Gen Descñpcíón o función

Antfaeno asA JMTP44 fboAlRv3804c) Micolitranferasa , unión a fibronectina
Antíaeno ssaJMTP59 fboBlRv1886c) Micolitranferasa unión a fibronectina
Antlaeno ese1MTP45 fboC2lRv0129c) Micolitranferasa unión a fibronectina
CFP17 Rv1827 Antíaeno
CFP21 Rv1984c Antlaeno
CFP25 Rv 2301 Antíaeno
Ero D1rGlRv3810) Factor de virulencia
MocA olcAlI~v2351 c) Fosfolioasa C
MocB olcB(Rv235Oc) Fosfolioasa C
Mot321AoaI45I47 kD modDlRv1860) Unión a fibronectina
MPT51 fboC1lRv3803c) Antíaeno
MPT53 RV2878c Antíaeno
MPT63 Rv1926c AntfaEmo
MPT64 Rv1980 Antíaeno
MPT70 Rv2875c AntTcleno
MTB12 Rv2376c AntTcieno
MTB32A . oeoA (Rv0125) Proteasa de serina
MTB32B Rv0983 Proteasa de serina
MTC28 Rv0040 Antiaeno
Soot F Rv1815 Desconocida
Soot B Rv3036 Similar a MPT64
02mtb1 oroX (Rv3759c) Similar a oroteína de osmoorotección

Bmtb1 Rv0590 Parte del oeerón mce2

Pmtb1 RV2864c Lipoprotefna

19kD looH (Rv3763) Lioooroteína
24kD loox fRV2945c) Lioooroteina
Antlaeno 51antlaeno38 kD ohoS1 (Rv0934) Lioooroteína unión a fosfatos
PstS2 ostS (Rv0932c) lJooorotefna, unión a fosfatos
PstS3 ohoS2 (Rv0928) Liooorotefna unión a fosfatos
MPT83 RV2873 l.ioOoroteína
P27127kD lorGlRv1411c) l.ioooroteína

Tabla 2. Proteínas exportadas y secretadas por M. tuberculosis que carecen de secuencia
señal 25

•

Proteína Gene Descripción o función

L-Alanina deshidrogenasa ald lRV2780) Síntesis L-Alanina

hsoX (RV2031c)
Chaperona, asociada con baja de oxígeno y condic iones de

Alfa-cristalina fase estacionaria
CFP29 Rv0798c Antlgeno
CFP10 Rv3874
CFP17 Rv1827 Antígeno
CFP20 tDx(Rv1932) Antígeno
CFP22 ODiA (Rv0009) lsomerasa cis-trans oeotidil-orolil
DnaK dnaKIRv0350 Chaoerona
ESAT-6 esat6 (Rv3875) Antíaeno
Glutamina sintetasa I alnA1 RV2220 Síntesis de alutamina
Hemaalutinina (HBHA) Rv0475 Adhesina
Suoeróxido dismutasa sodA (Rv3846) Intermediarios reactivos de oxíaeno
Tioredoxina trxC lRv3914) Intermediarios reactivos de oxíaeno
Catalasaloeroxidasa katG (Rv1908c) Intermediarios reactivos de oxfaeno
GroEs aroES lRv3418c) Chaoerona
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11.3.1.- Vía dependiente de la secuencia

La via dependiente de la secuencia reconoce dos tipos de secuencia señal: la secuencia

señal estándar (tipo 1) Y la secuencia señal lipoproteica (tipo 2). En la bacteria Gram

negativa Escherichia coli, durante el curso de la exportación proteica, esa secuencia señal

es "cortada" por peptidasas LepB y LspA respectivamente. Ambos tipos de secuencia

señal presentan un amino terminal cargado positivamente, seguido de una secuencia de

10 a 20 aminoácidos hidrofóbicos y finalmente un péptido señal con sitio de corte. El sitio

de corte de la secuencia señal estándar es seguido por aminoácidos pequeños en las

posiciones -3 y -1, a menudo referido como sitio de corte Ala-X-Ala. El sitio de corte para

lipoproteínas contiene aminoácidos hidrofóbicos (comúnmente leucina) en la posición -3 y

un residuo de cisteína es requerida en la posición +123
.

Con la secuenciación del genoma de M. tuberculosis, se ha encontrado que muchos de

los genes que participan en el proceso de secreción proteica y que originalmente fueron

identificados en E. coli, también están presentes en M. tuberculosis. Los componentes

centrales de la maquinaria de traslocación (sistema Sec) en bacterias Gram negativas y

Gram positivas, muestran un alto grado de similitud, lo que sugiere que el mecanismo

funcional puede ser el rntsmo".

11.3.2.- Vía dependiente de la secuencia en M. tuberculosis

La información sobre las vías de secreción en M. tuberculosis, es derivada del análisis de

la secuencia completa de su genoma27 por la identificación de factores de secreción que

exhiben estrecha similitud con los factores que fueron identificados originalmente en E.

coli (véase tabla 3). La evidencia de una vía dependiente de la secuencia fue dada por el

reconocimiento de un péptido señal en el amino terminal de un número significativo de

proteínas exportadas o secretadas en M. tuberculosis (tabla 1).

11.3.3.- Vía independiente de la secuencia en M. tuberculosis

En el filtrado de cultivo de M. tuberculosis también se han encontrado proteínas que

carecen de una secuencia señal amino terminal que dirija a las proteínas al ambiente

extracelular, algunas de esas proteínas han sido asociadas con la virulencia del bacilo

(véase tabla 2).
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Tabla 3 • Homólogos de factores de secreción conocidos en M. tuberculosis.

Proteina Homólogo en Porcentaje de identidad Descripción
M.tuberculosls· (aa)b

SecA Rv3240c/SecA1 48 Subunidad de la traslocasa,
Rv1821/SecA2 35 ATPasa, proteína citoplásm ica

y de membrana.

SecY Rv07321SecY 40 Subunidad de la traslocasa,
proteína de membrana

SecE Rv0638ISecE 37 C-terminal Subunidad de la traslocasa,
proteína de membrana

SecG Rv1440/SecG 27 N-terminal Subunidad de la traslocasa,
protelna de membrana

33 N-terminal
SecO Rv2587c!SecO 27 C-terminal Proteína de membrana

SecF Rv2586c1SecF 25 Protelna de membrana

YaiC Rv2588c 20° Proteina de membrana
Chaperona de. exportación

SecB Ninguna
Ffh Rv2916c/Ffh 50 Protelna SRP

FtsY Rv2921c!FtsY 40 Receptor de SRP

LepB Rv2903c/LepB 26 Peptidasa señal estándar
Peptidasa señal para

LspA Rv1539c1L!iQA 29 Iipoproteína
PgsA Rv2612c/PgsA 30 N-terminal

Rv18221PgsA2 30 Síntesis de fosfolfpidos
Rv2746c/PgsA3 32

GroEL Rv3417c/GroEL1 46 Chaperona
Rv0440/GroEL2 52

OnaK Rv0350/OnaK 54 cnaeerona
GrpE Rv0351/GrpE 23 cnaoerona
OnaJ Rv035210naJ 37 N-terminal Chaperona

42 C-terminal

Rv2373clOnaJ2 33

a ORF O nombre de la proteína obtenida de la secuencia genómica de M. tuberculosis (Cole et al., 1998).
b Porcentaje de identidad de aminoácidos entre proteínas de E. coli y ORF de M. tuberculosis.e Porcentaje de
identidad de aminoácidos es determ inado por PSI-Blast de NCBI.

11.4.- Función de proteínas secretadas por M. tuberculosis

La función de la mayoría de las proteínas exportadas y secretadas por M. tuberculosis es

completamente desconocida. La micobacteria gasta una energía considerable en la
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producción de estas proteínas, por lo que puede asumirse que cumplen una función

importante sobre algunos aspectos de su crecimiento y patogénesis.

Una fracción de las proteínas exportadas o liberadas al medio extracelular (las

Iipoproteínas) muy posiblemente estén involucradas en sistemas de transporte de

nutrientes como por ejemplo, la lipoproteína de 38 kD de M. tuberculosis que muestra

estrecha similitud con la proteína periplásmica PhoS de E.coli, esencial en el transporte

de fosfatos28
•
29

•

Otro grupo de proteínas referidas como el complejo antígeno 85, que consiste de tres

proteínas (85A, 858 Y 85C) secretadas en grandes cantidades, se cree que son de gran

importancia en la adhesión de la bacteria y su subsiguiente infección a células eucariontes

por su capacidad de unirse a la fibronectina, el mayor componente de la matriz

extracelular humana, mediando de esta manera la interacción del bacilo a la superficie

mucosa y subsiguiente invasión intracelular a través de receptores de fibronectina

presentes en macrótaqos". Es bien sabido que tanto la proteína de 38 kD como los

miembros del complejo antígeno 85, han sido reconocidos como importantes blancos de

la respuesta inmune28
•
31

•y asociados con protección".

La superóxido dismutasa, es otra proteína secretada por M. tuberculosis, esta proteína es

capaz de inactivar los radicales superóxidos tóxicos generados por el macrófago activado,

protegiendo al bacilo del estallido respiratorio llevado a cabo por el hospedero".

/1.5.- Las proteasas y sus funciones

Las Hidrolasas, las cuales rompen enlaces peptídicos son generalmente conocidas como

proteasas, peptidasas, proteinasas o enzimas proteolíticas. En general las proteasas

extracelulares catalizan la hidrólisis de proteínas grandes a pequeñas moléculas de

subsiguiente absorción por la célula, mientras que las proteasas intracelulares tiene un

papel en la regulación del metabolismo. Algunas de las actividades mejor descritas en las

cuales participan las proteasas es la renovación proteica mediante la constante

degradación y síntesis. Las proteasas extrace/ulares tienen el papel más importante en

nutrición debido a su actividad despolimerizadora.
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La activación de formas zimógenas por proteólisis limitada es una función llevada a cabo

por proteasas. Así como la activación, la inactivación proteolítica de enzimas es también

un evento fisiológicamente significativo33
.

11.5.1.- Clasificación

Todas las hidrolasas son designadas por la Unión Internacional de Bioquímica y Biología

Molecular como E.C.3.4 .(Enzyme Comision). Las clases de peptidasas son definidas por

un tercer número (11 al 24). Las proteasas son clasificadas con base a tres amplios

criterios: 1) tipo de reacción catalizada, 2) naturaleza química del sitio catalítico, 3)

relación evolutiva con referencia a su estructura.

Las proteasas en general son subdivididas en dos grandes grupos: exopeptidasas y

endopeptidasas, dependiendo de su sitio de acción como se muestra en la tabla 4.

Exopeptidasas

Las exopeptidasas actúan únicamente cerca del final de la cadena polipeptídica liberando

un solo residuo de aminoácido, un dipéptido o un tripéptido. Las exopeptidasas se dividen

en dos grupos:

3.4.11,13-14.- Aminopeptidasas.

Las aminopeptidasas actúan en el amino terminal de la cadena polipeptídica. Están

presentes en una amplia variedad de especies microbianas, incluyendo bacterias y

hongos. En general las aminopeptidasas son enzimas intracelulares.

3.4.16-18.- Carboxipeptidasas.

Las carboxipeptidasas actúan en el carboxilo terminal de la cadena polipeptídica y liberan

un solo aminoácido o un dipéptido. Pueden ser divididas en tres grandes grupos:

carboxipeptidasas de serina, metalocarboxipeptidasas y carboxipeptidasas de cisteína,

basándose en la naturaleza de los residuos de aminoácidos del sitio activo de la enzima.

Endopeptidasas

Las endopeptidasas son caracterizadas por su acción preferencial en enlaces peptídicos

de regiones internas de la cadena polipeptídica, lejos del amino o carboxilo terminal. Las

endopeptidasas a su vez son subdivididas en cuatro subgrupos de acuerdo al grupo

funcional presente en el sitio activo en: proteasas de serina, proteasas aspárticas,

proteasas de cisteína y metaloproteasas.
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Tabla 4. Tipos de peptidasas designadas por la Unión Internacional de Bioquímica y Biología
Molecular (1992).

NúmeroE.C. Tipo de peptidasa Acción

EXOPEPTlDASAS Aminopeptidasa Uberación del residuo
3.4.11.- N-terminal

3.4.13.- Dipeptidasa Actúa sólo en dipéptidos

Dipeptidil peptidasa Liberación del dipéptido
3.4.14.- N-terminal

Tripeptidil peptidasa Liberación del tripéptido
N-terminal

Peptidil dipeptidasa Liberación del dipéptido
3.4.15.- C-terminal

Ca~xipeptidasa (serina) Liberación del residuo
3.4.16.- C-terminal

Carboxipeplidasa (metalo) Uberación del residuo
3.4.17.- C-terminal

Carboxipeptidasa (cisterna) Liberación del residuo
3.4.18.- C-terminal

Omega peptidasa Liberación de residuos modificados del
3.4.19 .- N- oC-terminal

ENDOPEPTIDASAS Endopeptidasas de serina
3.4.21.-
3.4.22.- EndooeDtidasas de cisterna
3.4.23.- EndooeDtidasas de aspártico
3.4.24.- Metalo-endopeptidasas

Endopeptidasas de mecanismo
3.4.99.- catalítico desconocido.

Algunas proteasas quedan fuera de esa clasificación estándar, por ejemplo las proteasas

dependientes de ATP, las cuales requieren ATP para su actividad.

11.5.2.- Proteasas dependientes de ATP

Las proteasas dependientes de ATP no están incluidas en la clasificación estándar de

proteasas. Las chaperonas moleculares y las proteasas dependientes de ATP juegan un

papel central en redes regulatorias en todos los organismos vivos. Las chaperonas

promueven actividades tales como maduración proteica, traslocación y síntesis de

proteínas, plegamiento y ensamblaje de estructuras multiméricas. Las chaperonas

estabilizan parcialmente a polipéptidos desplegados hasta que las condiciones sean

favorables para su correcto plegamiento o asociación, de este modo se reduce la

probabilidad de un plegamiento prematuro y la formación de estructuras inertes

funcionales . Esta función es particularmente vital durante estrés, cuando el potencial de

proteínas mal plegadas, la desnaturalización y agregación incrementan grandemente34•
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De igual importancia para la homeostasis celular se encuentran las proteasas

dependientes de ATP. Por su eficiencia en degradar proteínas selectas, las proteasas

ayudan a modular enzimas metabólicas claves y proteínas regulatorias, también

remueven polipéptidos aberrantes procedentes de errores traduccionales y/o daños post

síntesis. La actividad de esas proteasas es vital durante estrés debido el incremento

dramático de polipétidos anormales los cuales son potencialmente tóxicos".

Familia proteica Clp/Hsp 100

Las proteínas Clp/Hsp 100 comprenden una nueva familia de chaperonas moleculares,

presentes en todas las eubacterias y eucariontes. Las Clp-ATPasas son chaperonas

moleculares clásicas, catalizan el desplegamiento de proteínas en una reacción

dependiente de ATP, estas reacciones envuelven el desensamblaje de complejos

proteicos y agregados. Esta familia puede ser dividida en dos grupos: las proteínas en el

primer grupo contienen dos dominios de unión a ATP, como ClpA, ClpB, ClpC y ClpE,

aunque difieren en tamaño y organización de secuencia, son altamente conservadas", El

segundo grupo tiene sólo a dos miembros, ClpX y ClpY, los cuales difieren del primer

grupo porque sólo tienen un dominio de unión a ATP. Siendo la familia proteica más

novedosa, pequeño es el conocimiento acerca del papel de las proteínas Clp/Hsp 100 en

diferentes organismos, o de sus modos específicos de acción de la chaperona.

Muchos estudios genéticos han mostrado que diferentes proteínas Clp/Hsp 100 son

importantes y' en muchos casos, con papeles esenciales pues participan en funciones

celulares como la replicación del DNA, control de la expresión génica, tolerancia a estrés

por calor y degradación de proteínas. Una característica adicional de la importancia de las

proteínas Clp/Hsp 100 es su asociación con componente proteolítco (subunidades

proteolíticas Clp P). En este complejo proteasa-Clp dependiente de ATP en el cual la

subunidad chaperona es esencial para que se presente actividad proteolítica de ClpP,

debido a que la subunidad ClpP por sí sola degrada pequeños péptidos muy lentamente,

la unión selectiva a la proteína blanco es llevada a cabo por la chaperona y presentada a

ClpP en un estado desplegado, preparada para la deqradacíórr".

La degradación de proteínas intracelulares es un proceso altamente controlado y

regulado. Dentro del citoplasma de células bacterianas, gran parte de la degradación de

proteínas es llevada a cabo por proteasas multiméricas de alto peso molecular

dependientes de ATP (proteínas Clp). Esas proteasas tienen un núcleo proteolítico capaz

de romper un amplio rango de enlaces peptídicos, esta actividad está dirigida sólo contra
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proteínas anormales y un número limitado de proteínas nativas con una vida media

corta". E. coli posee dos proteínas Clp: ClpA y ClpB37
• ClpA es expresada

consitutivamente a temperaturas normales, parece estar envuelta en la regulación de

proteólisis, ya que ClpA activa fuertemente a peptidasas ClpP (no homóloga con las otras

proteínas Clp) en el corte ATP-dependiente de proteínas desnaturatizadas'". El gen elpB

de E.coli es un gen de choque térmico (heat shock)" que codifica para dos formas de

ClpB : ClpB y ClpB'. ClpB' es una molécula truncada que es producida junto con ClpB por

el uso de un sitio de iniciación traduccional alterno.

11.6.- Importancia de las proteínas secretadas con actividad proteolítica

Un campo prácticamente inexplorado con respecto a las proteínas que son secretadas por

M. tuberculosis, es la producción de proteasas. Estas proteínas secretadas en el caso de

otras bacterias, han sido ampliamente reconocidas como efectoras en la patología de

enfermedades infecciosas como factores de vtrulencia'",

El genoma de M. tuberculosis revela la presencia de un gran número y variedad de genes

que potencialmente pueden codificar para proteasas, algunos de esos genes contienen

información para proteasas que pueden ser secretadas al medi027 sin embargo, el

conocimiento acerca de la biología de esas enzimas con respecto a su contribución en

patogénesis no ha sido determinada.

La sobrevivencia de las bacterias depende en gran medida de la disponibilidad de fuentes

extracelulares de nutrientes, las bacterias se proveen de fuentes proteicas degradando

proteínas extracelulares por la acción de proteasas que secretan. Durante una infección,

la secreción de proteínas se ha tornado interesante, debido a que dichas proteasas lejos

de cumplir una demanda nutricional, han sido asociadas con invasión y destrucción de

tejidos, así como evasión y modulación del sistema inmune del hospedero al cual

infectan". Una característica importante es que la actividad de esas proteasas no es

afectada por los inhibidores del hospedero, debido a que son capaces de inactivarlos

permitiéndo una proteólisis no requlada" :

Muchas especies de bacterias patógenas como Pseudomonas sp, Serratia sp, C/ostridium

sp, Bacteroides sp, Porphyromonas sp, Staphyloeoeeus sp y Streptocoeeus sp producen y

secretan proteasas las cuales de manera directa, participan en la patogénesis

degradando proteínas importantes del hospedero o mimetizando la actividad de proteasas
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reguladoras que controlan importantes sistemas zimógenos (coagulación, fibrinólisis,

activación del complemento, entre otras) así como la inducción de la producción local de

citocinas quimiotácticas, degradación de proteínas de defensa como IgG e IgA,

destrucción de componentes de matriz extracelular como colágena, elastina y fibronectina

que contribuye a una destrucción masiva del tejido40
•

La producción de proteasas que degradan colágena puede ser un factor importante en la

etiología de algunas enfermedades. Algunos patógenos producen colagenasas que

destruyen el tejido como por ejemplo Clostridium perfringens, Bacteroides fragilis,

Actinomadura (Streptomyces) madurae, Vibrio vulnificus, Bacillus anthracis,

Pseudomonas aeruginosa, Porphyromonas gingivalis y Aspergillus

fumigatus42.43.44.45.46,47,48.49.

Además de las enzimas colagenolíticas, otros tipos de proteasas también han sido

asociados con potenciales patogénicos. Staphylococci, en particular Staphylococcus

aureus produce varias proteasas extracelulares que incluyen proteasas de serina, cisteína

y metaloproteasas. Su insensibilidad a inhibidores de proteasas humanos y su habilidad

de inactivar algunos de ellos las marcan como potencialmente perjucicíales para el

hospedero. Recientes estudios muestran que estas proteasas también son capaces de

interaccionar con algunos mecanismos de defensa, así como modificar factores de

virulencia derivados de otros patóqenos'".

11.6.1.- Proteasas producidas por Micobacterias

Aunque el conocimiento sobre el papel de la proteólisis en la biología de algunos

microorganismos patógenos ha sido ampliamente estudiado, sorprendentemente para el

caso particular de micobacterias es escaso, sólo algunas proteasas han sido estudiadas

en micobacterias, las cuales son: el proteosoma 20S y la proteasa Lon de Mycobacterium

smegmatis51,52, la subunidad ATPasa de la proteasa ClpC en M. leprae53, y HtrA en

Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis'", Homólogos del gen Ion y del

protesoma 20S han sido identificados en genomas de Mycobacterium avium y

Mycobacterium intracellulare. Homólogos del proteosoma 20S se han identificado también

en genomas de M. intracellulare, M. leprae y M. túbercútosis", La función de esas

proteasas con respecto a su contribución en la patogénesis no ha sido determinada.
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11.6.2.- Proteasas producidas por M. tuberculosis

Varias proteínas exportadas y secretadas por M. tuberculosis han sido propuestas como

factores de virulencia, algunas de las cuales promueven la incorporación de la bacteria al

macrófago así como la sobrevivencia intracelular. Recientes estudios con actividades

enzimáticas asociadas al filtrado de cultivo de M. tuberculosis demuestran actividad

catalítica (incluyen fosfatasas, fosfoamidasas, Iipasas, esterasas y aminopeptidasas) que

potencialmente pueden contribuir al progreso de la enterrnedad'" sin embargo, muchas de

las actividades detectadas aún no han sido sujetas a una caracterización molecular o

evaluación de su participación en la patogénesis.

El genoma de M. tuberculosis H37Rv codifica para más de 30 proteasas, incluidos 6

genes que codifican para miembros de la familia de proteasas Clp dependientes de

ATP27. El conocimiento acerca de la biología de esas enzimas es muy escaso, en M.

tuberculosis sólo pocas proteasas secretadas han sido estudiadas: metaloproteasa

elastolítica, FtsH, MTB32A y MTB32B57,58,59. Con respecto a las proteasas Clp, mediante

el análisis del proteoma ha identificado a la proteasa ClpC en el extracto celular, y a ClpB

tanto en extractos como en filtrados de cuttivo'".

El mecanismo de penetración a los tejidos y torrente sanguíneo por M. tuberculosis es

pobremente entendido sin embargo, al igual que en otras enfermedades pulmonares,

infecciones gastrointestinales y condiciones necróticas, es razonable asumir que la

contribución de las proteasas es importante por ser capaces de distorsionar la matriz

extracelular del epitelio pulmonar y vasos sanguíneos. Se ha confirmado la presencia de

actividad colagenolítica en filtrados de cultivo de varias especies de micobacterias como

M. microti, M. avium, Mycobacterium kansassi, Mycobacterium terrae, Mycobacterium

gordonae y Mycobacterium fortuitum, aunque ninguna ha mostrado mayor actividad que

M. tuberculosis H37Rv y algunos aislados de pacientes tuberculosos. La enzima

responsable de esta actividad se identificó como una metaloproteasa de 75 KD

dependiente de iones divalentes'".

Recientemente en M. tuberculosis H37Rv se identificaron las micosinas (proteasas de

serina transmembranales) codificadas por 5 genes (mycP1-mycP5) , han sido detectadas

durante su crecimiento, son expresadas constitutivamente, lo cual sugiere que están

involucradas en procesos celulares normales. Lo que resulta interesante es que los genes

. mycP están presentes en otras micobacterias virulentas (sólo un gen ha sido detectado en
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la micobacteria no patógena M. smegmatis) , por lo que es posible que tengan un papel

importante como factores de vírulencía". Aunque la función de las micosinas durante el

crecimiento intracelular de M. tuberculosis no se conoce, .Dave y colaboradores'"

encontraron que la micosina1 es expresada y procesada durante la infección en

macrófagos, siendo localizada en la membrana, pared y envoltura celular. También han

encontrado actividad proteolítica típica de subtilisinas en el filtrado de cultivo. La

localización de estas micosinas puede sugerir que son importantes mediando la

interacción con el hospedero, existiendo la posibilidad de que estén involucradas en la

patogénesis.

En el presente trabajo, se analizó un filtrado de cultivo de M. tuberculosis en el cual se

detectó actividad proteolítica que de primera instancia (por su peso molecular)

aparentemente es distinta a la detectada por otros grupos de trabajo, razón por la cual se

propuso su caracterización y posible identificación.
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111.- JUSTIFICACiÓN

El conocimiento sobre el papel de la proteólisis en la biología de algunos microorganismos

patógenos ha sido ampliamente estudiado , no siendo así para el caso particular de

micobacterias. En las bacterias patógenas, las proteasas extracelulares generalmente

son factores de virulencia , las cuales contribuyen al desarrollo de las enfermedades.

El genoma de M. tuberculosis revela la presencia de un gran número y variedad de genes

probables que codifican para proteasas, algunas de las cuales pueden ser secretadas sin

embargo, sólo unas pocas han sido identificadas.

El desconocimiento sobre el papel que estas proteínas están desempeñando en la

biología de esta bacteria y la posibilidad de que estén involucradas en patogénesis, las

coloca como candidatas para una investigación exhaustiva.
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IV. HIPÓTESIS

¿La actividad proteolítica detectada en el filtrado de cultivo de M. tuberculosis representa

la actividad de proteasas distintas a las ya descritas o sólo confirman la información que

se tiene hasta el momento?
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V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

~ Caracterizar las proteasas detectadas en el filtrado de cultivo de Mycobacterium

tuberculosis

OBJETIVOS PARTICULARES

~ Determinación del pH óptimo

~ Determinación del punto isoeléctrico

~ Evaluar el efecto de los inhibidores específicos de proteasas

~ Determinación del peso molecular

~ Identificación de las proteasas por secuenciación
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS

Cepa Micobacteriana. Mycobacterium tuberculosis cepa H37Rv (ATCC 27294) fue

obtenida de American Type Culture Collection.

Cultivo de M. tuberculosis y preparación de proteínas del filtrado de cultivo (FC). M.

tuberculosis fue cultivada en medio Middlebrook 7H11 (Difco), suplementado con OADC

al 10% (ver anexo 1) durante 4 semanas a 3rC. Posteriormente, cultivada en medio

Sauton (7 semanas a 3rC sin agitación). El medio de cultivo que contiene las proteínas

del FC fue separado de la masa bacteriana por filtración a través de membranas con

poros de 0.45 IJm y 0.22 IJm. Las proteínas fueron precipitadas con sulfato de amonio

(80% saturación final) y centrifugado por 30 minutos a 10000 x g. El precipitado fue

resuspendido en 5 mi de PBS 1X y dializado contra PBS 1X, concentrado con azúcar

glass y finalmente dializado una vez más contra agua. Las alícuotas fueron almacenadas

a -70°C hasta su uso.

Electroforesis en gel de poliacrilamida con gelatina como sustrato (SDS-PAGE

Gelatina). Las muestras proteicas obtenidas del FC fueron primeramente mezcladas con

la solución amortiguadora de carga 2X sin l1-mercaptoetanol (anexo 2) por 15 minutos a

3rC y separadas electroforéticamente en geles de poliacrilamida al 11% (anexo 3)

copolimerizados con gelatina al 1% (la cual funciona como sustrato). La técnica fue

realizada en condiciones desnaturalizantes a un voltaje constante de 130V.

Detección de regiones con actividad proteolítica. Una vez terminada la electroforesis,

el gel fue lavado dos veces, el primer lavado se llevo a cabo con Tritón X-100 al 2.5% por

30 minutos en agitación a 4°C y el segundo con agua destilada por 10 minutos en

agitación a temperatura ambiente. El gel fue colocado en la solución amortiguadora de

incubación (Tris-HCI 100 mM, pH 8.0 Y CaCb 2.5 mM) durante toda la noche a

temperatura ambiente en agitación. Posteriormente teñido con amido negro 0.1% (anexo

4) y desteñido en una solución con metanol, ácido acético yagua destilada (50:10:40). La

actividad proteolítica fue visualizada como bandas blancas que contrastan con el fondo

negro.

Efecto de inhibidores de proteasas. El efecto inhibitorio en las proteasas fue

determinado por la incubación de los geles en la solución amortiguadora Tris-HCI 100
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mM, pH 8.0 Y CaCb 2.5 mM agregándole el inhibidor de interés, durante toda la noche a

temperatura ambiente en agitación. La inhibición de la actividad proteolítica fue estimada

por comparación después de la tinción con muestras control (ausencia de inhibidores).

Los inhibidores usados en este trabajo fueron: PMSF (fenilmetilsulfonilfluorido) , 1mM;

TLCK (N-tosil-lisina clorometil cetona), 135 uM; Aprotinina, 0.3 uM; E-64 (N-(N-(L-3-Trans

car-boxirano-2-carbonil)-L-leucil)-agmatina), 28.0 uM; EDTA, 2 mM; Pefabloc SC (4

(Aminoetil)-ben-zenesulfonil-flourido, hidrocloride (AEBSF), 4 mM y Pepstatina, 1 uM

(para mayor detalle veáse anexo 5). Los porcentajes de inhibición se determinaron de

acuerdo a los valores obtenidos del análisis de los geles por densidad óptica en el

programa Quantity One (Bio-Rad).

Determinación de pH óptimo. El efecto del pH fue determinado por la incubación de los

geles en la solución amortiguadora Tris-HCI, 100 mM y CaCI2 2.5 mM (ajustándole el pH a

7.0, 8.0 Y 9.0); en la solución amortiguadora citrato de sodio 50 mM (pH 4.0, 5.0 Y6.0) Y

en la solución amortiguadora carbonato de sodio 200 mM (pH 10.0 Y 11.0), durante toda

la noche a temperatura ambiente en agitación. Los porcentajes de activación se

determinaron de acuerdo a los valores obtenidos del análisis de los geles por densidad

óptica en el programa Quantity One (Bio-Rad).

Estimación del peso molecular. Las muestras del FC fueron separadas

electroforéticamente en geles SDS-PAGE-GELATINA empleándose marcadores de pesos

moleculares preteñidos (Bio-Rad), el peso molecular fue determinado en el programa

Quantity One (Bio-Rad).

Electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida (2-D PAGE) Y transferencia

de proteínas. Para la primera dimensión (enfoque isoeléctrico) se utilizaron las tiras

Immobiline DryStrip pH 4-7L 18 cm (Amersham Pharmacia Biotech), las cuales fueron

hidratadas en una solución de rehidratación con la solución amortiguadora IPG (anexo 6)

durante toda la noche a temperatura ambiente. Las muestras proteicas (aproximadamente

100 ug del FC total) fueron solubilizadas en solución de rehidratación por 20 minutos y

focalizadas en tres etapas: la primera durante 1 minuto a 500V, 2 mA, 5W; la segunda

durante 1:30 minutos a 3500V, 2 mA, 5W y la tercera durante 5 horas a 3500V, 2 mA, 5W.

El enfoque isoeléctrico fue llevado a cabo en la cámara Multiphor 11 Electrophoresis Unit

(Amersham Pharmacia Biotech).
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La segunda dimensión se llevó a cabo como se describió en la parte de electroforesis, con

la única diferencia de no utilizar gelatina. La tira fue colocada en el gel concentrador y

sellada con agarosa al 1%. Los geles obtenidos fueron transferidos a membranas de

nylon y teñidos con azul de Coomassie (anexo 7). Aquellos puntos que coincidían con los

puntos con actividad proteolítica fueron cortados de la membrana y secuenciados.

2-D PAGE con gelatina como sustrato. La electroforesis en dos dimensiones se llevó a

cabo como se describió en la parte de 2-D PAGE, sólo que en la segunda dimensión se

utilizó gelatina al 1%. Después de la corrida el gel fue sometido al método descrito en la

parte de detección de regiones con actividad proteolítica.

Tinción inversa y extracción de bandas de proteólisis. Las muestras proteicas fueron

separadas electroforéticamente como se describió en la parte de electroforesis , sin

adicionar gelatina. El gel fue teñido con Imidazol-Zinc (anexo 8). Siguiendo el patrón de

migración de las proteasas, se extrajeron del gel 3 regiones en las cuales migran las

proteasas, a estas regiones se les retiró la tinción con ácido cítrico 2%, se neutralizaron

con solución amortiguadora de transferencia 1X y fueron puestas en la solución

amortiguadora de carga 2X. Para corroborar si las regiones contenían actividad

proteolítica, fueron separadas electroforéticamente en SDS-PAGE-Gelatina . El gel fue

sometido al método descrito en la parte de detección de regiones con actividad

proteolítica. Por otra parte, las regiones extraídas del gel que mostraron actividad

proteolítica fueron transferidas a una membrana de nylon y teñidas con azul de

Coomassie. Las regiones fueron cortadas de la membrana y secuenciadas.

Secuenciación de proteínas Las regiones aisladas del gel teñido con Imidazol-Zinc

fueron secuenciadas a partir del extremo amino-terminal. Los puntos extraídos de la

membrana que coincidían con los puntos con actividad proteolítica fueron analizados por

espectometría de masas (MALDI-TOF, Amersham Pharmacia Biotech). Ambos análisis se

llevaron a cabo en el GBF-SF, German National Research Center for Biotechnology,

Braunschweig, 38124 Braunschweig, Germany.
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VII. Resultados

VII.1.- Detección de regiones con actividad proteolítica. Las muestras proteicas

obtenidas del filtrado de cultivo de M. tuberculosis fueron separadas electroforéticamente

en geles de poliacrilamida al 11% co-polimerizados con gelatina .como sustrato. Tres

regiones (bandas) con actividad proteolítica fueron detectadas cuando a los geles se les

retiró el SDS con Tritón X-100 y fueron incubados en la solución amortiguadora Tris-HCI,

pH 8.0 con CaCh, durante toda la noche a temperatura ambiente. La estimación del peso

molecular de las tres bandas obtenida del programa Ouantity One (Bio-Rad) fue la

siguiente: la banda 1 con un peso superior a los 100 kD; banda 2 con un peso de 50.3 kD

Yla banda 3 con un peso de 47.3 kD (figura 1).

kD PM

207

118

81

52 .5 

36.2 _

29.9 _

20 .7 -

+- Barda 2 (50.3 kD)

+- Barda 3 (47.3 kD)

Figura 1. SOS-PAGE con gelatina como sustrato mostrando las regiones (bandas) con actividad

proteotrtica detectadas en el filtrado de cultivo de M. tuberculosis. A la izquierda los pesos moleculares.

VI1.2.- Determinación del pH óptimo. La actividad proteolítica de las tres bandas fue

detectada a distintos valores de pH probados (figura 2), sin embargo el porcentaje de

activación fue distinto (Tabla 4). El porcentaje de activación relativo a cada pH probado

fue determinado a través de la lectura de la densidad óptica de las bandas con actividad

proteolítica, por medio del programa Ouantity One (Bio-Rad).

La figura 3 muestra el porcentaje de activación para cada banda a cada pH analizado. Las

lecturas de densidad óptica obtenidas para las tres bandas a pH 9 se tomaron como el

100 %, siendo los valores más altos obtenidos y por lo tanto designado como pH óptimo

(carril 6). A pH 8 (carril 5), el porcentaje de activación obtenido fue, 97.3% para la banda

1, 92% banda 2 y 92.3% banda 3, valores cercanos al 100% de activación. A pH 7 la

actividad proteolítica de las tres bandas también se favoreció, 81% banda 1,61% banda 2
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y 59.6% banda 3 (carril 4), aunque fue menor a los dos anteriores. Con pH 10 Y 11 los

valores obtenidos fueron similares a pH 7 (carril 7 y 8 respectivamente) . A pH 4, 5 Y 6

(carril 1, 2 Y 3 respectivamente), el porcentaje de activación fue inferior a los obtenidos

con valores de pH básicos.

PM 2 3 4 5 6 7 8
kD

'2D7
118

81

52.5
332
29.9

'2D .7

Banda 1

Banda 2
Banda 3

Figura 2. Determinación del pH óptimo de las proteasas detectadas en el filtrado de cultivo de M.

tuberculosis. a) SDS-PAGE con gelatina como sustrato mostrando la actividad proteolitica de las tres

regiones (bandas) sometidas a diferente pH. Carriles: 1. pH 4.0; 2. pH 5.0; 3. pH 6.0; 4. pH 7.0; 5. pH 8.0; 6.

pH 9.0; 7. pH 10.0; 8. pH 11.0. A la izquierda los pesos moleculares.

Banda 1 Banda 2

pH 4 pH 5 pH 6 pH 7 pH 8 pH 9 pH 10 pH 11

Banda 3

pH 4 pH 5 pH 6 pH 7 pH 8 pH 9 pH 10 pH 11

pH 4 pH 5 pH 6 pH 7 pH 8 pH 9 pH 10 pH 11

Figura 3. Porcentaje de activación relativo a cada pH probado. Los valores de densidad óptima más altos

fueron designados como el 100% de activación (pH 9), a partir de los cuales se designaron los porcentajes de

activación restantes para cada banda en particular.
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Tabla 4. Detenninación del pH óptimo.

pH Banda 0.0. % de activación

4 1 45.1198 16.3083654
2 117.5290 46.3880518
3 128.7980 49.0736631

5 1 198.2602 71.6603305

2 162.8363 64.2705947
3 154.9690 59.0451443

6 1 154.4790 55.8357966

2 117.0166 46.1858103
3 87.4304 33.3120855

7 1 224.5751 81.1717425

2 154.7322 61.0719508
3 156.3149 59.5579492

8 1 269.3171 97.3435536
2 233.1633 92.0282759
3 242 .3543 92.3400461

9 1 276 .6666 100
2 253.3605 100
3 262.4585 100

10 1 222 .5124 80.4261881
2 153.6528 60.6459176
3 152.2541 58.0107331

11 1 223.2541 80.6942725
2 152.6524 60.2510652
3 149.2584 56.8693336

VII.3.- Efecto de los inhibidores en la actividad proteolítica. La figura 4 se muestra el

efecto de los diferentes inhibidores sobre la actividad proteolítica de las tres bandas. La

tabla 5 muestra el porcentaje de inhibición relativo para cada inhibidor probado. El

porcentaje de inhibición relativo se determinó mediante la lectura de la densidad óptica

(0.0.) de las bandas con actividad proteolítica, por medio del programa Quantity One

(Bio-Rad). Los valores de densidad óptica obtenidos del experimento control (sin

inhibidor), fue el valor correspondiente al 0% de inhibición, a partir de los cuales se

designó cada porcentaje de inhibición para cada banda en particular.
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El efecto de E-64 y Pepstatina en la actividad proteolítica de las tres bandas fue

prácticamente nulo, debido a que los porcentajes de inhibición relativa no superan el 2%

(carril 2 y 3 respectivamente). Pefabloc mostró un gran efecto sobre la actividad de la

banda 1 y 3, 46.1% Y 43% respectivamente. Con TLCK también se observó un efecto

sobre la actividad de la banda 1 y 3 con un porcentaje alto, 37% y 44.6% respectivamente

(carril 5). El efecto inhibidor de Aprotinina sobre la banda 3 fue mayor (49.4%), con

respecto a las bandas 1 y 2 (carril 6). Con PMSF la actividad de las tres bandas fue

inhibida con 18.5% banda 1, 58.2% banda 2 y 61.3% banda 3 (carril 7). EOTA (carril 8)

mostró la mayor inhibición sobre la actividad proteolítica de las tres bandas que cualquier

otro inhibidor probado, 46.7% banda 1, 69.2% banda 2 y 73.7% banda 3 (figura 5).

kD PM 1 2 3 4 5 6 7 8
207

118

81

52.5

36.2

29.9

20.7

Banda 1

Banda 2
Banda 3

Figura 4. Efecto de los inhibidores sobre la actividad proteolítlca detectada en el filtrado de cultivo de

M. tuberculosis. SDS-PAGE con gelatina como sustrato incubado con los diferentes inhibidores de

proteasas. Carriles: 1. Sin inhibidor; 2. E-64, 0.28 uM; 3. Pepstatina, 1 uM; Pefabloc, 4mM; 5. TLCK, 135 uM;

6. Aprotinina, 0.3 uM; 7. PMSF, 1 mM; 8. EDTA, 2 mM. A la izquierda los pesos moleculares.

VI1.4.- Detección de puntos con actividad proteolítica por electroforesis

bidimensional. Las proteinas del filtrado de cultivo de M. tuberculosis fueron separadas

electroforéticamente en 2-D PAGE con gelatina como sustrato. Para la primera dimensión

(enfoque isoeléctrico) se utilizó el rango de pH 3-10. Posterior a la segunda dimensión, al

gel obtenido se le retiró el SOS con Tritón X-100 y fue incubado en la solución

amortiguadora Tris-HCI 100 mM pH 8.0, durante toda la noche a temperatura ambiente.

Seis puntos con actividad proteolítica fueron detectados, con un punto isoeléctrico entre

pH 4 Y 5. Tres puntos presentaron un peso molecular 50.3 kO, con punto Isoeléctrico

distinto, los otros tres puntos presentaron un peso molecular de 47.3 kO, con punto

isoeléctrico distinto también, sin embargo similar a los tres puntos de 50.3 kO, es decir,
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cada punto de 50.3 kD parece corresponder con un punto de 47.3 kD (figura 4). Los

puntos detectados corresponden a las bandas 2 y 3 (50.3 Y 47.3 kD respectivamente)

detectadas en SDS-PAGE-Gelatina (véase figura 1). La banda 1 no pudo ser detectada

por esta técnica.
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Figura 5. Porcentaje de inhibición sobre la actividad proteolftica de las tres bandas para cada uno de

los Inhibidores probados. Los valores de densidad óptica obtenidos del experimento control (sin

inhibidor), fue el valor correspondiente al 0% de inhibición, a partir del cual se designó el porcentaje

de inhibición para cada banda en particular.
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Tabla 5. Efecto de los inhibidores en la actividad proteolítica de las tres bandas detectadas

en el filtrado de M. tuberculosis.

Inhibidores Concentración de uso Banda 0.0. % de inhibición

Sin inhibidor - 1 264.2935 O
2 208.3794 O
3 241.6474 O

E-64 0.28 uM
1 260.2542 1.52833876
2 206.3913 0.95407703
3 239.6252 0.83683913

Pepstatina 1 uM
1 262.5241 0.66948298
2 205.1563 1.54674598
3 238.6235 1.25136873

Pefabloc 4mM
1 142.4618 46.09712308
2 180.4047 13.4248875
3 137.9180 42.9259326

TLCK 135 uM
1 166.2848 37.08328052

2 206.3913 0.95407703
3 133.7709 44.6421108

Aprotinina 0.3 uM
1 241.0252 8.803962262
2 199.1259 4.44069807
3 122.2217 49.4214711

PMSF 1 mM
1 215.2595 18.55285885
2 87.1883 58.1588679
3 93.5488 61.2870654

EDTA 2mM
1 140.4361 46.86358159
2 64.0849 69.2460483
3 63.4354 73.7487761
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Correspondientes a labanda 3

pH 3

PM
kD

110
90.0

51.2

Figura 6. Puntos con actividad proteolltica detectados en el filtrado de cultivo de M. tuberculosis por

electroforesis bidimensional. 2-D PAGE con gelatina como sustrato mostrando los puntos detectados con

actividad proteolltica, focalizados entre pH 4 Y5, los cuales por su patrón de migración en gel corresponden a

la bandas 2 y 3 detectadas por electroforesis de una dimensión.

VII.5.- Electroforesis bidimensional, transferencia de proteínas y 2-D PAGE con

gelatina como sustrato. El filtrado de cultivo de M. tuberculosis fue separado

electroforéticamente en 2-D PAGE, transferido a una membrana de nylon y teñida con

azul de Coomassie. A la par, el filtrado de cultivo fue separado en 2-D PAGE con gelatina

como sustrato, sometiendo al gel al lavado con Tritón y colocado en la solución

amortiguadora de incubación durante toda la noche a temperatura ambiente, para

visualizar los puntos con actividad proteolítica. Al comparar las dos electroforesis

bidimensionales, se logró detectar en la membrana teñida con Coomassie seis puntos que

coincidían con los puntos con actividad proteolítica (figura 5). Los puntos fueron cortados

de la membrana y secuenciados.

51.2

21 .4

362

29 .0

pH 4
..~;4..

t ,o:

Puntos que coincidfan con los PM
puntos con actividad proteolltica kD

_ - 110
90.0

pH4 pH7pH7

Figura 5. Puntos detectados en el filtrado de cultivo de M. tuberculosis por electroforesis

bidimensional. a) 2-D PAGE con gelatina como sustrato en el que se muestran los puntos con actividad

proteolftica. En la parte inferior el rango de pH utilizado. b) 2-D PAGE tenido con Coomassie en donde se

muestra la región correspondiente a los puntos que coincldlan con los puntos hidrolizados del gel en el inciso

a) de acuerdo a su patrón de migración , los cuales fueron cortados y secuenciados. En la parte inferior el

rango de pH utilizado. A la derecha los pesos moleculares.
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VII.6.- Secuenciación de proteínas. Las regiones cortadas del gel teñido con Imidazol

Zinc (a la altura de 50 y 47 kD) Y transferidas a una membrana de nylon fueron

secuenciadas. El análisis de la secuencia del extremo amino terminal permitió obtener la

secuencia parcial de los siguientes aminoácidos (P E I R P Y H L L), este dato fue

incorporado a la base de datos del Tuberculist Web Server

(http://genolist.pasteur.frfTubercuList/) del cual se identificó a dicha secuencia como parte

del extremo amino terminal de la secuencia completa de la proteína CLPB MYCTU (figura

6), la cual está identificada como probable endopeptidasa de unión a ATP. Es una

proteína de choque térmico (heat shock), referida como ClpB, producto del gen elpB (Rv

0384c) de M. tuberculosis, compuesta de 848 aminoácidos, con una masa molecular

teórica de 92536 y un punto isoeléctrico de 4.9752. La proteína ClpB está compuesta de

varios dominios, un dominio amino-terminal (1-160); dos dominios de unión a ATP:

dominio 1(161-410); dominio 2(531-724), los cuales están separados por una región

espaciadora (411-530). Ambos dominios de unión a ATP contienen el motivo Walker A

e06G~GKT213 y 607G~GKT614) y Walker B e77DE280 y 678DE681), motivos propuestos para

la unión e hidrólisis de ATP; un dominio SSD carboxilo terminal que contiene el motivo

GAR (803GAR805
) , propuesto como sensor del estado del nucleótido que está unido al

motivo de unión a ATP, mediando el cambio conformacional del dominio carboxilo

terminal.

1 rndsfnpttkt qaaltaalqa astagnp e i r pahllrna l l t qndgiaapll eavgvepatv
61 raetqrlldr lpqatgastq pqlsreslaa ittaqqlate lddeyvsteh vrnvglatgds

121 dvaklltghg aspqalreaf vkvrgsarvt spepeatyqa lqkystdlta rareqkldpv
181 iqrdneirrv vqvlsrrtkn npvliqe pqv qkta i v e q l a qrivaqdvpe slrdktival
241 dlqsmvaqsk yrqefeerlk avlddiknsa qqiitfidel htivqaqatq eqamdagnmi
301 kpmlarqelr lvqattldey rkhiekdaal errfqqvyvq epsvedtiqi lrqlkdryev
361 hhqvritdsa lvaaatlsdr yitarflpdk aidlvdeaas rlrmeidsrp veideverlv
421 rrleieernal skeedeasae rlaklrsela dqkeklaelt trwqneknai eivrdlkeql
481 ealrgesera erdgdlakaa elrygripev ekkldaalpq aqareqvrnlk eevqpddiad
541 vvsawtqipa qrlleqetak llrmedelqk rviqqkaavt avsdavrrsr aqvsdpnrpt
601 qafmflqpt q vqkte l aka l adflfddera mvridmseyq ekhtvarliq appqyvqyea
661 qqqlteavrr rpytvvlfde iekahpdvfd vllqvldeqr ltdqhqrtvd frntililts
721 nlqsgg s a e q vlaavratfk pefinrlddv lifeglnpee lvrivdiqla qlgkrlaqrr
781 l q l qvslp a k rwlaqrgfdp vyga rplrrl vqqaigdqla krnllagqvhd gdtvpvnvsp
841 dadslilg

Figura 6. Secuencia de aminoácidos de la proteína ClpB de M. tuberculosis. Subrayado en negritas la

secuencia de aminoácidos obtenida del anál isis de secuenciación del extremo amino-terminal. ClpB está

compuesta de varios dominios, un dominio amino-terminal (en color café) ; dos dominios de unión a ATP (en

color negro), los cuales están separados por una región espaciadora (en color azul). Ambos dominios de

unión a ATP contienen el motivo Walker A e06G~GKT214 y 607G~GK"fl15) y Walker B e 770 E280 y 6780 E681),

ambos en color rojo; un dominio SSO carboxilo terminal (en color verde) que contiene el motivo GAR

(803GAR805) en color rosa.
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De los puntos cortados del gel bidimensional (Figura 5b) y analizados por espectometría

de masas no se logró obtener ningún dato que pudiera damos algún resultado.

La búsqueda de dominios conservados en la secuencia de la proteína ClpB mostró que

esta proteína comparte algunos dominios con otras proteínas también dependientes de

ATP , presentes tanto en euca riontes como procariontes. Los domin ios conservados que la

proteína ClpB de M. tuberculosis comparte con esas otras proteínas, son los motivos de

unión a ATP (figura 7), a excepción de la proteína SbcC (una ATPasa involucrada en la

reparación de DNA), la cual comparte sólo la región espaciadora (aminoácidos 411-530).
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Figura 7. Dominios conservados en la secuencia de la proteína ClpB de M. tuberculosis. La figura

muestra los dominios que ClpB comparte con otras protelnas dependientes de ATP.

Para determinar si la proteína ClpB contenía en su secuencia aminoacídica un péptido

señal potencial, así como un sitio de corte , la secuencia de los primeros 70 aminoácidos

ubicados en el extremo amino-terminal fue analizada en el programa SignalP V3.0 Server

(http://tbsp.phri.org/methodframe.html). Los resultados del análisis mostraron un probable

sitio de corte potencial entre la posición 32 y 33. La probabilidad obtenida que pudiera

indicar que dichos aminoácidos forman parte de un péptido señal estándar fue muy baja

(0.025), debido a ello , con la predicción del programa, éste no reconoce a dicha secuencia

como un péptido señal, aunq ue sí presenta un sitio de corte .
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VIII. DISCUSiÓN

En el presente trabajo se identificaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida

con gelatina como sustrato, 3 bandas con actividad proteolítica en el filtrado de cultivo de

M. tuberculosis H37Rv (la banda 1 con un peso superior a los 100 kD; la banda 2 con un

peso de 50.3 kD Y la banda 3 con un peso de 47.3 kD). Este método sensible, además de

un análisis rápido, permitió la caracterización preliminar de las enzimas proteo líticas

estables en SDS, así como el estudio simultáneo del efecto de una variedad de

condiciones experimentales, por el simple cambio de composición de la solución

amortiguadora de incubación.

Con el fin de determinar a que clase de proteasas correspondía la actividad proteolitica

observada en cada una de las bandas, se utilizaron inhibidores específicos. Se observó la

inhibición parcial de la actividad proteolítica de las tres bandas cuando se utilizaron los

inhibidores de proteasas de serina: Pefabloc, TLCK, Aprotinina y PMSF, indicando estos

resultados que la actividad proteolítica pertenecía a proteasas de este tipo. La mayor

inhibición en la actividad proteolítica de las tres bandas se observó cuando se utilizó

EDTA (inhibidor específico de metaloproteasas).

Algunas proteasas de serina son dependientes de calcio, el EDTA al "secuestrar' este ión

puede, al igual que los inhibidores de serina, reducir eficazmente la actividad de las

proteasas. La actividad de la banda 1 fue observada sólo en presencia de calcio, el cual

fue incluido a la solución amortiguadora de incubación. Con EDTA su actividad fue

reducida drásticamente, lo que indicó que la (o las) proteasa (s) correspondiente a esta

banda es dependiente de calcio.

La actividad de las bandas 2 y 3 fue visualizada sin la adición de calcio a la solución

amortiguadora de incubación, lo que pudiera indicar que su inhibición por EDTA no fue

por la ausencia de calcio, sino por algún otro ión o metal (como Cu2+, Fe2+, Mg2+, Mn2+,

Ni2+), que pueda unirse al inhibidor y no estar disponibles para al enzima.

Es posible también que las bandas proteolíticas estén compuestas de ambas clases de

proteasas, es decir, tanto de la clase serina como metaloproteasas, debido a la doble

inhibición.

Así, con base a la sensibilidad a los mismos inhibidores y actividad similar a un pH

específico (pH 8 Y 9), es posible asumir que las tres bandas pertenecen a la misma clase

de proteasas (serina) , una de ellas dependientes de calcio (banda1), las dos restantes de

algún otro ión (bandas 2 y 3).
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Para determinar si las bandas observadas están compuestas por una o más proteasas, el

FC de M. tuberculosis fue analizado en una electroforesis bidimensional, la cual permitió

detectar seis puntos con actividad proteolítica, focalizados en el pH ácido, los cuales por

su patrón de migración se corresponden a las bandas 2 y 3, la banda 1 no pudo ser

detectada por esta técnica. Tres de los puntos presentaron el mismo peso molecular, 50.3

kD (banda 2), con punto isoeléctrico distinto, aunque muy cercano entre ellos. Los otros

tres puntos restantes también presentaron el mismo peso molecular, 47.3 kD (banda 3),

con punto isoeléctrico distinto también. Ambos conjuntos de puntos fueron detectados

entre pH 4 Y 5. Por su disposición en cuanto a peso molecular y punto isoeléctrico es

posible que se traten de isoformas.

Para identificar a las proteasas, se extrajeron del gel de poliacrilamida las bandas que se

correspondían con la actividad proteolítica, con el objetivo de separarlas del conjunto de

proteínas presentes en el FC. Estas bandas fueron sometidas al análisis de la secuencia

del extremo amino terminal, con este análisis (sólo se logró secuenciar la banda 3) se

identificó a la proteína ClpB, una proteína de choque térmico, análoga a la proteína ClpB

de E. coli, mostrando 54 % de identidad.

Teóricamente ClpB de M. tuberculosis presenta un peso molecular de 92 kD27
; la banda

secuenciada identificada como ClpB migró en el gel de poliacrilamida aproximadamente a

50 kD, lo cual no coincide con el peso teórico esperado, según su secuencia.

El análisis de la secuencia del extremo amino terminal permitió obtener la secuencia

parcial de unos cuantos aminoácidos (P E I R P Y H L L). El primer aminoácido prolina

(P), en la secuencia completa de la proteína ClpB se encontró ubicado en la posición 27

con respecto al aminoácido metionina, el cual inicia dicha secuencia (véase Figura 6), por

lo que se pensó que los aminoácidos faltantes podrían corresponder a un péptido señal,

cortado cuando la proteína fue secretada al medio extracelular. Para determinar si

contenía un péptido señal potencial, así como un sitio de corte, la secuencia completa de

aminoácidos de la proteína ClpB fue analizada en el programa SignalP V3.0 Server

(http://tbsp.phri.org/methodframe.html); estos datos nos darían una idea de que esta

proteína fue secretada al medio extracelular por una vía de secreción secuencia

dependiente. El resultado del análisis mostró un sitio con mayor probabilidad de corte

entre la posición 32 y 33, lo que indicaba que al menos los primeros 32 aminoácidos

podrían ser parte de un péptido señal, contrario al dato obtenido por secuenciación, el

cual indicó que la secuencia comenzaba a partir del aminoácido prolina, en la posición 27,
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de esta manera, el probable péptido señal (en el caso de que estuviera presente) lo

conformarían por lo menos los primeros 26 aminoácidos faltantes y no los 32, como lo

predijo el programa.

Es muy importante tomar en cuenta que en los datos obtenidos del programa, se

identificaron otros sitios de corte con menor probabilidad y uno de ellos coincide con el

inicio de la secuencia obtenida del análisis del extremo amino. La predicción de la

presencia de un péptido señal como tal en el extremo amino terminal, se obtuvo del

mismo programa, e indicó que los aminoácidos analizados aparentemente no son parte

de un secuencia señal.

La vía de secreción de proteínas denominada secuencia dependiente, requiere la

presencia de una secuencia señal, la cual es agrupada en tres clases: clase 1, 2 Y3. Las

secuencias clase 1 no muestran homología en su secuencia de aminoácidos, sin embargo

a nivel estructural comparten tres características altamente conservadas: 1.- Un extremo

amino terminal cargado positivamente (dominio N, 1-5 aminoácidos); 2.- Al menos seis

aminoácidos hidrofóbicos (dominio H, 7-15 aminoácidos); y 3.- Una región carboxilo

terminal polar no cargada (dominio C, 3-7 aminoácidos), en la cual se encuentra

localizado sitio de corte'". El extremo amino terminal faltante (26 aminoácidos) de la

secuencia de la proteína ClpB de M. tuberculosis presenta dichas características

estructurales; el amino terminal cargado positivamente está representado por los

aminoácidos MOSFNPTTKTQ, de los cuales el aminoácido Lisina (K) es el que confiere

al dominio-N la carga positiva. El dominio-H, lo conforman los aminoácidos

AALTAALQAA, con características hidrofóbicas y la región carboxilo terminal compuesta

por STAGN, de los cuales (según el análisis de la secuenciación del extremo amino

terminal), el sitio de corte se localiza en el aminoácido asparagina (N), como puede

corroborarse en la figura 6.

No se puede descartar que la vía de secreción por la cual dicha proteína esté siendo

secretada, no sea dependiente de secuencia, sino independiente dado que en el filtrado

de cultivo (FC) de M. tuberculosis también se han encontrado proteínas que no contienen

una secuencia señal (tabla 3)25.

La falta de los primeros 26 aminoácidos en la secuencia del extremo amino-terminal

pudieron ser eliminados por algún corte inespecífico llevado a cabo por una proteasa

presente en el medio de cultivo. La ausencia de los 26 aminoácidos iniciales, pudo afectar

el peso molecular de la proteína, reduciéndolo. Sin embargo, la reducción no sería tan
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pronunciada, hasta el punto de que la proteína migrara aproximadamente a 50 kD. Como

se mencíonó anteriormente, la secuencia parcial obtenida fue de sólo unos cuantos

aminoácidos ubicados en el extremo amino terminal, es por ello que no es posible

determinar sí la proteína ClpB presente en el filtrado de cultivo se encuentra completa. En

otras palabras, la proteína pudo haber sufrido otro corte proteolítico adicional en la

secuencia restante (que al parecer no afecta su actividad), lo que le restaría tamaño

reduciendo aún más su peso molecular, esto pudiera explicar por qué el peso molecular

de la proteína detectada en el gel es tan bajo.

Las proteínas llamadas chaperonas están implicadas en numerosos procesos en las

células bacterianas, asisten el plegamiento y la secreción de proteínas, además de

prevenir su agregación en condiciones de estrés por calor. Aunado a esto, reparan

proteínas que han sido dañadas o mal pleqadas'". ClpB es una chaperona dependiente

de ATP, perteneciente a la familia Hsp100 de ATPasas asociadas con diversas

actividades celulares (AAA+)66. A diferencia de otras Hsp100, ClpB es la única que

aparentemente no interacciona con la subunidad proteolítica ClpP, subunidad que le

confiere actividad de proteasa, por lo que algunos autores han propuesto que ClpB no es

capaz de degradar directamente sustratos proteicos, y al parecer sólo tiene actividad de

chaperona'". La ausencia del motivo [L1V]-G-[FL] en ClpB, un tripéptido involucrado en la

interacción de las Clp-ATPasas con ClpP, es una de las evidencias propuestas para

explicar porque ClpB no interacciona con Clpp68
• Es posible que otro componente

proteolítico semejante a ClpP aún no identificado, pueda asociarse de manera distinta con

ClpB en la formación de un nuevo tipo de complejo de proteasas dependientes de ATP.

Por la similitud de la secuencia de ClpB con ClpA (subunidad de la proteasa ClpA-ClpP),

particularmente de los motivos de unión a ATP, otros autores sugieren que al igual que

ClpA, la proteína ClpB puede tener un papel importante en procesos proteolíticos

dependientes de ATp39
.

El papel funcional y sustrato proteico potencial de ClpB son desconocidos. La expresión

de esta proteína es esencial para la sobrevivencia de algunas bacterias a altas

ternperaturas'"; coopera con otro grupo de chaperonas (DnaKlDnaJ/GrpE) para rescatar

proteínas mal plegadas de estados de pre-agregación reversibles",

Tanto el gen e/pB como e/pP, están bajo el control del producto del gen hspR y el factor

sigma H (sigH)71, ambas proteínas están involucradas en la respuesta de estrés por calor.

ClpP ha sido identificada también como proteína de choque térmico": es probable que la
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proteína ClpB y ClpP u otro componente proteolítico formen un complejo durante el

choque térmico bajo condiciones específicas que aún no han sido determinadas, lo que

explicaría el por qué dicho complejo no se ha observado in vitro73
• Si la actividad

proteolítica detectada en los geles de poliacrilamida es el resultado de la formación de

dicho cornplejo'", entonces es posible que nos encontremos ante un fenómeno diferente

al descrito para ClpB en otros organismos, en el cual este complejo sea partícipe en

procesos proteolíticos dependientes de ATp39
, aunque esto no es muy probable si

tomamos en cuenta que el análisis de la estructura de ClpB de E. coli mostró que esta

proteína forma un hept ámerc", sumado además el componente proteolítico (que en el

caso de ClpP también forma un heptámero), resulta un complejo con un peso molecular

muy grande. El peso molecular teórico de ClpB de M. tuberculosis es de 92 kD;

particularmente para esta proteína no se ha determinado aún si forma una estructura

similar. Sí se pliega de la misma manera que la descrita para la ClpB de E. coli (cada

subunidad del heptámero sería de 92kD, más el componente proteolítico), entonces no es

posible que un complejo de tal peso molecular se pudiera detectar en los geles utilizados

en este estudio. Con todo esto podemos concluir que la actividad proteolítica detectada en

los geles no es producto de la participación de dicho complejo proteolítico.

La actividad proteolítica de la proteína ClpB, hasta este momento, no ha sido

comprobada. Recientemente se demostró que la degradación eficiente de proteínas

mitocondriales (la cual es dependiente de ATP) en Saccharomyces cerevisiae es mediada

por la presencia de la chaperona Hsp7876
• La proteína Hsp78 es homóloga a ClpB, y

presenta funciones similares en termotolerancia y protección en estrés" pero sin función

proteolítica aparente.

Algunos autores han propuesto que la degradación dependiente de Hsp78 está mediada

por la proteasa Pim1/LON, de manera que la proteína Hsp78 coopera funcionalmente con

esa proteasa "preparando" a las proteínas sustrato para su degradación (cooperación

chaperona-proteasa), evidenciando que la degradación no es directamente por Hsp7878•

Esta cooperación de las chaperonas Clp/Hsp100, específicamente las del subtipo ClpB

con sistemas proteolíticos, es un primer acercamiento al hecho de que este tipo de

chaperonas tienen un papel importante en procesos proteolíticos dependientes de ATP,

ampliando su funcionalidad más allá de su exclusividad como ATPasas, dado que a las

proteínas ClpB sólo han sido implicadas en la reactivación de polipéptidos agregados70 y

no en proteólisis como tal, así, su participación en proteólisis podría representa un nuevo

aspecto funcional para esta clase de chaperonas.
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El mecanismo de acción de la proteína ClpB de M. tuberculosis aún no se conoce, sin

embargo, es posible que al igual que la proteína Hsp78 de S. cerevisiae, coopere con

algún sistema proteolítico o proteasas para la degradación de polipéptidos, de esta

manera se pudiera explicar la presencia de ClpB en la región (banda) secuenciada, donde

se detectó la actividad proteolítica.

Tomando en cuenta que la proteína ClpB de M. tuberculosis es secretada al medio

extracelular, característica hasta este momento única en esta bactería", es posible que la

función llevada a cabo por esta proteína sea también única y el hecho de encontrarla por

secuenciación en la banda correspondiente a la actividad proteolítica nos lleva a

especular dos posibles funciones: la primera, que ClpB esté cooperando con algún

sistema proteolítico o proteasa extracelular en la degradación del sustrato o que por sí

sola presente actividad proteolítica. Es posible también que las dos especulaciones estén

erradas, debido a que no existe evidencia suficiente que respalde dichas afirmaciones,

por lo que no se puede descartar el hecho de que la proteína ClpB haya sufrido un corte

por una proteasa presente en el medio de cultivo, lo que la llevó a caer en el peso de 50

kD en el gel, migrando conjuntamente con otra proteasa aún no identificada, que

posiblemente sea la responsable de la degradación del sustrato.

Las enzimas proteolíticas secretadas por bacterias son muy importantes, debido a que las

bacterias se proveen de fuentes proteicas degradando proteínas extracelulares con la

ayuda de esas proteasas. Posiblemente las proteasas detectadas en este trabajo cumplan

una función nutricional, aunque es válido pensar también que, al igual que muchas

bacterias patógenas que secretan proteasas que muestran un alto potencial de aumento

en la patoqénesis'", las proteasas secretadas por M. tuberculosis detectadas en este

trabajo presenten un papel similar, es por ello que es muy importante definir la función y

regulación de dichas enzimas, pues representa una aproximación útil hacia el análisis de

la fisiología de patógenos micobacterianos.

La localización de ClpB en el medio extracelular abre una puerta para investigar a fondo el

posible papel en el que esta proteína pudiera estar involucrada. Posiblemente como

proteína de estrés, represente un factor imprescindible para la sobrevivencia de la

bacteria durante condiciones desfavorables dentro del hospedero.
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Con los resultados obtenidos en este trabajo es factible mencionar que la actividad

proteolítica detectada no corresponde con la información obtenida hasta el momento, por

lo que las proteasas encontradas representan a otras proteínas secretadas al medio de

cultivo, con ello aumentando la lista de proteínas liberadas por la micobacteria durante su

crecimiento in vitro.
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IX. CONCLUSIONES

Tres regiones (bandas) con actividad proteolítica de más de 207 kD (banda 1), 50.3 kD

(banda 2) y 47.3 kD (banda 3) fueron detectadas en el filtrado de cultivo de M.

tuberculosis.

La actividad proteo lítica de las tres bandas fue detectada a cualquier valor de pH probado,

sin embargo la mayor actividad se presentó a pH 8 Y 9.

La inhibición de la actividad proteolítica de las tres bandas fue observada cuando se

utilizaron Pefabloc, TLCK, Aprotinina y PMSF, inhibidores de proteasas de serina ,

indicando que la actividad proteolítica está dada por proteasas de este tipo, una de ellas

dependientes de calcio (banda1), las dos restantes de algún otro ión (banda 2 y 3) por su

inhibición con EDTA.

Seis puntos con actividad proteolítica fueron detectados por medio de una electroforesis

bidimensional, todos presentando un punto isoeléctrico entre pH 4 Y 5.

El análisis de la secuencia del extremo amino terminal identificó a una de las bandas

proteolíticas (banda 3) como la proteína de choque térmico ClpB.
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x. PERSPECTIVAS

Con los resultados obtenidos en el presente trabajo no se logra evidenciar una asociación

directa entre la actividad proteolítica (proteasas) y la presencia de la chaperona ClpB, por

lo que se generan cuestionamientos sobre la función de ClpB como proteasa.

El estudio de la proteína ClpB de manera individual puede aportar datos importantes que

nos permitan demostrar que la actividad proteolítica detectada en el filtrado de cultivo de

M. tuberculosis corresponde o no a dicha proteína.
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XI. ANEXO

Anexo 1
OADC
Cloruro de Sodio 8.5 9
Ácido oleico 0.6 mi
Dextrosa 20 9
Catalasa 0.03 g
Albúmina bovina 50 9
Volumen final 20 mi

Anexo 2
Solución amortiguadora de carga 2X
SOS 2%
Glicerol 20%
Solución amortiguadora, gel concentrador 4X, 25%
Azul de bromofenol 0.0025%

Anexo 3
Preparación de la solución madre de acrilamida.
Preparado comercial al 30% acrilamida (Bio-Rad), 0.8% Bis. N,N'methylene-bis-acrylamide (Electrophoresis
Purity Reagent).
Para 500 mi
150 9 de acrilamida

4.0 9 de Bis-acrilamida, disolver en 200 mi de agua milliQ y aforar a 500 mI.

Solución gel separador 4X.
1.5 mM Tris pH 8.8, 0.4% SOS.
Para 500 mi
90.85 9 de Tris, disolver en 300 mi de agua milliQ y ajustar el pH a 8.8 con HCI diluido

2.0 9 de SOS, disolver en 300 mi de la solución Tris y aforar a 500 mI.

Solución gel concentrador 4X.
0.5 mM Tris-HCI pH 6.8, 0.4% SOS.
Para 250 mi
19.7 g de Trls-Hol, disolver en 200 mi de agua milliQ, ajustar el pH a 6.8.

1.0 9 de SOS, adicionar a los 200 mi de Tris-HCI y aforar a 250 mI.

Solución de Persulfato de amonio al 10%.
Persulfato de amonio (APS) 0.1g
Agua bidestilada 1.0 mi

Los geles de poliacrilamida al 11% copolimerizados con gelatina 1% se prepararon como se indica en la tabla.

Reactivos
Gel separador Volumen Gel concentrador

Gel separador 4X-Cml) 2.25 Gel concentrador 4X (rnl) 1.25
Aoua (mI) 2.55 3
Acrilamida (mf) 3.3 0.75
Persulfato de amonio 10% (ul) 60 50
TEMED (ul) 10 10
Gelatina 1% (mlf 0.9 -

Anexo 4
Solución amido negro
Amido black 10B, Lab. Bio-Rad; 0.1%
Para 200 mi
Amido black 10B 0.2g
Metanol 50% 100 mi
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Ácido acético 7% 14 mi

Anexo 5
Inhibidores de proteasas utilizados en este estudio, mostrando las características principales de cada inhibidor.

Inhibidor Especificidad Mecanismo Solubilidad! Concentración Nota
de acción Estabilidad de uso

PMSF Inhibe proteasas Irreversible, Soluble a >10 mglml en 17-170 J1gIml Peso molecular :
(fenilmetilsulfonilfluorido) de serina modifica el sitio isopropanol, etanol, (0.1-1mM) 174.2.

activo metanol. En isopropanol
al 100%, estable por 9
meses a + 25 oC.

TLCK (N-tosil-Iisina Inhibe proteasas Irreversible, Soluble a > 20 mglml 37-50 J1gIml Peso molecular:
clorometil cetona) de serina y modificación en agua. Estable a (100-135 JlM) 369.3.

cisterna de Histidina + 25 -c pH ~ 6.0.

E-64 Inhibe proteasas Modificación Soluble a 20 mg/ml en 0.5- 10 ug/ml Peso molecular:
(N-(N-L-3-Trans- de cisteína del sitio activo 1:1 (vlv) de etanol y (1.4- 28.0 uM) 357.4

carboxirano-2-carbonll) -L- agua. Estable entre pH
leucil)-agmatino) 2-10.

EDTA Inhibe Extrae metales Soluble en agua a 0.5 M 0.2- 0.5 uglml Peso molecular:
(ácido edetico) metaloproteasas de sitio activo a pH 8-9 . Estable a +4 (0.5- 1.3 mM) 372.24

oC nor 6 meses.

Pefabloc SC Inhibe proteasas Irreversible Soluble a > 100 mglml 0.1- 1.0 mglml Peso molecular:
(4-(2-Aminoetil)-ben - de serina en agua. Estable en (0.4- 4 mM) 239.5
cenosulfonil-f1ourido, solución por 1-2 meses a
hidrocloride (AEBSF) - 20 -c.

Pepstatina Inhibe proteasas Reversible Soluble en metanol a 1 0.7 fLglml Peso molecular:
ácidas mglml. Estable por una (1 JlM) 685.9

semana a +4 oC, o un Insoluble en agua
mesa-20 oC.

Aprotinina Inhibe proteasas Soluble en agua. 0.06- 20 uglml Peso molecular :
de serina A -20 oC estable por 6 (0.01- 0.3 uM) 6.512

meses

Anexo 6
Solución de rehidratación
UREA 8M
CHAPS 2%
Solución amortiguadora IPG 0.5%
Azul de bromofenol
b-mercaptoetanol
Agua milli Q

Anexo 7
Solución azul de Coomassie
Brillante Blue R-250 Coomassie, Lab. Bio-Rad; 0.1%
Para 200 mi
Coomassie R-250 0.2g
Metanol 50% 100 mi
Ácido acético 7% 14 mi

Anexo 8
Tinción inversa (Imidazol-Zinc)
Imidazol 0.2 M
Sulfato de Zinc (ZnS04) . 0.2 M
Ácido cftrico 2%
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