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Abreviaturas y Siglas

Extracto filtrado de cultivo (EFC)

Mycobacterium bovis (M. bovis)

Interleucina-1 beta (IL-1B)

Lactato deshidrogenasa (LDH)

Suero fetal bovino (SFB)

loduro de propidio (IP)

acetil-tirosina-valina-alanina-aspartato-clorometilcetona (Y-VAD)
acetil-tirosina-valina-alanina-aspartato-clorometilo cetona (Z-VAD)

dominio de unidn a nucleétidos, familia rica en leucina, dominio que contiene pirina-
3, del inglés Nucleotide-binding domain, leucine-rich—containing family, pyrin
domain—containing-3 (NLRP3)

Lipopolisacarido (LPS)

Proteina asociada con apoptosis, parecida a una mota, que contiene CARD, del
inglés Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD (ASC)

Interleucina (IL)

Unidades formadoras de colonia (UFC)



Resumen

Mycobacterium bovis es una bacteria intracelular facultativa, que tiene la capacidad
de inducir necrosis en los tejidos, causando lesiones permanentes en los animales
afectados, lo que puede permitir la diseminacion y proliferacién de la micobacteria.
Uno de los mecanismos de control de micobacterias es mediado por procesos
inflamatorios, como la activacion del inflamasoma que lleva a la induccién de IL-183,
IL-18 e IL-33, ademas de que puede desencadenar una muerte celular necrotica
asociada al proceso inflamatorio, conocida como piroptosis. Se sabe que M. bovis
es capaz de inducir muerte celular en diversos tipos celulares, sin embargo, no
existen reportes que demuestren su capacidad para inducir piroptosis en
macrofagos de bovino, ademas se desconoce si la induccion de piroptosis favorece
la proliferacion o inhibe el crecimiento intracelular de la bacteria. En este trabajo se
evalué la participacién del inflamasoma NLRP3 como inductor de necrosis de tipo
piroptosis en macrofagos infectados con Mycobacterium bovis o estimulados con
las proteinas de extracto del filtrado de cultivo (EFC), evaluando la liberacién de IL-
1B y la oligomerizacion de la Proteina asociada con apoptosis, parecida a una mota,
que contiene CARD (ASC) por microscopia de fluorescencia. Se observo que la
infeccidn con M. bovis o la incubacion con extracto filtrado de cultivo fueron capaces
de activar al inflamasoma NLRP3 mediante la ruta candnica de activacién en la que
se involucran la molécula ASC y caspasa-1, lo cual favorece la produccion y
liberacion de IL-13. También se verifico la induccion de necrosis mediante citometria
de flujo y por la liberacién de lactato deshidrogenasa (LDH), posteriormente se
observo la escisidn de gasdermina D, lo que corroboroé la generacidon de piroptosis.
Finalmente, se evalud el efecto que tiene la induccion de piroptosis sobre
macrofagos infectados con M. bovis, en los que se observd una disminucién de
unidades formadoras de colonia (UFC). En conjunto estos resultados muestran la
capacidad de M. bovis para inducir piroptosis en macrofagos de bovino y la
capacidad de este tipo de muerte celular para limitar el crecimiento intracelular de

las micobacterias.



Palabras clave: Inflamasoma, Mycobacterium bovis, muerte celular, piroptosis,

caspasa-1.

Abstract

Mycobacterium bovis is a facultative intracellular bacterium with the ability to induce
tissue necrosis, which causes permanent lesions in affected animals, allowing the
dissemination and proliferation of mycobacteria. The control mechanism of
mycobacteria is mediated by inflammatory mechanisms. Inflammasome activation
leads to the induction of IL-183, IL-18, and IL-33, in addition to which it can trigger
necrotic cell death associated with inflammatory process, known as pyroptosis. It is
known that M. bovis is capable of inducing cell death in bovine macrophages;
however, no reports have demonstrated its ability to induce pyroptosis in bovine
macrophages. Furthermore, it is unknown whether the induction of pyroptosis favors
the induction of necrosis, allowing proliferation, or inhibits the extracellular growth of
bacteria. In this study, we evaluated the participation of the NLRP3 inflammasome
as an inducer of pyroptosis-type necrosis in macrophages infected with
Mycobacterium bovis or stimulated with its soluble components present in the culture
filtrate extract, evaluating the release of IL-1B, activation of Apoptosis-associated
speck-like protein containing a CARD (ASC) by fluorescence microscopy. It was
observed that both M. bovis infection and culture filtrate extract was able to activate
the NLRP3 inflammasome through the canonical activation pathway in which the
ASC molecule and caspase-1 are involved, which favors the production and release
of IL-1B. The induction of necrosis was also verified by flow cytometry and by the
release of lactate dehydrogenase (LDH) . Subsequently, the cleavage of gasdermin
D was observed, which corroborated the generation of pyroptosis. Finally, the effect
of pyroptosis induction on infected macrophages was evaluated, and a decrease in
colony forming units (UFC) was observed. Together, these results showed the
capacity of Mycobacterium bovis to induce pyroptosis in bovine macrophages and

the capacity of this type of cell death to limit the intracellular growth of mycobacteria.

Keywords: Inflammasome, Mycobacterium bovis, cell death, pyroptosis, caspase 1.



1. Introduccién

La tuberculosis bovina es una enfermedad cronica causada por Mycobacterium
bovis, una bacteria intracelular facultativa, que puede infectar a varias especies de
mamiferos incluyendo a los humanos, lo que la convierte en un problema de salud
grave (Bobadilla-del Valle et al., 2015; Gormley and Corner, 2018; Torres-Gonzalez
et al., 2016). Esta bacteria afecta principalmente a bovinos provocando emaciacién
progresiva, fiebre y debilidad; lo que lleva a una baja tasa de desarrollo, disminucion
de la produccion lactea, limita el comercio del ganado en diversas zonas
economicas y genera gastos relacionados con la prevencion y diagnostico de la
enfermedad que en conjunto provoca grandes pérdidas econdmicas, estimadas en
cientos de millones de dolares cada afio a nivel mundial (SAGARPA/SENASICA,
2015; Waters et al., 2012; Zinsstag et al., 2006).

1.1 Patogenia de la tuberculosis bovina

La tuberculosis bovina se trasmite por inhalacidn de aerosoles, ingestién de
alimentos contaminados o por lesiones en la piel, pero la via aérea es la forma de
contagio mas comun entre bovinos, por lo que pulmones y nodulos linfoides
asociado son los érganos principalmente afectados (Menzies and Neill, 2000). Las
micobacterias entran al hospedero y son reconocidas por células del sistema
inmune innato, principalmente macréfagos y células dendriticas, las cuales inician
una respuesta contra la bacteria (Salguero, 2018). Los macrofagos producen
diversas citocinas (IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12, IL18 y TNF-a) que ayudan al
reclutamiento de células del sistema inmune innato y adaptativo, a montar una
respuesta eficiente contra las micobacterias, permitiendo la formacién de la lesidon

conocida como granuloma (Carrisoza-Urbina et al., 2019; Pollock et al., 2006).

El granuloma es la lesién tipica en la tuberculosis bovina y se observa

macroscopicamente como un noédulo inflamatorio granulomatoso blanco o
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amarillento, de un tamano que puede variar de un par de milimetros a ocupar una
gran parte del 6rgano afectado, microscépicamente los granulomas estan
conformados por un conjunto de diversos tipos celulares; neutréfilos, macrofagos,
macrofagos epiteliales, células gigantes, linfocitos T y células plasmaticas, los
granulomas pueden estar encapsulados por tejido conectivo y frecuentemente
contienen zonas con abundante necrosis y mineralizacién (Gormley and Corner,
2018; Guirado and Schlesinger, 2013; Unter et al.,, 2015). En 2005 Wangoo y
colaboradores propusieron un sistema de clasificacion de los granulomas, en el que
se diferencian cuatro estadios, de evolucion de la lesion granulomatosa en bovinos
infectados. El estadio |, se caracteriza por la acumulacion de neutroéfilos, macréfagos
epiteliales y un numero limitado de linfocitos y células de Langhans; la lesion
progresa al estadio Il que es similar al anterior pero con un mayor numero de
neutrofilos y linfocitos y la formacion de una capsula de tejido conectivo incompleto
que rodea la lesidon presentandose necrosis ocasional; en el estadio Il se observa
una capsula fibrinosa completa que delimita al granuloma, ademas de la lesion
necroética central y mineralizacion ocasional en el centro del granuloma; en el estadio
IV el granuloma esta bien delimitado, con infiltrado de células inflamatorias, zonas

de tejido necrotico ampliamente extendidas y abundante mineralizacion (Imagen 1).

Vasos sanguineos

Macrofagos espumosos

Macréfagos

Macroéfagos infectados

Micobacterias
Tejido necrdtico

Tejido fibroso

Macrdfagos epitelioides

Linfocitos

Célula gigante multinucleada

Imagen 1. Modelo de un granuloma de tuberculosis. A) Granuloma
representativo con necrosis central de tejido pulmonar de un modelo animal de
infeccion con Mycobacterium en mini-pig. Las muestras histolégicas se fijaron con
formalina, se cortaron y se tiferon con hematoxilina-eosina. B) Esquema de los
constituyentes celulares de un granuloma de tuberculosis. Imagen tomada de
(Guirado and Schlesinger, 2013).
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Experimentos con M. marinum en el pez cebra, han permitido estudiar de mejor
manera la formacion de los granulomas, demostrado que en estos, las
micobacterias virulentas inducen la formacion del granuloma mas rapido que las
micobacterias no virulentas, la necrosis e inflamacién contribuyen a la generacion
de la lesion sobre el tejido infectado, aqui los macrofagos y macréfagos epiteliales
juegan un papel fundamental en la formacion de la lesién granulomatosa (Pollock
et al.,, 2006); en bovinos se ha identificado la edad como un factor que puede
interferir en la formacion del granuloma, los bovinos jévenes forman granulomas
atipicos, que no se delimitan eficientemente, los cuales muestran una gran zona de
tejido necrotico que llega a extenderse ampliamente en el 6rgano, ademas de
infiltrado de células inflamatorias, mientras que los bovinos adultos general
granulomas clasicos bien delimitados por tejido conectivo (Carrisoza-Urbina et al.,
2019). En la formacién del granuloma en bovinos los macréfagos juegan un papel
fundamental al modular la diseminacion de las bacterias por la induccion de muerte
celular, y por la produccién de citocinas inflamatorias que contribuyen a la
quimiotaxis de células inmunes, ademas de la formacion y estructuracion del

granuloma (Carrisoza-Urbina et al., 2019; Pan et al., 2005)

1.2 Inflamasomas

Los inflamasomas son sensores de la respuesta inmune innata, capaces de
reconocer patrones moleculares asociado a patégenos (PAMs) y patrones
moleculares asociados a dafo (DAMPs). Los estimulos de activacion del
inflamasoma derivan en la activacion de caspasas inflamatorias, caspasa-1 en la
via canonica de activacion y casapasa-11, caspasa 4 o caspasa 5 en la via no
canodnica. La activacion de caspasas inflamatorias permite el procesamiento y
liberacion de IL-1B e IL-18, ademas, puede llevar a procesos de muerte celular

entre los que se encuentran apoptosis y piroptosis (Zheng et al., 2020).

Los inflamasomas estan constituidos por un receptor citosolico que va a definir el

tipo de inflamasoma del que se habla, una caspasa inflamatoria y en la mayoria de
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los casos una proteina acopladora. Dentro de los receptores que conforman al
inflamasoma existen de dos tipos, los que contienen receptores de tipo dominio de
union a nucledtido o NLR y los que tienen proteinas de tipo proteina ausente en
melanoma de tipo 2 o ALR. Dentro de los receptores NLR se encuentran: NLRP1,
NLRP3, NLRP6, NLRP7, NLRP12 y NLRC4, cada uno reconoce ligandos
especificos que activan el ensamblaje del inflamasoma. Las proteinas NLR
contienen un dominio de tipo unién a nucledtido y oligomerizacion (NACHT o NOD),
un dominio N-terminal de reclutamiento de caspasa (CARD), un dominio pirina
(PYD) o dominio repetido inhibidor de baculovirus (BIR), y un dominio terminar
repeticiones rico en leucina (LRRs). Los miembros del grupo ALR se caracterizan
por la presencia del dominio pirina (PYD) y uno o dos antigenos hematopoyéticos
inducibles por IFN con 200 aminoacidos repetidos (HIN-200). Los ALR mas
conocidos son AIM2 (absent in melanoma 2) e IFI16 (IFN y inducible protein 16)
(Guo et al., 2016; Wawrocki and Druszczynska, 2017; Zheng et al., 2020).

Los inflamasomas son llamados por el tipo de receptor que los activa. La activacion
de los inflamasomas inicia con el reconocimiento de un ligando por parte del
receptor, sin embargo, no es totalmente claro el proceso especifico de activacion y
ensamblaje de cada inflamasoma. Una sefial de ensamblaje es suficiente para
acoplar la mayoria de los inflamasomas, sin embargo, existen algunas excepciones
como el NLRP3 cuya expresion basal no es suficiente para activar al inflamasoma
y requiere un estimulo previo que active a una célula en reposo, este estimulo se
desencadena por receptores de membrana que promueven la trascripcion del
receptor NLRP3 (Latz et al., 2013). Después el receptor NLRP3 se oligomeriza, lo
que recluta a la proteina asociada con apoptosis, parecida a una mota y que
contiene CARD (ASC) a través de una interaccién homotipica de los dominios PYD,
posteriormente ASC recluta la pro-caspasa-1 a través del dominio CARD (a
excepcion de los inflamasomas NLPR1 y NLRC4 donde no se requiere de la
proteina ASC). El inflamasoma ensamblado permite que la procaspasa-1 se auto
escinda generando caspasa-1, la cual procesa y libera IL-1B, IL-18 e IL-33
(Wawrocki and Druszczynska, 2017; Zheng et al., 2020).
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1.3 Inmunidad contra Mycobacterium bovis y activaciéon del inflamasoma

Entre las citocinas inflamatorias secretadas por los macréfagos, las citocinas de la
superfamilia de la IL-1 (IL-1p, IL-18 e IL-33) destacan por su importancia al participar
en la generacion y amplificacién de la respuesta inflamatoria, propiciando una
respuesta Th1 protectora y una respuesta inmune eficiente, aunque la produccion
exacerbada de éstas puede conducir a la induccién de necrosis (Bourigault et al.,
2013; Dinarello, 1988; Master et al., 2008). Se sabe que diferentes cepas de M.
bovis promueven la transcripcion de citocinas inflamatorias de la super familia de la
IL-1B8 en macréfagos de bovino (Alfonseca-Silva, Hernandez-Pando and Gutiérrez-
Pabello, 2016).

Diversas bacterias del género Mycobacterium reconocidas por los macrofagos
pueden inducir la activacién de diferentes inflamasomas (Krishnan et al., 2013;
Master et al., 2008). Las infecciones con M. bovis inducen la activacion de los
inflamasomas AIM2, NLRP7 y probablemente del NLRP3 (Briken et al., 2013;
Wawrocki and Druszczynska, 2017; Yang et al.,, 2013; Zhou et al.,, 2016). La
activacion del inflamasoma NLRP3 frente a las micobacterias inicia por una sefial
de estimulo a receptores, donde los receptores tipo Toll 2/6 (TLR2/6) y los
receptores similares al dominio de oligomerizacion de union a nucledétidos 2 (NOD2)
son los principales, pero también existe estimulacién de TLR4 y TLR9. La segunda
sefal para activar NLRP3 puede darse por la estimulacién de acido hialurénico,
ATP, especies reactivas de oxigeno y eflujo de potasio; mientras que para el
inflamasoma AIM2 solo se requiere un estimulo de material genético de la doble
cadena y en para el inflamasoma NLRP7 solo se requiere el reconocimiento de
lipidos de la membrana de micobacterias (Bulut et al., 2001; Kleinnijenhuis et al.,
2009). El inflamasoma tiene la funcién principal de madurar a IL-1j3, IL-18 e IL-33,
pero bajo algunas circunstancias pueden desencadenar muerte celular de tipo
necrético regulado (Imagen 2).
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Imagen 2. Vias de activacion del inflamasoma AIM2 y NLRP3 inducidas por
Mycobacterium. Diagrama general de la activacién de los inflamasomas AIM2 y
NLRP3 por micobacterias, ademas de las principales repercusiones en la respuesta
inmune. Tomado y modificado de (Wawrocki and Druszczynska, 2017).
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1.4 induccién de muerte celular por Mycobacterium

La necrosis causada por las micobacterias en las lesiones granulomatosas,
permiten la diseminacion de éstas, la infeccién de células vecinas, la lisis celular, la
migracion de células inflamatorias y la liberacioén de patrones moleculares asociados
a dafno (DAMPs) que amplifican la inflamacién y que en conjunto producen el dafio
al tejido. En las células infectadas con micobacterias que sufren muerte por
apoptosis o autofagia disminuye la diseminacion de éstas y su viabilidad, por lo que
el tipo de muerte celular que se lleva a cabo esta relacionado con el control de las
micobacterias (Behar et al., 2011; Fratazzi et al., 1999; Gutierrez et al., 2004; Martin
et al., 2012; Molloy et al., 1994; Pan et al., 2005). Las infecciones in vivo, donde las
bacterias inducen apoptosis en las celulas y despues quedan atrapadas en los
cuerpos apoptoticos, los macrofagos pueden fagocitarlas eliminandolas, en un

proceso conocido como eferocitosis (Fratazzi et al., 1999).

La capacidad de las micobacterias para inducir apoptosis o necrosis fue inicialmente
asociada a la virulencia de la cepa, aunque estudios recientes también contemplan
las caracteristicas genéticas en el hospedero como factor en el tipo de muerte
celular que se puede desencadenar (Butler et al., 2012; Chen et al., 2006; Keane et
al., 2000; Pan et al., 2005). En modelos in vivo se ha demostrado que algunas
proteinas como ESAT-6, PE y PPE entre otras son capaces de inducir apoptosis
que ayuda a controlar a las infecciones, pero también permite el reclutamiento de
células fagociticas permisivas hacia la infeccion, las micobacterias utilizan algunas

celulas inflamatorias para diseminarse (Volkman et al., 2010).

El fino balance que existe entre la induccion de apoptosis o necrosis y de la
respuesta contra la micobacteria esta directamente relacionado con la patogenia de
M. bovis, por lo que entender los mecanismos de muerte celular que sufren las

células afectadas contribuye a entender la patogenia de la enfermedad.
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1.5 Antecedentes de muerte celular en macréfagos de bovino infectados con
M. bovis

Nuestro grupo de investigacion ha descrito dafios histoldgicos causados por
infecciones de M. bovis donde se observa un gran dafio por necrosis y una
presencia de apoptosis minima en granulomas de bovinos infectados naturalmente.
También se evaluo la induccion de muerte celular en macréfagos de bovinos usando
diferentes cepas de M. bovis (BCG, AN5, 9926 y 129QP) y extractos proteicos
derivados de cultivos de M. bovis, donde, se encontré6 que los macrofagos
infectados sufren muerte celular en diversos porcentajes, donde la virulencia de la

cepa, multiplicidad y tiempo de infeccion son factores determinantes.

La determinacion de muerte celular se realizé por medicion de la condensacion de
cromatina, fragmentacion de ADN (TUNEL positivo), traslocacion de proteinas
mitocondriales (Endo G y AIF) que generan una permeabilidad de membrana
mitocondrial inferior al 10% y donde no hay actividad de caspasas 3, 8 0 9. En estos
ensayos el tipo de muerte celular aumento al activar los macréfagos clasicamente
con LPS antes de infectarlos con M. bovis, la activacion clasica de los macrofagos
produce un aumento en la produccién de O6xido nitrico que contribuye a la
disminucion en la replicacidon bacteriana (Benitez-Guzman et al., 2018; Esquivel-
Solis et al., 2013 ; Vega-Manriquez et al., 2007).

La muerte celular descrita ha sido definida como apoptosis independiente de
caspasas, sin embargo, algunas de las caracteristicas encontradas en la infeccién
de macrofagos, como la fragmentacion de ADN, la produccidn de especies reactivas
de nitrégeno y la transcripcidén exacerbada de proteinas proinflamatorias como IL-1,
[I-18 y TNF-a, nos hacen pensar que es posible que exista algun mecanismo de
muerte celular necrético inflamatorio que se desarrolle al mismo tiempo que el ya

descrito.
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2. Justificacion

La induccidon de muerte celular es un mecanismo complejo en el que las
micobacterias pueden escapar de la respuesta inmune y proliferar o ser destruidas
por celulas de la respuesta inmune. Existen varios estudios que describen la
induccion de procesos de apoptosis en macréfagos de bovino por M. bovis, sin
embargo, estos estudios no han explorado la induccion y evaluacion de procesos
necroticos que ocasiona M. bovis sobre celulas de bovino, siendo las lesiones
necroticas las principales lesiones encontradas en granulomas de animales

infectados crénicamente con la bacteria.

Diversos estudios realizados por nuestro grupo de investigacion sugieren que los
mecanismos de muerte celular en bovinos inducidos por M. bovis son diferentes a
los eventos que suceden en otras especies animales, ademas de que es probable
que existan varios tipos de muerte celular que aun no han sido descritos. Por otra
parte, actualmente no se conoce un mecanismo por el cual M. bovis induzca

necrosis regulada en macrofagos de bovinos.

El presente estudio permitira explorar la inducciéon de muerte celular necrética tipo
piroptosis, en macrofagos infectados con M. bovis, asi como el efecto que tiene este
tipo de muerte en el crecimiento intracelular de las bacterias, lo que puede permitir
comprender mejor la patogenia de la enfermedad y estudiar posibles mecanismos

de control para las micobacterias.
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3. Hipotesis
La infecciéon de Mycobacterium bovis en macréfagos de bovino induce muerte

celular necrética regulada, con la participacion del inflamasoma.
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4. Objetivo General

Identificar el tipo de muerte celular necrética regulada y asociada al inflamasoma
que sufren los macréfagos de bovino infectados con M bovis o estimulados con
extracto filtrado de cultivo (EFC), para evaluar su relacion con el crecimiento de la

bacteria y la produccion de citocinas inflamatorias de la superfamilia de la IL-1.

4.1 Objetivos especificos

- Examinar la induccién de muerte celular necrética inducida por M. bovis o EFC en

macrofagos de bovino mediante citometria de flujo y evaluacién de LDH liberada.

- Cuantificar la secrecion de IL-13 como marcador de activacion del inflamasoma en

macrofagos de bovino infectados con M. bovis o estimulados con EFC.

- Evaluar la participacion de la caspasa-1 en la secrecion de IL-13 en macréfagos

infectados con M. bovis o estimulados con EFC.

- Evidenciar la presencia de motas de ASC por inmunofluorescencia como indicador
de la formacién del inflamasoma en macréfagos infectados con M. bovis o

estimulados con EFC.

- Evidenciar la activacion del inflamasoma NLRP3, mediante el uso del inhibidor

quimico CRID3 en macréfagos infectados con M. bovis o estimulados con EFC.

- Valorar el efecto que tiene la inhibicion de los componentes del inflamasoma en la
disminucion de la muerte celular de macrofagos infectados con M. bovis o

estimulados con EFC.

- Evaluar la escision de gasdermina D por Western Blot como marcador de induccion
de piroptosis en macrofagos de bovino infectados con M. bovis o estimulados con
CFE.

- Medir el efecto que tienen diferentes tipos de muerte celular (apoptosis y

piroptosis) sobre el crecimiento intracelular de M. bovis.
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5. Materiales y métodos

5.1 Bacteria

La cepa ANS de Mycobacterium bovis, utilizada en este trabajo fue manipulada
dentro de la unidad de bioseguridad de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia. La preparacion de inéculos se realizé sembrando 3 colonias de M.
bovis, en 30 mL de medio Middlebrook 7H9, enriquecido con OADC (acido oleico
/dextrosa/catalasa) y 0.5 mL de Tween 80, se incubd 8 dias a 37 °C en agitacion
constante a 100 rpm. Posteriormente el caldo se transfirié a 270 mL de medio
Middlebrook 7H9 y se incubd bajo las condiciones previamente descritas, luego las
bacterias fueron lavadas 3 veces con PBS y resuspendidas en medio RPMI
complementado con 2 mM L-glutamina y 0.1 mM aminoacidos no esenciales,
(cRPMI). Se realizaron alicuotas de 1 ml que fueron guardadas a -80° C por al
menos un dia, el numero de micobacterias fue calculado por la siembra de
diluciones seriadas en placas de agar Middlebrook 7H11 (Jimenez Vazquez et al.,
2023; Maciel Rivera et al., 2019).

5.2 Extracto filtrado de cultivo (EFC).

El extracto filtrado de cultivo (EFC) fue producido por la M. en C. ltzel Jiménez
mediante el cultivo de M. bovis AN5 en medio Sautéon por 8 semanas,
posteriormente se realizo la filtracion del sobrenadante de cultivo con filtro de 0.22
pm. Las proteinas de este se obtuvieron por precipitacion con sulfato de amonio y
fueron dializadas, el EFC se mantuvo a -80°C. En este trabajo se utilizé el EFC

completo (Jimenez Vazquez et al., 2023).
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5.3 Macréfagos derivados de monocitos de bovino

Para la obtencion de macréfagos derivados de monocitos de sangre periférica se
utilizé una modificacion del protocolo de (Campbell and Adams, 1992). Se obtuvo
sangre periférica por puncién yugular, usando acido citrico dextrosa (ACD) como
anticoagulante. Se centrifugd a 2200 rpm durante 30 min a temperatura ambiente
para separar el plasma y recuperar la capa flogistica. Esta fue resuspendida en un
volumen final de 30 ml con plasma y se separ6 por medio de un gradiente isopicnico
con histopaque 1.077 ® (Sigma-Aldrich). Las células mononucleares fueron
recuperadas y lavadas en tres ocasiones con PBS citrato. Posteriormente, las
células se cultivaron en placas de ultra baja adherencia y fueron mantenidas con
medio cRPMI adicionado con suero autélogo al 12%, durante 12 dias hasta su
diferenciacion. En los macréfagos obtenidos se evalud la presencia del receptor
CD14, mediante citometria de flujo, usando el anticuerpo CD14-FITC a una dilucién
1:1000, human Mylteny Biotec, incubando las células con el anticuerpo por 1 hora
con medio PBS 1X, antes de evaluarlas en el citometro de flujo; ademas se evalu6
la produccion de oxido nitrico mediante en ensayo de Griess usando el kit Griess
reagent system G2930 (Promega labs) siguiendo las indicaciones del fabricante y
estimulando los macréfagos con 300 ng/mL de LPS (Sigma-Aldrich), 30ug de Poly
I:C (Santa Cruz) y 30ug de Zimosan (Sigma-Aldrich).

5.4 Infeccion con M. bovis y tratamiento con EFC.

Los macrofagos fueron sembrados en placas de 24 pozos (3x10° macréfagos/pozo),
posteriormente fueron lavados con PBS y mantenidos con cRPMI adicionado con
SFB 10%. La infeccion de M. bovis se realiz6 a una multiplicidad de infeccion (MOI)
de 10:1 permitiendo la fagocitosis durante 4 horas, posteriormente se eliminaron las
bacterias no fagocitadas por una serie de lavados con cRPMI. El sobrenadante fue
recuperado transcurrido el tiempo de infeccidon (varia dependiendo del
experimento). Se realizé un estudio de evolucion temporal que incluyé 1, 2, 4, 8, 12,

16 y 24 h para el experimento de secrecion de IL-13. Después de dos repeticiones,
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identificamos que, en comparacion con 4 h, 8 h no mostraron ninguna diferencia y
12 h solo mostraron un ligero aumento. Por lo tanto, se midio la liberacién de IL-13
y lactato deshidrogenasa (LDH) en el sobrenadante a las 1, 2, 4, 16 y 24 h después
de la incubacién. Por el contrario, la inhibicion del inflamasoma NLRP3, que
disminuyo la tasa de muerte celular de macrofagos, se midié después de 4 h,
mientras que el ensayo de inhibicién de IL-1[3, el ensayo bactericida, el Western Blot
y la deteccidén de manchas de ASC se realizaron después de 24 h. El sobrenadante
se recupero transcurrido el tiempo de infeccion y todos los componentes derivados
del experimento con M. bovis fueron esterilizados por filtracion y sembrados en

cultivo.

Se incubaron macréfagos en monocapa (contenian 1 x 108 células) con 100 pg/ml
de EFC (1, 2, 4, 16 y 24 h para los ensayos de cinética de LDH y yoduro de propidio
(IP)/anexina V; 24 h para la evaluacion de IL- 1B y deteccién de motas ASC). Para
los ensayos de inhibicion del inflamasoma, se agregaron inhibidores quimicos
(CRID3 10 pM, un inhibidor de NLRP3 y Y-VAD 50 uyM, un inhibidor de caspasa-1)
(Sigma- Aldrich) 2 h antes de la infeccion por M. bovis o tratamiento EFC vy
mantenido en el medio de cultivo durante toda la incubacion. En los ensayos de
inhibicidon de la muerte celular, los inhibidores quimicos (CRID3 a 10 uM; Y-VAD a
50 uM; Necro-1 a 50 pM, un inhibidor de RIPK-1 'y Z-VAD a 50 uM, un inhibidor de
pan-caspasa) (Sigma-Aldrich) también se agregaron 2 h antes de la infeccion por
M. bovis o del tratamiento con EFC y se mantuvieron en el medio de cultivo durante

toda la incubacion.

5.5 Deteccidn de tipo de muerte celular utilizando anexina V/ loduro de
propidio (IP)

Anexina V/IP es la prueba de deteccidon de muerte celular (apoptosis/necrosis)
mediante citometria de flujo y se realizé usando el kit Cell death apoptosis Kit
(Invitrogen). Los macréfagos tratados fueron desprendidos de la placa de ultra baja
adherencia por pipeteo, lavados en tres ocasiones con cRPMI y mantenidos en
suspension por 10 minutos en el buffer de unién (10 mM HEPES/NaOH pH7.4, 150
mM NaCl, 5 mM KCL, 1 mM MgClz, 1.8 mM CaCl2), para preparar las células para
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la tincion. Posteriormente, se afadié ioduro de propidio (IP) y Cy5-anexina V en el
buffer de unién, la tincién se mantuvo por lo menos 20 min y posteriormente, las
células se analizaron por citometria a 488 nm en el laser de argon y a 635 nm en
laser diodo en el citometro FACS-ARIA del Centro Médico Siglo XXI.

5.6 Deteccidn de Lactato deshidrogenasa (LDH) liberada

El ensayo de lactato deshidrogenasa (LDH) liberada se realizé utilizando el kit
Cyto96® (Promega labs). La LDH, se midié en el sobrenadante de macréfagos en
un tiempo menor a 7 horas desde su recoleccion. Para la cuantificacion se colocaron
50 pL de sobrenadante con 50 pL de reactivo de LDH (12 mg/mL de lactato, 0.66
mg/mL de cloruro de iodo-nitrotetrazolio, 4.5 unidades /mL de diaforasa, 0.01% de
BSA, 0.4 % de sucrosa en PBS), se incubé a 37°C durante 20 minutos,
posteriormente se agregaron 50 uL de solucidén de paro y se leyo la absorbancia
emitida a 490 nm. Como controles de la prueba se utilizaron: células lisadas con un
buffer de lisis para determinar el valor de LDH total, células sin tratamiento y un
pozo con medio que sirvi6 como blanco. Para calcular el % de LDH liberada se
consideré el valor de LDH total como un 100% y se estimé el porcentaje de LDH

liberado de cada tratamiento.

5.7 Cuantificacién de IL-1B

La deteccion y cuantificacion de IL-1(3 se realizo en los sobrenadantes de las celulas
estimuladas o infectadas, utilizando una prueba de ELISA con el kit “IL-1 beta bovine
ELISA Kit” (Thermo Fisher). La técnica ELISA sandwich se realiz6 siguiendo las
indicaciones del fabricante. Se utilizé un espectrofotometro Multiskan Go Thermo
Scientific® para medir la absorbancia de 550 nm y 450 nm, se restaron los valores

de las mediciones de longitud de onda de 450 nm para calcular la absorbancia
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corregida. Una curva patrén con IL-13 recombinante sirvio para realizar la

cuantificacion.

5.8 Deteccion de motas de ASC

Se sembraron macrofagos a una concentracion de 3 x 10° células en portaobjetos
con camaras para sembrar células (chambered coverslips). Las células se
estimularon con 100 ug/ml de EFC o se infectaron con M. bovis MOI 10:1 durante
24 h; como control positivo se utilizé LPS 300 ug/ml. En los tratamientos de
inhibicién se aplicaron inhibidores del inflamasoma 2 h antes de recibir el estimulo
correspondiente. Las células se fijaron con paraformaldehido al 4% y se
permeabilizaron con Triton 100X al 0,15% durante 10 minutos en hielo. Las células
se lavaron y se incubaron con el anticuerpo policlonal anti-TMS1/ASC ab15449
(Abcam) en una dilucion de 1:1000 a 4 °C durante la noche. Posteriormente, se
incubaron con el anticuerpo secundario (burro anti-conejo IgG H&L-FITC, ab6881,
Abcam) diluido 1:3000 durante 1 h en la oscuridad. Los portaobjetos se lavaron y
montaron usando medio Vectashield® con DAPI (Vector Laboratories). Las
imagenes se adquirieron utilizando un microscopio de fluorescencia Olympus BX41
(Shinjuku, JP) con objetivos de 100 x y 40 x. Las imagenes fueron capturadas con
el software Zen 2.6 edicidon azul. Se aplicaron los mismos parametros de captura,
tiempo de exposicion e intensidad tanto para las muestras de control como para las

experimentales.

5.9 Western Blot

Los macrofagos infectados (3x10°) se lisaron con tampdén Laemmli. Las proteinas
celulares se separaron mediante SDS PAGE al 10% y se transfirieron a membranas
de PVDF. La gasdermina D se detecto utilizando un anticuerpo monoclonal primario
(Asp275) (E7TH9G) (Cell Signaling, Danvers, EE. UU.) y el anticuerpo secundario
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cabra anti-conejo IgG HRP (A50069) (Cell signaling). El control de carga se
monitorizd con actina anti-B #4967. Las transferencias se incubaron durante la
noche con los anticuerpos primarios diluidos 1:1000, se lavaron tres veces y se
incubaron durante 1 h con anticuerpos secundarios diluidos 1:10,000 vy
posteriormente se agregod sustrato quimio luminiscente (Femto West Super Signal).
El analisis de densitometria se realizé utilizando el software Image J. Los resultados
se calcularon como la relacién proteina de interés/carga de control y se expresaron
como un aumento de veces en relacion con el control negativo. Este experimento

se repitid dos veces.

5. 10 Conteo de UFC después de la inducciéon de muerte celular

Se infectaron un total de 1 x 10* células por pocillo con M. bovis cepas AN5 de en
Nunc MiniTrays (Nalge Nunc International) durante 4 h a una MOI de 10:1 y se
mantuvieron en una atmosfera humidificada que consistia en 5 % de CO2 a 37°C.
Después de permitir la fagocitosis durante 4 h, las células se lavaron cinco veces
con 10 pL de cRPMI con 10% de SFB. Las células se trataron con estaurosporina 5
MM para inducir la apoptosis, LPS 300 pg/ml + nigericina 50 uyM para inducir
piroptosis, o cRPMI con 10% de SFB unicamente (control). El recuento inicial de
absorcion de micobacterias se cuantificd colocando en placas diluciones en serie
de la suspension celular después de la lisis con Tween 20 al 0,5% (0 h). El
crecimiento de micobacterias intracelulares se evalué 24 h después de la infeccién
y luego se lisaron los macrofagos como se indica. Las unidades formadoras de
colonias (UFC) de M. bovis se determinaron colocando diluciones en serie de la
suspension de lisis celular en medio Middlebrook 7H11 con OADC al 10 % después
de 18 dias de cultivo a 37 °C. Los resultados informados son el promedio de tres

experimentos independientes.
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5.11 Medicion de 6xido nitrico.

Evaluamos la produccion de éxido nitrico en macréfagos a partir de la acumulacion
de nitritos. Los nitritos fueron cuantificados usando el kit comercial Griess assay
(Promega labs). Se siguieron las especificaciones del fabricante, se genero una
curva de referencia de nitrito de sodio basada en diluciones en serie y luego se
interpolaron los valores de absorbancia de las muestras para determinar los nitritos
presentes. Se utilizé un espectrofotdmetro Multiskan Go Thermo Scientific® a una

longitud de onda de 550 nm para medir la absorbancia.

6. Resultados

6.1 M. bovis y EFC inducen muerte celular necrética en macréfagos de bovino

Los macrofagos derivados de monocitos usados en este estudio fueron
caracterizados evaluando la presencia del receptor CD14 con un 91% de las células
positivas, (Figura 1A), ademas de evaluar la capacidad de estas células para
producir oxido nitrico. Los resultados del ensayo de Griess mostraron que la
estimulacion con LPS 300 ng/mL, Poly I:C 30 ug y Zimosan 30 pg aumento
significativamente la produccion basal de nitritos de 5 yM a 23 yM, 18 uM y 15 uM,
respectivamente (Figura 1B), en conjunto las caracteristicas anteriores sugieren que

las células usadas son macréfagos.
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Figura 1. Caracterizacion de macréfagos derivados de monocitos de sangre
periférica de bovinos. A) Deteccion de células positivas al marcador CD14 por
citometria de flujo. B) Produccion de nitritos en macrofagos estimulado con varios
ligandos (300 ng/ml de LPS, 30 pg/ml de Poly I:C y 30 pg/ml de Zimosan). Los
resultados se muestran como la media + desviacién estandar (D.E.) de tres
experimentos independientes con tres réplicas internas cada uno. EI ANOVA
unidireccional mostré diferencias significativas entre el control negativo (RPMI)
versus células tratadas (* valor de p < 0,05, ** valor de p < 0,01).

Se evalué la capacidad que tiene M. bovis y su EFC para inducir muerte celular en
macrofagos de bovino. Esto se realizé mediante citometria de flujo usando anexina
V/IP, utilizando como modelo de induccion solamente al EFC y porcentaje de lactato
deshidrogenasa (LDH) liberada para M. bovis y EFC. Los macréfagos estimulados
con EFC durante diferentes tiempos (0.5, 1, 2, 4 y 18 horas) presentaron una
disminucion tiempo-dependiente de células vivas (Anexina V-/IP-) iniciando en 70%
y disminuyendo hasta el 40% durante 18 horas, mientras que las células en necrosis
(Anexina V-/IP+ y Anexina V+/IP+) aumentaron de forma tiempo-dependiente
iniciando en 22% y llegando a 55% en 18 horas (Figura 2A). Se seleccionaron las
areas positivas a IP considerando a estas como células en necrosis las cuales
aumentaron de 22% a 55% a partir de las 18 horas (Figura 2B). Mientras que al
evaluar la LDH liberada por EFC se observé necrosis a partir de las 2 horas (45%),
obteniendo el porcentaje mayor de células en necrosis (77%) a las 24 horas
postratamiento (Figura 2C). Mycobacterium bovis fue capaz de inducir muerte
celular necroética en cultivos de macrofagos de bovino. Los macréfagos infectados
con M. bovis AN5 (MOI 10:1) presentaron necrosis a partir de las 4 horas post
infeccion (45% de liberacion de LDH) y un rango maximo a las 24 horas (75% de

liberacion de LDH), como se observa en la Figura 2D.
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Figura 2. Mycobacterium bovis y EFC inducen muerte celular necrética en
macroéfagos de bovino. A) Imagen representativa de tres experimentos en los que
se trataron macréfagos bovinos con 100 ug/ml de EFC durante diferentes tiempos
(0,25, 0,5, 1, 2, 4 y 18 h), y posteriormente fueron tefidos con anexina V y ioduro
de propidio (IP). Los grupos de control correspondieron a 5 upg/mL de
estaurosporina, 15 yg/mL de camptotecina y 50 uM perdxido de hidrégeno. B)
Porcentaje de células necréticas (positivo a IP) en macréfagos tratados con EFC
durante diferentes tiempos (0,25, 0,5, 1, 2, 4 y 18 h). C) LDH liberada en los
sobrenadantes de macréfagos estimulados con EFC en diferentes momentos (1, 2,
4,16y 24 h). D) LDH liberada en el sobrenadante de macréfagos estimulados con
M. bovis en diferentes momentos (1, 2, 4, 16 y 24 h). Los resultados se muestran
como la media £ D.E. de tres experimentos independientes con tres réplicas internas
cada uno. EI ANOVA unidireccional mostro diferencias significativas entre el control
negativo y las células tratadas (** valor de p < 0,01, **** valor de p < 0,0001).

6.2. M. bovis AN5 y EFC inducen la liberacion de IL-1B en macrofagos de
bovino

Para conocer la posible participacion del inflamasoma en los macréfagos infectados
con M. bovis o estimulados con el EFC, se evalud la presencia de IL-13, un producto
directo de la activacion del inflamasoma. Para conocer el patron de liberacion de IL-
1B en los macréfagos de bovino, se estimularon con LPS (300 pg/mL) y se cuantifico
su concentracion a las 2, 4, 16 y 24 horas encontrando que el inicio de la produccion
de IL-1B se da alas 16 horas (650 pg/mL) existiendo un nivel maximo de produccion
a las 24 horas (3200 pg/mL), como se observa en la Figura 3A. Para conocer si el
EFC estimula la activacion del inflamasoma se probaron diferentes concentraciones
(25 ug, 50 yg y 100 pg) durante 24 horas observando una produccion de 1850
pg/mL, 3000 pg/mL y 3200pg/mL de IL-1B para 25 pg, 50 ug y 100 ug
respectivamente (Figura 3B). Al estimular macréfagos con EFC y cuantificar IL-13 a
diferentes tiempos (2, 4, 16, 24 horas), se observé un patrén de produccion similar
al que observamos con LPS, donde la produccién de IL-1p3 inicio a las 16 horas con
una concentracion de 500 pg/mL y una mayor produccion a las 24 horas con 2900
pg/mL (Figura 3C). En los macréfagos infectados con la bacteria la deteccion de la
citocina inicio a las dos horas (500 pg/mL) y tuvo una deteccion maxima (3700
pg/mL) a partir de las 16 horas (Figura 3D). En conjunto los datos nos muestran la
capacidad de M. bovis y del EFC para inducir la liberacién de IL-1pB.
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Figura 3. M. bovis AN5 y EFC promueve la liberacion de IL-18 en macréfagos
de bovino. A) Produccién de IL-18 en macréfagos de bovino (1 x10 °) estimulados
con LPS a diferentes tiempos (2, 4,16 y 24 h). B) Produccion de IL-13 en macrofagos
de bovino estimulados con diferentes concentraciones de EFC (100, 50 y 25 pg/mL)
durante 24 horas. C) Produccion de IL-1B8 en macréfagos bovinos (3 x 109)
estimulados con 100 ug/mL de EFC/mL a diferentes tiempos (2, 4, 16 y 24h). D)
Produccion de IL-1B en macréfagos (3 x 10°) de bovino infectados con M. bovis AN5
MOI 10:1 a diferentes tiempos (2, 4, 16 y 24h). Los resultados se muestran como la
media = D.E. de tres experimentos independientes, cada uno con tres réplicas
internas. EI ANOVA una via mostré diferencias significativas entre el control
negativo y células tratadas en diferentes tiempos o concentraciones (* valor de p <
0,05, ** valor de p < 0,01, *** valor de p < 0,001, **** valor de p < 0,0001).
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6.3 La liberacion de IL-1B es dependiente de ASC y caspasa-1 en macréfagos
infectados con M. bovis ANS.

La produccidn de IL-13 mediada por el inflamasoma involucra la participacion de la
proteina acopladora ASC y la accidén de caspasa-1, por lo que se prosiguio a evaluar
la presencia de motas de ASC que evidencia la oligomerizacion de ASC en el
ensamblaje del inflamasoma. Observamos un porcentaje de motas de ASC de 35%
en macroéfagos estimulados con EFC y 43% al infectarlos con M. bovis mientras que

solo del 5% en macrofagos no estimulados ni infectados (Figuras 4A).

Siguiendo la ruta de activacion candnica del inflamasoma evaluamos Ila
participacion de caspasa-1, esto se realiz6 evitando la escision de caspasa-1 con el
inhibidor especifico Y-VAD. Se probaron tres concentraciones de Y-VAD (250, 50 y
5 uM) y se observo una disminucion de IL-1B de 3200 pg/mL a <300pg/ml en
macrofagos que se trataron con Y-VAD a 250 uM y 50 pM, mientras que la
concentracion de 5 pM disminuyé a (800pg/ml) (Figura 4B). Se eligio la

concentracion de 50 uM para realizar las inhibiciones posteriores.

Se estimularon células con Y-VAD y dos horas después se incubaron con EFC o
con M. bovis MOI 10:1 durante 24 horas. La concentracién IL-1B inducida por el
EFC disminuyod de 3700 pg/mL a 470 pg/mL y la inducida por M. bovis de 3000
pg/mL a 2300 pg/mL al usar inhibidor caspasa 1, Y-VAD (Figura 4C). Lo anterior
sugiere que el ensamblaje del inflamasoma y la participacién de caspasa 1 estan
involucrados en la liberacién de IL-13 por los macrofagos de bovino estimulados con
EFC y con M. bovis.
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Figura 4. La liberacién de IL-13 depende de ASC y caspasa-1 en macréfagos.

A) Motas de ASC en macrdéfagos estimulados con LPS, EFC o M. bovis durante 24
h. Se utilizé6 microscopia de fluorescencia con un objetivo de 40x y se cuantificaron
motas de ASC en macréfagos estimulados con LPS, EFC 100 pyg/mL en 1 x 106
células o M. bovis MOI 10:1 durante 24 h. Las motas de ASC se muestran en verde
y el nucleo celular se muestra en azul. B) Produccion de IL-1 en macrofagos
bovinos tratados con 250, 50 y 5 yM de Y-VAD 2 h antes de la estimulacion con
LPS. C) Produccién de IL-1B en macréfagos bovinos tratados con Y-VAD (50 uM)
durante 2 h antes de la estimulacién con EFC (100 pyg/mL) o M. bovis MOI 10:1,
respectivamente. El porcentaje de motas de ASC se calculé contando mas de 100
campos para cada condicion utilizando imagenes de microscopia de fluorescencia
con un aumento de 40x. Los resultados se muestran como la media = D.E. de tres
experimentos independientes, cada uno con tres réplicas internas. EI ANOVA una
via mostro diferencias significativas entre las células tratadas con LPS, M. bovis o
EFC contra las células tratadas con Y-VAD mas LPS, M. bovis o EFC,
respectivamente (*** valor de p < 0,001 y **** valor de p < 0,0001).

6.4 Mycobacterium bovis activa al inflamasoma NLRP3

El inflamasoma NLRP3 es el inflamasoma mas ampliamente estudiado y este se
activa por los multiples estimulos como el eflujo de potasio, la presencia de especies
reactivas de oxigeno o por componentes de los lisosomas, entre otros. Para
identificar la participacion de este inflamasoma por efecto de M. bovis utilizamos el
inhibidor quimico CRID3 que inhibe especificamente la oligomerizacién y
ensamblaje del NLRP3. Incubamos macréfagos de bovino con diversas
concentraciones de CRID3 (1, 10, 100 uM) y 2 horas después los estimulamos con
LPS (300 pg/mL), siendo las concentraciones de 10 yM y 100 pM las que
presentaron un mejor efecto inhibidor, disminuyendo la produccion de IL-1 de 3200

pg/mL a menos de 300 pg/mL (Figura 5A).

Se uso la dosis de 10 yM para los experimentos de inhibicién posteriores. Se
observo que la concentracion de IL-18 disminuyé de 3200 pg/mL a 750 pg/mL en
los macréfagos estimulados con EFC y de 3000 pg/mL a 1220 pg/mL en macréfagos
infectados con M. bovis AN5 (MOI 10:1) después de usar el inhibidor CRID3 (Figura
5B). La formacion de motas de ASC también disminuy6é cuando se trataron los
macrofagos con 10 yM de CRID3, pasando de 35% a 8% en macréfagos

estimulados con EFC y de 42 % a 21% en macréfagos infectados con M. bovis

34



(Figura 5C). Estos datos sugieren la participacion del inflamasoma NLRP3 en la

maduracién de IL-1B en infecciones con M. bovis.
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Figura 5. M. bovis activa el inflamasoma NLRP3. A) Produccién de IL-13 en
macrofagos bovinos tratados con CRID3 (1, 10 y 100 pM) durante 2 h antes de la
estimulacion con LPS (300 pg/ml). B) Produccion de IL-13 en macrofagos bovinos
tratados con CRID3 10 uM durante 2 h antes de la estimulacion con 100 ug/ml de
extracto filtrado de cultivo (EFC) o M. bovis MOI 10:1. C) Motas de ASC en
macrofagos estimulados con CRID3 + 100 ug/ml de EFC o M. bovis MOI 10:1. Se
utilizé microscopia de fluorescencia con un objetivo de 40 x para cuantificar las
motas de ASC. Las motas ASC son se muestra en verde y el nucleo celular se
muestra en azul. Los resultados se muestran como la media + D.E. de tres
experimentos independientes, cada uno con tres réplicas internas. El ANOVA una
via mostro diferencias significativas entre las células tratadas con LPS, M. bovis o
EFC contra las células tratadas con CRID3 y LPS, M. bovis o EFC, respectivamente
(**** valor de p < 0,0001).

6.5 Mycobacterium bovis induce la escision de gasdermina D

La gasdermina es una molécula escindida por caspasa 1, la cual esta fuertemente
relacionada con la induccion de piroptosis. La induccidon experimental de piroptosis
se puede lograr mediante la aplicacion de dos estimulos que puedan activar al
inflamasoma NLRP3, por lo general el primer estimulo es un ligando de receptores
tipo Toll y el otro un inductor del ensamblaje del inflamasoma. En este trabajo se
utilizé como primer estimulo el LPS (300 ug/mL) y como segundo estimulo nigericina
a diferentes concentraciones (10 y 50 uM), se observé que el estimulo de LPS por
si solo no fue capaz de inducir necrosis, sin embargo, al agregar LPS y nigericina el
porcentaje de liberacion de LDH aumento de 20% a 55% usando 10 yM de
nigericina y de 20% a 80% al usa 50 uM nigericina (Figura 6A). Posteriormente se
evalud la presencia de gasdermina D en macréfagos infectados con M. bovis o
estimulados con EFC durante 24 horas. Se utiliz6 Western Blot utilizando el
anticuerpo Cleaved Gasdermin D (Asp275) y se observo la presencia de bandas de
30 kDA que también se encontraron en el control de induccién de piroptosis (LPS
mas nigericina), lo que indica que tanto M. bovis como el EFC tienen la capacidad

de escindir gasdermina D (Figura 6B).
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Figura 6. M. bovis y EFC inducen la escisién de gasdermina D en macréfagos
de bovino. A) Se estimularon macrofagos bovinos con 300 pg/ml de LPS mas
nigericina (10 uM o 50 pyM) durante 24 h. Los resultados se muestran como la media
+ E.D. de tres experimentos independientes con tres réplicas internas cada uno. Los
grupos fueron probados para diferencias estadisticas con un ANOVA una via (* valor
de p =0,05, **** valor de p <0,0001). B) Western blod realizados con lisado proteico
de macrofagos de bovino infectados con M. bovis ANS MOI 10:1 o se trataron con
EFC (100 pg/ml) durante 24h. Se utilizé LPS (300 pg/ml) mas nigericina (50 uM)
como control positivo. B-Actina fue utilizada como control de carga. Se realizo la
densitometria de las bandas del gel usando el programa ImagedJ. Los resultados
representan dos experimentos independientes y se expresan como la proporcién de
gasdermina D/ actina escindida (expresion relativa de proteina).

6.6 Relacién entre la inhibicién del inflamasoma y disminucién de la muerte
celular

La relaciéon que existe entre activacion del inflamasoma NLRP3 y la necrosis fue
probada inhibiendo diversos componentes del inflamasoma con inhibidores
quimicos. Al inhibir la oligomerizacién de NLRP3 usando CRID3 y la activacion de
caspasa-1 usando Y-VAD y posteriormente estimular las celulas con EFC o M. bovis
durante 4 horas, se observo una disminucion de la liberacién de LDH del 56% al
43% y del 50% al 27%, respectivamente (Figuras 7A y 7B). Se probd la posible

participacion de otros tipos de muerte celular no relacionados a la actividad del
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inflamasoma utilizando inhibidores quimicos. La liberacion de LDH no disminuyo al
usar el inhibidor general de caspasas Z-VAD relacionado a apoptosis ni el inhibidor
de necroptosis necro-1, por lo que posiblemente no estan involucrados en la
generacion de necrosis causada por M. bovis o por los componentes del EFC.
Todos los inhibidores quimicos fueron probados y no alteraron la viabilidad de

macrofagos sin infectar Figura (7C).
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Figura 7. La inhibicion del inflamasoma NLRP3 disminuyé el porcentaje de
muerte celular de los macréfagos. Ay B) LDH en el sobrenadante de macréfagos
estimulados con Y-VAD de 50 pym, Z-VAD de 50 ym, Necro-1 de 50 ym, CRID3 de
10 um e Y-VAD mas CRID3, 2 h antes de la estimulacién con 100 uyg /mL de EFC o
M. bovis, durante 4 h. C) LDH en el sobrenadante de macréfagos estimulados con
50 m Y-VAD, 50 m Z-VAD, 50 m Necro-1, 10 m CRID3 e Y-VAD + CRID3. Los
resultados se muestran como la media + D.E. de tres experimentos independientes.
El ANOVA una via mostré una diferencia significativa entre el porcentaje de muerte
celular en macroéfagos infectados con M. bovis o CFPE contra macrofagos
infectados con M. bovis o EFC con inhibidores de la muerte celular (Y-VAD, Z-VAD,
Necro-1 y CRID3). ** valor de p < 0,01, *** valor de p < 0,001. H202 o perdxido de
hidrégeno como control positivo.

6.7 La induccién de la activaciéon del inflamasoma en macréfagos disminuye
la supervivencia intracelular de M. bovis.

La induccidon de los diferentes tipos de muerte celular se ha relacionado con la
supervivencia o control de M. bovis. Se estimularon macréfagos con estaurosporina

5 uM como inductor de apoptosis y LPS mas nigericina (50 uM) como inductores de
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muerte necrdtica relacionada con el inflamasoma, celulas infectadas y no tratadas
fueron utilizadas como. Las células infectadas y posteriormente tratadas con
estaurosporina presentaron una disminucion en el crecimiento de las micobacterias
comparado con celulas infectadas no tratadas (5.2x10° a 2.7x10° UFC
respectivamente), las células infectadas y tratadas con LPS mas nigericina
presentaron una disminucion de crecimiento mas evidente (de 5.2x10° a 8x10* UFC,
respectivamente), como se observa en la Figura 8A. Para verificar que los
inductores de muerte de no generaban dafio a las micobacterias por si solos, se
expuso a 1x10° micobacterias a estaurosporina 5 uM o LPS 300 yM mas nigericina
50 uM, posteriormente se sembraron en agar Middlebrook 7H11 y no se observo
una disminucién en el numero de UFC de M. bovis comparado con el control de

bacterias no tratado (Figura 8B).
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Figura 8. La activacion del inflamasoma en macréfagos disminuye la
supervivencia intracelular de Mycobacterium bovis. (A) UFC bacterianas/mL en
1x10* macrofagos infectados con M. bovis durante 4 h, lavados para eliminar
bacterias no fagocitadas e incubados con estaurosporina (5 yM) para inducir
apoptosis o con LPS (300 ng/mL) y nigericina (50 uM) para inducir piroptosis. Los
macréfagos infectados anteriormente se lisaron 24 h después, y el contenido del
lisado se diluyo y se sembraron en agar Middlebrook para calcular las UFC/ml. (B)
UFC/mL de M. bovis expuesto a estaurosporina (5 uM) o LPS (300 pg/mL) y
nigericina (50 uM) durante 24 h. Las micobacterias expuestas se recuperaron y se
sembraron en agar para calcular UFC/ml. Los resultados se muestran como la
media * D.E. de tres experimentos independientes. Las diferencias entre
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tratamientos se probaron con un ANOVA una via, (* valor de p < 0,05, *** valor de
p <0,0001).

7. Discusidén y conclusiones

La tuberculosis bovina es una enfermedad que genera grandes pérdidas
econdmicas a la industria ganadera, ademas de significar un importante riesgo a la
salud publica al ser una enfermedad zoondética (Pérez-Morote et al., 2020; Torres-
Gonzalez et al., 2016). M. bovis, es el agente causal de la tuberculosis bovina, una
bacteria intracelular facultativa, que genera lesiones caracteristicas conocidas como
granulomas, estos son cumulos de diversas células entre las que se encuentran
macrofagos, linfocitos T, linfocitos B, células detriticas y células gigantes, que en
conjunto delimitan el crecimiento de micobacterias, pero también proporciona un
nicho de sobrevivencia para micobacterias (Carrisoza-Urbina et al., 2019; Ehlers
and Schaible, 2012; Wangoo et al., 2005). Es frecuente encontrar tejido necrotico
dentro de los granulomas y esta necrosis se ha asociado de manera general con la
invasion y proliferacion de la bacteria un ambiente inflamatorio, sin embargo, no es
claro el mecanismo por el cual M. bovis genera necrosis y si la formacién de esta
se asocia siempre con la proliferacion de la bacteria, por lo que en este trabajo
evaluamos la induccion de piroptosis como un mecanismo que contribuye a la
generacion de necrosis, ademas del efecto que tiene este tipo de muerte Enel

crecimiento intracelular de micobacterias.

La induccion de muerte celular en células fagociticas y presentadoras de antigenos
es una estrategia que siguen las micobacterias para poder evadir la respuesta
inmune, poder propagarse y proliferar (Beckwith et al., 2020; Behar et al., 2010;
Molloy et al., 1994). Existen diversos mecanismos por los cuales M. bovis puede
inducir muerte celular, uno de ellos es mediante las proteinas Endo G y AIF que
producen apoptosis independiente de caspasas, en macrofagos de origen bovino
(Benitez-Guzman et al., 2018; Gutiérrez-Pabello et al., 2002; Vega-Manriquez et al.,

2007). En este trabajo se muestra la capacidad de M. bovis para inducir necrosis
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mediada por la activacion del inflamasoma NLRP3 en macrofagos de bovino y el
posible papel de este tipo de muerte con el control de la proliferacion intracelular de

micobacterias.

M. bovis tiene diversas proteinas estructurales y de secrecion capaces de inducir
muerte celular, entre las proteinas de secrecién capaces de inducir necrosis se
encuentran PPEG68, PE25/PPE41, PPE31, ESAT-6, CFE-10, CpnT, entre otras,
las cuales generan dafo y permeabilidad en mitocondrias, fagosomas y lisosomas.
(Dallenga et al., 2017; Danelishvili et al., 2016; Danilchanka et al., 2014; Feng et al.,
2021; Tundup et al., 2014). En este trabajo se demostré que tanto los productos de
secrecion contenidos en el EFC, como las bacterias viables indujeron muerte celular
necrética evidenciada por dano de la membrana celular que permitio la
permeabilizacién de IP y eflujo de LDH. La induccién de necrosis fue mas rapida
(desde las 2 horas) en células tratadas con el EFC que en células infectadas con M.
bovis (4 horas). Entre las proteinas del EFC nuestro grupo de investigacion ha
identificado a Mpb70, Mpb83, sodB/sodA, que podrian tener relacion con la
induccién de muerte celular, aunque también es posible que otras proteinas no
identificadas o macromoléculas diferentes presentes en el EFC le confieran la

capacidad para inducir necrosis (Jiménez-Vazquez., 2023).

Se sabe que las micobacterias pueden inducir necrosis por diferentes rutas de
muerte celular como son como son necroptosis (Butler et al., 2017), ferroptosis (Xie
et al., 2016) y piroptosis (Beckwith et al., 2020), en particular existen varios reportes
de la capacidad de M. bovis para inducir muerte por piroptosis en diversas lineas
celulares y cultivos derivados de ratones y humanos, relacionados con la activacion
de diversos inflamasomas, sin embargo, no existen estudios que demuestren que
M. bovis induce piroptosis en células de bovino (Yang et al., 2013; Zhou, et al.,
2016). Un marcador inicial de la activacion del inflamasoma es la produccién de IL-
1B, y nuestros datos muestran que tanto M. bovis como el EFC son capaces de
inducir la produccion de IL-1B en macréfagos de bovino, la produccion de dicha
citocina fue considerablemente mas rapida al exponer las células a las bacterias

viables. Esto se puede deber a que la produccién de IL-1B es mediada por el
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inflamasoma, un complejo multiproteico que necesita por Io menos dos estimulos
para ser activado, y posiblemente las micobacterias viables estimulan de diversas
maneras a las células propiciando una activacion del inflamasoma mas rapido,
mientras que los componentes del filtrado de cultivo tienen una accién mas lenta al
interaccionar con el macréfago. Dentro de los mecanismos capaces de estimular al
inflamasoma se encuentran el estimulo de receptores tipo Toll, la produccion de
especies reactivas de oxigeno y por el reconocimiento de material genético de la
bacteria (Briken et al., 2013; Dorhoi et al., 2012; Wawrocki and Druszczynska,
2017).

La activacion del inflamasoma es un evento complejo que no solo puede ser
verificado por la produccion de IL-1p3, por lo que buscamos identificar la presencia
de moléculas claves que demostraran la activacién de este complejo multiproteico.
La activacion del inflamasoma esta mediada por la activacion y oligomerizacion de
moléculas clave, entre ellas ASC y la molécula efectora caspasa-1 (Compan et al.,
2012; Guo et al., 2015), por lo que se evaluaron la presencia de motas de ASC
utilizando microscopia de fluorescencia y la participacion de caspasa-1 usando el
inhibidor Y-VAD. La infeccién con M. bovis y el estimulo con EFC indujeron la
formacion de motas de ASC y al inhibir la activacion de caspasa-1 se disminuy®6 la
produccion de IL-1p3, lo que demuestra que ambas moléculas estan involucradas en
la activacion del inflamasoma por el mecanismo candnico de activacion. De manera
interesante se observd que el numero de motas de ASC y la dependencia de
caspasa-1 en la produccion de IL-1B fue mayor con el estimulo de la infeccién con
M. bovis lo que refuerza la idea de que la micobacteria tiene la capacidad de activar

al inflamasoma de manera mas eficaz que el estimulo con EFC.

En los ultimos afnos se han descrito varios inflamasomas diferentes entre los que se
encuentran el NLRP3, NLRC4, NLRP1b, AIM2, Pyrin, y NLRP7, la principal
diferencia entre estos inflamasomas son el receptor que tienen y la especificidad de
cada receptor (Latz et al., 2013; Petr Broz and Vishva, 2016). Existen reportes en
lineas celulares THP1, J77.4 y RAW 264.7 que M. bovis tiene la capacidad de

activar diversos inflamasomas, NLPR3, NLRP7 o AIM2; sin embargo, no existen
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reportes de lo que sucede en células de bovino (Briken et al., 2013; Dorhoi et al.,
2012; Yang et al., 2013; Zhou et al., 2016), en este trabajo se demostré que el
inflamasoma NLRP3 es el principal involucrado en la produccion de IL-13 en
macrofagos de bovino después de estimularlos con EFC o con M. bovis. Sin
embargo, la IL-1B y la formacién de motas de ASC no se redujeron completamente,
lo que nos puede sugerir que en este modelo otros inflamasomas participan de
manera menos importante en la produccion de IL-1 en este modelo, se sabe que
M. bovis puede activar a los inflamasomas AIM2 por medio de reconocimiento de
ADN, ademas del inflamasoma NLPR7 por medio del reconocimiento de

lipoproteinas (Yang et al., 2013; Zhou et al., 2015).

La informacién generada del presente estudio permitia saber que tanto M. bovis
como EFC son capaces de inducir la activacion del inflamasoma NLRP3 por via
canonica y la induccién de necrosis, sin embargo, no existia evidencia para saber
si estos fendmenos estaban relacionados. Existen reportes que mencionan que el
proceso de muerte celular esta directamente relacionado con la activacion del
inflamasoma es la piroptosis, en este tipo de muerte existe la escision de la molécula
gasdermina D que genera poros de membrana los cuales permiten la liberacion
adecuada de IL-1B, sin embargo, esto puede llevar a la muerte celular con la salida
del contenido celular (Miao et al., 2011; Sborgi et al., 2016). M. bovis y EFC
indujeron la escision de gasdermina D en macréfagos de bovino, lo que nos sugeria
la capacidad de la micobacteria para inducir piroptosis y la posible participacion de
esta via de muerte celular en la patogenia de la bacteria. En trabajo conjunto se
realizd la evaluacion de gasdermina D en cortes histoldgicos de linfonodos de
bovinos infectados naturalmente con M. bovis y se observdé marca positiva a
gasdermina D dentro y fuera de los granulomas generados por M. bovis (Escobar-
Chavarria et al., 2023). Lo anterior nos sugiere que la induccion de piroptosis
caracterizado por la escision de gasdermina D es inducida por M. bovis y EFC en

modelos in vitro e in vivo.

Existen algunos estudios que asocian la activacion del inflamasoma con los

procesos de muerte directos (Bergsbaken et al., 2009; Motani et al., 2011). Para
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conocer si existia una relacion entre los componentes del inflamasoma y la
induccion de muerte, ademas de verificar que otros tipos de muerte celular no
estuvieran participando utilizamos inhibidores moléculas clave en distintos tipos de
muerte celular usamos Z-VAD como un inhibidor general de caspasas, necro-1 para
inhibir necroptosis, CRID3 y Y-VAD para inhibir la capacidad del inflamasoma,
donde se logro observar que la inhibicion de apoptosis como de necroptosis no
modificé el porcentaje de muerte de células infectadas, sin embargo, la inhibicién
de la oligomerizacién de NLRP3 y Caspasa-1 en conjunto llevo a una disminucion
significativa en mortalidad de las células infectadas con M. bovis o estimuladas con
el EFC. Estos resultados confirman la importancia de la activacion canédnica del
inflamasoma NLRP3 en el reconocimiento de M. bovis y sus componentes de
secrecidn en bovinos, ademas de que pueden desencadenar muerte celular
necrotica y esta puede ser disminuida al inhibir los componentes del inflamasoma,
mientras otros tipos de muerte como apoptosis mediada por caspasas y necroptosis
relacionada con la activacion de RIPK-1 no juegan un papel importante en la

necrosis presente en macrofagos de bovinos.

Finalmente, se probd el efecto que tiene la piroptosis sobre la sobrevivencia
intracelular de M. bovis en macrofagos de bovino. Las células infectadas con M.
bovis y tratadas con LPS mas nigerina controlaron el crecimiento intracelular de
manera eficiente, esto se puede relacionar con la activacion del inflamasoma que
induce muerte celular necrética que dana a las células, pero puede contribuir al
control de las micobacterias. Se sabe que la actividad del inflamasoma puede
controlar el crecimiento de algunas bacterias intracelulares por medio de la
formacion de poros de membrana por la proteina gasdermina D, mientras que
células con deficiencias en algun componente del inflamasoma permiten el
crecimiento de las micobacterias (Lerner et al., 2017; Qu et al., 2020; Welin et al.,
2011). Ademas, las citocinas inflamatorias inducidas por la actividad del
inflamasoma (IL-18 e IL-18) juegan un papel importante en el control de la
micobacteria. Por otra parte los ligandos inductores del inflamasoma también
inducen la produccion de diversas moléculas microbicidas en el macréfago como

las especies reactivas de oxigeno y el 6xido nitrico que juegan un papel fundamental
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en el control del crecimiento intracelular de bacterias (Esquivel-Solis et al., 2013;
Krishnan et al., 2013; Macedo et al., 2013; Mahamed et al.,2017)

En este estudio se cumplié la hipétesis planteada, al evidenciar la capacidad de M.
bovis y del EFC para inducir muerte celular necroética de tipo piroptosis inducida por
el inflamasoma en macrofagos de bovino. El inflamasoma involucrado fue el NLRP3,
el cual se activd por la via canonica, en la que participa el receptor NLRP3, la
proteina ASC y la caspasa-1y donde la liberacion de IL-1B y la escision de
gasdermina D, son claves para inducir muerte celular conocido como piroptosis
como podemos visualizar en la imagen 3, adaptada del articulo publicado con los
datos obtenidos en este trabajo. En este modelo, la induccion de piroptosis genero
dafo en los macréfagos de bovino lo que puede estar relacionado con el dafio que
puede generar sobre el tejido y estar relacionado con la patogenia, por otra parte,
se observo que el crecimiento intracelular de las micobacterias disminuy6 al inducir
piroptosis, la relacién que existe entre los macréfagos de bovino y las micobacterias
es un proceso conservado en el que las micobacterias buscas proliferar y los
macrofagos buscan controlar las micobacteria. La piroptosis no es el unico
mecanismo que se genera por efecto de la respuesta inmune contra las
micobacterias en bovinos, ya que existen otros mecanismos descritos como la
apoptosis independiente de caspasas y posiblemente otros tipos de necrosis estén
participando de control de micobacterias y dafio al hospedero de manera simultanea
como se ha observado en infecciones ocasionadas por patégenos como SARS
COV-2, Salmonella typhimurium y Listeria monocytogenes que pueden causar
cuadros de inflamacion exacerbada donde se observa la coparticipacion de diversos
tipos de muerte celular como piroptosis, apoptosis y necroptosis que se
desencadenan al mismo tiempo en un fenémeno conocido como Panoptosis
(Christgen et al., 2020; Karki et al., 2021).
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Imagen 3. Efecto de M. bovis y CFE en la induccion de muerte celular
relacionada con la muerte celular de macrofagos bovinos. (modificada de
Escobar-Chavarria et al., 2023)

8. Perspectivas

En este trabajo se evidencio la capacidad de M. bovis y el EFC para inducir
piroptosis en macrofagos de bovino, ademas pudimos evidenciar que la induccion
de este tipo de muerte celular controlo eficientemente el crecimiento intracelular de
las micobacterias, ambos hallazgos son alentadores ya que describen la capacidad
de M. bovis para inducir piroptosis en celulas de bovino y el papel que tiene este
tipo de muerte al controlar el crecimiento intracelular de M. bovis. Sin embargo, los
datos obtenidos en este trabajo no permiten evaluar si existe algun otro mecanismo
de muerte que genere lesiones de tipo necréticas y que permita el crecimiento
intracelular y diseminacion de las micobacterias en bovinos, por lo que es importante
identificar qué tipo de muerte celular se presenta de manera primordial en las
lesiones encontradas en bovinos con tuberculosis. Por otra parte, seria util estudiar
el mecanismo por el cual la piroptosis disminuye tan eficientemente la replicacién
intracelular de M. bovis ya que podria ofrecer una variedad de moléculas candidatos
para generar moléculas eficaces para el tratamiento de la tuberculosis.
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