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Resumen

Mycobacterium bovis (M. bovis), el agente causante de la tuberculosis bovina, es
capaz de inducir apoptosis en macrofagos de bovino; sin embargo, la identidad de
las proteinas individuales asociados a este evento es desconocida. En este trabajo
generamos fracciones proteicas del filtrado de cultivo y del extracto soluble de
biomasa de M. bovis con el objetivo de identificar las fracciones con capacidad de
inducir apoptosis en macréfagos de origen bovino. M. bovis cepa AN5 fue inoculada
en un medio de Sauton e incubada a 37°C en condiciones estaticas durante 8
semanas. Las bacterias fueron separadas del medio de cultivo y se sonicaron para
obtener el extracto soluble (ES). Las proteinas del filtrado de cultivo (CFE, por sus
siglas en inglés) se obtuvieron por precipitacion con sulfato de amonio a una
saturacion del 70%. La concentracion de proteina obtenida fue 4.5mg/ml (202.2mg
de proteina total) y 0.2mg/ml (7.6mg de proteina total) correspondiente a ES y CFE,
respectivamente, segun lo estimado por el método de Lowry. Las fracciones del ES y
CFE fueron sometidas a cromatografia de exclusion de peso molecular,
obteniéndose 40 y 35 fracciones respectivamente en un rango de 5 a 100kDa en
ambos casos. Estas fracciones se agruparon en 3 grupos: 1) 50 a 100kDa, 2) 20 a
50kDa, y 3) 10-20kDa Yy se utilizaron en la induccién de apoptosis de macrofagos de
bovino, la cual fue medida por el método del TUNEL. Nuestros resultados mostraron
gue ambos extractos proteicos indujeron apoptosis independientemente de su fuente
de extraccion, siendo las proteinas en el rango de 20 a 50kDa las que indujeron el

mayor porcentaje de apoptosis.

Palabras clave: Apoptosis, macrofagos, Mycobacterium bovis, CFE, extractos de

proteinas.




Abstract

Mycobacterium bovis (M.bovis), the causative agent of bovine tuberculosis is able to induce
bovine macrophage apoptosis. However, the identity of individual proteins associated to this
event is not well known. In this work we proposed to generate M. bovis culture filtrate and
cell extract protein fractions to identify their competence to induce cell apoptosis. M.bovis
AN5 strain was inoculated in Sauton medium and incubated (37°C) in static conditions
during 8 weeks. Bacterial growth was separated in biomass and culture medium. Biomass
was sonicated and proteins were obtained from the soluble extract (SE). Culture medium
was filtrated to obtain the culture filtrate extract (CFE) and proteins were precipitated with
ammonium sulfate at 70% saturation. Protein concentration was 4.5mg/ml (202.2mg of total
protein) and 0.2mg/ml (7.6mg of total protein) from biomass SE and CFE respectively, as
estimated by the Lowry method. Protein fractionation from SE and CFE was accomplished
by molecular weight exclusion chromatography. About forty fractions in a range from 5 to
100kDa were obtained in both cases. The protein fractions were grouped into 3 groups : 1)
50 to 100 kDa , 2 ) 20 to 50 kDa , and 3 ) 10-20kDa and used in the induction of apoptosis of
bovine macrophages , which was measured by TUNEL method.

Our results showed that both protein extracts induced apoptosis independently of its source
extraction, and proteins in the range of 25-50kDa those who led the percentage of
apoptosis.

Keywords: Apoptosis, macrophage, Mycobacterium bovis, CFE, protein extracts.




1. Introduccion

1.1Muerte Celular

La muerte celular es un proceso irreversible causado por un estimulo que
ocasiona un dafio fisiolégico, bioquimico o estructural en la célula, con pérdida de
las funciones vitales. Las primeras clasificaciones de muerte celular se basaron en
los rasgos morfologicos, debido a que las pruebas bioquimicas que se utilizan hoy
en dia para su evaluacion todavia no se habian desarrollado. Sin embargo, las
clasificaciones morfologicas han dominado el panorama de la investigacion de la
muerte celular, aun después de la inclusion rutinaria de ensayos bioquimicos.

El Comité de Nomenclatura en muerte celular propuso algunos lineamientos para
la clasificacion de este fenbmeno basados en: a) aspecto morfolégico (que puede
ser apoptotico, necrético, autofagico o asociado con la mitosis), b) criterios
enzimaticos (con y sin la participacion de nucleasas o de distintas clases de
proteasas, tales como caspasas, calpainas, catepsinas y transglutaminasas) c)
aspectos funcionales (programado o accidental, fisioldgico o patologico) y d)
caracteristicas inmunolégicas (inmunogénicos o no inmunogénicos)®.

Tomando en consideracion los criterios anteriores, hoy en dia han surgido nuevos
términos para la designacién de los diferentes tipos de muerte celular dentro de los
cuales tenemos: autofagia, anoikis, cornificacion, etosis, catastrofe mitotica,
necroptosis, parthanatos, piroptosis, apoptosis intrinseca dependiente de
caspasas, apoptosis intrinseca independiente de caspasas, apoptosis extrinseca
por receptores de muerte y apoptosis extrinseca dependiente de receptores™”.

1.2 Apoptosis

La apoptosis o muerte celular programada, como se le defini6 antiguamente, es el
proceso ordenado por el que la célula muere ante estimulos extra o intracelulares®?’.
En este proceso las células se autodestruyen sin desencadenar reacciones de
inflamacion ni dejar cicatrices en los tejidos. La apoptosis es por lo tanto considerada

como una muerte fisiologica, resultando en un mecanismo de eliminacion de células




no deseadas, dafiadas o desconocidas, como células tumorales, y que desempefia
un papel en la respuesta inmune, en donde sirve como protector para la eliminacion
de microorganismos intracelulares. Adicionalmente, participa en la seleccion de
linfocitos eliminando aquellos que reconocen antigenos propios. En etapas de
desarrollo donde se producen células en exceso tiene un papel muy importante en la

seleccion celular o en la formacién de 6rganos.*®

Este tipo de muerte se caracteriza por la condensacion de los componentes del
citoplasma, la condensacion y ruptura de la cromatina, que son rodeados por la
membrana celular para formar grandes vesiculas, lo que lleva a la formacion de
cuerpos apoptoticos; el proceso es desencadenado por condiciones fisiol6gicas o
patoldgicas, es dependiente de ATP vy sin respuesta inflamatoria'®. Para que se lleve
a cabo este mecanismo de muerte, las caspasas juegan un papel central ya que son
tanto iniciadoras como ejecutoras del proceso. Hay tres vias por las cuales las
caspasas pueden ser activadas. Las dos vias de iniciacion mas comunmente
descritas son la via intrinseca (o mitocondrial) y la via extrinseca (o del receptor de
muerte); ambas vias finalmente llevan a una via comun o fase de ejecucion de la
apoptosis. Una tercera via intrinseca de iniciacion, menos conocida, es la via del

reticulo endoplasmico.3
1.3 Mycobacterium bovis y sus caracteristicas

Mycobacterium bovis (M. bovis), es un bacilo de crecimiento lento, alcohol acido
resistente, aerobio y anaerobio facultativo, no esporulado ni capsulado, siendo en
los animales el agente causal de la tuberculosis bovina, que guarda una estrecha
relacién con las bacterias causantes de las tuberculosis humana y aviar?®.

Aunque se considera que el verdadero hospedador del M. bovis es el ganado
vacuno, también se ha descrito la enfermedad en muchos otros animales
domésticos y no domésticos. M. bovis ha sido identificado en bufalos, bisontes,
ovejas, cabras, caballos, camellos, cerdos, jabalies, ciervos, antilopes, perros,

gatos, zorros, tejones, hurones, ratas, primates, llamas, tapires, alces, elefantes,




rinocerontes, zarigleyas, ardillas de tierra, nutrias, focas, liebres, topos,
mapaches, coyotes y varios depredadores felinos como el ledn, el tigre, el

leopardo vy el lince®.

El nombre de “tuberculosis” proviene de los nédulos, llamados “tubérculos”, que se
forman en los linfonodos del animal afectado.'’. Esta una importante zoonosis y es
una enfermedad de declaracion obligatoria de acuerdo a la norma oficial mexicana
(NOM-031-Z00-1995)%°

La principal ruta de entrada de M. bovis en el ganado bovino es aerdgena,
mediante inhalacion (incluso con una carga bacteriana baja), y en menor medida
por ingestion de organismos, pastos, agua o fémites contaminados. M. bovis al
igual que otras micobacterias del complejo M. tuberculosis tiene la habilidad de ser
de vida intracelular facultativa™

El reconocimiento del bacilo se da a través de diferentes receptores que
reconocen patrones moleculares (RRPM). Las micobacterias son reconocidas por
sus diferentes componentes como el lipoarabinoamano (LAM) y la lipoproteina
secretoria de 19 kDa este reconocimiento se llevaba a cabo por medio de los
receptores tipo Toll (TLR) 2 y 6 (TLR2 y TLR6) expresados en la membrana de
macrofagos alveolares. De manera importante, Componentes del sobrenadante de
cultivo de Mycobacterium son reconocidos por TLR4, mientras que el ADN
micobacteriano por TLR9.?

Dentro de los mecanismos que se han reportado como una forma por la cual las
micobacterias entra a la célula huésped, es la opsonizacion que dentro del
pulmén utiliza a las proteinas surfactantes SP-A para inducir su fagocitosis por los
macréfagos, a través de la induccién de la expresion de los receptores de manosa
(CD26) que este a su vez regula de una forma negativa la produccion de los
intermediarios de reactivos de nitrégeno (IRNs), %

Ya que las micobacterias consiguen ser fagocitadas modifican su medio ambiente
para su superviviencia contrarrestando la acidificacion y tener las condiciones de

crecimiento Optimas dentro del fagosoma.



http://legislacion.vlex.com.mx/vid/laboratorios-pruebas-aprobados-zoosanitaria-39517611

Parte del éxito evolutivo de M. tuberculosis, ha sido el desarrollo de las
capacidades para crecer dentro de monocitos y macrofagos, las cuales no han
sido completamente explicadas, pero diferentes estudios® han aclarado algunos
aspectos como son: a) la capacidad para controlar la opsonizacion (C3b),
requerida para la fagocitosis, b) estimulacién de su propia fagocitosis a través de
invasinas, c¢) modificacion del fagosoma para prevenir su acidificacion dentro de
los macréfagos. 8282

M.tuberculosis tiene la capacidad de inhibir la activacion de los macrofagos a
través del antigeno 85A, que se une a la fibronectina. Otro mecanismo de

inactivacion es el bloqueo de las células T mediante el liporabinomanano.?

No todas las micobacterias pueden sobrevivir dentro de los macrofagos, su
superviviencia depende de varios factores huésped-patbgeno como son:
inmunodeficiencias del huésped, resistencias, carga bacteriana, virulencia o

avirulencia de la cepa.®

La induccion de apoptosis también se ha propuesto como otro de los mecanismos

de virulencia utilizados por las micobacterias.*

1.4Micobacterias e induccion de apoptosis

La apoptosis es un mecanismo del sistema inmune que sirve como defensa contra
infecciones bacterianas, sin embargo también puede ser identificado como un

mecanismo de virulencia de las micobacterias.*°

La apoptosis se puede producir cuando TNFa activa la via extrinseca por el
dominio de muerte de su receptor, que conduce a la activacién de la caspasa 8;

ademas, la permeabilizacién de la membrana externa mitocondrial, conduce a la




activacion de la via apoptoética intrinseca. Ambos caminos conducen a la

activacion de la caspasa 3, lo que resulta en muerte celular.*

En infecciones pulmonares con la cepa avirulenta de M. bovis BCG se ha
observado apoptosis en macrofagos alveolares, mientras que las cepas virulentas
pueden desarrollar estrategias que inhiben la apoptosis favoreciendo su
replicacion intracelular mediante la extension de la supervivencia de la célula

huésped. *

A la fecha se han descubierto varias proteinas de la membrana y pared celular de
micobacterias que inducen apoptosis, dentro de estas se encuentran la 19kDa?,
38kDa*', PE-PGRSS33’ y ESAT6.' La proteina de 19kDa de M. tuberculosis es
una glicolipoproteina, localizada en la pared celular, la cual es secretada y
considerara factor de virulencia; también se ha descubierto que es inductora de
apoptosis en células THP1 y en los macréfagos derivados de monocitos; se ha
encontrado que esta repuesta parece ser dependiente de caspasa 8 e
independiente de caspa 9, siendo desencadenada esta sefializacion por medio de
los TLR2.?

También se ha demostrado que la lipoproteina 38kDa de M. smegmatis tiene
capacidad apoptogénica en macrofagos de humano, activando las dos vias de
muerte: la extrinseca e intrinseca. La activacion de apoptosis a través de la via
extrinseca, se lleva a cabo cuando la proteina activa los receptores de muerte
FasL y TNFa los cuales a su vez activan a la caspasa 8 y esta estimula a la
caspasa 3 ejecutora. Por otro lado, la via intrinseca se lleva a cabo cuando la
caspasa 8 rompe a bit para generar a T-bit y como consecuencia de esto se
provoca un incremento de citocromo c citoplasmatico que activa a la procaspasa 9

y esta Ultima activa a la caspasa ejecutora 3 *.

Otra proteina que es capaz de producir apoptosis es la PE-PGRS33 de M.

tuberculosis, fendmeno que fue estudiado en macréfagos murinos, donde se




observé que la proteina activa a los TLR2 que lleva a la activacién de TNFa,
provocando un incremento de la expresion de TNFRL1 y la activacion de la caspasa
8, lo cual deriva en un incremento de citocromo ¢, que posteriormente induce la

activacion de la caspasa 9y 3.%

Como se sabe ESAT6 es una proteina que provoca apoptosis, el mecanismo por
el cual produce este efecto es por un incremento de Ca®" intracelular y
acumulacion de radicales de oxigeno (ROS), lo que desencadena un estrés del
reticulo endoplasmico, activando a la calpaina la cual a su vez activa a la caspasa
12 que se rompe y estimula a la caspasa 4; esta Ultima se incrementa conforme se

incrementa ESAT6 y con esto se induce la apoptosis en macréfagos.*®

1.5Induccion de apoptosis en modelo de bovino

Después de infectar macrofagos de bovinos con una cepa de M. bovis se observo
la induccion de apoptosis. En este experimento los macréfagos fueron infectados
con una multiplicidad de infeccion (MOI) de 25:1, posteriormente se evidencio la
condensacion de la cromatina y la fragmentacion del ADN a las 4h y 8h

respectivamente’’.

Otro estudio permitié la identificacion de los elementos efectores de apoptosis
inducida por M. bovis en macrofagos de bovino, los cuales fueron infectados con
M. bovis (multiplicidad de infeccién 10:1) o tratados con un extracto proteico
celular de M. bovis (CFE). Al realizar el ensayo del TUNEL, se demostr6é que los
niveles de fragmentacién del ADN en macréfagos de bovino inducida por M. bovis
y CFE fueron 53.7% + 24% y 38.9% + 14%, respectivamente, mientras que las
células control tuvieron una proporcion basal de 8.9% a 4.1%.%".

Aunque la informacion existente confirma que M. bovis induce apoptosis, la

identidad de las proteinas asociadas a este proceso es aun desconocida.




2.

b)

Justificacion

El mecanismo de apoptosis es considerado como parte de la respuesta inmune
innata debido que puede eliminar microorganismos de vida intracelular, sin

embargo, también pude ser considerado como un factor de virulencia bacteriana.

La identificacion de las proteinas responsables de la induccion de apoptosis en
macrofagos bovinos permitira un mejor entendimiento de la patogénesis de la
tuberculosis bovina. De igual forma, permitirA hacer uso de las proteinas

inductoras de apoptosis de manera terapéutica en enfermedades como el cancer.

Hipotesis

Las proteinas de M. bovis inductoras de apoptosis en macrofago de bovino, se

encuentran en las fracciones proteicas de peso molecular por debajo de 70kDa.

Objetivo general

Identificar las fracciones proteicas de M. bovis que son capaces de inducir

apoptosis en los macrofagos de bovino.

Objetivos especificos

Realizar un fraccionamiento de las proteinas de la biomasa de M. bovis y del
filtrado de cultivo a través de elucion de proteinas por cromatografia.
Evaluar en macrofagos de bovino la induccion de apoptosis con las diferentes

fracciones proteicas obtenidas de M. bovis, por medio de la técnica de TUNEL.




6. Material y métodos

6.1 Cultivo de cepa AN5 de M. bovis

Para este trabajo la cepa AN5 fue gentiimente donada por el Dr. Rogelio
Hernandez Pando del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubirdn. Se obtuvo primero un pre-cultivd de esta cepa en 100ml de medio
Middlebrok 7H9 (DIFCO™, BD), -OADC (DIFCO™, BD) —-TWEEN® 80(Sigma
Ultra Aldrich ) por inoculacién de tres colonias e incubacion a 37°C, en agitacion

por dos semanas.

Transcurrido este tiempo, el medio cultivo se centrifugdé a 3500xg por un lapso de
15 min a una temperatura de 4°C, separando la biomasa del medio. Después se
realizaron dos lavados con medio de Sauton decantando al final el sobrenadante.
La biomasa se peso y se re-suspendi®é en 10ml de medio de Sauton

almacenandose alicuotas de 60 pg/ml de bacterias.

6.2 Obtencién de proteinas de M. bovis en medio de Sauton

Las alicuotas del pre-cultivo de la cepa AN5 fueron inoculadas en 61 de medio de
Sauton, después de 8 semanas de incubacion a 37°C sin agitacion se cosecharon
las células. La biomasa fue separada del cultivo por filtracion a través de una
membrana con un poro de 0.45um y posteriormente con una membrana con un
poro de 0.22um (Merk, Millipore, MA).

El extracto del filtrado de cultivo (CFE, por sus siglas en ingles) fue precipitado con
0.5g/ml de sulfato de amonio (High Purity), a una saturacion al 70%, en agitacion a
4°C por un periodo de 24 horas; enseguida se centrifugd a 10300xg por 30
minutos y se colectaron las proteinas precipitadas. Posteriormente las proteinas
se dializaron empleando una membrana de MWCO 3,500 (Spectra/Por) durante 4

dias®?.




La biomasa de AN5 fue resupendida en buffer de PBS (10mM fosfato, pH 7.5,
150mM NacCl), se coloco en hielo para ser sonicada a 71.25W en un sonicador
VirSonic (Virtis™), la sonicacion se realiz6 cada 5 minutos por un periodo 2 horas,
dejando 1 minuto de pausa entre pulsos. La muestra fue centrifugada a 10000xg
por 15 minutos, obteniendo el sobrenadante que correspondié al extracto soluble
(ES).

Ambas fracciones proteicas, ES y CFE, fueron cuantificadas en microplaca por la
técnica de 4cido bicinconilico (Micro BCA. Pierce™).* Una muestra
representativa de las fracciones proteicas totales fue sometida a electroforesis
para separar por peso molecular a las proteinas en un gel de poliacrilamida al
12%.%°

6.3Fraccionamiento de proteinas por exclusion de peso molecular

Las proteinas del filtrado de cultivo y de extracto soluble de la biomasa se
fraccionaron por exclusion de peso molecular utilizando una columna Hiload
16/600 75 (GE Healthcare). Esta dltima contiene una matriz Superdex™ que por
su grado de preparacién estd compuesta por dextrano altamente unido a agarosa.
La cromatografia se llevo a cabo utilizando el equipo automatizado AKTA-PRIME
(GE Healthcare). Para esta columna se utiliz6 un buffer (0.05M NaPO,4, 0.15M
NaCl, con un pH 7.2) que sirvié para equilibrar y para todo el proceso de exclusion
por peso molecular. La purificacién se llevo a cabo de acuerdo al protocolo del

fabricante.
6.4 Cultivo celular de macréfagos de bovino

Se obtuvo sangre periferica venosa de bovinos adultos saludables libres de
tuberculosis (no vacunados, no expuestos), los cuales fueron facilitados por el
Centro de Ensefianza Practica e Investigacion en Produccion y Salud Animal

(CEPIPSA) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia perteneciente a la




Universidad Nacional Autonoma de México. Se recolectaron 60ml de sangre de la
vena yugular en jeringas que contenian 8ml de solucién de acido-citrato-dextrosa
(ACD), la sangre se centrifugd a 509xg por 30 minutos. ElI paquete
leucoplaquetario se diluyéo en una porcion 1:1 con PBS-citrato(NaCl 1.5mM,
NAH,PO4 9.1mM, Na;HPO, 1.25mM, CgHsNaz H,O). Posteriormente, se depositd
sobre un gradiente de Percoll (Pharmacia Biotech AB) con una densidad de 1.067
y se centrifugé a 1,284xg por 30 minutos. Los leucocitos de sangre periférica
fueron removidos de la fase que quedo entre el plasma y la solucién de Percoll; el
paquete fue diluido en 30ml de plasma y se afor6 a 45ml con PBS-citrato, se
centrifugd a 1284xg durante un periodo de 15 minutos, posteriomente se
realizaron 3 lavados con 45ml de PBS-citrato. El pellet obtenido fue resuspendido
en RPMI Medium 1640 (Roswell parck memorial institute 1640) suplementado con
suero autologo al 4%, L-glutamina 2mM, aminoacidos escenciales 0.1mM,
C3H303Na 1mM y NAHCO3; 20mM) (Gibco™ BRL, Life Technologies) (CRPMI)
para facilitar la adherencia de los monocitos de sangre periferica a matraces de
teflon de 5x10°y se cultivd a 37°C en 5% de CO, durante 24 horas. Pasado el
periodo de incubacién, se removieron las células no adheridas cambiando el
medio de CRPMI al 12% y se incubd por 12 dias con cambios del medio cada

tercer dia.

6.5Infeccion de macrofagos de bovino para induccion de apoptosis

En los matraces de teflon se sembraron 4x10° macréfagos en 3ml de CRPMI al
12%, por toda una noche a 37°C en 5% CO, para promover la adherencia a la
pared del matraz. Posteriormente, los macrofagos fueron incubados con 100ug
totales de fracciones proteicas del ES, CFE y con 25ug de Camptotecina (SIGMA
ADRICH )/ml como control positivo de muerte celular durante 16 horas. Después
de 16 horas de incubacion bajo las condiciones establecidas anteriormente, las
células fueron fijadas en 1% de paraformaldehido (Electron microscopy sciences)
por 15 minutos a 4°C, se lavaron 2 veces por centrifugacion a 300xg por 5 minutos

con 5ml de PBS, posteriormente se resuspendieron en etanol al 70% y se
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guardaron a -20°C para realizar el analisis de fragmentacion de ADN por la técnica
de TUNEL (del inglés Terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP Nick
End Labeling).

6.6 Técnica de TUNEL APO BrdU para identificacién de apoptosis y analisis por

medio de citometria de flujo

Las células fijadas de los diferentes tratamientos fueron utilizadas para medicion
de la fragmentacion del ADN por la técnica de TUNEL con el kit de APO-BrdU™
(Invitrogen™, Molecular Probes) siguiendo las indicaciones del fabricante. Se
utilizé el marcaje de isotiocianato de fluoresceina (FICTC) para identificar las
células positivas a la fragmentacion del ADN, se seleccionaron 1x10* células por
medio del citometro de flujo (Facs Aria Ill, BD). Los datos se analizaron por medio

de Infinicyt ™ Flow Cytometry Software version 1.7.

Resultados

7.1 Proteinas totales de extracto soluble de biomasa AN5 vy filtrado de

cultivo de M. bovis cepa AN5

La concentracion proteica obtenida del extracto ES y CFE fue de 174mg y 7.6mg
totales de proteinas, respectivamente. En la Figura 1 se muestran las bandas
proteicas ES y CFE, en la primera columna se observaron veintiséis bandas del
ES las cuales corresponden a los siguientes pesos moleculares: 98, 94, 84, 82,
81, 77, 75, 71, 69, 67, 65, 63, 58, 54, 50, 48, 44, 42, 36, 33, 31, 25, 21,17,10, 6
kDa. En la segunda columna se observan 10 bandas del CFE correspondientes a
los siguientes pesos moleculares: 79, 63, 59, 43, 40, 35, 33, 21, 6 y 1 kDa.

11




ES CFE PM

. 4 97.4kD:
gl
—— T 620
-
- o
h L
-
-« o
-
—— it p 2
‘—
-
- 215
- i
> T 14
pr—

Figura 1. SDS-PAGE tefiido con azul brillante de
Coomassie. Las fracciones proteicas de CFE y ES de la
cepa AN5 de M.bovis.  Del extracto soluble (ES) se
analizaron 20ug y 10ug de proteinas del extracto de
filtrado de cultivo (CFE). Donde se muestra el nimero de
fracciones contenidas en cada extracto.

7.2 Induccion de Apoptosis por Proteinas totales de extracto soluble

de biomasa AN5 y Filtrado de Cultivo.

La Figura 2a es una muestra representativa del analisis por el citdmetro de flujo de

un estudio independiente de 3 replicas de induccion de apoptosis en macréfagos

bovinos estimulada por la proteinas totales de CFE y ES, mostrando con color de

naranja las células viables del lado izquierdo y del lado derecho representado de

color verde las células que contienen el marcaje de isotiocianato de fluoresceina

(FICTC) para la identificando de célula positivas a la fragmentaciéon del DNA. La

figura 2b muestra el resultado de las 3 replicas de ambas fracciones, donde se

observa el porcentaje promedio de fragmentacion del ADN que presentaron los

macrofagos de bovino bajo las diferentes condiciones experimentales del CFE y

ES demostrando que ambos extractos fueron capaces de inducir apoptosis en los

macrofagos de bovino.
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Figura 2a. Representacion de graficas del andlisis por citometria de flujo de
induccion de proteinas totales de CFE y ES de apoptosis en macréfagos de

bovino.
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Figura 2b. Gréfica que representa el resultado de induccion de apoptosis por las
proteinas totales de CFE y ES en macréfagos de bovino, realizado con el
programa estadistico Graphpad prims 5.0 (GRAPHPAD SOFTWARE).

7.3 Fraccionamiento de proteinas por cromatografia de exclusién de

peso molecular de filtrado de cultivo.

Las proteinas totales de filtrado de cultivo se separaron por exclusion de peso
molecular. Las fracciones obtenidas se muestran en la Figura 3a, las lineas rojas
en el cromatégrama nos indican las fracciones separadas por el cromatografo y en
azul se representa los picos de reconocimiento y fraccionamiento proteico. En la
figura 3b se muestran los geles que corresponden a las fracciones proteicas
separadas por la cromatografia de exclusién de peso molecular de CFE. En los
geles podemos observar que los pesos moleculares de las proteinas obtenidas se
encuentran entre los 50 a 100kDa. En algunos casos fue necesario tefiir los geles
usando una tincién de plata debido a la baja concentracion de las proteinas
obtenidas.
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Figura 3a. Cromatograma de fracciones de CFE por exclusion de peso molecular
de M.bovis AN5.
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Figura 3b. Fracciones proteicas de CFE en SDS-page al 15%, que representan el

cromatdgrama por exclusion de peso.

7.4Fraccionamiento de los extractos totales proteicos por

cromatografia de exclusion de peso molecular de biomasa

El cromatégrama muestra las fracciones de proteinas del extracto soluble que se
separaron por peso molecular (picos azules) obteniéndose un total de 80
fracciones (Figura 4a), las cuales se visualizaron mediante SDS-PAGE en geles al
12%. En la figura 4b se observan los geles del 1 al 4 que corresponden a las
fracciones asi enumeradas en el cromatégrama. El peso molecular de las primeras
fracciones es alto, mientras que las ultimas fracciones tienen el menor peso
molecular. EI Gel niamero uno, corresponde a las fracciones proteicas que se
encuentran en un intervalo de 50 a 100kDA, el gel numero dos nos muestra las

fracciones proteicas pertenecientes a los pesos moleculares entre 25 y 50kDa y
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los geles posteriores como el nimero tres y cuatro tienes proteinas menores a los
25 kDa( Figura 4b).
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Figura 4a. Cromatograma de fracciones proteicas de extracto soluble de M. bovis
ANS por exclusion de peso molecular.
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Figura 4b. SDS-PAGE. Fracciones proteicas correspondientes con su respectivo
namero al cromatograma de exclusion por peso molecular del extracto soluble de
M. bovis AN5.

7.5Induccién de apoptosis por fracciones proteicas por diferentes
pesos moleculares de ES.

Para efectos de un andlisis rapido de induccién de apoptosis las fracciones
proteicas fueron agrupadas de acuerdo con su peso molecular quedando de la
siguiente manera: para empezar a identificar las fracciones proteicas de M. bovis
inductoras de apoptosis, creamos 3 grupos de acuerdo a su peso molecular; 1) 50
a 100kDa, 2) 20 a 50kDa, y 3) 10-20kDa. Los grupos de fracciones también fueron

incubados con los macrofagos bovinos y los resultados de TUNEL demostraron
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fragmentacion del ADN por parte de los grupos 1y 2. Cada una de estos grupos
contiene + 7 bandas en cada una de las fracciones. Sin embargo, la identidad de
las fracciones proteicas o de las proteinas individuales que las componen es aun

desconocida (Figura 5).
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Figura 5.Representacion grafica de fragmentaciéon de ADN inducida por grupos de
proteinas separadas por exclusion de peso molecular de extracto soluble de M.
bovis AN5. Técnica de TUNEL.
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8 Discusion, conclusiones y perspectiva

El objetivo del presente estudio fue identificar fracciones proteicas de M. bovis
inductoras de apoptosis. En nuestros experimentos usamos proteinas totales del
CFE y el ES encontrando que ambas fracciones pueden inducir este mecanismo
de muerte celular como se observa en la gréfica 2b. En la literatura sélo se ha
descrito que ciertas proteinas de algunas micobacterias como M tuberculosis o M.
smegmatis, pueden inducir la apoptosis en macréfagos de murino o de humano.
Gutiérrez- Pabello et al. demostraron que M. bovis provocod la muerte de
macréfagos de bovino, cuyas caracteristicas principales fueron la condensacién de
la cromatina y fragmentacién de ADN, por lo cual concluyeron que se trataba de
un proceso de apoptosis.'’ Por su parte, Vega-Manriquez et al. demostraron que
un extracto proteico de M. bovis (CFE) indujo apoptosis en macréfagos de bovino,
la cual era caspasa independiente.?” Cabe mencionar que estas son las primeras
evidencias encontradas de apoptosis inducidas por M. bovis en macrofagos de

bovinos.

Una vez que se demostrd que los extractos crudos indujeron apoptosis, se decidié
fraccionarlos por peso molecular para identificar las fracciones con la capacidad
de inducir apoptosis. Se crearon 3 grupos de fracciones de diferentes pesos
moleculares: 1) 50 a 100kDa, 2) 20 a 50kDa, y 3) 10-20kDa y encontramos que el
grupo 2, que se encuentra entre los pesos de 20 a 50kDa, fue el que tuvo mayor
capacidad de induccion de apoptosis, seguido del grupo 1 que contiene proteinas
de 50 a 100KDa.

A la fecha ya se tienen identificadas algunas proteinas del complejo
Mycobacterium que inducen apoptosis. Por ejemplo, la lipoproteina 19kDa dispara
tanto la apoptosis como la liberacion de IL -1B durante la fase temprana de
infeccion por micobacterias. Derrick y Morris (2007) demuestran que ESAT6
induce apoptosis en células THP-1, que son macréfagos de humanos, utilizando

fluoresceina isotiocianato-anexina V y tincion caspasa intracelular. Demostrando
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que la induccion de apoptosis por ESAT6 es dependiente de la dosis de la

proteina y la expresién de caspasas.®

La baja concentracion de proteinas obtenidas del CFE fue un factor limitante de
este estudio, debido a que en las primeras extracciones las proteinas se
obtuvieron de un cultivo de 4 semanas. A fin de obtener una mayor concentracion
de proteinas, el tiempo de cultivo se incremento a 8 semanas. Adicionalmente, se
cambio el volumen de PBS utilizado para resuspender las proteinas y se modifico
la temperatura de precipitado de 4°C a temperatura ambiente. Todas estas
modificaciones resultaron en un incremento de 20 veces la concentracion de
proteinas (4mg/ml). Otro problema encontrado fue la discrepancia entre la
presencia de uno de los picos del cromatégrama y la ausencia de fracciones
proteicas correspondientes a este pico, en el gel de poliacrilamida. Una de las
razones que pueden explicar este resultado es la presencia de una sola proteina
que contiene una gran cantidad de anillos aromaticos, los cuales pueden
encontrarse con el detector de UV que marca una mayor absorbancia sin que
necesariamente se correlacione con una mayor concentracion de la proteina. En
relacion a la concentracion obtenida de proteinas del ES no hay mucha
informacién en la literatura, para utilizarla como un punto de comparacion, sin
embargo los 174mg totales obtenidos es una concentracibn adecuada para
realizar los experimentos planteados. Los extractos proteicos crudos mostraron
mediante analisis de electroforesis 26 y 10 bandas correspondientes al ES y CFE.
En relacién al filtrado de cultivo, Fifis et al. (1991) reportaron que dependiendo del
namero de semanas en incubacién se podrian obtener entre 10 y 18 bandas, en
este estudio nosotros obtuvimos resultados similares. Se puede decir que las 10
bandas obtenidas bajo las condiciones establecidas son comparables con las
obtenidas por Fifis en 1991."® En el experimento que se trabajé, se caracterizaron
las proteinas de filtrado de cultivo de M. bovis a diferentes semanas,
observandose un incremento en el nimero de bandas a medida que el cultivo se
hacia mas viejo, incrementandose también el nimero de proteinas de filtrado de

cultivo. En el caso del nimero de bandas obtenido del ES, después de realizar
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una busqueda de informacion, no encontramos estudios similares con los que
pudiéramos hacer una comparacion. El nimero de fracciones obtenidas fue de 35
y 40 para CFE y ES respectivamente. En el andlisis por electroforesis se observo

+ 7 bandas a lo encontrado por exclusion de peso molecular.

En este proyecto se identificd que tanto las fracciones proteicas del CFE como las
del ES fueron capaces de inducir apoptosis en macrofagos bovinos. Estos
resultados sugieren que M. bovis potencialmente tiene un arsenal de moléculas
capaces de inducir apoptosis en las células hospedadoras que tratan de contener
su presencia. Pareceria que la induccion de apoptosis es algo deseable para la
bacteria que trata de esta forma, evadir la respuesta inmune de los macréfagos.
La apoptosis podria servir como un mecanismo de diseminacion de la infeccidén en
los tejidos. Walsh et al. (2004), comprobaron que la apoptosis es mas frecuente en
las lesiones paucibacilares, lo que sugiere que la activacion de la apoptosis podria
actuar como un mecanismo de contencion para la multiplicacion y propagacion de

bacilo.*®

El identificar las fracciones proteicas o proteinas individuales con esta capacidad
nos permitira tener un mejor entendimiento de la interaccion entre la micobacteria
y las células de la respuesta inmune.

En este trabajo se concluye que tanto las proteinas del extracto soluble como las
de filtrado de cultivo son capaces de inducir apoptosis. Las proteinas de 25 a
50kDa del ES son las que tienen mayor efecto inductor. Se sugiere fraccionar mas
estos grupos para conocer el comportamiento individual en induccién de apoptosis
de cada una de estas proteinas, asi como la descripcion de la via por la cual se
esta llevando a cabo este mecanismo.

La informacion obtenida de las proteinas se puede implementar como un proyecto
a futuro para el tratamiento terapéutico contra enfermedades como cancer u otros
microorganismos intracelulares, aunado a esto se puede crear una
nanoconstruccion que nos permita evaluar su efectividad terapéutica. Utilizando

nanodrogas como liposomas, polimeros conjugados, micelas, dendrimeros, con

22




base de carbonos y nanoparticulas de metales.? podriamos explorar la capacidad
de las fracciones proteicas de M. bovis para inducir apoptosis en lineas de células

cancerosas.
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1. Anexos.

1.1Protocolos

1.1.1 Medio de cultivo Middlebrok 7H9-OADC-TWEEN 80.
En 90ml de agua destilada agregar 0.47g de medio de M.7H9, revolver y esterilizar

en autoclave por 17 minutos a 121°C. Al enfriar el medio adicionar en un ambiente
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estéril 10ml de OADC, 250ul de TWEEN 80 al 20% (meter en la incubadora por 24
horas como prueba de esterilidad).

Pasando el periodo de esterilidad, sembrar tomando tres colonias de la cepa AN5
gue se encuentra en una caja petri con el medio Middlebrok 7H11 e inocular en el
medio de Middlebrok 7H9- OADC —TWEEN 80 durante dos semanas.

Medio de Sauton.

En 500 ml de agua destilada disolver 2g de L-aspargina, 0.25g de sulfato de
magnesio, 0.25g de fosfato dipotasico, 1g de acido citrico, 0.02g de citrato de
amonio férrico, ajustar a un pH de 7.2 a 7.4, esterilizar en autoclave a 121°C con
un curso de 17 minutos (poner en incubadora por 24 horas como prueba de

esterilidad).

4.1Procedimiento de preparacion de los geles, electroforesis, transferencia y

tincion de estos.

La mezcla para el gel separar (gel de 7x 9cm):

Porcentaje del gel:

Reactivo: 8% 10% 12% 15% 20%
Agua (ml) 4.8 4.2 3.5 2.5 0.8
Buffer gel separador 4X (ml) 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
Acrilamida/Bis-acrilamida*29:1 | 2.7 3.3 4.0 5.0 6.7
(ml)

Persulfato de amonio 10% | 50 50 50 50 50
(0D

TEMED** (1) 5 5 5 5 5
Volumen total (ml) 20.055 |20.055 |20.55 20.055 | 20.055

*Premezcla (BioRad)}

**N,N,N"N"-Tetramethylenediamine (BioRad)
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Mezcla para el gel concentrador:

Porcentaje del gel:
Reactivo: 3% 4.5%
Agua (ml) 3.2 3.0
Buffer gel concentrador 4X | 1.25 1.25
(ml)
Acrilamida/Bis-acrilamida 0.5 0.75
29:1 (ml)
Persufalto de amonio 10% | 100 100
(')
TEMED (ul) 10 10
Volumen total (ml) 5.060 |5.110

Las soluciones necesarias para el SDS-PAGE:

*Buffer gel separador 4X: el cual lleva 1,500mM de Tris-HCL, pH 8.8 y SDS al 4%.
*Buffer gel concentrador 4X: se prepara con 500mM de Tris-HCL, pH 6.8 y SDS al
4%.

Ambas soluciones almacenarlas a 4°C, protegidos de la luz, al igual que la
solucion de acrilamida/bis-acrilamida.

*Solucion de Persulfato de amonio al 10% (1ml): esta se elabora con 0.1g de

persulfato de amonio y agua destilada cbp. 1ml. Guardad a -20°C.
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Soluciones necesarias para la electroforesis:

*Buffer de carga 2X: realizar con concentraciones de buffer gel concentrador 4X al
25%, SDS 0.2%, B-mercaptoetanol 5%,glicerol 20%, azul de bromofenol 0.0025%
y rojo de pironina 0.0025%. Mantener en congelacion (-20°C).

*Buffer de corrida 10X: se produce con las concentraciones de Tris base 250mM,
glicina 1.91M y SDS 10%. Asi preparado el pH esta en un rango de 8.2 a 8.4. No
ajustarlo. Almacenar a 4°C.

4.2 Cuantificaciéon de proteinas por el método de Lowry en microplaca.

Soluciones a preparar:

*Solucién A: se requiere de una concentracion de 2% de Na,CO?, 0.4% de NaOH,
0.16% de Tartrato de Nay Ky 1% de SDS.

*Solucién B: compuesta por una concentracion del 4% de CuSO,4-5H,0.

Filtrar ambas soluciones por g de 0.22mm y almacenarlos a temperatura
ambiente.

*Solucion C: elaborada por una concentracion de 99% de la solucién Ay 1% de la

solucién B. Mezclar perfectamente antes de adicionar a los pozos de la placa.

5.2Tunel APO-BrdU™ TUNEL Assay Kit

-Preparar una solucién de ADN-labeling, un volumen total de 50 pl que se requiere
para cada muestra. Mezclar 10ul de buffer de reaccion (tapa verde), 0.75ul de
enzima TdT (tapa amarilla), 80ul de BrdUTP (tapa violeta ) y 31.25 ul de dH,0.
Para las muestras de los volumenes adicionales pueden ser ampliadas en
consecuencia, pero soélo lo suficiente de la mezcla de la solucion ADN labeling
para completar el nimero de ensayos preparados por sesion. La solucién de ADN-
labeling es activa durante aproximadamente 24 horas.

- Preparar 100ul de solucion de tincion de anticuerpos para cada muestra




mediante la mezcla de 5.0ul de la Alexa Fluor ® 488 de tinte anticuerpo anti-BrdU
anticuerpo (tapa naranja) con 95 pl de buffer de lavado (tapa roja). Preparar
suficiente solucién sélo tinciébn de anticuerpos para completar el numero de
ensayos preparados por sesion.

9.2.1 Buffer para intercambio anidnico

Buffer de Unién: 200ml

TrisHCI 20mM

Agua mili Q 200m|

Adicionar el TrisHCI 20mM a 150ml de agua miliQ. Ajustar el pH a 8.0 y aforar a

200ml para después desgacificar.

Buffer de Elusion: 150ml

TrisHCI 20mM

NaCl 1M

Agua mili Q 150ml

Adiicionar el TrisHCI 20mM, NaCl1M a 100ml de agua miliQ. Ajustar el pHa 8.0 y

aforar a 150ml para después desgacificar.

Buffer y manejo para fraccionamiento de exclusiobn molecular con la
columna Superdex ( HiLoad 16/600 75

Conexion de la columna.

Antes de conectar la columna al sistema de cromatografia, debe remover las
burbujas de aire de las bombas del sistema en particular de los tubos y valvulas.
Posteriormente parar las bombas para montar la columna verticalmente, retirar el
tapdén del alto y conectar el tubo de entrada al sistema "goteo”. Retirar el
dispositivo de transporte y conectar el tubo de salida de la columna a, por ejemplo
al elemento del monitor. Guardar el dispositivo de transporte pasa su uso, cuando
se almacene la columa.

Equilibrar la columna.
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Se recomienda equilibrar la columna antes de su uso; asegurando que el limite de

presion establecido sea el adecuado. Hay que equilibrar primero la columna o

después de su largo tiempo de almacenamiento de la siguiente forma:

Usar un buffer de baja fuerza ionica de 30 cm/h (1mil/min para 16/600) en un

volumen de la columna (CV).

Recomendaciones de las condiciones de corrida:

Velocidad de flujo

30 cm/h (Imil/min para 16/600)

Volumen de la muestra

0.5% a 4% del volumen de la columna
(0.6 a 4.8 ml para 16/600)
Nota: El volumen de la muestra es

critica para la separacion.

Preparacion de muestra

Disolver la muestra en el buffer de
corrida y filtrarlo con un poro de
0.22um o centrifugar a 10,000 x g

durante 10 min.

Buffer

0.05M NaPOy4, 0.15M NaCl, pH 7.2 o
seleccionar el buffer adecuado para
su siguiente paso de purificacion. Para
evitar interacciones dependientes de
pH no iénicos con la matriz, incluir al
menos 0,15 M de sal en el buffer( o
usar un buffer con un equivalente a la

fuerza ionica).

Regeneracion

Para regenerar la columna después
de cada corrida hacerlo con un
volumen de la columna del buffer de
corrida a 30cm/h (1ml/min 16/600)

Después usar dos volumenes de la columna (CV) de buffer, por ejemplo 0.05M
NaPQyg4, 0.15M NaCl, pH 7.2 a 50 cm/h(1.6ml/min para 16/600). 33




Nota: Al momento de usarlo debe de ser en condicion fria o utilizar un buffer con
alta viscosidad, ajustar la velocidad del flujo de manera que no se exceda el limite

de presion.

Entrega y almacenamiento de la columna

La columna empaquetada es entregada en 0.2 M de acetato de sodio, 20% de
etanol (Superdex 30 y Superdex 75) o 20% de etanol (Superdex 200). La columna
almacenada por mas de dos dias debe de lavarse con cuatro volimenes de la
columna de agua destilada y equilibrarse con cuatro volimenes de la columna de
0.2; de acetato de sodio, 20% de etanol solo, dependiendo de la media. Usando el
dispositivo de trasporté para prevenir que entre el aire a la columna y se destruya
el empaquetado de la columna. Conectar el dispositivo de transporte al tubo
capilar de la salida de la columna. Iniciar la bomba y llenar el dispositivo de arriba
con aproximadamente el 50% total del volumen del dispositivo.

Nota: Degasificar y filtrar todas las soluciones con un poro de 0.22um para
incrementar el tiempo de vida de la columna. Buffer y solventes con alta

viscosidad afectaran la presién y velocidad del flujo.
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