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Abreviaturas

AhpC: Alquil hidroperoxi-reductasa

Ab: Anticuerpo

Ag: Antigeno

APC: Células presentadoras de Antigeno
BCG: Bacilo de Calmette-Guérin

BrEt: Bromuro de Etidio

BSA: Albumina Sérica Bovina

CBA: Cytometric Bead Array
CD80,CD40,etc.: Cluster de diferenciacion
CDs: Células Dendriticas

Células NK: Asesinas naturales

CSP: Proteina de choque de frio
DC-SIGN:

intercelular especifica de CDs

Molécula de adhesion
DNA: Acido Desoxirribonucleico

dNTP: Desoxinucledtidos

DO: Densidad 6ptica

DU: Duplicaciones

FBS: Suero fetal bovino

GM-CSF: Factor estimulador de colonias
de granulocitos y macréfagos

HPC: Hematopoyético

HSP: Proteina de choque de calor

HTP: Proteina de Alta temperatura

IFN-y, INF-a: Interferon gamma, alfa

IgG2: Inmunoglobulina de tipo G isotipo 2
IL-12, IL-6, IL-10.: Interleucina 12, 6, 10.
IMF: Intensidad Media de Fluorescencia
IPTG: Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosida
LB: medio Luria

LPS: Lipopolisacarido

mRNA: Acido Ribonucleico mensajero

MHC  II:
histocompatibilidad tipo I1)

Complejo  principal de
MNT: Micobacterias no tuberculosas

MOI: Multiplicidad o indice de infeccién
OMS: Organizacién Mundial de la Salud
PBS: Solucién salina amortiguada con
fosfatos
PCR:

polimerasa

Reaccion en cadena de la
PD: Muerte Programada

PD-L: Ligando de PD

PE: Ficoeritrina

Prxs: Peroxirredoxinas

pH: potencial de Hidrégeno

PPD: Derivado proteico purificado

PVDF: Polifluoruro de vinilideno

RD: Regiones deletadas

RNA: Acido Ribonucléico

rRNA: Acido Ribonucléico ribosomal

ROS: Especies reactivas de oxigeno

RPMI:  Medio
Institute
SDS-PAGE: Electroforesis en gel de
poliacrilamida con SDS
SIDA: Sindrome de
Adquirida

SNP: Polimorfismo de un solo nucleétido

Roswell-Park-Memorial-

Inmunodeficiencia

TA: Temperatura ambiente

TB: Tuberculosis

TLR: Receptor tipo Toll

TNF: Factor de necrosis tumoral

VIH: Virus de inmunodeficiencia humana



Resumen

La tuberculosis es una enfermedad infecto contagiosa que representa un grave problema
de salud publica debido a su elevada incidencia mundial. La unica forma de prevenir la
enfermedad, consiste en la vacunacion durante el primer afio de edad con la vacuna viva
atenuada Calmette-Guérin (BCG), la cual tiene un indice de proteccion variable del 0 al
80%. A inicios del siglo XX, se prepar6 en el Instituto Pasteur a partir del cultivo de una
cepa atenuada de Mycobacterium bovis. Diferentes paises recibieron una alicuota de ésta
cepa y como consecuencia de los métodos de preservacion y preparacion de la vacuna,
se diversificd en subcepas BCG (como BCG Meéxico) con caracteristicas fenotipicas,

genotipicas e induccion de la respuesta inmune particulares.

Un estudio en el que el proteoma de M. bovis BCG México fue enfrentado contra sueros
de pacientes infectados con M. tuberculosis, infectados con micobacterias no
tuberculosas, sujetos derivado proteico purificado (PPD) positivos y sujetos PPD
negativos, demostré la antigenicidad de varias proteinas de la vacuna. Algunas de estas
proteinas estan relacionadas con la respuesta a estrés oxidativo, resultando ser
particularmente interesante la proteina alquil hidroperoxi-reductasa (AhpC), debido a que
se sabe que se encuentra en la pared celular de BCG México y esta asociada con el
primer evento de contacto con las células dendriticas, las cuales juegan un papel muy

importante al enlazar la respuesta inmune innata y adaptativa.

Por esta razon, el presente trabajo consistidé en localizar el gen que codifica para la
proteina de estrés oxidativo en el genoma de M. bovis BCG México para clonarlo en un
vector, y asi sobreexpresarlo y purificarlo en E. coli. Con la proteina recombinante
purificada, se estimuld a células dendriticas derivadas de precursores de médula ésea de
ratdbn, a las que se les determiné la expresion de moléculas coestimuladoras y
coinhibidoras inducidas, asi como la expresion de citocinas liberadas en el medio, con el
fin de comprender el papel de la proteina en la proteina en la respuesta inmune innata de
la vacuna M. bovis BCG-México. Se encontrdé un aumento en la expresion de la molécula
coinhibidora PDL2, asi como un aumento en la expresion de citocinas IL-6 e IL-10 en el
medio. Se deben realizar mas estudios para poder verificar si la proteina podria estar
activando parcialmente a la célula dendritica, de modo que pudiera estar modulando la

respuesta inmune.



Abstract

Tuberculosis is a highly contagious bacterial infection and a serious public health problem
due to its high global incidence. The only way to prevent it is by vaccinating during the first
year of life with the live attenuated strain Mycobacterium bovis bacillus Calmette-Guérin
(BCG), which has a protection percentage of 0-80%. Starting the 20th century, this vaccine
was prepared at the Pasteur Institute from an attenuated M. bovis strain. Different
countries received samples of this strain, and due to the different preservation and
preparation methods available at that time, the vaccine was diversified in several sub-
strains (like BCG-Mexico) with particular phenotypic and genotypic characteristics, as well

as differences in its immune response.

A study in which the proteome of M. bovis BCG-Mexico was challenged against sera of
patients infected with M. tuberculosis, Non-tuberculous Mycobacteria, PPD positive and
negative subjects, showed the antigenicity of several proteins of the vaccine. Some of
these proteins are related to the oxidative stress response, being of particular interest the
protein alkyl hydroperoxide reductasa (AhpC), due to its location in the cellular wall and its
relation with dendritic cells (being one of the first proteins making contact with the immune
response), which play a very important role integrating adaptive and innate immune

responses.

The present work consisted in finding the gene for the AhpC protein in the genome of BCG
Mexico in order to clone it, overexpress it in E. coli, and purify the recombinant protein.
Bone marrow derived dendritic cells were then stimulated with the protein, to determine its
expression of co-stimulatory and co-inhibitory molecules, as well as the expression of
cytokines released, in order to understand the role of the protein in the innate immune
response of M. bovis BCG Mexico. An increase in the expression of the co-inhibitory
molecule PDL2 was found, as well as an increase in the expression of IL-6 and IL-10.
More studies are needed in order to verify if the protein could partially activate dendritic

cells, modulating the immune response in the process.



Introduccion

Tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecto contagiosa causada por microorganismos
pertenecientes al complejo Mycobacterium tuberculosis, el cual consiste de micobacterias
que presentan un 99.9% de identidad a nivel de nucledtidos y secuencias idénticas de
acido ribonucleico ribosomal (rRNA) 16S, pero difieren en su hospedero, fenotipo y
patogenicidad. Este complejo esta constituido por las especies M. tuberculosis, M.
cannetti y M. africanum que tienen como hospedero al humano; M. pinnipedii y M. microti

a roedores; M. caprae a rumiantes y M. bovis a bovinos (3).

El género Mycobacterium es el uUnico miembro que pertenece a la familia
Mycobacteriaceae, la cual pertenece al orden de los Actinomycetales y a la clase
Actinomycetes. La definicion del género esta basada en tres criterios: acido alcohol
resistencia, estructura de los acidos micdlicos y alta proporcion de guanina y citocina (GC)
en el ADN. M. tuberculosis fue la primera especie descrita en 1882 y es la especie tipo de
este género. Dentro del género Mycobacterium se describieron mas de 150 especies,
algunas de ellas patégenos estrictos del hombre y otros animales como M. tuberculosis,
M. africanum, M. bovis, M. ulcerans, M. leprae, M. paratuberculosis y M. microti. Otras
especies, las mas numerosas, frecuentemente denominadas como Micobacterias No
Tuberculosas (MNT), son saprdéfitas o patdogenas oportunistas del hombre y otros

animales (3).

La tuberculosis principalmente afecta los pulmones (TB pulmonar) aunque también
ocasiona dafo en otros sitios (TB extra pulmonar como la TB meningea y la TB miliar).
Esta enfermedad es diseminada por via aérea; cuando la persona enferma con TB
pulmonar, tose y libera bacterias por medio de pequefias gotas de saliva de entre 1y 5
um que contienen al bacilo (4). En general, el 10% de la poblacion infectada con M.
tuberculosis desarrolla la enfermedad en los extremos de la vida; sin embargo, la
probabilidad de desarrollarla es mayor en personas infectadas con el virus de
inmunodeficiencia humana tipo | (VIH/I). La TB es mucho mas comun en hombres que en
mujeres, y afecta mayoritariamente a la poblacién econédmicamente productiva; se estima

que alrededor de dos tercios de los casos ocurren entre los 15 y 59 anos (5).



La TB representa un problema serio de salud a nivel mundial. En 1993, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) la declaré emergencia de salud publica global, en una época
en la que ocurria un estimado de 7 a 8 millones de casos y alrededor de 1.3 a 1.6 millones
de muertes anuales. En 2010, se estimaron alrededor de 8.5 a 9.2 millones de casos y de
1.2 a 1.5 millones de muertes incluyendo personas con VIH. La TB es la segunda causa
de muerte lider en el mundo por enfermedades infecciosas (la primera es el VIH, que se
estimo causé 1.2 millones de muertes en 2014) (5, 34). La TB se presenta en todo el
mundo; sin embargo, la mayor incidencia se concentra en los paises en vias de desarrollo
(Figura 1); es frecuentemente asociada a las clases socioecondémicas bajas, siendo
caracteristicas en estas regiones la desnutricion, el hacinamiento humano vy las
condiciones de higiene inadecuadas. Como se mencioné con anterioridad, el grupo con
mayor riesgo de padecer TB lo constituyen las personas con VIH, en los que el riesgo
anual de desarrollar la enfermedad incrementa en un 7-10%, ya sea por reactivacion

endoégena o por re-infeccién (3).

Tasa estimada de incidencia de TB, 2014.

Casos nuevos
estimados de TB
(todas sus formas)
al afio por cada
100,000 habitantes.

Sin Informacién

No aplica

Figura 1. Distribuciéon mundial de la tuberculosis. En la figura se muestran los casos de tuberculosis
por cada 100,000 habitantes estimados para el afio 2014. Modificado de (34)

La respuesta inmune generada por la micobacteria en el cuerpo humano es compleja. La

micobacteria ingresa al organismo a través de las vias respiratorias, resultando en la
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localizacién de las micobacterias en las vias bajas del sistema respiratorio y en el tejido
alveolar, tras lo cual entran en contacto con células dendriticas profesionales
presentadoras de antigeno (CDs) y con macréfagos residentes, las cuales son

importantes células inmunitarias que se encuentran detectando las mucosas (19, 20).

Estas células reconocen a las micobacterias a través de diversos receptores como los tipo
Toll (TLR), las Moléculas de adhesion intercelular especificas de células dendriticas (DC-
SIGN), entre otros, los cuales pueden favorecen tanto la fagocitosis del microorganismo
como el ensamblaje de sus antigenos con las moléculas principales de
histocompatibilidad de clase | y Il (MHC-I y MHC-II), necesario para la subsecuente
presentacion de los antigenos a otras células del sistema inmune como los linfocitos T
(LT). Las CDs son especialistas en la presentacion antigénica: después de interactuar con
el microorganismo en el sitio de la infeccion, inician su migracion hacia los nodulos
linfaticos durante la cual desarrollan un proceso de maduracion en términos de la
expresion de moléculas co-estimuladoras como CD80, CD86 y CD40, la sobre-expresiéon
de MHC-II y la secrecion de citocinas pro-inflamatorias como las interleucinas 12, 6 y 13
(IL-12, IL-6 e IL-1B), asi como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) que la capacitan
para realizar una presentacion antigénica efectiva a los LT virgenes favoreciendo su
activacion, proliferaciéon y conversién hacia LT efectores cooperadores o citotéxicos (19,
20).

Una vez activados por las CDs, los LT efectores migran al pulmén en respuesta a la
inflamacién y median la proteccién al activar a los fagocitos infectados para eliminar a la
micobacteria. La respuesta celular generada por las micobacterias es generalmente de
tipo Th1 (respuesta de LT cooperadores activados principalmente por IL-12), la cual es
una respuesta protectora caracterizada por la secrecion de interferon gamma (IFN-y), que
favorece la inmunidad mediada por fagocitos que son activados para destruir a los
microorganismos e induce el cambio de isotipo en los linfocitos B (LB) principalmente
hacia las inmunoglobulinas (IgG2) opsonizadoras y fijadoras del complemento. Cabe
mencionar que esta respuesta dependera en gran parte de varios factores como la carga

microbiana, y la inmunocompetencia del hospedero, entre otros (19, 20). (Figura 2)
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Figura 2. Respuesta inmune a M. tuberculosis. Modificado de (20). Las CDs residentes del sitio de
la infeccion captan los antigenos y viajan a los nédulos desarrollando procesos de maduracion
para presentar los antigenos a los LT. La presentacion antigénica eficiente permite la activacion de
LT efectores que migran al pulmén para participar en el desarrollo de la respuesta inmune

protectora.

Vacuna BCG

La vacuna viva atenuada de Calmette-Guérin (BCG), una cepa atenuada del bacilo M.
bovis, es actualmente la unica recomendada por la OMS para la prevencién de la TB.
Esta vacuna fue desarrollada por Albert Calmette y Camille Guérin en el Instituto Pasteur
de Lille, Francia entre 1908 y 1921, a partir de una cepa virulenta de M. bovis aislada de
leche producida por una vaca con mastitis tuberculosa (4). La cepa fue atenuada después
de realizar 230 cultivos, cada 2 semanas, en medio de papa glicerinada con bilis de buey.
A partir de la obtencién de la cepa atenuada, en 1921, la cepa BCG se mantuvo mediante
cultivos continuos hasta 1960, afio en el cual se implementé la liofilizacion como medio de

preservacion de la vacuna (8).

Alrededor de 1924 se comenz6 a distribuir la BCG a nivel mundial. Debido a la fase inicial
de atenuacién (230 cultivos), se esperaba que las cepas BCG distribuidas compartieran
mutaciones comunes, mientras que la segunda fase (distribucién a nivel global) llevaria a
mutaciones adicionales especificas para cada cepa de BCG individual, para generar

distintos “linajes” dependientes de la zona en la que fue procesada y conservada, hasta la
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liofilizacion (6). A continuacién se describen las distintas mutaciones encontradas en las

distintas cepas existentes (Figura 3).

Figura 3. Genealogia de las BCGs, construida con base en regiones deletadas (RD) y
duplicaciones (DU). La figura representa el orden cronoldgico en el que las BCGs derivaron del

Instituto Pasteur y sus mutaciones (8).

El grave impacto de estas diferencias genéticas, dadas como variaciones antigénicas en
la eficacia protectora, generé una preocupacion considerable a nivel internacional.
Algunas de las discrepancias en la eficacia protectora observadas en la vacuna BCG para
distintas pruebas son, al menos parcialmente, explicadas por las diferencias genéticas

entre las cepas vacunales (7).

Estudios recientes sugieren que las diferencias genéticas entre las cepas vacunales de
BCG son muy importantes. Por medio del analisis del transcriptoma in vitro entre
diferentes cepas, se encontraron diferencias en la expresidon genética bastante
significativas (9). Otro estudio de expresion genética, identific6 2 grupos de patrones

distintos de respuesta inmune inducida por diferentes cepas de BCG (10).
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Como consecuencia de influenciar la expresion genética, la diversidad de las cepas
vacunales demostro tener un efecto en la inmunogenicidad, virulencia, y viabilidad, entre
otras propiedades que intervienen en la proteccion contra la tuberculosis. Incluso, la corta
sobrevivencia de algunas cepas vacunales de BCG en el huésped, se encuentra asociada
a estimulos al sistema inmune que podrian ser insuficientes pues resultan en la
desaparicién temprana de la inmunidad protectora comparando con cepas modificadas de
M. tuberculosis (7).

No obstante la problematica descrita, desde 1974, la vacunacion con BCG fue incluida en
el Programa Expandido de Inmunizacion de la OMS; con un estimado a la fecha de mas
de 3 mil millones de individuos inmunizados con BCG y alrededor de 100 millones de
dosis administradas anualmente, siendo la vacuna mas empleada en humanos (6). La
inmunizacion con la vacuna BCG demostrd su eficacia en nifios, a quienes confiere una
proteccién hasta el 80% en contra de TB grave y diseminada, como TB meningea y miliar
(7). En contraste, la eficacia protectora de la vacuna BCG en adultos y adolescentes varia

del 0 al 80%, como consecuencia de las diferencias previamente expuestas (6).

Vacuna BCG México

En México, el Instituto Nacional de Higiene reporta que la vacuna BCG comenzd a
aplicarse en 1925. Durante este tiempo la produccién de la vacuna BCG se realizé a una
escala muy pequefia y bajo solicitud del médico; hasta que en 1949 fue inaugurado el
Instituto de BCG, mismo que en la actualidad se encarga de la preparacion, distribucion,
aplicacion y control de la vacuna BCG en todo el pais. Durante este periodo la vacuna
BCG se produjo a partir de la BCG enviada directamente del Instituto Pasteur de Paris
con la designacién No. 870 Serie | (denominada BCG Meéxico). La vacuna que se
producia en este instituto ademas fue aprobada en 1963 por la division de control de
productos biolégicos de la OMS, a partir de un estudio comparativo con la vacuna patrén
elaborada en el Staten Serum Institu, Dinamarca; y mostrd ser tan aceptable como ésta.
Por ello esta vacuna fue distribuida a todo el territorio nacional y a diversos paises de
Sudamérica (4, 8).

La produccién de la vacuna BCG México continué hasta 1970, ano en que se cambia el
método de produccion al de “lote semilla” (vacuna BCG liofilizada), empleandose la BCG

Danesa 1331 para la produccion, a fin de evitar que la BCG sufriera una posible variacion
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gendmica, y en caso de que esto ocurriese, fuera sustituida por otra cepa BCG con
diferentes propiedades, ademas de conservar una calidad homogénea de la vacuna BCG.
En 1998 la vacuna BCG Danesa dejé de producirse definitivamente en México y a partir
de ese ano se usa indistintamente la vacuna BCG disponible comercialmente. Lo anterior
origind que en México se use una gran diversidad de vacunas BCG, por lo cual la eficacia
protectora de la vacuna es incierta. Existen también reportes, poco frecuentes, de una
falta de abastecimiento de la vacuna BCG en los sistemas de salud, lo que origina la
ausencia de vacunacién por periodos de hasta 6 meses. Ademas, la importacion de la
vacuna BCG también lleva a un incremento en el costo de la vacunacién, aun cuando el

personal entrenado en la preparacién de esta vacuna se encuentra activo laboralmente

(8).

Todo lo anterior llevé a la caracterizacién de la vacuna BCG México con el objetivo de
producirla en un futuro para ser utilizada como vector para el disefio de nuevas vacunas
de segunda generacién en contra de la TB. Por esto mismo, se comenzé con la
secuenciacién de su genoma con el trabajo de Ordufia y colaboradores en el 2011. Esta
caracterizacion genomica llevé al descubrimiento de varias diferencias con otras cepas,
como nuevas regiones deletadas designadas RDMex02 y RDMex03 vy varios

polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) (11).

En este trabajo también se caracterizaron proteinas con respuesta inmunolégica al
enfrentar el proteoma de la vacuna BCG México con sueros de pacientes con TB,
micobacteriosis, PPD positivos y negativos con anticuerpos de isotipo IgG2 (11). De este
modo se encontraron 37 proteinas capaces de generar una respuesta inmunogénica
protectora de tipo Th1. Las proteinas previamente reportadas pertenecen a distintas
familias y desempefian funciones diversas, resaltando para este trabajo tres proteinas
relacionadas con la respuesta a estrés, la proteina alquil hidroperoxireductasa subunidad
C (AhpC), la chaperonina GroEL2 y la proteina de estrés oxidativo hspX. Estas proteinas
son generadas por los microorganismos en respuesta a situaciones de estrés, como la
presencia de especies reactivas de oxigeno y la ausencia de nutrientes, entre otros
factores; y favorecen su sobrevivencia. Esta capacidad de modificar el entorno a su favor,
las posiciona como uno de los tipos mas importantes de moléculas que las micobacterias
producen ya que les permite evadir algunos mecanismos que el sistema inmune lleva a
cabo para su eliminacién (12). Muchas de las proteinas de respuesta a estrés en

microorganismos son altamente inmunogénicas, ademas de que se encuentran muy
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conservadas entre géneros y especies. Aln mas, algunas de estas proteinas se han
encontrado en pared celular, lo que da una idea de la importancia que tienen en la
inmunidad (13). En este trabajo se decidié dirigir el enfoque en la proteina AhpC porque
ademas de lo mencionado anteriormente, esta involucrada en la resistencia hacia uno de
los antibidticos de primera linea en contra de la tuberculosis, la isoniazida, ademas de que
se sabe que ayuda a la micobacteria a sobrevivir dentro de macréfagos y células
dendriticas (45, 22, 27).

Se cuenta con amplia informacion respecto a la funcién de algunas de estas proteinas en
el contexto de la respuesta inmune adaptativa contra M. tuberculosis, tanto asi que
algunas de estas proteinas son empleadas en el desarrollo de nuevas vacunas debido a
su inmunogenicidad; sin embargo, se tiene muy poca informacion relacionada con la
respuesta inmune innata. Se cuenta con menos informacion relacionada con BCG México,
aunque es posible comparar las propiedades de las proteinas de M. tuberculosis y BCG
México, debido a la identidad del 100% entre las mismas. En cuanto a la respuesta
inmune adaptativa (respuesta inmune especifica dirigida), el trabajo de Ordufia y
colaboradores (11) demostrd que estas proteinas generan una respuesta inmunogénica
de tipo Th1 (mediada por anticuerpos 1gG2), no obstante, se desconocen los mecanismos
que se llevan a cabo en el contexto de la inmunidad innata (que es la respuesta inmune
de primera linea, poco especifica) determinantes en el advenimiento de la respuesta

inmune adaptativa protectora.

Células dendriticas

Las células dendriticas (CDs) son células profesionales presentadoras de antigeno de
origen hematopoyético ampliamente distribuidas en el organismo. Se originan en la
médula ésea a partir de células progenitoras hematopoyéticas (HPC), bajo el control de
factores de crecimiento y el contacto con las células estromales de la médula ésea. Las
CDs pueden generarse a partir de progenitores tanto linfoides como mieloides, que
derivan de éste progenitor pluripotente. Las CDs, granulocitos y macrofagos pueden
obtenerse de precursores de médula ésea en presencia del factor estimulador de colonias
de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), lo que confirma que estas células tienen un

precursor en comun (3).
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Las CDs son reconocidas por su capacidad de iniciar una respuesta inmune y estimular
respuestas de memoria al activar LT virgenes y LT activados y/o efectores,
respectivamente. Se localizan en mucosas y en tejidos linfoides, lo que les permite
capturar antigenos. Poseen un sistema endocitico y de procesamiento especializados
indispensables para la presentacion de antigenos. Se activan en respuesta a un gran
espectro de microorganismos y estimulos ambientales. Su activacion puede determinar la
especializacion funcional de las células. Se dividen en subpoblaciones, cada una con
propiedades particulares que pueden inducir respuestas inmunes diferentes. El
inmunofenotipo que las CDs adquieren posterior al estimulo producido por dano tisular,
inflamacién o infeccion puede ser maduro o inmaduro. Las CDs inmaduras se encuentran
distribuidas ampliamente en tejidos linfoides y no linfoides, con una tasa de recambio
relativamente rapida. Esta alta tasa de recambio estd asociada a una de las
caracteristicas particulares de esta poblacion celular, que es su capacidad de “transitar” y

“migrar” de un tejido a otro (3, 19).

En la periferia, las CDs funcionan como “centinelas” monitoreando la exposicion en las
superficies del cuerpo a los antigenos. En esos sitios, las CD se consideran inmaduras,
poseen altos niveles de acido ribonucleico mensajero (MRNA) que codifica para el MHC |l
(molécula en la que cargaran los antigenos que logren procesar para presentarlos a los
linfocitos, junto con moléculas de co-estimulacion, como CD-80, CD-86 y CD-40, asi como
un microambiente de citocinas favorable para poder activar a los linfocitos) en el
citoplasma, pero baja expresion en la membrana. Ademas, las CDs inmaduras se
caracterizan por la baja expresion de moléculas coestimuladoras en su superficie y son
incapaces de producir interleucina 12 (IL-12), citocina proinflamatoria necesaria para la
proliferaciéon de LT. Las CDs inmaduras presentan una gran capacidad para fagocitar
microorganismos y antigenos, pero son pobres estimuladoras de la respuesta por LT (51).
Las CDs son estimuladas a migrar por dafno al tejido, inflamacién o infeccién. El proceso
de migracién hacia la periferia, via vasos linfaticos aferentes a los ganglios linfaticos esta
asociado con la maduracién fenotipica y funcional de éstas células. Bajo el arribo al
ganglio linfatico, la CD adquiere la capacidad para estimular eficientemente a los LT
virgenes o “naive”. Esta activacion esta relacionada con la regulacién positiva de la
expresion de moléculas coestimuladoras en la superficie de las CDs, involucradas en la
interaccion y estimulacién de LT (52). Es asi como altos niveles de expresion de MHC II, y
de moléculas coestimuladoras como CD80, CD86 y CD40, contribuyen a la eficiencia de

las CDs como células presentadoras de antigeno (sin olvidar, como se menciond

17



anteriormente, un ambiente favorable de citocinas). Por otro lado, puede haber un
inmunofenotipo parcialmente maduro. Las CDs parcialmente maduras expresan bajos
niveles de moléculas coestimuladoras y citocinas proinflamatorias, pero altos niveles de la
citocina antiinflamatoria interleucina 10 (IL-10). Ademas de las moléculas
coestimuladoras, las CDs pueden expresar ligandos del receptor de muerte programada
PD-1 y 2 (PD-L1 y PD-L2), expresado en LT activados, los cuales son considerados
moléculas coinhibidoras. En particular, se han descrito las propiedades coinhibidoras de
PD-L2 en la respuesta de LT (Figura 4) (3, 21, 19).

Algunas de las citocinas involucradas en este proceso se describe a continuacion:

El papel principal de IL-6 en la inmunidad innata es estimular la sintesis de proteinas de la
fase aguda por los hepatocitos y de esta forma contribuir a la respuesta de la fase aguda,
estimula la produccion de neutréfilos a partir de progenitores de médula 6sea,
habitualmente actuando de manera concertada con factores estimuladores de colonias.
Por otra parte, el TNF-alfa (TNF) y la IL-1beta son los principales mediadores de la
respuesta inflamatoria aguda, estimulando la atraccién de neutréfilos y monocitos hasta
los focos de infeccidon y activando a estas células para que erradiquen a los
microorganismos. La interleucina 12 (IL-12), como se explicd, es una citocina pro-

inflamatoria necesaria para la proliferacion de linfocitos T.

IL-10 es conocida como una citocina anti-inflamatoria o inmuno-supresora que funciona
como amortiguador de la respuesta inmune al inhibir la producciéon de citocinas pro-

inflamatorias, la expresion de moléculas coestimuladoras y la presentacion de antigenos.
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Figura 4. Fenotipos de células dendriticas inmaduras, parcialmente maduras y maduras. Moléculas
coestimuladoras y coinhibidoras presentadas en cada fenotipo de activacion de las CD, asi como
su respectiva elevacién o disminucién de produccién de citocinas, lo cual lleva a distintos estados
de proteccion: Inmunidad o tolerancia inmunolégica. En el caso de la activacion, se debe remarcar
que una exposicion continua al antigeno (Ag) puede llevar a la no activacion del fenotipo
(Modificada de Mendoza).

Proteinas de estrés

Las bacterias poseen habilidades limitadas para modificar y adaptarse a su ambiente.
Utilizan sistemas de procesamiento de informacién para monitorear sus alrededores
constantemente. Dentro de las respuestas mas apropiadas hacia los cambios del
ambiente se encuentran cambios en su fisiologia, su desarrollo, su virulencia y su
localizacién. En la mayoria de las bacterias, existen redes reguladoras globales que
modulan la expresion de genes. Estos cambios se encuentran mediados en gran parte por
la iniciacion de transcritos de mRNA por proteinas que se unen al acido
desoxirribonucleico (DNA), factores o y sistemas de transduccion de sefales. Esta
respuesta adaptativa les permite responder rapidamente y de manera efectiva a los

cambios del ambiente que impiden su crecimiento o incluso amenazan su vida. La
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homeostasis celular es alcanzada por una multitud de reguladores transcripcionales y
detectores, los cuales registran y responden ante cambios de temperatura (choque
térmico de calor o de frio), de pH externo (choque acido y alcalino), especies reactivas de
oxigeno (peroxido de hidrogeno y superéxidos), osmolaridad (choque hiper e hipo
osmoético), y disponibilidad de nutrientes, por mencionar algunos de los mas importantes
(14). Estos cambios usualmente son llamados factores de estrés, y pueden presentarse
de manera repentina o crénica. Cada factor de estrés activa o reprime a un grupo de
genes, los que codifican para proteinas de estrés (15). A su vez, mientras algunos genes
son solo inducidos por un factor, otros responden a varios. Por ultimo, se debe mencionar
que de las moléculas detectoras de estrés, fueron descritas principalmente tres: el DNA,

el mMRNA vy las proteinas, siendo las principales estas ultimas. (14, 15).

De manera general se describira cada una de las principales situaciones de estrés de la

bacteria, para proceder después a describir las proteinas de interés:

¢ Choque térmico y altas temperaturas — La primera (choque térmico) responde a un
incremento de temperatura temporal, y resulta en la expresion pasajera de genes
que codifican para chaperoninas del tipo proteina de choque calérico (Heat Shock
Proteins 6 HSPs). Estas ayudan a proteger proteinas de la posible
desnaturalizacion. La segunda responde a un cambio absoluto en la temperatura,
es constitutiva y resulta en la expresion de genes que codifican para proteinas de
alta temperatura. Estas ayudan a cambios conformacionales generales para

adaptarse a la temperatura (High Temperature Proteins o HTPs) (14).

e Choque frio — Este factor de estrés influencia varios parametros vitales como la
difusién de solutos, la cinética enzimatica, la fluidez de la membrana y afecta la
conformacion, flexibilidad y la topologia de macromoléculas tales como DNA, acido
ribonucleico (RNA) y proteinas. Dos principales problemas a resolver por la
bacteria son la fluidez de la membrana que se ve reducida por temperaturas frias,
impidiendo el movimiento de proteinas integrales y la induccion de estructuras
secundarias en las moléculas de mRNA bloqueando la traduccién. La bacteria
responde con proteinas de choque frio (Cold Shock Proteins o CSP) y con una
‘reprogramacion” extensiva en su expresion genética, disminuyendo el

metabolismo (14).
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Estrés osmaético — Un aumento (cambio hiperosmético) o una disminucion (cambio
hipoosmético) en la osmolalidad externa provoca que el agua fluya a través de la
membrana resultando en la concentracién o dilucion del citoplasma. Estas
alteraciones resultan en cambios en el volumen, en viscosidad, y la tension de la
membrana, asi como en su potencial y en su gradiente iénico, ademas del cambio
de la actividad termodinamica entre el agua y las demas moléculas. Para
responder a estos cambios, las células acumulan o sueltan sales de bajo peso
molecular gracias a proteinas integrales como canales y transportadores
osmorreguladores por medio de distintos mecanismos (14).

Especies reactivas de oxigeno (ROS) — Especies como los radicales superoxido
(O2) y el peroxido de hidrégeno (H,O,), son generados de manera continua como
productos de la respiracion. La reaccion de H,O, con hierro libre genera radicales
hidroxilo (OH). Estos radicales son altamente reactivos y reaccionan con casi
todas las biomoléculas (16). ROS también son generadas por el sistema inmune
del huésped (macrofagos, neutrofilos) como primera linea de defensa en contra de
las bacterias invasoras. Las bacterias han desarrollado una serie de mecanismos
para combatir estas especies, en su mayoria en forma de enzimas especializadas
en transformarlas en moléculas menos reactivas (14).

Cambio de pH externo — Cambios drasticos en el pH celular suelen resultar en la
pérdida de la funcion de varias proteinas en incluso en su desnaturalizacion.
Existen ciertos promotores de genes que responden a cambios de pH, aunque
estos mecanismos no estdn muy bien descritos. Se sabe que algunas bacterias
emplean sistemas de transduccion de sefales de dos componentes para
monitorear cambios de pH vy que utilizan HSPs para proteger su maquinaria,

aunque no esté sucediendo un cambio de temperatura (14).

La proteina analizada en este trabajo pertenece al grupo que se encarga de las especies

reactivas de oxigeno (AhpC).

Proteina alquil-hidroperoxirreductasa subunidad C (AhpC)

El 6xido nitrico (NO) se encuentra presente tanto en suelos como en el aire y es
producido por bacterias, animales y plantas. Los iones superdxido (O,) surgen en todos
los microorganismos que habitan ambientes aerdbicos. De este modo, es probable que

muchos microorganismos encuentren peroxinitritos (OONQO"), un producto de NO y Oy
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que se forma de manera limitada por su difusion, y se descompone rapidamente por la
protonacion generada por su isomerizacion a nitrato (NO3;) mientras genera radicales
hidroxilo (OH) y radicales de dioxido de nitrégeno (NO,), siendo estos dos mas reactivos
que sus precursores de peroxinitrito. El peroxinitrito tiene potencial oxidativo, inflamatorio,
mutagénico y citotdxico, de aqui que la habilidad de las células para contender con los

peroxinitritos es central en el desafio con NO (25).

En el caso de Mycobacterium tuberculosis, estar dentro de macrofagos la expone a un
ambiente téxico dentro del fagosoma con bajas cantidades de oxigeno y nutrientes. Bajo
estas condiciones, las enzimas y agentes reductores que protegen a M. tuberculosis en
contra de perdxidos, oxido nitrico y otras especies reactivas de oxigeno se vuelven muy
importantes para su sobrevivencia (22). El sistema de defensa de antioxidantes de M.
tuberculosis es inusual en varios aspectos. Esta bacteria (asi como sucede con todos los
actinomicetos) carece del sistema de respuesta de glutatién peroxidasa, que es el sistema
antioxidante utilizado por su huésped mamifero (26). Su metabolismo de H,O, depende
de una catalasa/peroxidasa conteniendo un grupo hemo llamada KatG. Ademas depende

de una variedad de enzimas relacionadas con las tiorredoxinas y con micotioles (22, 26).

Se ha demostrado que las mutantes de KatG proveen resistencia al antibiético de primera
linea en contra de la tuberculosis, isoniazida, la cual requiere su activacion por KatG. La
sobrevivencia y virulencia de estas cepas se atribuye a que la bacteria deja de depender
de KatG para responder ante ROS, utilizando mejor un sistema antioxidante basado en

una peroxidasa de tipo peroxirredoxin de 2-Cys, llamada AhpC (26, 24).

Las peroxirredoxinas (Prxs) son una familia ubicua de enzimas antioxidantes, las cuales
estan divididas en tres clases, que dependen del nimero de residuos conservados de
cisteina en su regién N-terminal: Prxs de 2-Cys tipicas, atipicas y las Prxs 1-Cys. La tipica
de 2-Cys es la mas grande y se identifica por la conservacién de dos cisteinas rédox-
activas: la cisteina peroxidatica y la que resuelve el bloqueo del sitio catalitico después de
llevar a cabo la reaccidn. Las atipicas usan el mismo mecanismo que las tipicas pero son
funcionalmente monomeéricas. Por ultimo, las Prxs 1-Cys, solo tienen la cisteina
peroxidatica ya que no necesitan resolver ningun bloqueo (28). Aunque la AhpC de
Mycobacterium tuberculosis pertenece a la clase Prxs 2-Cys, tiene tres residuos de
cisteina directamente involucrados con su accién (se desconoce el papel de la tercera
cisteina). Es una proteina homodloga con las AhpCs de otros microorganismos, teniendo

mayor similitud con las secuencias encontradas en bacterias Gram positivas
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(Corynebacterium diphtheriae 68%, Streptomyces viridosporus 62%) que en las negativas
(Escherichia coli 36%, Bacillus subtilis 41%, Staphylococcus aureus 39%). En
micobacterias, las Prxs pueden destoxificar varias ROS, como H,0,, alquil hidroperdxidos,
asi como peroxinitritos. La amplia actividad de la AhpC de M. tuberculosis puede explicar
su habilidad para sustituir la pérdida de la actividad de la KatG (22, 27).

Figura 5. Dimero de la AhpC con cisteinas (Cys) en amarillo (29).

La AhpC tiene que ser constantemente reducida, y el reductor mas comun de la AhpC en
bacterias, la disulfuro reductasa AhpF, no se encuentra en M. tuberculosis, y su sistema
reductor basico aparentemente parece no responder al estrés oxidativo como responde
en enterobacterias, ya que el gen oxyR también esta ausente. La AhpC de
Mycobacterium, en vez de esto puede ser reducida por la AhpD (el proceso se describe
brevemente en la figura 6), una enzima que contiene un motivo CXXC y puede ser
reciclada por &acidos lipoicos unidos a proteinas del complejo a-ceto-acido
deshidrogenasa, o por las tiorredoxinas micobacterianas TrxC y TrxR. Las micobacterias
contienen dos peroxirredoxinas mas, la AhpE, que es 1-Cys y cuya funcion sigue sin
describirse, y la tiol peroxidasa Tpx, la cual es una tiorredoxin peroxidasa, que esta

caracterizada como la peroxidasa mas efectiva de la micobacteria (26).

23



Figura 6. Esquema de proteinas involucradas en la reducciéon de ONOO- y ROS en micobacterias.
Aunque la proteina KatG es la utilizada comiunmente, hay otra serie de proteinas involucradas en
la eliminacién de ROS. La proteina AhpC puede eliminar peroxinitritos, y es reducida por AhpD o
por TrxC. Dichas proteinas requieren de otras, las cuales dependen de moléculas con poder
reductor como NADH y NADPH. La peroxidasa mas efectiva del sistema es TpX. Por ultimo, no se

conoce el uso de la proteina AhpF (22).

Aunado a todo esto, AhpC ha demostrado ser vital para la sobrevivencia de la bacteria
dentro de macrofagos (48), lo que vuelve a esta enzima junto con su sistema, blancos
atractivos para la sintesis de nuevos antibiéticos. De hecho, se sabe que uno de los
principales factores de virulencia del complejo de M. tuberculosis es AhpC, por todas las
caracteristicas mencionadas anteriormente (45), ademas de ayudarle incluso a sobrevivir
en el estado de latencia (47, 44).

Ademas de encontrar esta proteina en M. tuberculosis, recientemente se ha encontrado
en otros estudios, ademas del de Orduna (11), que AhpC es una proteina integral en la
expresion genomica de una amplia variedad de cepas de BCG (46). En cuanto a
respuesta inmunoldgica no se tiene informacién, mas alla de que la proteina ayuda a la
micobacteria a sobrevivir en macrofagos; aunque recientemente también se describié que
podria ayudar a su sobrevivencia en células dendriticas (27, 49). Debido a que los
estudios sobre esta proteina son algo recientes, no se ha realizado la produccion de

manera comercial de AhpC purificada.

Los anteriores hallazgos, aunado con la funcion de las CDs como enlace entre la
respuesta inmune innata y adaptativa, ponen de manifiesto la relevancia de estudiar el

inmunofenotipo adquirido por las CDs inducido por el estimulo con la proteina AhpC, para
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correlacionar la antigenicidad y produccion de anticuerpos con la maduraciéon de éstas
células, lo cual indicaria que uno de los mecanismos involucrados en el establecimiento
de la respuesta protectora es la activacion de LT efectores realizada por la presentacion

antigénica que las CDs maduras estimuladas con AhpC estarian realizando.

En el grupo de trabajo se encuentran definidos los protocolos de estudio para las CDs
derivadas de médula ésea de raton (BMDC), por lo cual el propésito de este trabajo radica
en la caracterizacion de las BMDC estimuladas con la proteina de estrés inmunogénica

AhpC de la vacuna BCG México, después de su sobreexpresion y purificacion.
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Justificacion

Se han detectado anticuerpos de isotipo IgG2 en sueros de pacientes infectados con M.
tuberculosis, micobacterias no tuberculosas, y sujetos PPD positivos, contra la proteina
altamente conservada de estrés oxidante AhpC en la vacuna M. bovis BCG Meéxico,
indicando que dicha proteina participa en la respuesta inmune adaptativa. Se desconoce
el efecto de esta proteina sobre el asentamiento de la respuesta inmune innata, por lo que

su estudio ayudaria a definir el mecanismo mediante el cual la vacuna confiere proteccion.

La proteina AhpC recombinante producida en E. coli permitira el estudio de la interaccion
de dicha proteina tiene con las células dendriticas, mismas que constituyen el enlace
principal entre la respuesta inmune innata y la adaptativa, lo cual generara una mejor

comprension sobre la respuesta inmune establecida por el estimulo con BCG México.

Hipotesis

La proteina de estrés AhpC recombinante de M. bovis BCG inducira la maduracién de

células dendriticas murinas.
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Objetivos

Objetivo General

e Emplear la proteina AhpC recombinante de BCG México para estimular células
dendriticas murinas y determinar la expresion de moléculas coestimuladoras y

coinhibidoras inducidas en su superficie celular.

Objetivos Particulares

e Clonar el gen ahpC en el vector de expresion pTrcHisC.

e Sobreexpresar la proteina recombinante con cola de histidinas en E. coli.

e Purificar la proteina por cromatografia de afinidad.

e Estimular células dendriticas murinas con diferentes concentraciones de la
proteina recombinante.

e Determinar la expresion de moléculas coestimuladoras y coinhibidoras inducidas
en la superficie de las células dendriticas estimuladas con la proteina
recombinante.

e Determinar las citocinas secretadas por las células dendriticas murinas

estimuladas con la proteina recombinante.
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Metodologia

La metodologia se dividio en tres fases.

1. En la primera fase, se llevd a cabo la clonacién del gen ahpC de BCG México
1931 en el vector pTrcHisA en Escherichia coli TOP10 (30, 32).

a. Se disenaron oligos para amplificar el gen ahpC en M. bovis BCG México
(39) por medio de PCR (35), para después cortarlo con enzimas de
restriccion (36) y ligarlo a un vector de expresion. Ya introducido el gen en
el vector, se transformo en E. coli TOP10 (31, 37).

2. La segunda fase se dividio en dos etapas:

a. Sobreexpresién del gen ahpC clonado en el vector pTrcHisA por induccion
con Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosida (IPTG) previa estandarizacion (30,
31). Se indujo con distintas concentraciones de IPTG, temperatura y
tiempo, para elegir las mejores condiciones de sobreexpresion. Cada
cultivo fue centrifugado y sonicado para separar la fraccion soluble del total
de proteinas (32, 33). La fraccion soluble fue analizada con geles de
electroforesis SDS-PAGE (38).

b. Purificacién de la proteina sobreexpresada con el protocolo de proteinas
con cola de histidina (41). Se preparé un cultivo con las condiciones de la
primera etapa, se separé la fracciéon soluble (42) y se purificod por medio de
cromatografia de afinidad en una columna de niquel (40), revisando
después la purificaciéon con geles de electroforesis SDS-PAGE y con
Western Blot utilizando anticuerpos anti-histidinas (43).

3. En la tercera fase se llevd a cabo la estimulacion de células dendriticas murinas
con la proteina. Se parti6 de células precursoras de médula ésea murinas, las
cuales fueron diferenciadas en células dendriticas. Las células fueron estimuladas
con distintas concentraciones de la proteina recombinante, para después realizar
la medicién de las moléculas coestimuladoras y coinhibidoras expresadas, asi

como las citocinas secretadas en el medio (3, 23, 38).
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Clonacion del gen ahpC de BCG México 1931 en el vector pTrcHisA
en Escherichia coli TOP10

Obtencion de la secuencia del gen AhpC v disefo de oligonucledtidos.

Se consultdé el genoma secuenciado de BCG México 1931 NC_016804.1 en el sitio

GenBank de la NCBI para la obtencion de la secuencia.

Una vez obtenida la secuencia en GenBank, se realizé el disefio de los oligonucledtidos
de manera manual rio arriba y rio abajo del marco de lectura del gen ahpC.
Posteriormente con el programa “pDRAW32” se determinaron los sitios de restriccion que
no se encuentran en la secuencia del gen, pero que estan presentes en el sitio multiple de
clonacion del vector pTrcHisA (fueron los sitios BamHI e Hindlll); otro requisito a
considerar fue que permitieran la clonacién unidireccional y en fase. Usando el programa,
se realizé el diseno de los oligos para incluir las bases necesarias para crear el sitio de
corte en cada oligonucleétido. Una vez disefiados los oligonucledétidos, se analizaron con
los programas OligoAnalyzer 3.1 y OligoCalc para establecer las condiciones tedricas
Optimas para la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) del gen y se solicitaron a

Sigma.

Amplificacion del gen por PCR

De acuerdo a las condiciones tedricas 6ptimas establecidas anteriormente, se realiz6
PCR para amplificar el gen ahpC empleando como molde el DNA de BCG México 1931
extraido y purificado en el Programa de Inmunologia Molecular Microbiana.
Posteriormente el producto amplificado fue analizado en un gel de agarosa al 1%
previamente tefiido con bromuro de etidio, ademas se adicioné un marcador de 500 pares
de bases. El producto de PCR se purificé de acuerdo al protocolo del kit de purificacién de

DNA Qiagen (35) y se eluy6 en agua para conservarse a -20°C hasta su uso.

Clonacioén del gen

De acuerdo con los sitios de restriccion disefiados incluidos en los oligonucledtidos, se
realizaron las reacciones con las enzimas seleccionadas para el producto de PCR y el

vector de expresion pTrcHisA (Figura 7).

El fragmento de DNA se ligé con el vector empleando la enzima con la Ligasa T4.
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Figura 7. Mapa del vector pTrcHis. El vector logra altos niveles de expresion gracias a un promotor
trc (trp-lac) y a la region de anti-terminacion rrB. EI promotor trc contiene la region -35 del
promotor trp junto con la region -10 del promotor lac. Ademas contiene una copia del gen laclq, el
cual codifica para la proteina represora de lac, para un control eficiente de la transcripcién del
inserto clonado. La traduccién es mejorada por la presencia de un minicistrion que provee un
reinicio traduccional altamente eficiente en el marco abierto de lectura (ORF) del sitio multiple de
clonaciéon (MCS). Los insertos son posicionados rio abajo y en marco con una secuencia que
codifica para el péptido de fusidon N-terminal de 6 residuos de histidina en serie, que sirve para la
purificacion por afinidad a metales, un epitopo para un anticuerpo especifico del fabricante y un
sitio de ruptura para la enzima enterocinasa. Por ultimo, el vector posee un origen de replicacion,
un casete de resistencia a ampicilina, un operador de lactosa y una seccidon de terminacion

transcripcional (50).

La cepa de E. coli TOP10 competente se transformo con la reaccion de ligacion entre el
vector pTrcHis y el gen ahpC usando los protocolos de competencia y transformacion. Se
seleccionaron 20 colonias las cuales se resembraron en agar Luria (LB) con ampicilina
100 ug/mL. Cada colonia se tomé para resiembra, se crecié en 10mL de caldo Luria con
ampicilina 100 ug/mL en tubo y se realizé el protocolo de extraccion de vectores por lisis
alcalina (30). Una vez extraido el plasmido se realizé un ensayo de restriccion con las
enzimas BamHI e Hindlll con el fin de liberar al gen ahpC y verificar la clona por medio de

electroforesis en geles de agarosa (Revisar Anexo | para metodologias).
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Sobreexpresién del vector por induccion con IPTG

Mejora de las condiciones de induccioén

Se inoculd 1 mL de caldo Luria con ampicilina con una o dos colonias que contenian al
vector sin el gen como control negativo y al vector recombinante y se incubé toda la noche
a 37°C. Se inocularon 5 mL de caldo Luria con ampicilina con 50 uL del cultivo pasado y
se incubd por aproximadamente 2 horas a 37°C en agitacion hasta que se obtuvo una DO
(A=660nm) de entre 0.6 y 0.8. Se transfiri6 1 mL de cada cultivo sin inducir (alicuotas de
tiempo cero) a tubos de microcentrifuga marcados adecuadamente. Inmediatamente las

alicuotas del tiempo cero se procesaron como se menciona posteriormente.

El restante de cada cultivo se indujo con IPTG a una concentracion aproximada de 1 mM
y se continud la incubacion con aeracion a 20°C o 37°C (la concentracion y la temperatura
de induccién se ajustaron empiricamente hasta encontrar las condiciones éptimas de
sobreexpresion). Durante periodos de tiempo de 1, 2, 4 y 6 horas, se transfiri6 1 mL de
cada cultivo a tubos de microcentrifuga, se midié su DO (A=660 nm) de entre 0.6 y 0.8, se
centrifugd a maxima velocidad por un minuto a temperatura ambiente y se removieron los

sobrenadantes.

Se resuspendié cada pastilla en 500 yL de buffer Tris 20 mM pH 7.5 y se sonicé la
muestra con un 20% del pulso, por 10 pulsos de 10 segundos con intervalos de descanso
de 10 segundos. Se removieron los residuos insolubles por centrifugacion a 10000 g por
15 minutos a 4°C y se colectd el sobrenadante. Se cuantific6 por medio del método de
Bradford comparando contra una curva patron con Albumina Sérica Bovina (BSA), para
cargar 50ug de proteina con buffer de Laemmli (calentando a 95°C por 5 minutos) en un
gel de poliacrilamida al 12% con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) para la electroforesis

a 8-15 V. Se tinod el gel con azul de Coomasie 0.25% o con Silver Blue.

Expresion de la proteina.

Se inocularon 50 mL de caldo Luria con ampicilina en un matraz de 250 mL con colonias
de E. coli conteniendo al vector recombinante para incubar toda la noche a 37°C. Se
inocularon 450 mL de caldo Luria con ampicilina con 50 mL del cultivo de la noche
anterior. Se incubé con agitacion a 37°C hasta alcanzar una DO (A=660 nm) de entre 0.6

y 0.8. Se indujo la expresion con IPTG 1mM a 20°C toda la noche segun las condiciones

31



Optimas previamente establecidas hasta una DO (A=660 nm) de entre 1.0 y 1.5. Al término
de tiempo adecuado de induccion, se colectaron las células por centrifugacion a 10000 g

por 15 minutos a 4°C en tubos falcon de 50 mL.

Purificacion de las proteinas con cola de histidina.

Purificacion de las proteinas con cola de histidina.

Para proceder con la purificacion por cromatografia de afinidad, se mezcl6 por inversién el
recipiente con la resina cromatogréfica de Ni?* y se transfirieron 2 mL a una columna de
vidrio o de polipropileno de 7 mm de largo y se dejo que la resina descendiera por

gravedad. La resina se lavo con agua estéril.

Para preparar la muestra se utilizaron las células de la sobreexpresién previamente
centrifugadas a 10000 g por 15 minutos a 4°C (todo se manejé en hielo), se les quito el
sobrenadante, se pesé y se resuspendié a una concentracion de 1 g/mL (1 g de peso
humedo o biomasa) con Tris 20 mM pH 7.5. La muestra se sonic6 con 20% del pulso, por
10 pulsos de 10 segundos con intervalos de descanso de 10 segundos. Se removieron los
residuos insolubles por centrifugacion a 10000 g por 15 minutos a 4°C. El sobrenadante
se filtr6 en una membrana de 0.45 ym (centrifugando de nuevo a 15500 g por 10 minutos

para asegurarse de que no tuviera agregados que pudieran obstruir la columna).

Para realizar la purificacién se utilizé un equipo de cromatografia AKTA Explorer, el cual
fue brindado por la Dra. Clara Espitia, con la colaboracion de la Dra. Cristina Parada. De
manera breve, se lavd primero la columna con el buffer de elucién (Tris 20 mM pH 7.5,
Imidazol 300 mM) para eliminar impurezas con un flujo de 1 mL/min, después se equilibré
la columna con el buffer de carga. El equipo fue programado para realizar una
cromatografia por gradiente de concentracion de Imidazol. Consistid de tres pasos: la
carga de la muestra en la columna, el lavado de la columna (con buffer de lavado Tris 20
mM pH 7.5, Imidazol 20 mM) y la elucién. El equipo construyd un cromatograma con los
valores de las absorbancias a una A=280 nm. Las fracciones de distintos volumenes se
recolectaron: del programa de carga y de lavado se colectaron fracciones de 2 mL con un
flujo de 1 mL/min y del programa de elucion se colectaron fracciones de 1 mL con un flujo
de 1 mL/min. Finalmente, se analizaron alicuotas de cada fraccién de interés por medio

de una electroforesis en un gel SDS-PAGE al 12%.
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Deteccién de la proteina por anticuerpo antihistidina.

En un SDS-PAGE al 12% se realiz6 la electroforesis de la fraccion en la que se observo
la banda del tamafio esperado. Terminada la electroforesis, el gel se mantuvo en Buffer
de transferencia (Tris-Glicina 1X con metanol al 20%) por unos minutos. La membrana de
transferencia se activé con metanol puro, se lavé con H,O y se equilibré en el buffer de
transferencia por 10 minutos. Se transfirié el gel a la membrana durante una hora a 10
Volts. Posteriormente la membrana se removié del casete, se lavd brevemente con

solucion salina amortiguada con fosfatos (PBS) y se realizé la inmunodeteccion.

La membrana de PVDF se bloqueé con TBS-Tween (Buffer salino de Tris con Tween) con
leche al 1%, se lavdé con TBS-Tween y se incubd con el Ab primario (Anti-His, IgG1 de
raton, Sta. Cruz) a una concentracion de 1:2000. Se volvié a lavar y se incubd con el Ab
secundario por una hora (Anti-lgG1 de raton acoplado a fosfatasa alcalina) a una
concentracién de 1:1000. Se lavo, se seco la membrana y en cuarto oscuro, dentro de un
casete, se le agrego el sustrato al Ab secundario para generar luminiscencia. Se revelé en

pelicula fotografica con soluciones de revelado y fijado.

Estimulacion de células dendriticas murinas con la proteina.

Obtencion de CD a partir de precursores de médula ésea de raton

Los ratones Balb/c machos de 6-8 semanas de edad utilizados en este estudio fueron
proporcionados por el Bioterio de la Unidad de Medicina Experimental de la Facultad de
Medicina de la UNAM. Los animales fueron mantenidos en cajas de aislamiento dentro del
bioterio. Todos los experimentos fueron llevados a cabo segun las normas de ética locales
del bioterio de la Unidad de Medicina Experimental de la Facultad de Medicina de la
UNAM.

Las CD fueron obtenidas a partir de precursores de médula 6sea de ratones Balb/c
machos de 6-8 semanas de edad con el método descrito por Lutz y colaboradores con
ligeras modificaciones (23). Los fémures y tibias de un raton fueron obtenidos
completamente libres de tejido muscular. Los huesos fueron colocados en PBS pH 7.4,
0.01 M. Las epifisis de ambos extremos fueron cortadas y se extrajo la médula ésea por
irrigaciones sucesivas con medio PBS1X con una jeringa de 1 mL con aguja 25 G 5/8. Las

epifisis se disgregaron sobre una malla de nylon y la suspension celular se colocé junto
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con la anterior en un tubo de 15 mL. A las células se les realizaron cuatro lavados con
PBS 1X, se centrifugaron a 3000 g por 5 minutos, se eliminé el sobrenadante y se
resuspendi®¢ en 6 mL de Medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640)
suplementado y fueron contadas las células en cdmara de Neubauer. Para la obtencion
de CD de monocitos de médula 6sea, 2 mL de la suspension celular fueron cultivados en
presencia de GM-CSF en placas de Petri bacteriolégicas de 15 x 100 mm de didametro,
agregando RPMI 1640 hasta llegar a un volumen de 10 mL y 20 ng/mL de proteina
recombinante GM-CSF. Por ratdn se obtuvieron dos cajas de Petri. El cultivo se mantuvo
a 37°C con 5% de CO, hasta el dia tres en el que se cambi6 el medio, agregando 10 mL
mas de RPMI 1640 suplementado por placa con su respectivo GM-CSF recombinante a
20 ng/mL. Las CD fueron cosechadas al dia cinco y empleadas para los distintos

experimentos.

Co-cultivo de las CD con la proteina recombinante y Citometria de Flujo

Al dia cinco de cultivo, 5x10° CD inmaduras fueron expuestas ante distintas
concentraciones de la proteina recombinante AhpC: 1 ug, 3 pg y 6 pug por 24 horas a
37°C. La incubacién fue realizada en 10 mL de medio RPMI 1640 suplementado con 10%
de FBS, 2mM L-glutamina, 100 U/mL de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina (para
asegurar la esterilidad del medio). Las células fueron cosechadas y marcadas con los
anticuerpos fluorescentes para determinar la expresion de CD86, CD80, CD40, PD-L1 y
PD-L2, asi como la produccion de IL-12p40 y TNF por citometria de flujo. EI LPS (LPS
[Salmonella typhimurium], donado por el Dr. Rodolfo Pastelin, Facultad de Quimica,
UNAM) se utilizd6 como un control positivo de activacion de las CD a una concentracion de
0.1 pg/mL.

La determinacion de la expresion de los marcadores de superficie se realizé por citometria
de flujo. El sobrenadante de esos cultivos se conservé a -70°C para su posterior

evaluacion de la secrecion de las citocinas utilizando el kit de CBA.

La expresion de las moléculas de superficie fue determinada por inmunofluorescencia y
analizada por citometria de flujo con anticuerpos marcados con ficoeritrina (PE) a-CD86-
PE, a-CD80-PE, a-CD40-PE, o-PD-L2-PE, a-PD-L1-PE y a-MHCII-PE (Pharmigen-BD
Biosciences). Las células también fueron marcadas con el anticuerpo anti-CD11b con
isotiocianato de fluoresceina (a-CD11b-FITC) y anti-CD11c con aloficocianina (a-CD11c-

APC). Se realizaron seis ensayos en los que se utilizaron tres anticuerpos: anti-CD11c
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FITC, anti-CD11b APC y una de las moléculas restantes marcada con PE por cada
ensayo. Para el marcaje de las moléculas se consideraron 250,000 células dendriticas por
ensayo, por lo cual se consideré un nimero total de 1.5x10° células para poder realizar
los seis ensayos. Realizada esta cuenta, después del dia cinco se evalud viabilidad y
numero células con el método de exclusion con azul de tripano en camara de Neubauer.
Se utilizé una placa de 24 pozos y se estimularon 1.5x10° células por pozo. Se realizaron
seis estimulos: un control negativo sin estimulo, control positivo con Mycobacterium Bovis
BCG México 1931(MOI 1:1), control positivo de lipopolisacarido (LPS) (2 pg/mL, LPS [E.
coli 026:B6], de Sigma Aldrich) y tres concentraciones distintas de la proteina AhpC (2 ug,
6 ug y 12 ug por cada millén de células) durante 24 horas a 37°C con 5% de CO,,
Después, las células se centrifugaron a 3000 g por 5 minutos, se recolectd el
sobrenadante y se guardé a -20°C para el analisis de citocinas. Las células se
resuspendieron en PBS y se fijaron con paraformaldehido al 4%, luego se incubaron por
20 min a 4°C con los anticuerpos (dilucidon correspondiente para cada uno); en seguida se
lavaron y se resuspendieron en FACS buffer (PBS, 5% de suero fetal bovino (FBS), 0.1%
azida de sodio) para su analisis por citometria de flujo (FACS Calibur flow cytometer [BD
Biosciences]). Los resultados fueron evaluados utilizando el software FlowJo (TreeStar
Inc, Ashland Oregon, USA).

Determinacion de la secrecion de citocinas

La secrecion de las citocinas se determind por CBA (Cytometric Bead Array) y fue
analizada por citometria de flujo con el kit de inflamacién de BD (Mouse Inflammation Kit,
Pharmingen-BD Biosciences). La deteccién de las citocinas en el sobrenadante de cultivo
se realiz6 con una mezcla de perlas acopladas con los anticuerpos marcados con PE anti-
IL-6, IL-10, TNF e IL-12p70 (Pharmingen-BD Biosciences). La cantidad de cada citocina
en los sobrenadantes se extrapolé utilizando una curva estandar basada en cantidades
conocidas de citocinas recombinantes. El intervalo de las concentraciones de los
estandares fue de 20 a 5000 pg/mL. Los resultados fueron evaluados utilizando el

software FlowJo (Tree Star Inc., Ashland, Oregdn, USA) (Figura 8).
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Figura 8. Deteccion de citocinas por CBA. Las perlas acopladas a los anticuerpos (Ac) se agregan
con la muestra, se unen a las citocinas, las cuales son detectadas por Ac detectores. Se analiza

por citometria de flujo y comparando con curvas estandar se define la concentracion final (3).
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Resultados

Clonacion del gen AhpC de BCG México 1931 en el vector pTrcHisA

en Escherichia coli DH5a

Obtencion de la secuencia del gen AhpC v disefo de oligonucledtidos.

Los primers disefiados se muestran a continuacion en la tabla 1:

Tabla 1. Propiedades de los primers disefiados para el gen ahpC. Amarillo: codén de inicio; rojo:

codon de paro; verde: sitio de corte para BamHlI; azul: sitio de corte para Hindlll.

Secuencia (5'- 3') Localizacién en genoma de BCG México
F-GATGGATCCATGCCACTGCTAACCATTGGCGA 2670728- 2670748
R—-CACAAGCTTAACCAGATCCCGGIIGGGCG 2671307 - 2671338

Los primers fueron disefiados para contener los sitios de restriccion BamHI, sefalados en
verde, y los Hindlll, sefialados en azul. El oligo forward contuvo a BamHI y el reverse a
HindlIl debido a la direccién que se le queria dar al producto de PCR en el sitio multiple de
clonacion del plasmido pTrcHisA, ya que BamHI es el primer sitio de restriccién disponible
y esta rio arriba de Hindlll (Fig. 9). El gen ahpC tiene un tamafo de 588 pares de bases
(pb), y el producto planeado con estos primers fue de 619 pb, siendo flanqueado en 3’ por
una region intergénica no codificante de 13 pb después del coddén de término y
comenzando directamente desde el codéon de inicio en 5. Se buscd que los oligos
abarcaran al menos 15 pb del gen, para posteriormente adicionarle los sitios de restricciéon

y unos cuantos nucleétidos de mas para el correcto funcionamiento de la enzima (8).
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pTrcHis Forward Primer
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413 ATG
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| |
ARAATTAAAG AGGTATATAT TA ATG TAT CGA TTA ARAT AAG GAG GAA TAR ACC

Met Tyr Arg Leu Asn Lys Glu Glu ***

Polyhistidine (6xHis) region

CAT CAT CAT CAT CAT CAT GGT ATG GCT
His His His His His His Gly Met Ala

ATG GGT CGG ACT
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AGC ATG ACT
Ser Met Thr

Xpress epitope EK recognition sequence
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GTT TTG GCG
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I
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K.Upl

TAC
Tyr

TTT
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> GAT AAG GAT
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ECG;R | B?TB |

ATG GGA ATT
Met Gly Ile

CAT
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TCA
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GCC TGA

Ala ***

1Y EK cleavage site
1

Figura 9. Sitio multiple de clonacion del vector pTrcHisA.

Amplificacion del gen por PCR

La mezcla de reaccién y las condiciones usadas para amplificar el gen fueron las

siguientes (Tabla 2):

Tabla 2. Condiciones para PCR

H,O 32uL

Buffer 10X Pfu Ultra 5uL

i 94°C — 4 min,
DMSO 5uL

dNTPs (10mM) 1uL 94°C — 1 min.
Primer F 20pm 2uL

Primer R 20pm 2uL 62°C - 30 seg.
DNA BCG Mex 2uL 72°C — 1 min.
Pfu Ultra Hf DNA 1uL

pol (2.5U/uL) 72°C — 10 min.
TOTAL 50uL

L 30 ciclos

El producto amplificado obtenido se muestra a continuacion en la figura 10:
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1000bp

500bp 619bp

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiido con BrEt, corrido por 1 hora a 100Volts.
Carril 1: Marcador molecular de 100pb; carril 2: producto de PCR del gen ahpC con un tamafio

aproximado de 650pb; carril 3: control de reactivos sin DNA.

El producto obtenido es de aprox. 650 pb, de un esperado de 619 pb, por lo que se

purifico con el kit de purificacion MinElute PCR Purification Kit de Qiagen (7).

Se puede observar que la amplificacion del gen en la figura 10 muestra un producto del
tamano esperado con respecto a lo planeado en el disefio de los primers. Se utilizd el
vector pTrcHisA (Fig. 9), ya que es un vector comercial especializado para la expresion de
proteinas en E. coli, el cual fue utilizado por varias caracteristicas intrinsecas a este:
Posee un promotor trc (posee la region -10 del promotor lac y la region -35 del promotor
trp) el cual le ayuda a lograr altos niveles de expresion en cualquier cepa de E. coli (50),
agrega a la proteina en el extremo N-terminal una cola de seis histidinas permitiendo su
purificaciéon por medio de cromatografia de afinidad con una resina de niquel, mejora la
traduccién debido a la presencia de un mini-cistrion, el cual ayuda a reiniciar de manera
eficiente el proceso de traduccion del marco abierto de lectura del sitio multiple de
clonacion, entre otras caracteristicas. El vector fue clonado en E. coli DH5q, ya que era la

cepa recomendada para dicho vector, al ser deficiente en recA y endA.

39



Clonacién del gen

El método empleado para la clonacién del vector pTrcHisA en E. coli fue la
electroporacion, el cual es uno de los métodos mas utilizados para dicho fin, ofrece
buenos rendimientos respecto a otros métodos, como los quimicos (37). Una vez
estandarizadas las condiciones, la transformacion del vector se llevé a buen término sin

inconvenientes.

En cuanto a la clonacién y la transformacion, de las 20 colonias que se tomaron para
probar si contenian el plasmido recombinante, se hicieron 2 ensayos. En el primer ensayo
se realizdé un corte sélo con una enzima de restriccidn para linearizar e identificar las
clonas posibles de manera tentativa. Se observaron algunas bandas mas grandes en las
cuales se encontraba el inserto cuando se comparaba con la restriccion del vector control.
El vector tiene un tamano de 4400 bp mientras que el inserto es de 619 bp, por lo que su
suma generaria fragmentos linearizados de 5019 bp. De las 20 colonias, se probaron 6
posibles colonias positivas, junto con otras 4 pero que se sospechaba no poseian el
inserto. A estas muestras se les aplicé una doble restriccion con BamHI y Hindlll,
considerando un buffer adecuado dependiendo de la compafia productora de las
enzimas, los volumenes pertinentes considerando los distintos niveles de actividad en el

buffer y el tiempo adecuado de corte.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

_/700bp

750bp 619bp Z_600b
619bp P
500bp \\500bp

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefido con BrEt. Carril 1 y 12: marcadores
moleculares de peso, GeneExpress Ladder de 100-5000bp y marcador de 100bp respectivamente;
carril 2-11: clonas cortadas con BamHI y Hindlll. En los carriles 2, 4, 6, 7 y 11 se libera el inserto

de 619 bp y se lineariza el vector en 4400 bp. Los carriles 3, 5, 8, 9 y 10 solo linearizan el vector.
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De las clonas aparentemente positivas, solo una fue negativa; en las demas los
resultados esperados fueron confirmados. Las clonas estudiadas en los carriles 2, 4, 6, 7
y 10 fueron positivas al liberar el inserto, mientras que las demas dieron un resultado
negativo al no liberar al inserto (figura 11). A las 5 clonas se les extrajo el plasmido
recombinante con el inserto para secuenciar y verificar el resultado. La secuenciacion se
realizé en el Instituto de Biologia de la UNAM. A continuacion se muestra el resultado de

la secuenciacion de 1 de las clonas:

Tabla 3. Alineamiento de las cadenas F y R secuenciadas de una clona positiva con un fragmento

tedrico de la clona pTrcHisA-ahpC.

Cadena secuenciada

Tamafio (bp)

Cobertura (%)

Identidad (%)

F

932

66

99

R

983

72

100

En la tabla 3 se muestran los resultados de las secuencias de las cadenas obtenidas para
la clona positiva. Empleando el programa BLAST, las cadenas fueron comparadas con un
fragmento tedrico de la clona construida con el vector pTrcHisA, con la secuencia del gen
ahpC, el cual tiene tamafo de 782 bp (11). Para la secuenciacion se usaron de primers
los oligos previamente disefiados para ahpC, de manera que se obtuvo la secuencia de 2
cadenas: la secuencia de la cadena F del oligo forward y la R del oligo reverse. Se
observa que una de las cadenas tuvo el 99% de identidad, contrario al 100% que se
esperaba. Ya que en las secuencias recibidas las primeras bases secuenciadas con
frecuencia no tienen muy buena calidad, se analizaron conjuntamente las 2 cadenas para
determinar la secuencia. De este modo, con la cadena F se analizé6 fundamentalmente el
final del gen y su continuacion en el vector y con la cadena R se analizé el inicio del gen y
la seccion anterior que incluye el sitio que codifica para la cola de histidinas, entre otras

cosas (Figura 12). De este modo se verifico que la identidad era del 100%.
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Figura 12. Representacion grafica de la cobertura de las cadenas resultantes de la secuenciacion
con un fragmento tedrico de la clona pTrcHisA-ahpC. La cadena R (amarillo) y la cadena F (azul)

complementan la secuencia de ahpC (verde), asi como una pequefia seccion del plasmido (rojo).

Sobreexpresion por induccion con IPTG

Primero se realizé un ensayo induciendo con 1 mM de IPTG a 37°C después de llegar a
una DO (=660 nm) de 0.7, tomando alicuotas por 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 20 horas para
determinar el tiempo 6ptimo de mayor acumulacién de la proteina. Las alicuotas fueron
centrifugadas, resuspendidas en buffer Tris 20 mM pH 7.5, sonicadas y centrifugadas
para analizar el sobrenadante por medio de electroforesis SDS-PAGE al 12%, después de
cuantificar las proteinas solubles totales (los valores de la cuantificacion de proteinas
solubles totales por curva estandar de albumina sérica bovina, BSA, estan en la figura
13).

1,8
1,6 ——
" f JVVP\I
412
o 1 /
£
c
]
2 08 /.// == Sin inducir
206
€ Inducido
So2 o
0
0 1 2 3 4 5 6 20
Tiempo (horas)

Figura 13. Grafica de concentracion de proteinas totales contra tiempo de los cultivos inducidos
con 1mM de IPTG a 37°C hasta a una DO (A=660 nm) de 0.7 a 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 20. En rojo el

cultivo sin inducir y en verde el cultivo inducido.
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De dos cultivos (inducido con IPTG vy sin inducir) se comparo la capacidad de expresion
de la proteina recombinante. Después de cuantificar las proteinas solubles totales, se
realizaron dos electroforesis de SDS-PAGE al 12% en los que se analizaron las muestras
de las fracciones solubles del sonicado de los cultivos por alicuota (de diluciones
preparadas considerando las distintas concentraciones de las muestras para llegar a una
concentracién final de proteina de 25 ug por pozo) junto con el marcador de peso
molecular (Precision Plus Protein Standards de Biorad) de 10 kDa hasta 250 kDa. En la
Figura 14 se observa un gel de SDS-PAGE con las fracciones solubles de los sonicados

de los cultivos inducidos con IPTG a distintos tiempos.

Los patrones que se observaron fueron similares; sin embargo, se puede observar en las
bandas cercanas a 25 Kda que conforme aumenta el tiempo de sobreexpresion, va
incrementandose la expresion de una banda particular, la cual se asumié que podia ser la
proteina buscada (ya que tiene un tamafno de 25 Kda). La banda se puede ver de manera
mas clara en los carriles 6, 7 y 8, los cuales corresponden a 4, 5 y 6 horas de induccion.
Con 20 horas de induccidn, la banda buscada comenzo a a verse menos clara, sugiriendo
que la proteina soluble disminuyd, probablemente debido a que la bacteria puede estar
agregando el exceso de proteina en cuerpos de inclusion. Fue por esto que se decidio

trabajar con 4 horas de induccion.
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Horas 0 1 2 5 6 20
Figura 14. Gel de poliacrilamida al 12% con SDS del sonicado fraccion soluble de la clona E. coli

ahpC inducida con 1mM de IPTG. Carriles 1 y 10: marcador molecular (Precision Plus Protein
Standards; carriles 2 al 9: alicuotas de las fracciones a distintos tiempos de cultivo, 0, 1, 2, 3, 4, 5,
6 y 20 horas respectivamente. En azul se marca la zona de 25kDa en la que se esperaba obtener
la banda de la proteina AhpC, en rojo se marcan especificamente los cultivos (4, 5 y 6 horas) en
los que se observa el aumento en la intensidad de una banda particular de 25kDa, hasta su

disminucion en el cultivo de 20 horas.

En el siguiente se cambid la temperatura de induccién y las concentraciones utilizadas de
IPTG. Se prepararon 5 cultivos a partir de un precultivo con la clona E. coli ahpC durante
toda la noche e inoculando en 50mL de medio LB con antibiético a 37°C hasta que
llegaron a una DO (A=660 nm) de 0.6 a 0.8.

Alcanzada la DO, se prepararon distintos cultivos, manteniendo un tiempo de induccién de
4 horas. Se trabajé con el cultivo completo después del tiempo de induccién de los
cultivos con IPTG. Una vez centrifugado el paquete bacteriano se resuspendié en 500uL
de buffer Tris 20mM pH 7.5, se sonicd, se centrifugd de nuevo y el sobrenadante fue
analizado por medio de electroforesis en SDS-PAGE al 12% (los valores de la
cuantificacion de proteinas totales por curva estandar de albumina sérica bovina, BSA,

estan en la tabla 4, figura 15).
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Tabla 4. Concentracion de proteinas totales de los cultivos inducidos con distintas concentraciones

de IPTG y distintas temperaturas por 4 horas.

. Temperatura de | Concentracion
Cultivo | '\ duccion (°C) | de PTG | Cone- (mg/ml)
0 Sin inducir 2.1500
1 37 1.5 mM 1.6832
2 1 mM 1.2341
3 25 1.5 mM 1.1763
4 1 mM 1.3225
2,5
m37C
—_ 2
£ m25C
)
Ed
= 1,5
0
o
s
£ 1
]
c
]
€05
0
Sin inducir 1.5mM 1mM
Cultivos

Figura 15. Grafica de concentracién de proteinas totales de los cultivos inducidos con distintas
concentraciones de IPTG y distintas temperaturas. En el eje de las equis se indica la concentracion

de IPTG utilizada, las barras rojas representan los cultivos a 25°C, las azules a 37°C.

Después de cuantificar, se cargaron 50ug de proteina por carril en los SDS-PAGE, con el
MM (Precision Plus Protein Standards de Biorad) que va desde 10kDa hasta 250kDa. En
la figura 16 se observan los patrones de las distintas condiciones de los cultivos de las
clona E. coli mencionados en la tabla 4. En la banda de 25kDa se observan diferencias
entre los cultivos, teniendo la mayor densidad de las bandas los cultivos inducidos con
1mM de IPTG, tanto a 37°C como a 25°C. La diferencia observada entre bandas no fue
muy grande, por lo que para decidir la mejor condicion, se le realizé un analisis
densitométrico al gel. Los datos de las bandas fueron, para una induccién con 1.5 mM de
IPTG, de 0.31 para 37°C y de 0.29 para 25°C, y para una induccién con 1 mM de IPTG de
0.32 para 37°C y 0.33 para 25°C. La induccion con una concentracién mayor de IPTG
resultaba ligeramente menor, por lo que se decidié utilizar una concentracién 1 mM. En

cuanto a la temperatura, resulté mas complicado decidir con la informacion obtenida en el
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gel, ya que la diferencia entre los datos no es muy grande. Para decidir, se consideraron
no solo los resultados de esta figura si no también los de la figura 14, en la que se
observé que a mayores tiempos de induccién la proteina podria agregarse, disminuyendo
su concentracién en la fraccién soluble. Se sabe que para la sobreexpresiéon de proteinas,
si existe el riesgo de que la proteina pueda agregare en cuerpos de inclusion, se
recomienda trabajar a temperaturas menores de induccién (53, 54). Por esta razon, se
decidié trabajar a 25°C. Las condiciones establecidas finalmente fueron utilizar 1mM de

IPTG para inducir a 25°C por 4 horas.
1 2 3 4 5 6 7
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150

100
75

50

37

25

|| || | T
Sin 1.5 mM 1 mM 1.5 mM 1 mM
20 inducir IPTG PTG IPTG IPTG
37°C 37°C 25°C 25°C

Figura 16. Electroforesis en SDS-PAGE al 12% del cultivo con la clona E. coli ahpC inducida bajo
distintas condiciones. Carriles 1y 7: MPM; carril 2: cultivo 0 sin inducir, 4 h a 37°C; carril 3: cultivo
1 inducido con IPTG 1.5mM, 4 h. a 37°C; carril 4: cultivo 2 inducido con IPTG 1mM, 4 h. a 37°C;
carril 5: cultivo 3 inducido con IPTG 1.5mM, 4 h. a 25°C y carril 6: cultivo 4 inducido con IPTG

1mM, 4 h. a 25°C. En rojo se encuentran marcadas las densidades Opticas de las bandas medidas

con el programa Quantity One.
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Purificacion de las proteinas con cola de histidinas

Purificacion

La sobreexpresion se llevé a cabo en un litro de cultivo de la clona E. coli ahpC a 25°C
con 1 mM de IPTG, el cual fue purificado como se especificd anteriormente. En la figura
17 se presenta el cromatograma de la purificacion de la proteina. El cromatograma esta
dividido en 3 secciones distintas, por los distintos programas de purificacion que maneja el
equipo utilizado. En la primera parte, se realizé la inyeccién de la muestra. De las
fracciones 1 a 4 se eliminaron todas las proteinas que no se unieron a la columna de
niquel. En la fraccidon 4 comenzé el primer programa de purificacion, que consistié en el
lavado de la columna con una baja concentracion de imidazol para eliminar todas las
proteinas que se pudieron unir de forma no especifica a la columna, terminando hasta
obtenerse la fraccion numero 13. En la fracciéon 17 comenzé el segundo programa, que
consistié en aumentar la concentraciéon de imidazol para poder eluir la proteina unida de
forma especifica a la columna. El programa terminé en la fraccion 23. Como se observa,
se obtuvieron al menos tres picos distintos en la seccion de elucion de la purificacion. Las

fracciones mas representativas del eluido fueron las del rango 19 a 23.

Se procedid a realizar una electroforesis en SDS-PAGE para analizar la purificacion con
las distintas fracciones obtenidas: 2, 9, 18, 19, 20, 21, 22, 23 y 29. Se selecciond la
fraccidon 2 por ser la mas representativa de la primera parte de la purificacién (cuando la
muestra se inyecta), la fraccion 9 por ser representativa del periodo de lavado con 20 mM
de Imidazol (para eliminar proteinas inespecificas que se unieron a la columna), de la 18 a
la 23 se seleccionaron por ser importantes en cuanto al eluido, y la 29 se seleccioné por

observarse el ultimo pico distinto de la elucion.

En el gel no se observaron bandas en ninguna fraccién del eluido, por lo que se procedio
a concentrar las muestras con unidades de filtracion Millipore Amicon Ultra 3K. Las
fracciones 19, 20, 21, 22 y 23 se concentraron en 500 microlitros de buffer Tris 20 mM pH
7.5. La electroforesis en SDS-PAGE se repitié (Fig. 18). El enriquecimiento de una banda
de aproximadamente 25 kDa se observé en la fraccion concentrada de eluidos, que

concuerda con el tamafio esperado de la proteina.
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Figura 17. Cromatograma de purificacién de cultivo de E. coli ahpC (inducido con 1 mM de IPTG a
25°C) por gradiente de imidazol 300 mM en columna de niquel de 7mm de largo. Se colectaron
fracciones de 2 mL con un flujo de 1 mL/min. En rojo se observan las distintas fracciones
recolectadas. En azul se representa la curva generada por las absorbancias detectadas a una A =
280 nm por las proteinas del cultivo. En morado se representa el momento en el que se inyecté la
muestra en el equipo. En verde se representan los programas de lavado (primer pico) y elucion

(segundo pico) generados por el equipo AKTA.
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Deteccioén de la proteina
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Figura 18. A) Electroforesis SDS-PAGE al 12% del enriquecimiento de la proteina AhpC tefido con
Silver Blue. Carril 1: MPM; carril 2: fraccion 2 (representativa del primer paso de la purificacion: el
paso de la muestra completa por la columna); carril 3: fraccién 9 (representativa del segundo paso
de purificacion, el lavado de la columna); carril 4: fraccién con enriquecimiento de proteina AhpC;
carril 5: fraccién 29 (ultimo pico con absorbancia en la purificacién de la parte de eluido). B)
Analisis densitométrico del enriquecimiento de la proteina. En amarillo se resaltan los valores de la

proteina, con un enriquecimiento del 65%.

En la figura 18 se observa el gel mencionado anteriormente, asi como un analisis
densitométrico (con el programa Quantity One) del mismo en el que se aprecia el nivel de

enriquecimiento de la proteina. Por medio de este analisis se sabe que, de los 150 ug de
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proteina final en la fraccién enriquecida, el 65% de la proteina estd formada por la
proteina inducida. Ademas, con este mismo analisis, comparando todo el carril de
proteina soluble total con el pico representativo de la proteina enriquecida, se encuentra

que el rendimiento de la purificacion fue del 2.96%.

La proteina enriquecida AhpC que migra a 25 kDa requeria ser identificada por lo que se
realizé la inmunodeteccidon con anticuerpos contra antihistidina para detectar la etiqueta
de histidinas introducida en la proteina. Se realizé una electroforesis en 2 SDS-PAGE de
la fraccion enriquecida de AhpC; se transfirid a una membrana PVDF para la
inmunodeteccion y el SDS-PAGE fue tefiido con Silver Blue. En la Figura 19 se muestra la
comparacion del gel tedido y su duplicado detectado por inmuno Blot. La banda
enriquecida fue detectada con el anticuerpo antihistidina, confirmando que la proteina
recombinante AhpC migré a 25 kDa. En el gel, se aprecian marcadas, ademas de la
banda buscada, otras bandas en el marcador molecular, especificamente la de 75 kDa y
100 kDa, lo cual pudo deberse a un bloqueo insuficiente en la técnica de revelado,

generando posibles uniones inespecificas con Ias1prote|'nas del marcador.
A) 1 2 B) 2
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Figura 19. A) Electroforesis SDS-PAGE al 12% tefido con Silver Blue y B) Inmunodeteccion de la
proteina recombinante enriquecida AhpC de M. bovis BCG México A) Carril 1: MM; carril 2: AhpC

recombinante. B) Inmuno Blot revelado con antihistidina.
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Estimulacion de células dendriticas murinas con la proteina

Analisis por citometria de flujo de la expresion de receptores

En el analisis de los datos de citometria de flujo, el primer escrutinio consistié en la
generacion de graficos de puntos (dot plot) de tamafio en area versus tamafio en altura
(FSC-A vs FSC-H). Sobre éstos graficos se generaron ventanas (gates) en las que se
seleccionaron los singletes (singlets) distribuidos en la diagonal. Los singletes son los
eventos obtenidos tras la interrogacion de células individuales y no tras la interrogacién de

dos o0 mas células unidas (Fig. 20-A).

A partir de las ventanas de singletes, se generaron graficos de puntos emparentados de
tamafo versus complejidad ambos en area (FSC-A vs SSC-A), en los cuales se
generaron ventanas para la seleccion de las poblaciones de interés, considerando la no
inclusion de detritos y de subpoblaciones celulares que no son de interés. Se
seleccionaron los linfocitos y BMDC (Fig. 20-B). Para lo anterior se tuvo en cuenta el

tamario, la granularidad y la densidad celular de las subpoblaciones de interés.

A partir de la seleccién de las poblaciones de interés se generaron graficos de puntos
emparentados de FITC versus APC para contrastar la expresién de las moléculas
marcadas con dichos fluorocromos (CD11c vs CD11b). De forma automatica éstos
graficos de puntos generan cuatro cuadrantes en los que se distribuyen las
subpoblaciones conforme a la expresion de los marcadores seleccionados en los ejes
(Q1: CD11b+/CD11c-; Q2: CD11b+/CD11c+; Q3: CD11b-/CD11c+; Q4: CD11b-/CD1c-).
Se seleccionaron los cuadrantes de interés Q3: CD11b-/CD11c+. Los porcentajes de

BMDC se capturaron para subsecuente analisis estadistico (Fig. 20-C).

A partir del cuadrante de interés se generaron histogramas emparentados en los que se
reporta los niveles bajos, medios y altos de MHC-II, PD-L1, PD-L2, CD40, CD80 y CD86
expresados por las BMDC en términos de intensidad media de fluorescencia (IMF). Las

IMF de cada molécula se capturaron para subsecuente analisis estadistico (Fig. 20-D).
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Figura 20. Analisis de citometria de flujo para la seleccion de las células dendriticas derivadas de
médula 6sea. A) Seleccion de singletes. B) Seleccion de las subpoblaciones de interés. C)
Seleccién de células de interés BMDC, Q3: (CD11c+/CD11b-). D) Seleccion de los niveles (bajo,

medio y alto) de marcadores expresados por BMDC en IMF.

En la figura 20-C se reporta que del total de células que se sometieron a diferenciacion,
solo el 12.9% fue CD11¢+/CD11b-.

Revisando la IMF particular de este grupo celular, comparado con el tamano de las
células, se puede ver una diferenciacion en 3 poblaciones distintas de células
CD11c+/CD11b-. Estas poblaciones se separaron en High, Medium y Low. Usualmente,
para el estudio de un grupo celular, se trabaja con la intensidad media de fluorescencia de
la poblacion en general, sin embargo, después de realizar los analisis estadisticos de la

poblaciéon, no se encontré6 ninguna diferencia estadisticamente significativa en la
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expresion de ninguna molécula coestimuladora ni coinhibidora, por lo que, con la finalidad

de realizar un andlisis exhaustivo, se decidié estudiar las poblaciones particulares.

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa informatico GraphPad Prism
version 6.00 para PC. Las variables presentadas son continuas con distribucién normal,
por lo que se les aplico la prueba T- no pareada o un analisis ANOVA de una via segun lo

apropiado, y los datos se presentan como media + desviacion estandar (SD).

A continuacioén, se presenta el porcentaje de BMDC (CD11c+/CD11b-) del total de células
asociadas a los diferentes estimulos (Fig. 21), sobre las que se analiza la expresion de
moléculas MHC-II, PD-L1, PD-L2, CD40, CD80 y CD86 en niveles bajo, medio y alto (Fig.
22-27).

*x
—
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—
104 T T
-

%CELULAS (CD11c+/CD11b-)
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SE LPS BCG 1 6 12
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ng AhpC

Figura 21. Porcentaje de BMDC (CD11c+/CD11b-). SE: Sin estimulo o control. LPS: Estimuladas
con LPS. BCG: Estimuladas con BCG. 1; 6; 12: Estimuladas con 1, 6 y 12 ug del péptido AhpC
respectivamente. Medias +SD. Diferencias estadisticamente significativas con prueba T no pareada
*P<0,05.
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Figura 22. Niveles de MHC-II bajo, medio y alto expresados por las BMDC estimuladas. SE: Sin
estimulo o control. LPS: Estimuladas con LPS. BCG: Estimuladas con BCG. 1; 6; 12: Estimuladas
con 1, 6 y 12 ug del péptido AhpC respectivamente. MediatSD. Sin diferencias estadisticamente

significativas.

En cuanto a la expresion de la molécula MHCII (Fig. 22), no se observaron diferencias
significativas en ninguna de las poblaciones, ni siquiera en los controles positivos (LPS y

BCG) en los que se esperaba un incremento en la expresion.

Para las moléculas PDL1 (Fig. 23), se sabe que el LPS induce su expresion, aunque en
menor medida que las demas moléculas coestimuladoras (55), pero no se observa ningun

cambio, ni con los controles, ni con la proteina (Fig. 23).

En PDL2 se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la poblacion Low
de CDs (Fig. 24). Se sabe que la expresion de PDL2 no es estimulada con LPS (56, 57) ni
con M. bovis BCG (51), por lo que concuerda que no haya diferencias con estos controles.
La proteina parecié incrementar la expresion de este marcador, llegando a un nivel

maximo con 6 ug.
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Figura 23. Niveles de PD-L1 bajo, medio y alto expresados por las BMDC estimuladas. SE: Sin
estimulo o control. LPS: Estimuladas con LPS. BCG: Estimuladas con BCG. 1; 6; 12: Estimuladas
con 1, 6 y 12 ug del péptido AhpC respectivamente. MediatSD. Sin diferencias estadisticamente

significativas.

Figura 24. Niveles de PD-L2 bajo, medio y alto expresados por las BMDC estimuladas. SE: Sin
estimulo o control. LPS: Estimuladas con LPS. BCG: Estimuladas con BCG. 1; 6; 12: Estimuladas
con 1, 6 y 12 ug del péptido AhpC respectivamente. Medias +SD. Diferencias estadisticamente

significativas *P<0,05.
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En las moléculas coestimuladoras CD40, CD80 y CD86 (Fig. 25-27) se esperaba que LPS
estimulara su expresién (58) asi como BCG, pero no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas con ninguno de los estimulos en ninguna de las

poblaciones estudiadas.

Figura 25. Niveles de CD40 bajo, medio y alto expresados por las BMDC estimuladas. SE: Sin
estimulo o control. LPS: Estimuladas con LPS. BCG: Estimuladas con BCG. 1; 6; 12: Estimuladas
con 1, 6 y 12 ug del péptido AhpC respectivamente. MediatSD. Sin diferencias estadisticamente

significativas.
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Figura 26. Niveles de CD80 bajo, medio y alto expresados por las BMDC estimuladas. SE: Sin
estimulo o control. LPS: Estimuladas con LPS. BCG: Estimuladas con BCG. 1; 6; 12: Estimuladas
con 1, 6 y 12 ug del péptido AhpC respectivamente. MediatSD. Sin diferencias estadisticamente

significativas.

Figura 27. Niveles de CD86 bajo, medio y alto expresados por las BMDC estimuladas. SE: Sin
estimulo o control. LPS: Estimuladas con LPS. BCG: Estimuladas con BCG. 1; 6; 12: Estimuladas
con 1, 6 y 12 ug del péptido AhpC respectivamente. MediatSD. Sin diferencias estadisticamente

significativas.

Determinacion de la secrecion de citocinas

Después de recolectar el sobrenadante, se determindé la concentracion de citocinas
secretadas por las células de la poblacién en general, de la cual, el 12% estaba formada
por células CD11¢c+/CD11b- como se explicé anteriormente. Es probable que el resto de
células estuviera formado por macrofagos derivados de macrofagos (59), asi como de

células no diferenciadas.

Los analisis estadisticos también se realizaron con el programa informatico GraphPad
Prism version 6.00 para PC con los datos de Intensidad Media de Fluorescencia. Las
variables presentadas son continuas con distribucion normal, por lo que se les aplico la

prueba T- no pareada, y los datos se presentan como media * desviacién estandar. A

57



continuacion, se presenta el analisis de la secrecién de IFN-y, IL-6, IL-10, IL-12, TNF (Fig.
28-32).

IFN-y

Figura 28. Niveles de INF-y expresados en los sobrenadantes. SE: Sin estimulo o control. LPS:
Estimuladas con LPS. BCG: Estimuladas con BCG. 1; 6; 12: Estimuladas con 1, 6 y 12 ug del

péptido AhpC respectivamente. MediaxSD. Sin diferencias estadisticamente significativas.

En cuanto a la secrecion de IFN-y (Fig. 28), se esperaba que tanto el control LPS como la
vacuna BCG lo indujeran; sin embargo, no se observaron diferencias entre el control sin
estimulo y estos controles positivos. No hubo diferencia entre la secrecion de citocinas

provocada por la proteina AhpC.

Para IL-6 (Fig. 29) también se esperaba que tanto LPS como BCG México estimularan su
expresion. En este caso solo se observo una diferencia significativa entre LPS y el control
negativo, lo cual es interesante, ya que fue una de las dos citocinas en la que se lograron
encontrar diferencias significativas. Por otro lado, se observaron diferencias entre las

proteinas y el control negativo, sugiriendo que la expresién de IL-6 es dosis dependiente.

La otra citocina en la que se encontraron diferencias significativas fue IL-10 (Fig. 30). En
este caso, no se esperaba que LPS ni BCG estimularan la produccion de dicha citocina,
pero se puede ver que BCG logro estimular, con una diferencia discreta pero significativa,
su produccién. Para la proteina solo se observé una diferencia entre la concentracion mas

alta de la proteina y el control negativo, asi como también con BCG.
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Figura 29. Niveles de IL-6 expresados en los sobrenadantes. SE: Sin estimulo o control. LPS:
Estimuladas con LPS. BCG: Estimuladas con BCG. 1; 6; 12: Estimuladas con 1, 6 y 12 pg del
péptido AhpC respectivamente. MediatSD. Cada linea muestra una diferencia estadisticamente

significativa entre dos barras distintas.

IL-10

Figura 30. Niveles de IL-10 expresados en los sobrenadantes. SE: Sin estimulo o control. LPS:
Estimuladas con LPS. BCG: Estimuladas con BCG. 1; 6; 12: Estimuladas con 1, 6 y 12 ug del

péptido AhpC respectivamente. MediazSD. Cada linea muestra una diferencia estadisticamente

significativa entre dos barras distintas.
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Por ultimo, para las citocinas IL-12 y TNF-a (Fig. 31 y 32), también se esperaba que LPS
estimulara su expresién, asi como BCG, pero no se observé ninguna diferencia, ni con los

controles ni con las distintas concentraciones de la proteina.
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Figura 31. Niveles de IL-12 expresados en los sobrenadantes. SE: Sin estimulo o control. LPS:
Estimuladas con LPS. BCG: Estimuladas con BCG. 1; 6; 12: Estimuladas con 1, 6 y 12 pg del

péptido AhpC respectivamente. MediazSD. Sin diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 32. Niveles de TNF-a expresados en los sobrenadantes. SE: Sin estimulo o control. LPS:
Estimuladas con LPS. BCG: Estimuladas con BCG. 1; 6; 12: Estimuladas con 1, 6 y 12 ug del

péptido AhpC respectivamente. MediatSD. Sin diferencias estadisticamente significativas.
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Discusion

Los resultados obtenidos al analizar por citometria de flujo la expresion de receptores en
la superficie de las CDs, arrojaron mayoritariamente tendencias conservadas sin
diferencias estadisticas significativas excepto para la molécula PDL2 y solo en la
poblacion Low (Figura 24). Para las demas moléculas de superficie no se encontraron
diferencias ni siquiera con el estimulo de los controles positivos. A continuacion se
presentan 2 tablas (Tabla 5 y Tabla 6) en las que se reporta lo esperado por los distintos
controles utilizados (BCG y LPS):

Tabla 5. Expresién de moléculas coestimuladoras y secrecion de citocinas por células dendriticas
estimuladas con LPS o M. bovis BCG.

Molécula de superficie Estimulo con LPS Estimulo con BCG Referencias
MHCII oot Rt 63, 64, 58, 51
CD80 RIRIRD) Rt 63, 64, 58, 51
CD86 oot oot 63, 64, 58, 51
CD40 oot oot 63, 64, 58, 51
PD-L1 - @ 55, 56, 57, 51
PD-L2 - @ 55, 56, 57, 51

{t=Incremento discreto; 1 {t {+ =Alto incremento

Tabla 6. Secrecion de citocinas por células dendriticas estimuladas con LPS o M. bovis BCG.

Citocina Estimulo con LPS Estimulo con BCG Referencias
IFN-y oot oot 66, 51, 60, 61
IL-12 oot oot 62, 51, 60, 61
TNF-a oot oot 62, 51, 60, 61
IL-6 oot oot 65, 51, 60, 61
IL-10 i i 62, 51, 60, 61

{t=Incremento discreto; 1 {t {+ =Alto incremento

En el caso de PD-L2, se sabe que ninguno de los estimulos utilizados como control
inducen su expresion (BCG puede inducir la expresién, pero a niveles bajos comparado
con el tipo de respuesta generada por las moléculas coestimuladoras CD80, CD86 y
CD40 [51]), por lo que no hay diferencias entre la expresion de ésta molécula en la

superficie de las CDs estimuladas con LPS, BCG y las CDs sin estimulo. Las tendencias
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apuntan a que respecto al control negativo, la proteina AhpC induce la expresion de
PDL2. Podria parecer controversial encontrar esta propiedad en la proteina de la unica
vacuna que concede proteccion en contra de la tuberculosis, pero no se debe olvidar que
varios estudios han relacionado una respuesta moduladora con las micobacterias. Un
estudio menciona que en los casos de tuberculosis severa, varios grupos de células del
sistema inmune sobreexpresan PDL2 (67) y el estudio de Mendoza-Coronel (51), en el
que se analizd la interaccion de una micobacteria no tuberculosa, M. avium, directamente
con las CDs, encontré que ésta logra inducir la expresién de dicho marcador con lo que

puede modular la respuesta inmune de la vacuna.

Considerando que el porcentaje de identidad entre las secuencias de esta proteina en las
distintas bacterias del género es muy alto (basta realizar un estudio de alineacién con la
secuencia de AhpC para descubrir que el rango de identidad va del 85% al 99% en el
anexo Il), se podria relacionar a esta proteina con la respuesta moduladora de la
respuesta inmune a ciertos niveles de expresion. Lo anterior podria explicarse mas
facilmente si se recuerda que ademas AhpC ayuda a la sobrevivencia de M. tuberculosis
dentro de macréfagos y CDs (27, 49). Tal vez la proteina actua a otro nivel mas alla de la
neutralizacién del ambiente altamente oxidativo generado por estas células inmunes. Por
ultimo, se sabe que algunas de las proteinas relacionadas con la respuesta a estrés

oxidativo de micobacterias logran generar respuestas inmunomoduladoras (69).

Todo lo anterior solo es presuntivo, ya que para corroborar la accion moduladora de la
proteina en términos de la induccion de expresion de PDL2 sobre la superficie de las CDs,
es preciso realizar estudios mas detallados, en los que ademas se confirme una mayor
pureza de la proteina analizada, ya que por el momento solo se puede adjudicar esta
respuesta a un 65% de la proteina utilizada, entre otras cosas, pero sobre esto se
discutira mas adelante. Ademas, no se debe olvidar que hay una gran diferencia entre la
respuesta inmune humana y la respuesta murina (71), por lo que también se debe de
considerar realizar este analisis con células dendriticas humanas para verificar el tipo de

respuesta obtenido.

Respecto a la expresion de las demas moléculas (CD80, CD86, CD40 y PDL1) no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las distintas concentraciones
de la proteina ni entre los diferentes estimulos, incluidos los controles, lo cual pudo
deberse a varios factores, como pudo ser el proceso de obtencién y diferenciacion de

células dendriticas, asi como su consecuente estimulacion. Se sabe que una maduracion
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previa de las células dendriticas a los estimulos reduce su capacidad procesadora de
antigenos, aumentando la expresion de las moléculas coestimuladoras, asi como de
MHCII previo a su presentacién con el estimulo (68). Si este fue el caso, es probable que
con la capacidad procesadora de antigenos disminuida, la estimulaciéon tanto con
controles como con la proteina fuera insuficiente para generar un cambio en la respuesta,
aun cuando se utilizara estimulos tan fuertes como LPS y BCG, de los cuales ya se
conoce su respuesta. Con respecto a esto se sabe que las CDs alteran su expresion
considerando el momento en el que se les estimula. Un estudio en el que estimuld con
LPS (el cual es un potente activador de la respuesta inmune) a células dendriticas
derivadas de médula 6sea recién diferenciadas y diferenciadas cerca de 24 horas
después demuestra cambios importantes entre la secrecion de las citocinas IL-10 e |IL-6

(70), lo que podria explicar lo observado.

Otro de los factores que influyé en estos resultados fue el niumero de experimentos
realizado. Solo se realizaron dos experimentos independientes sin duplicados internos,
debido a que no se obtuvo un numero adecuado de CDs para realizar el estudio. La
demanda de un experimento con su duplicado es de minimo veinte millones de CDs,
obteniéndose aproximadamente cinco millones de CDs por cada raton sacrificado (23) y
de lo cual se establecié que para el presente trabajo se requerian ocho ratones (40
millones de células) para realizar dos experimentos independientes con su respectivo
duplicado (Fig. 33). En el presente trabajo, por cada experimento (es decir; por cada
raton) se obtuvieron como maximo tres millones de CDs indicando cerca de la mitad de
los rendimientos esperados (aproximadamente veinticuatro millones de células finales). La
obtencion de rendimientos diferentes a los reportados en la literatura implica la necesidad,
para siguientes trabajos de investigacion, de estandarizar las técnicas implicadas en la

obtenciéon de CDs.
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Figura 33. Metodologia de estimulacion y marcaje de células dendriticas. De un total de 10
millones de células, se dividieron millén y medio por estimulo (1 para estimular BCG México, 1 para
estimular con LPS y asi sucesivamente), para que una vez realizado el estimulo, se pudieran tomar
250,000 células por ensayo de citometria de flujo, considerando los esquemas de marcaje de
receptores descritos en los cuadros inferiores. Al final las citosinas secretadas fueron separadas y

medidas.

Ademas de una obtencion mas grande de células dendriticas, el disefio experimental
pudo haberse optimizado para utilizar un nimero menor de células por estudio. Por
estimulo se tuvieron que realizar 7 ensayos distintos, considerando que solo se contaba
con anticuerpos con 3 tipos de fluorocromos distintos (un ensayo para medir CD11c con
APC, CD11b con FITC y MHCII con PE, otro ensayo para medir CD11c con APC, CD11b
con FITC y CD80 con PE, y asi sucesivamente). Tomando esto en cuenta, se sugiere
para estudios posteriores que se disefien estudios en los que se mida la mayor cantidad
de moléculas de superficie por ensayo considerando el uso de mas fluorocromos, con el
proposito de utilizar un menor niumero de células dendriticas asi como para reducir el

error experimental.

En cuanto a las citocinas secretadas 24 horas posterior a los diferentes estimulos, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas solo en la secrecion de IL-6 e IL-10

(lo cual, podria estar relacionado con lo anteriormente mencionado sobre la previa
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estimulacién de las células dendriticas [70]). Con respecto a TNF-a, IFN-y e IL-12 no se

encontraron estas diferencias.

La induccion en el incremento de la expresion de dichas moléculas, parece ser
directamente dependiente de la concentracién de la proteina. Estas citocinas pueden ser
producto no solo de las células que lograron diferenciarse en células dendriticas, si no de
otras células inmunes diferenciadas en el cultivo de células derivadas de médula 6sea
(como macrofagos [59]). Solamente cerca del 10% de las células totales lograron ser
diferenciadas (Figura 21), por lo que es dificil establecer una relacién directa entre la

secrecién de citocinas y las células dendriticas.

Por lo anterior, se proponen para siguientes proyectos otras estrategias de estudio: La
primera estrategia consiste en realizar tinciones intracelulares de las citocinas, asi como
tincion de factores de transcripcion, para adjudicar directamente los cambios a las células
de estudio. La segunda consiste en que, posterior a la diferenciacion de células derivadas
de médula 6sea, se realice un sorting por citometria de flujo para separar las células
dendriticas, estimularlas y asi medir la secrecion unicamente relacionada con estas. Por
ultimo, para realizar un estudio mas completo y asi determinar qué tipo de activacion y de
respuesta esta generando la proteina en las CDs, es preciso realizar ensayos funcionales

en los que se rete a linfocitos T autélogos con las CDs.

Ademas de lo mencionado anteriormente, también se debe tomar en cuenta el proceso de
purificacion y sobreexpresion de la proteina. La cantidad final de proteina obtenida fue
muy baja (150ug, lo cual también fue una de las razones por las que se plantearon los
estimulos de 1 pg, 6 ug y 12 ug para las células inmunes). Esto podria aumentar

mejorando las condiciones de sobreexpresion de la clona:

Comenzando por el organismo utilizado: E. coli DH5a. Se utilizd E. coli ya que es un
organismo ampliamente utilizado para la expresibn de proteinas, incluso de
Mycobacterium (74). Particularmente, aunque E. coli DH5a es una cepa utilizada por sus
buenas condiciones de estabilidad para mantener insertos, hay mejores cepas para la
produccién de proteinas, como E. coli BL21 (71). Podria considerarse para otros estudios
intentar utilizar incluso una micobacteria como sistema de expresién M. smegmatis, ya
que muchos de los problemas encontrados en este experimento, como la agregacién de
la proteina, podria resolverse utilizando a esta micobacteria (75). Por otro lado, en cuanto

a la proteina como tal, se observé que posiblemente se agregaba en cuerpos de inclusién
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en la figura 15, al verse una disminucién en la banda de la proteina buscada entre los
tiempos de 6 horas y 20 horas. Aunque esto se tomd en cuenta para las condiciones de
sobreexpresion, estudios posteriores deberan considerar inducir a temperaturas mas
bajas para ayudar a tener una cantidad mas grande de proteina inducida funcional soluble
(53, 54, 73).

Al analizar las fracciones de la purificacion por medio de densitometria después de haber
realizado la cromatografia de afinidad, se observé que la proteina de estudio
representaba un 65% del total de proteinas de la muestra, que ademas fue confirmada
por inmunodeteccion. Si bien la cromatografia ayuddé a enriquecer la proteina, no fue
suficiente para generar una buena pureza. Uno de los factores que se puede modificar
para aumentar la pureza, es aumentar la cantidad de Imidazol utilizada en el buffer de
lavado de la columna, para asi eliminar una mayor cantidad de proteinas inespecificas
(40, 41). O bien, si se contara con una cantidad mayor de proteina con la cual trabajar, se
podria repetir el proceso de cromatografia por columna de niquel para enriquecer aun

mas la fraccion.

Para verificar el proceso de purificacion de la proteina, otra de las cosas que se deberan
tomar en cuenta en un futuro al momento de realizar tanto los western blots como
inmunoblots identificando por anticuerpos antihistidinas, es que se necesita comparar a la
proteina purificada contra la proteina soluble tanto del cultivo sin inducir como del cultivo
inducido, para monitorear paso por paso el experimento y asi poder tener un mayor
control sobre las variables involucradas, lo cual no fue realizado en este proyecto. Ya con
la proteina purificada se requeriran realizar ensayos que demuestren tanto Ila
funcionalidad de ésta como su estructura, asi como obtener su secuenciacion, para
garantizar que se esta trabajando con la proteina estudiada y asi poder asignarle con la

mayor certeza posible el papel que juegue en la respuesta inmunologica.

Aunque este trabajo es meramente inicial, constituye la base para estudios ulteriores en
los que se decida investigar el papel, no solo de esta proteina, si no de otras relacionadas

con la respuesta inmunoldgica generada por la vacuna de M. bovis BCG.
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Conclusiones

Al estimular células dendriticas derivadas de médula ésea con la proteina AhpC
recombinante de M. bovis BCG México expresada en E. coli, se encontré un incremento
en la produccion de la molécula de superficie PDL2. Por otro lado, se observd un
incremento en la secrecion de las citocinas IL6 e IL10 en el medio de diferenciacion. Lo
anterior parece indicar que AhpC no activo la maduracion de células dendriticas murinas
para conseguir una respuesta inmunoldgica protectora, pero para verificarlo, se deberan

realizar estudios mas detallados en los que se consideren las variables aqui descritas.

Perspectivas

En el presente trabajo se planted el estudio de la proteina de estrés AhpC de M. bovis
BCG México, la cual esta relacionada con la primera respuesta de la vacuna con el
hospedero, con una de las células mas importantes en la definicion de la respuesta
inmune adaptativa, con la finalidad de comprender a fondo como es que confiere
proteccion. Aunque este estudio fue preliminar, ayudé a establecer las bases para
préximas contribuciones que consideren las areas de oportunidad aqui encontradas en

este trabajo.

Estas areas incluyen: la estandarizacion de protocolos de sobreexpresion y de purificacion
de moléculas micobacterianas en sistemas como E. coli, que son sencillos y facilmente
manejables, asi como la definiciébn de la secuencia, estructura y funcionalidad de las
proteinas obtenidas. En cuanto al estudio inmunolégico, se debera considerar mejoras en
la estandarizacion de los métodos de diferenciacion de células dendriticas derivadas de
médula 6sea y de analisis de las moléculas de superficie y citocinas secretadas,
separando las células diferenciadas del resto para lograr una respuesta mas relacionada

con la proteina de estudio.

Ademas, se debera extender el estudio para incluir a otras proteinas que tengan distintos
niveles de participacion en la respuesta inmunoldgica, asi como ampliar el enfoque para
estudiar la interaccion de éstas con otras células del sistema inmunoldgico, para asi lograr

definir los mecanismos involucrados en la respuesta generada por la vacuna.
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Anexo |

Para preparar las células electrocompetentes se estriaron las bacterias a preparar en una
caja LB sin antibiotico y se dejaron crecer a 37°C toda la noche. Se seleccioné una
colonia y se inoculé en medio LB sin antibidtico a 37°C toda la noche. Se inocularon 200
mL de LB con el cultivo anterior y se colocaron a 37°C en agitacion hasta que el cultivo
alcanzo6 una densidad 6ptica (DO) de 0.6 a 600 nm. Se enfrié y se centrifugé 5 minutos a
5000 g. Se descart6 el sobrenadante y se resuspendieron las células en glicerol al 10%

después de lavar con glicerol para guardar a -80°C.

Para transformar por electroporacién, se descongelé una alicuota de células
electrocompetentes y se afadié el DNA (libre de sales) a transformar. Se dio un pulso en
electroporador (para celdas de 0.1 mm, 12000 V, para celdas de 0.2 mm-24000 V). Se
afiadié medio SOC (o LB) y se incubd una hora a 37°C. Se plaqued en medio selectivo

(con ampicilina).

Para el método de lisis alcalina se incubaron bacterias transformadas en caldo Luria a
37°C toda la noche. Se centrifugd a 10000 g y se resuspendié la pastilla en Solucién | (las
soluciones se describen en la tabla 1), dejando reposar 5 minutos a temperatura
ambiente. Se agregaron 200 uL de solucion Il (preparada al momento) y se dejé 5 minutos
en hielo. Por ultimo, se adicionaron 150 yL de solucion Il y se dejé 10 minutos en hielo.
Se centrifugd a 15500 g por 10 minutos y se transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo, al
que se adiciond RNAsa y Fenol-Cloroformo-Alcohol Isoamilico (25:24:1). Se centrifugé a
15500 g, 4°C por 10 minutos y se recuper?é la fase liquida, se agregaron 2.5 volumenes de
etanol frio al 100% y se dejo toda la noche a 2°C. Se centrifugdé a 15500 g, 4°C por 10
minutos y se desechd el sobrenadante. Se lavé con etanol al 70%, se seco la pastilla por

completo y se resuspendi6 en agua de PCR.

Tabla 1. Soluciones para la lisis alcalina.

Solucién 1 Solucién 2 Solucién 3
Preparar en 100 mL Para 2 mL Para una solucion 3M
Glucosa 50 mM NaOH 10N 40 uL CH3CO,K 5M 60mL
Tris-HCI (pH 8) 25mM SDS 10% 200uL CH3;COOH glacial 11.5mL

EDTA (pH 8) 10mM Agua 1.760 mL Agua 28.5 mL
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Anexo Il

Resultado de ensayo BLAST para comparar secuencias de la proteina AhpC del género

Mycobacterium:
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{©)Lineage Report Organism Report Taxonomy Report
Crganism Blast Name Score Mumber of Hits Description

Mycobacteriaceae high GC Gram+ 100

. Mycobacterium high GC Gram+ 5
. Mycobacterium tuberculosis complex high GC Gram+ 402 2 Mycobacterium tuberculosis complex b
. Mycobacterium tuberculosis high GC Gram+ 401 &0 Mycobacterium tuberculosis hits
. Mycobacterium canettii high GC Gram+ 400 3 Mycobacterium canettii hits
. Mvcobacterium tuberculosis H37Rv high GC Gram+ 393 1 Mycobacterium tuberculosis H37 Ry hite
. Mycobacterium tuberculosis str. Haarlem/MITR202 high GC Gram+ 388 1 Mycobacterium tuberculosis str. Haarle
. Mycobacterium gordonae high GC Gram+ 382 1 Mycobacterium gordonae hits
. Mycobacterium asiaticum high GC Gram+ 379 1 Mycobacterium asiaticum hits
. Mycobacterium kansasii high GC Gram+ 375 2 Mycobacterium kansasii hits
. Mycobacterium gastri high GC Gram+ 374 i Mycobacterium gastri hits
. Mycobacterium ulcerans Aqy99 high GC Gram+ 372 i Mycobacterium ulcerans Aqy99 hits
. Mycobacterium kansasii 824 high GC Gram+ 3r2 1 Mycobacterium kansasii 824 hits
. Mycobacterium marinum high GC Gram+ 370 1 Mycobacterium marinum hits
. Mycobacterium bohemicum DSM 44277 high GC Gram+ 369 1 Mycobacterium bohemicum DSM 4427
. Mycobacterium avium complex (MAC) high GC Gram+ 368 1 Mycobacterium avium complex (MAC) |
. Mycobacterium avium high GC Gram+ 367 3 Mycobacterium avium hits
. Mycobacterium haemophilum high GC Gram+ 367 1 Mycobacterium haemophilum hits
. Mycobacterium kansasii 732 high GC Gram+ 366 i Mycobacterium kansasii 732 hits
. Mycobacterium kvorinense high GC Gram+ 365 1 Mycobacterium kyorinense hits
. Mycobacterium triplex high GC Gram+ 364 1 Mycobacterium triplex hits
. Mycobacterium genavense high GC Gram+ 363 1 Mycobacterium genavense hits
. Mycobacterium parascrofulaceum high GC Gram+ 363 1 Mycobacterium parascrofulaceum hits
. Mycobacterium lentiflavum high GC Gram+ 362 hl Mycobacterium lentiflavum hits
. Mycobacterium celatum high GC Gram+ 361 1 Mycobacterium celatum hits
. Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis high GC Gram+ 361 i Mycobacterium avium subsp. paratube
. Mycobacterium nebraskense high GC Gram+ 360 1 Mycobacterium nebraskense hits
. Mycobacterium europasum high GC Gram+ 360 1 Mycobacterium europaeum hits
. Mycobacterium leprae high GC Gram+ 357 1 Mycobacterium leprae hits
. Mycobacterium simiae high GC Gram+ 357 2 Mycobacterium simiae hits

. . Mycobacterium xenopi high GC Gram+ 356 1 Mycobacterium xenopi hits

. Mycobacterium high GC Gram+ 72 5 Mycobacterium hits

Secuencia en formato FASTA de la proteina AhpC de M. bovis BCG México:
>M. tuberculosisH37Rv|Rv2428|ahpC

MPLLTIGDQFPAYQLTALIGGDLSKVDAKQPGDYFTTITSDEHPGKWRVVFFWPKDFTFV
CPTEIAAFSKLNDEFEDRDAQILGVSIDSEFAHFQWRAQHNDLKTLPFPMLSDIKRELSQA
AGVLNADGVADRVTFIVDPNNEIQFVSATAGSVGRNVDEVLRVLDALQSDELCACNWRK
GDPTLDAGELLKASA
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