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RESUMEN

Las proteasas secretadas por las bacterias desempefian multiples funciones en su
sobrevivencia y crecimiento. Estas proteinas proporcionan fuentes extracelulares de
nutrientes ademas de ser factores de virulencia como efectoras en la patologia de
enfermedades infecciosas. El analisis de la secuencia completa del genoma de la cepa
H37Rv de Mycobacterium tuberculosis establecié la existencia de genes que codifican
para proteasas secretadas. A pesar de la importancia de las proteasas en la
patogenicidad, se conoce muy poco acerca del papel que éstas juegan en la infeccién por
M. tuberculosis. El objetivo del presente trabajo fue caracterizar las proteasas detectadas
en el medio de cultivo de M. tuberculosis. La actividad proteolitica del filtrado del medio de
cultivo se detecté por electroforesis en geles desnaturalizantes copolimerizados con
gelatina. Se observaron 3 bandas con actividad proteolitica de aproximadamente 47.3,
50.3 y mas de 100 kD. El efecto del pH se determiné por incubacién de los geles en un
rango de 4 a 11, presentandose la mayor actividad a pH 8 y 9. La actividad proteolitica de
las tres bandas fue dependiente de la presencia de algun i6n divalente, debido a que la
inhibicién fue completa con EDTA. Los inhibidores Pefabloc, TLCK y Aprotinina inhibieron
la actividad parcialmente y con el inhibidor PMSF se obtuvo la mayor inhibicién. No se
observé inhibicién cuando se probaron los inhibidores de proteasas de cisteina y de 4cido
aspartico (E-64 y Pepstatina respectivamente). Todos los inhibidores de serina utilizados
mostraron una reduccion en la actividad proteolitica de las tres bandas, lo que indica que
las proteasas secretadas de M. tuberculosis detectadas se corresponden con proteasas
de esta clase, las cuales son dependientes de algin metal (usualmente zinc) o ién como
el calcio, mostrada por su inhibicién con EDTA. La secuenciacién del amino terminal de la
banda de 47.3 kD se corresponde con la proteina de choque térmico ClpB, perteneciente
a la familia de las Clp ATPasas. Posiblemente como proteina de estrés, represente un
factor imprescindible para la sobrevivencia de la bacteria durante condiciones
desfavorables dentro del hospedero. La actividad proteolitica detectada no corresponde
con la informacién obtenida hasta el momento, por lo que las proteasas encontradas se
suman a lista de proteinas secretadas por M. tuberculosis. La localizacion de ClpB en el
medio extracelular abre una puerta para investigar a fondo el posible papel en el que esta
proteina pudiera estar involucrada.
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I. INTRODUCCION

1.1.- Aspectos generales de la tuberculosis
La tuberculosis es una enfermedad que ha afectado al hombre desde hace mucho tiempo,

fue un padecimiento prevaleciente entre los egipcios en los afios 3700 a 1000 a.c. y para
el afio 460 a.c. se describi6 por primera vez la sintomatologia de la enfermedad’, pero no
fue sino hasta 1882 que el bacilo de la tuberculosis fue descubierto por Robert Koch?.
Actualmente, la amplificacién de ADN micobacteriano por PCR de restos humanos ha
permitido establecer la presencia de esta enfermedad en momias egipcias de 5400 anos
de edad® asi como en culturas prehispanicas®. A pesar de que la tuberculosis se
considera como una de las enfermedades mas antiguas de la humanidad, desde el punto
de vista evolutivo, Mycobacterium tuberculosis es relativamente joven, se calcula que

apareci6 hace 20,000 afios aproximadamente®.

La tuberculosis es una infeccién crénica producida fundamentalmente por Mycobacterium
tuberculosis y en muy raras ocasiones por Mycobacterium bovis. Por su repunte en los
Ultimos afios que elevd la cifra a mil 900 millones de casos a nivel internacional, la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) desde 1993 considera a la tuberculosis como
una enfermedad emergente que provoca la muerte a casi tres millones de pacientes al
afio®.

En el ultimo reporte realizado por la OMS en 1999 (5° reporte del control global de la
tuberculosis)vse estimé que cada afo se presentan alrededor de 8.4 millones de casos
nuevos y se espera que para el afio 2005 esta cifra se incremente a 10.2 millones, debido
a un aumento en la incidencia principalmente en paises africanos que son los mas
afectados por el Sindrome de la Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). La estimacion de la
OMS de 1998 a 1999 mostré un aumento importante en el numero total de casos de
tuberculosis (Figura 1). Tomando como base los reportes anteriores se estimé que para
finales del afilo 2000 se acumularan 90 millones de casos nuevos de tuberculosis de los
que 8 millones seran atribuibles a la infeccién por VIH (Virus de la Inmunodeficiencia
Humana) y ocurrirdn 30 millones de muertes en este mismo periodo incluyendo 2.9
millones atribuibles a la infeccién por VIHS.

En la actualidad, se considera sélo a titulo orientativo, que al menos un tercio de la
poblaciéon mundial esté infectada con el bacilo y se estima que entre 1998 y 2020 moriran
cerca de 60 millones de personas por tuberculosis®.



La tuberculosis es una de las enfermedades asociadas al SIDA mas importantes, las
alteraciones inmunolégicas que acompanan a este sindrome facilitan las formas de
tuberculosis de reactivacion y la progresién rapida de infecciébn a enfermedad. La
inmunodepresioén causada por el VIH facilita el desarrollo de la enfermedad tuberculosa
por diferentes mecanismos: reactivaciones endégenas a partir de bacilos persistentes;
progresion de infecciones recientes con desarrollo de formas clinicas de tuberculosis mas
agudas y atipicas, con frecuentes diseminaciones hematdégenas que recuerdan las formas
mas graves de tuberculosis primaria en los nifios, y reinfecciones exégenas en individuos

previamente infectados que, al ocurrir en condiciones de déficit inmunitario, progresan a
enfermedad. Asi la diseminacion del virus del SIDA en poblaciones que poseen alta

incidencia de tuberculosis, sumado a factores socioeconémicos, han ejercido una gran
d7,8,9

influencia en el resurgimiento de esta enfermeda
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Figura 1. Incidencia Mundial de Tuberculosis, OMS 2001.



1.1.1.- Situacion de la tuberculosis en México.

En México, Garcia y Valdespino han estudiado las tendencias de la morbilidad por
tuberculosis (TB)'®!", las cuales muestran un descenso desde 1941 hasta 1976, afio en
que se estabilizan. Para 1993, la tasa de morbilidad notificada por TB era de 17.1 casos
por 100 000 habitantes; de haberse conservado la tendencia observada entre 1941 y
1976, la tasa para 1993 hubiera sido de 12.5 casos por 100 000 habitantes. Se calcula
que en los ultimos 10 afios han ocurrido 27 000 casos en exceso. Al analizar la
distribucion de estos casos adicionales por grupo de edad, se observa un predominio en
los sujetos de edad productiva. Al aplicar el modelo de historia natural de la enfermedad,
el cual fue desarrollado por Miller y publicado por la OMS en 1982, se puede estimar la
tasa real de casos de TB que ocurren en México. Este modelo utiliza tres indicadores: a)
el riesgo anual de infeccién, b) la cobertura de la vacunacién con el bacilo de Calmette y
Guerin (BCG) en la poblacién total y c) la eficacia de la vacuna. El modelo calcula que
existen de 39 a 59 casos baciliferos por cada 100 000 habitantes, por cada 1% de riesgo
anual de infeccién y 1.22 casos no baciliferos y extrapulmonares por cada caso bacilifero.
Con base en los resultados de reactividad al PPD en sujetos de la Ciudad de México, se
calculd en 1% el riesgo anual de infeccidn en sujetos no vacunados'".

La cobertura de la vacuna BCG en la poblacién general es de 65% y su eficacia para
prevenir la TB pulmonar es de 75%. Considerando estos parametros, las estimaciones
muestran un total de 45 815 casos con un tasa estimada de 51.7 casos por 100 000
habitantes, en contraste con las cifras notificadas: 15 145 casos (2 775 de TB
extrapulmonar y 12 370 de TB pulmonar), con una tasa de 17.1 casos por 100 000
habitantes, lo cual indica una tasa estimada del triple notificada’.

En el afio de 1997, México fue uno de los trece paises considerados por la OMS como de
alto riesgo para la tuberculosis. La TB representa la décima causa de mortalidad general
en el grupo de edad de 25 a 64 afios. La tasa de mortalidad reportada a nivel nacional en
1992 fue de 6 por 100 000 habitantes, segun esta notificacién, 13.6% de estas muertes se
debieron a TB extrapulmonar. Se estima que ocurren 6 000 defunciones por afo a causa
de la TB. En este mismo afio la letalidad a nivel nacional fue de 35%. Aproximadamente el
2-3% de los enfermos con tuberculosis son positivos al VIH y aproximadamente el 8% de
los pacientes VIH positivos se presentan con enfermedad tuberculosa™.



I.2.- Vacunas contra M. tuberculosis.

La Unica vacuna que existe en el mundo contra la tuberculosis es la vacuna BCG, la cepa
atenuada de M. bovis desarrollada en 1921 por Calmette y Guerin. Hasta el momento es
la Gnica vacuna antituberculosa empleada en humanos. La inmunizacién con BCG esta
incluida en el programa de vacunacién de muchos paises, sin embargo su uso ha dado
lugar a debates a causa de los resultados contradictorios de los ensayos en que se ha
evaluado su eficacia. La vacuna previene las formas graves de la enfermedad,
fundamentalmente en nifios menores de 4 afos, pero no protege de la primoinfeccion
tuberculosa a un namero apreciable de casos de tuberculosis pulmonar. Su efectividad
varia desde un 77% en el Reino Unido hasta 0% en la India, asi su impacto en el control
general de la afeccién es relativamente escaso™.

1.3.- Agente causal M. tuberculosis.

Mas de 53 especies micobacterianas han sido descritas y cuando menos 27 aisladas en
entidades clinicas humanas, el 95% de los casos de tuberculosis son causadas por
especies pertenecientes al complejo tuberculoso como son: Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium leprae, Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanumy Mycobacterium
microti. Microscépicamente M. tuberculosis es un bacilo recto, alargado de
aproximadaménte 0.4 x 3 ym, inmévil, no encapsulado y no esporulado. Pertenece a la
clase Actinobacteria, al orden Actinomycetales, familia Mycobacteriaceae y al género
Mycobacterium, que incluyen a bacterias que se caracterizan por presentar en la pared
celular un elevado contenido de lipidos (40% de su peso en seco total) que las hace
resistentes al alcohol y a los acidos. Es un microorganismo aerobio estricto, de
crecimiento muy lento y altamente infeccioso. Su velocidad de crecimiento es mucho mas
lenta que la de otras bacterias (su tiempo de division es de unas 18 h) tardando varias
semanas en dar colonias visibles en medios convencionales'.



Il. ANTECEDENTES
I.1.- Patogénesis de la tuberculosis.

El bacilo se transmite fundamentalmente por via aérea, los individuos se pueden infectar
por los aerosoles contaminantes emitidos por las personas con tuberculosis pulmonar
activa al toser o expectorar. Las gotas de secrecion en el exterior pierden una parte de su
contenido acuoso por evaporacién y dejan un niicleo con uno o pocos bacilos que son los
verdaderos vehiculos de la transmisién, tienen 1-2 mm de diametro y se dispersan sin
dificultad al quedar en suspensién en el aire. La infeccion por M. tuberculosis
desencadena una amplia respuesta inmune, pero se conoce muy poco acerca de la
eliminacién especifica del patégeno o bien sobre los mecanismos de desarrolio de la
enfermedad asociados a la patogénesis. Es muy probable que el grueso de su pared
celular y los productos génicos asociados con la resistencia del microorganismo a la
respuesta inmune sean los que les permiten sobrevivir en el interior de los macrofagos del
hospedero. En la mayoria de las personas infectadas el riesgo de avanzar hacia la
tuberculosis activa se estima aproximadamente en 10% si la infeccién ocurre durante la

nifiez'®",

La infeccién primaria (primoinfeccion tuberculosa) suele ser asintomatica, representa
posiblemente la unica forma de control micobacteriano por el hospedero, ante su
imposibilidad de erradicarla. Si bien la primoinfeccion casi siempre se cura, quedan focos
distantes con bacilos vivos, capaces de producir meses o afios mas tarde, enfermedad
tuberculosa (tuberculosis de reactivacién en el adulto). Aungque en la mayoria de los
individuos la infeccion primaria no progresa, produce reacciones inmunolégicas en el
hospedero que modifican la respuesta a infecciones posteriores o a la reactivacion de la
infeccion primaria, permitiendo identificar al individuo infectado, debido a que muestran
reacciones de hipersensibilidad retardada frente a la administracién cutanea de una
preparacion del antigeno micobacteriano, el derivado proteico purificado, conocido como
PPD, también llamada prueba de la tuberculina'®.

El bacilo es fagocitado por los macréfagos alveolares y consigue evitar su destruccién
impidiendo la unién del fagosoma que lo contiene con los lisosomas. De esta manera el
bacilo consigue multiplicarse en el interior del macréfago hasta el punto de destruirlo. Al
igual que ocurre con otros patégenos intracelulares, el macréfago infectado secreta
citocinas (entre ellas el TNFa) y quimiocinas, que desencadenan un proceso inflamatorio
local y con ello una respuesta inespecifica de defensa que se caracteriza por el acumulo



inicial de neutréfilos y posteriormente de monaocitos en el foco de infeccién. Los monocitos
fagocitan a los bacilos que han destruido a los macréfagos alveolares y potencian su
crecimiento puesto que, al no estar activados constituyen a su vez un excelente medio
para el crecimiento intracelular de los mismos. La respuesta defensiva inespecifica
fracasa en la contencion del bacilo, de manera que este consigue diseminarse
sistémicamente. Esta situacién cambia cuando la concentracién de antigenos bacilares
consigue traspasar el umbral a partir del cual las células presentadoras de antigenos
profesionales situadas en los ganglios linfaticos, son capaces de estimular a los linfocitos
T no estimulados, predominantemente de tipo CD4+ (o cooperadores) del subtipo 1 (Th1),
y a los linfocitos CD4 capaces de desencadenar una hipersensibilidad retardada. Estos
linfocitos especificos estimulados entran a nivel sistémico y se localizan tanto en el foco
inicial de infeccibn como en todos los focos secundarios originados a partir de la
diseminacion sistémica inicial del bacilo, que pueden incluir practicamente a todos los
tejidos del hospedero, aunque los que llegan a los vértices del pulmén, parénquima renal,
metafisis 6seas y corteza cerebral, encuentran las mejores condiciones para su
establecimiento. De esta manera se empieza a generar el granuloma, que consta de un
nucleo con macrofages infectados y linfocitos a su alrededor. Los linfocitos del subtipo
Th1 sintetizan la citosina interferén gama (IFNy) que permite la activacién de los
macrofagos infectados y con ello la destrucciéon de entre el 90-95% de la concentracién
bacilar, consiguiendo el control del foco de infeccion. Asi la inmunidad protectora contra
las micobacterias esta determinada por la relacién entre las células T sensibilizadas y los
macréfagos activados'®

Posteriormente el granuloma entra en una fase crénica (o de equilibrio), debida
probablemente a una disminucién de la poblacién de linfocitos Th1 como consecuencia de
un aumento de la poblacidn linfocitaria de subtipo Th2. El granuloma tuberculoso se
caracteriza por poseer tejido necrético en su interior, formado por una trama de fibrina rica
en &cido hialurénico y colagena, que contiene bacilos extracelulares de metabolismo
lento, que son dificiles de ser reconocidos y destruidos por los macréfagos que conforman
el granuloma. La formacién de esta lesién es muy inicial y parece deberse a la destruccion
ocasionada por la presencia de altas concentraciones locales de TNFa, de enzimas
proteoliticas liberadas tanto por neutréfilos como macréfagos, ademas de la presencia de
linfocitos CD8+ especificos con propiedades citoliticas capaces de destruir a los
macréfagos infectados'™



La infeccién por M. tuberculosis produce ademas una respuesta inmune humoral
acentuada, sin embargo el papel que esta respuesta desemperia en |la proteccion aun no
ha podido explicarse'®. Actualmente se conoce gran parte de la patogénesis en
tuberculosis, lo que ha pemitido agrupar de manera general a los componentes de M.
tuberculosis en tres grandes grupos: 1.- componentes esenciales para su crecimiento y
sobrevivencia, 2.- antigenos importantes (potentes en la generacion de una respuesta
inmune) y 3.- factores de virulencia. Interesantemente los componentes que han sido mas
estudiados en los dltimos afios son las proteinas secretadas, las cuales pueden ser
asociadas a cualquier grupo antes mencionados, convirtiéndose de esta manera en una
opcion prometedora en la busqueda del entendimiento de los mecanismos que utiliza M.
tuberculosis en el desarrollo de la enfermedad durante la infeccion.

Il.2.- Proteinas secretadas por M. tuberculosis

Recientemente numerosos estudios se han enfocado a la identificacion y caracterizacion
de proteinas liberadas por M. tuberculosis durante cultivos in vitro, ya que algunas de
esas proteinas han sido asociadas con la virulencia del bacilo. M. tuberculosis produce y
secreta muchas proteinas al medio extracelular’®, se cree que pudieran tener una funcién
importante en patogénesis (veéase tabla 1 y 2), ademas unas pocas muestran ser
generadores potentes de una respuesta inmune celular’’. La induccién de una respuesta
inmune primaria puede ser una importante contribucién para la inmunidad protectora, de
esta forma el reconocimiento inicial de proteinas secretadas podria ser asociado con
proteccién®.

I1.3.- Secrecién de proteinas

Es importante mencionar que uno de los requisitos para la exportacion y secrecion
(proteinas asociadas a la pared celular y proteinas liberadas extracelularmente) de
proteinas, es su traslocacién (transporte a través de la membrana plasmatica). Las vias
de secrecioén en bacterias Gram negativas han sido clasificadas en dos grandes clases
dependiendo del mecanismo que se utilice para el transporte en: vias dependiente de la
secuencia, las cuales utilizan el sistema de secrecién denominado Sec, en el que las
proteinas que van a ser exportadas o secretadas presentan una secuencia sefial en el
extremo amino terminal; y las vias independientes de la secuencia, en las cuales los
sustratos se pueden traslocar directamente desde el citosol hasta el exterior, sin que
exista una secuencia sefial en el amino terminal®.



Tabla J. Proteinas exportadas y secretadas por M. tuberculosis que contienen secuencia

seiial
Proteina Gen Descripcion o funcién
Antigena BSA MTP44 fbpA (Rv3804c) Micolitranferasa, unién a fibronectina
858 MTP59 fbpB (Rvi886c) Micoliranferasa, unidn a fibronectina
B5C MTP45 fbpC2 (Rv01289¢) Micalitranferasa, union a fibronectina

| CFP17 Rv1827

CFP21 Rv1984c Antigeno
| CFP25 Rv 2301 Antigeno

Erp pirG (Rv3810) Factor de virulencia
 MpcA pich (Rv2351c) Fosfolipasa C
| MpcB picB (Rv2350c) Fosfolipasa C

Mpt32/Apa/d45/47 kD modD (Rv1860) Unién a fibronectina

MPTS1 fopC1 (Rv3803c) Antigeno

MPTS3 Rv2878c

MPTE3 Rv1926c Antigeno

MPTE4 Rv1880 Antigeno
| MPT70 Rv 2875¢ Antigena

MTB12 RvZ376c Antigeno

MTB32A pepA (RvO125) Proleasa de serina

MTB32B RvD283 Proteasa de serina

MTC28 RvDO40 Antigeno

Spot F RviB15 Desconocida

Spot B Rv3036 Similar a MPTE4

O2mtbi proX (Rva759c) Similar a proteina de osmoprotecciin
| Bmib1 Rv0590 Parte del opertn mca2

Pmib1 Rv2BG4c Lipoproteina

(19 kD ipgH (Rva763) Lipoproteina

(24kD Ippx (Rv2945¢) Lipoproteina

| Antigeno S/antigenc 38 kD phoS1 (RvDS34) Lipoproteina, unién a fosfatos
Pst52 pstS (Rv0932c) Lipoproteina, unién a fosfatos
Pusd phoS2 (Rv0928) Lipoproteina, unién a fosfatos
 MPTE3 Rv2B73 Lipoproteina
| P27/27 kD IprG (Rvidiic) Lipoproteina

Tabla 2. Proteinas exportadas y secretadas por M. tuberculosis que carecen de secuencia

sefial”,
Proteina Gene Descripcion o funcién
L-Alanina deshidrogenasa akd (Rv2780) Sintesls L-Alanina
Chaperona, asociada con de condiciones de

w hspX (Rv2031c) fase estacionaria i s
CFP10 Rv3874 .

CFP17 Rﬂ_EET Mlm

CFP20 tpx (Rv1832) Antigena

CFPz2 PpiA (RvD009) Isomerasa cis-trans peplidil-proli

Dnakl dnak (Rv0350) Chaperona

ESAT-6 esatf (Rv3875) Antigeno

Glutamina sinletasa ginA1 (Rv2220) Sintesis de glutamina
| Hemaglutinina (HBHA) RVO475 Adhesina

Superdxido dismutasa sodA (Rv3846) Intermediarios reactivos de

Tioredoxina trC (Rv3914) Intermediarios reactivos de
Catalasa/peronidasa katG (Rv1808c) Intermediarios reactivos de oxigeno

GroEs groES (Rv3418c) Chaperona




I1.3.1.- Via dependiente de la secuencia

La via dependiente de |la secuencia reconoce dos tipos de secuencia sefal: la secuencia
senal estandar (tipo 1) y la secuencia sefial lipoproteica (tipo 2). En la bacteria Gram
negativa Escherichia coli, durante el curso de la exportacion proteica, esa secuencia senal
es “cortada” por peptidasas LepB y LspA respectivamente. Ambos tipos de secuencia
senal presentan un amino terminal cargado positivamente, seguido de una secuencia de
10 a 20 aminoacidos hidrofébicos y finalmente un péptido senal con sitio de corte. El sitio
de corte de la secuencia sefial estandar es seguido por aminoacidos pequerios en las
posiciones =3 y —1, a menudo referido como sitio de corte Ala-X-Ala. El sitio de corte para
lipoproteinas contiene aminoacidos hidrofébicos (comunmente leucina) en la posicion -3 y
un residuo de cisteina es requerida en la posicién +1%,

Con la secuenciacion del genoma de M. fuberculosis, se ha encontrado que muchos de
los genes que participan en el proceso de secrecion proteica y que originalmente fueron
identificados en E. coli, también estan presentes en M. tuberculosis. Los componentes
centrales de la maquinaria de traslocacion (sistema Sec) en bacterias Gram negativas y
Gram positivas, muestran un alto grado de similitud, lo que sugiere que el mecanismo
funcional puede ser el mismo®.

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

La informacién sobre las vias de secrecién en M. tuberculosis, es derivada del anélisis de
la secuencia completa de su genoma® por la identificacién de factores de secrecién que
exhiben estrecha similitud con los factores que fueron identificados originalmente en E.
coli (véase tabla 3). La evidencia de una via dependiente de la secuencia fue dada por el
reconocimiento de un péptido sefial en el amino terminal de un nimero significativo de
proteinas exportadas o secretadas en M. fuberculosis (tabla 1).

I.3.3.- Via independiente de la secuencia en M. tuberculosis

En el filtrado de cultivo de M. tuberculosis también se han encontrado proteinas que
carecen de una secuencia sefial amino terminal que dirija a las proteinas al ambiente

extracelular, algunas de esas proteinas han sido asociadas con la virulencia del bacilo
(veéase tabla 2).



Tabla 3 . Homélogos de factores de secrecién conocidos en M. tuberculosis.

Proteina Homdlogo en Porcentaje de identidad Descripcion
M.tubercufosis® (aa)”
Sech Rv3240c/SecAl 48 Subunidad de la traslocasa,
Rv1821/SecA2 35 ATPasa, proteina ciloplésmica
y de membrana.
SecY RvO7T32/SecY 40 Subunidad de la traslocasa,
proteina de membrana
SecE Rv0638/SecE 37 C-terminal Subunidad de la trasiocasa,
proteina de membrana
SecG Rvi1440/Sec 27 N-terminal Subunidad de la traslocasa,
proteina de membrana
33 N-terminal
SecD RvZ587c/SecD 27 C-terminal Proteina de membrana
SecF Rv2586¢c/SecF 25 Proteina de membrana
| YajC Rv2588¢ .t Proteina de membrana
Chaperona de_ exportaciin
 SecB Ninguna
Ffh Rv281BciFTh S0 Proteina SRP
| FisY RvZ8Z1ciFisY 40 Receplor de SRP
 LepB Rv2903c/LepB 26 Peplidasa sefial estindar
Pephidasa sefial para
 LsphA Rv1538¢/Lspa 2 lipoprateina
PgsA Rv2612c/PgsA 30 N-terminal
Rv1 30 Sintesis de fosfolipidos
Rv2T46c/P 32
GroEL Rv3417c/GroEL1 46 Chaperona
Rv0440/GroEL2 52
Dnak Rv0350/Dinakl 5 Chaperona
| GrpE Rv0351/GrpE 23 Chaperona
DnaJ Rv0352/0nal 37 N-terminal Chaperona
42 C-terminal
RvZ373c/DnaJ2 3

; ORF o nombre de la proteina obtenida de la secuencia gentmica de M. tuberculosis {Cole et al., 1998),

Porcentaje de identidad de aminoécidos entre proteinas de E. colf

identidad de aminoéacidos es determinado por PSI-Blast de NCEI.

Il.4.- Funcién de proteinas secretadas por M. tuberculosis

y ORF de M. tuberculosis.® Porcentaje de

La funcién de la mayoria de las proteinas exportadas y secretadas por M. tuberculosis es
completamente desconocida. La micobacteria gasta una energia considerable en la
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produccion de estas proteinas, por lo que puede asumirse que cumplen una funcion
importante sobre algunos aspectos de su crecimiento y patogenesis.

Una fraccibn de las proteinas exportadas o liberadas al medio extracelular (las
lipoproteinas) muy posiblemente esten involucradas en sistemas de transporte de
nutrientes como por ejemplo, la lipoproteina de 38 kD de M. tuberculosis que muestra
estrecha similitud con la proteina periplasmica PhoS de E.coli, esencial en el transporte

de fosfatos®™®®,

Otro grupo de proteinas referidas como el complejo antigeno 85, que consiste de tres
proteinas (85A, 85B y 85C) secretadas en grandes cantidades, se cree que son de gran
importancia en la adhesién de la bacteria y su subsiguiente infeccién a células eucariontes
por su capacidad de unirse a la fibronectina, el mayor componente de la matriz
extracelular humana, mediando de esta manera la interaccién del bacilo a la superficie
mucosa y subsiguiente invasién intracelular a través de receptores de fibronectina
presentes en macréfagos™. Es bien sabido que tanto la proteina de 38 kD como los
miembros del complejo antigeno 85, han sido reconocidos como importantes blancos de
la respuesta inmune®**"y asociados con proteccién®.

La superdxido dismutasa, es otra proteina secretada por M. tuberculosis, esta proteina es
capaz de inactivar los radicales superdxidos toxicos generados por el macréfago activado,
protegiendo al bacilo del estallido respiratorio llevado a cabo por el hospedero™.

IIl.5.- Las proteasas y sus funciones

Las Hidrolasas, las cuales rompen enlaces peptidicos son generalmente conocidas como
proteasas, peptidasas, proteinasas o enzimas proteoliticas. En general las proteasas
extracelulares catalizan la hidrélisis de proteinas grandes a pequefas moléculas de
subsiguiente absorcion por la célula, mientras que las proteasas intracelulares tiene un
papel en la regulacién del metabolismo. Algunas de las actividades mejor descritas en las
cuales participan las proteasas es la renovacién proteica mediante la constante
degradacion y sintesis. Las proteasas extracelulares tienen el papel mas importante en
nutricién debido a su actividad despolimerizadora.
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La activacion de formas zimogenas por protedlisis limitada es una funcion llevada a cabo
por proteasas. Asi como la activacion, la inactivacion proteolitica de enzimas es también
un evento fisiolégicamente significativo™.

I.5.1.- Clasificacidén

Todas las hidrolasas son designadas por la Unidn Internacional de Bioguimica y Biologia
Molecular como E.C.3.4.(Enzyme Comision). Las clases de peptidasas son definidas por
un tercer nimero (11 al 24). Las proteasas son clasificadas con base a tres amplios
criterios: 1) tipo de reaccion catalizada, 2) naturaleza quimica del sitio catalitico, 3)
relacion evolutiva con referencia a su estructura.

Las proteasas en general son subdivididas en dos grandes grupos: exopeptidasas y
endopeptidasas, dependiendo de su sitio de accion como se muestra en la tabla 4.

Exopeptidasas

Las exopeptidasas actian unicamente cerca del final de la cadena polipeptidica liberando
un solo residuo de aminoacido, un dipéptido o un tripéptido. Las exopeptidasas se dividen
en dos grupos.

3.4.11,13-14.- Aminopeptidasas.

Las aminopeptidasas actian en el amino terminal de la cadena polipeptidica. Estan
presentes en una amplia variedad de especies microbianas, incluyendo bacterias y
hongos. En general las aminopeptidasas son enzimas intracelulares.

3.4.16-18.- Carboxipeptidasas.

Las carboxipeptidasas actian en el carboxilo terminal de la cadena polipeptidica y liberan
un solo aminoacido o un dipéptido. Pueden ser divididas en tres grandes grupos:
carboxipeptidasas de serina, metalocarboxipeptidasas y carboxipeptidasas de cisteina,
basandose en la naturaleza de los residuos de aminoacidos del sitio activo de la enzima.

Endopeptidasas

Las endopeptidasas son caracterizadas por su accion preferencial en enlaces peptidicos
de regiones intemas de la cadena polipeptidica, lejos del amino o carboxilo terminal. Las
endopeptidasas a su vez son subdivididas en cuatro subgrupos de acuerdo al grupo
funcional presente en el sitio activo en: proteasas de serina, proteasas asparticas,
proteasas de cisteina y metaloproteasas.
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Tabla 4. Tipos de peptidasas designadas por la Union Internacional de Bioquimica y Biologia
Molecular (1992).

Nimero E.C. Tipo de peptidasa Accién
EXOPEPTIDASAS Aminopeptidasa Liberacidn del residuo
3.411.- M-terminal
3.4.13- Dipeptidasa Actiia sélo en dipéptidos

Dipeptidil peptidasa Liberacidn del dipéplido
3414- M-terminal =
T Liberacidn 'Iﬂpﬁlﬁdﬂ
ripeptidil peptidasa
Peptidil dipeptidasa Liberacitn del dipéptido
34.15- C-terminal
Caqaortpapliduﬂ (serina) Liberacidn del residuo
3416~ C-terminal
Carbodpeptidasa (metalo) Liberacitn del residua
3.417.- C-terminal
Carbodpeptidasa (cisteina) Liberacion del residuo
2418 Liberacién modificados del
Omega peptidasa da residuos
3.4.18.- M- o C-terminal
ENDOPEPTIDASAS Endopeptidasas de serina
341 .-
3422- Endopeplidasas de cisteina
3423- Endopeplidasas de aspértico
3424 - Metalo-andopeptidasas
Endopeplidasas de meacanismo
3499.- catalitico desconocido,

Algunas proteasas quedan fuera de esa clasificacion estandar, por ejemplo las proteasas
dependientes de ATP, las cuales requieren ATP para su actividad.

I.5.2.- Proteasas dependientes de ATP

Las proteasas dependientes de ATP no estan incluidas en la clasificacién estandar de
proteasas. Las chaperonas moleculares y las proteasas dependientes de ATP juegan un
papel central en redes regulatorias en todos los organismos vivos. Las chaperonas
promueven actividades tales como maduracién proteica, traslocacién y sintesis de
proteinas, plegamiento y ensamblaje de estructuras multiméricas. Las chaperonas
estabilizan parcialmente a polipéptidos desplegados hasta que las condiciones sean
favorables para su correcto plegamiento o asociacién, de este modo se reduce la
probabilidad de un plegamiento prematuro y la formacién de estructuras inertes
funcionales. Esta funcion es particularmente vital durante estrés, cuando el potencial de
proteinas mal plegadas, la desnaturalizacion y agregacion incrementan grandemente.

13



De igual importancia para la homeostasis celular se encuentran las proteasas
dependientes de ATP. Por su eficiencia en degradar proteinas selectas, las proteasas
ayudan a modular enzimas metabdlicas claves y proteinas regulatorias, también
remueven polipéptidos aberrantes procedentes de errores traduccionales y/o dafos post-
sintesis. La actividad de esas proteasas es vital durante estrés debido el incremento
dramético de polipétidos anormales los cuales son potencialmente toxicos™,

Familia proteica Clp/Hsp 100

Las proteinas Clp/Hsp 100 comprenden una nueva familia de chaperonas moleculares,
presentes en todas las eubacterias y eucariontes. Las Clp-ATPasas son chaperonas
moleculares clésicas, catalizan el desplegamiento de proteinas en una reaccion
dependiente de ATP, estas reacciones envuelven el desensamblaje de complejos
proteicos y agregados. Esta familia puede ser dividida en dos grupos: las proteinas en el
primer grupo contienen dos dominios de unién a ATP, como ClpA, ClpB, ClpC y CIpE,
aunque difieren en tamario y organizacién de secuencia, son altamente conservadas®, El
segundo grupo tiene sdlo a dos miembros, ClpX y ClpY, los cuales difieren del primer
grupo porque solo tienen un dominio de unién a ATP. Siendo la familia proteica mas
novedosa, pequeno es el conocimiento acerca del papel de las proteinas Clp/Hsp 100 en
diferentes organismos, o de sus modos especificos de accioén de la chaperona.

Muchos estudios genéticos han mostrado que diferentes proteinas Clp/Hsp 100 son
importantes y en muchos casos, con papeles esenciales pues participan en funciones
celulares como la replicacion del DNA, control de la expresién génica, tolerancia a estrés
por calor y degradacién de proteinas. Una caracteristica adicional de la importancia de las
proteinas Clp/Hsp 100 es su asociaciéon con componente proteolitco (subunidades
proteoliticas Clp P). En este complejo proteasa-Clp dependiente de ATP en el cual la
subunidad chaperona es esencial para que se presente actividad proteolitica de ClpP,
debido a que la subunidad ClpP por si sola degrada pequefios péptidos muy lentamente,
la unién selectiva a la proteina blanco es llevada a cabo por la chaperona y presentada a
ClpP en un estado desplegado, preparada para la degradacién®.

La degradacién de proteinas intracelulares es un proceso altamente controlado y
regulado. Dentro del citoplasma de células bacterianas, gran parte de la degradacién de
proteinas es llevada a cabo por proteasas multiméricas de alto peso molecular
dependientes de ATP (proteinas Clp). Esas proteasas tienen un niicleo proteolitico capaz
de romper un amplio rango de enlaces peptidicos, esta actividad esta dirigida sélo contra
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proteinas anormales y un numero limitado de proteinas nativas con una vida media
corta*, E. coli posee dos proteinas Clp: ClpA y ClpB¥. ClpA es expresada
consitutivamente a temperaturas normales, parece estar envuelta en la regulacion de
protedlisis, ya que CIpA activa fuertemente a peptidasas ClpP (no homéloga con las otras
proteinas Clp) en el corte ATP-dependiente de proteinas desnaturalizadas®. El gen clpB
de E.coli es un gen de choque térmico (heat shock)™ que codifica para dos formas de
ClpB: ClpB y CIpB'. CIpB' es una molécula truncada que es producida junto con ClpB por
el uso de un sitio de iniciacion traduccional altermno.

IL.6.- Importancia de las proteinas secretadas con actividad proteolitica

Un campo practicamente inexplorado con respecto a las proteinas que son secretadas por
M. tuberculosis, es la produccién de proteasas. Estas proteinas secretadas en el caso de
otras bacterias, han sido ampliamente reconocidas como efectoras en la patologia de
enfermedades infecciosas como factores de virulencia®.

El genoma de M. tuberculosis revela la presencia de un gran numero y variedad de genes
que potencialmente pueden codificar para proteasas, algunos de esos genes contienen
informacién para proteasas que pueden ser secretadas al medio® sin embargo, el
conocimiento acerca de la biologia de esas enzimas con respecto a su contribucién en
patogénesis no ha sido determinada.

La sobrevivencia de las bacterias depende en gran medida de |la disponibilidad de fuentes
extracelulares de nutrientes, las bacterias se proveen de fuentes proteicas degradando
proteinas extracelulares por la accién de proteasas que secretan. Durante una infeccién,
la secrecién de proteinas se ha tornado interesante, debido a que dichas proteasas lejos
de cumplir una demanda nutricional, han sido asociadas con invasién y destruccion de
tejidos, asi como evasién y modulacién del sistema inmune del hospedero al cual
infectan*’. Una caracteristica importante es que la actividad de esas proteasas no es
afectada por los inhibidores del hospedero, debido a que son capaces de inactivarlos
permitiéndo una protedlisis no regulada*"

Muchas especies de bacterias patégenas como Pseudomonas sp, Sematia sp, Clostridium
sp, Bactervides sp, Porphyromonas sp, Staphylococcus sp y Streptococcus sp producen y
secretan proteasas las cuales de manera directa, participan en la patogénesis
degradando proteinas importantes del hospedero o mimetizando la actividad de proteasas
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reguladoras que controlan importantes sistemas zimégenos (coagulacion, fibrindlisis,
activacién del complemento, entre otras) asi como la induccion de la produccion local de
citocinas quimiotacticas, degradacién de proteinas de defensa como IgG e IgA,
destruccion de componentes de matriz extracelular como colagena, elastina y fibronectina
que contribuye a una destruccién masiva del tejido®.

La produccion de proteasas que degradan colagena puede ser un factor importante en la
etiologia de algunas enfermedades. Algunos patogenos producen colagenasas que
destruyen el tejido como por ejemplo Clostndium perfringens, Bacteroides fragilis,
Actinomadura (Streptomyces) madurae, Vibrio vulnificus, Bacillus anthracis,
Pseudomonas aeruginosa, Porphyromonas gingivalis ¥ Aspergillus
furmigatus 3434445464748 45.

Ademas de las enzimas colagenoliticas, otros tipos de proteasas también han sido
asociados con potenciales patogénicos. Staphylococci, en particular Staphylococcus
aureus produce varias proteasas extracelulares que incluyen proteasas de serina, cisteina
y metaloproteasas. Su insensibilidad a inhibidores de proteasas humanos y su habilidad
de inactivar algunos de ellos las marcan como potencialmente perjudiciales para el
hospedero. Recientes estudios muestran que estas proteasas también son capaces de
interaccionar con algunos mecanismos de defensa, asi como modificar factores de
virulencia derivados de otros patégenos™.

IL.6.1.- Proteasas producidas por Micobacterias

Aunque el conocimiento sobre el papel de la protedlisis en la biologia de algunos
microorganismos patégenos ha sido ampliamente estudiado, sorprendentemente para el
caso particular de micobacterias es escaso, solo algunas proteasas han sido estudiadas
en micobacterias, las cuales son: el proteosoma 20S y la proteasa Lon de Mycobacterium
smegmatis®*®, la subunidad ATPasa de la proteasa ClpC en M. leprae®, y HtrA en
Mycobactenum avium subespecie paratuberculosis®™. Homélogos del gen lon y del
protesoma 20S han sido identificados en genomas de Mycobacterium avium vy
Mycobactenium intracellulare. Homélogos del proteosoma 20S se han identificado también
en genomas de M. intracellulare, M. leprae y M. tuberculosis®™. La funcién de esas
proteasas con respecto a su contribucion en la patogénesis no ha sido determinada.
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II.6.2.- Proteasas producidas por M. tuberculosis

Varias proteinas exportadas y secretadas por M. tuberculosis han sido propuestas como
factores de virulencia, algunas de las cuales promueven la incorporacion de la bacteria al
macréfago asi como la sobrevivencia intracelular. Recientes estudios con actividades
enzimaticas asociadas al filtrado de cultivo de M. tuberculosis demuestran actividad
catalitica (incluyen fosfatasas, fosfoamidasas, lipasas, esterasas y aminopeptidasas) que
potencialmente pueden contribuir al progreso de la enfermedad® sin embargo, muchas de
las actividades detectadas aun no han sido sujetas a una caracterizacion molecular o

evaluacion de su participacion en la patogenesis.

El genoma de M. tuberculosis H37Rv codifica para mas de 30 proteasas, incluidos 6
genes que codifican para miembros de la familia de proteasas Clp dependientes de
ATP?. El conocimiento acerca de la biologia de esas enzimas es muy escaso, en M.
tuberculosis sélo pocas proteasas secretadas han sido estudiadas: metaloproteasa
elastolitica, FtsH, MTB32A y MTB32B*****_ Con respecto a las proteasas Clp, mediante
el analisis del proteoma ha identificado a la proteasa ClpC en el extracto celular, y a ClpB
tanto en extractos como en filtrados de cultivo™,

El mecanismo de penetracién a los tejidos y torrente sanguineo por M. tuberculosis es
pobremente entendido sin embargo, al igual que en otras enfermedades pulmonares,
infecciones gastrointestinales y condiciones necroticas, es razonable asumir que la
contribucién de las proteasas es importante por ser capaces de distorsionar la matriz
extracelular del epitelio pulmonar y vasos sanguineos. Se ha confirmado la presencia de
actividad colagenolitica en filtrados de cultivo de varias especies de micobacterias como
M. microti, M. avium, Mycobacterium kansassi, Mycobacternum terrae, Mycobacterium
gordonae y Mycobacterium fortuiturn, aunque ninguna ha mostrado mayor actividad que
M. tuberculosis H37Rv y algunos aislados de pacientes tuberculosos., La enzima
responsable de esta actividad se identific6 como una metaloproteasa de 75 KD
dependiente de iones divalentes®'.

Recientemente en M. tuberculosis H37Rv se identificaron las micosinas (proteasas de
serina transmembranales) codificadas por 5 genes (mycP1-mycP5), han sido detectadas
durante su crecimiento, son expresadas constitutivamente, lo cual sugiere que estan
inveolucradas en procesos celulares normales. Lo que resulta interesante es que los genes
mycP estan presentes en otras micobacterias virulentas (sélo un gen ha sido detectado en
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la micobacteria no patégena M. smegmatis), por lo que es posible que tengan un papel
importante como factores de virulencia®. Aunque la funcién de las micosinas durante el
crecimiento intracelular de M. tuberculosis no se conoce, Dave y colaboradores®
encontraron que la micosinal es expresada y procesada durante la infeccion en
macréfagos, siendo localizada en la membrana, pared y envoltura celular. También han
encontrado actividad proteolitica tipica de subtilisinas en el filtrado de cultivo. La
localizacion de estas micosinas puede sugerir que son importantes mediando la
interaccion con el hospedero, existiendo la posibilidad de que estén involucradas en la
patogénesis.

En el presente trabajo, se analizé un filtrado de cultivo de M. tuberculosis en el cual se
detecté actividad proteclitica que de primera instancia (por su peso molecular)
aparentemente es distinta a la detectada por otros grupos de trabajo, razon por la cual se
propuso su caracterizacion y posible identificacién.

18



ll.- JUSTIFICACION

El conocimiento sobre el papel de la protedlisis en la biologia de algunos microorganismos
patégenos ha sido ampliamente estudiado, no siendo asi para el caso particular de
micobacterias. En las bacterias patdégenas, las proteasas extracelulares generalmente
son factores de virulencia, las cuales contribuyen al desarrollo de las enfermedades.

El genoma de M. tuberculosis revela la presencia de un gran numero y variedad de genes
probables que codifican para proteasas, algunas de las cuales pueden ser secretadas sin
embargo, sélo unas pocas han sido identificadas.

El desconocimiento sobre el papel que estas proteinas estan desemperiando en la
biologia de esta bacteria y la posibilidad de que estén involucradas en patogénesis, las
coloca como candidatas para una investigacion exhaustiva.



IV. HIPOTESIS

¢ La actividad proteolitica detectada en el filtrado de cultivo de M. tuberculosis representa
la actividad de proteasas distintas a las ya descritas o sélo confirman la informacién que
se tiene hasta el momento?
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V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

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

tuberculosis

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinacién del pH éptimo
Determinacién del punto isoeléctrico
Evaluar el efecto de los inhibidores especificos de proteasas

Determinacién del peso molecular

vV V V V VY

Identificacién de las proteasas por secuenciacién
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V. MATERIALES Y METODOS

Cepa Micobacteriana. Mycobactenium tuberculosis cepa H37Rv (ATCC 27294) fue
obtenida de American Type Culture Collection.

Cultivo de M. tuberculosis y preparacion de proteinas del filtrado de cultivo (FC). M.
tuberculosis fue cultivada en medio Middlebrook 7H11 (Difco), suplementado con OADC
al 10% (ver anexo 1) durante 4 semanas a 37°C. Posteriormente, cultivada en medio
Sauton (7 semanas a 37°C sin agitacion). El medio de cultivo que contiene las proteinas
del FC fue separado de la masa bacteriana por filtracién a través de membranas con
poros de 0.45 ym y 0.22 um. Las proteinas fueron precipitadas con sulfato de amonio
(80% saturacién final) y centrifugado por 30 minutos a 10000 x g. El precipitado fue
resuspendido en 5 ml de PBS 1X y dializado contra PBS 1X, concentrado con azucar
glass y finalmente dializado una vez mas contra agua. Las alicuotas fueron almacenadas

a —70°C hasta su uso.

Electroforesis en gel de poliacrilamida con gelatina como sustrato (SDS-PAGE-
Gelatina). Las muestras proteicas obtenidas del FC fueron primeramente mezcladas con
la solucién amortiguadora de carga 2X sin B-mercaptoetanol (anexo 2) por 15 minutos a
37°C y separadas electroforéticamente en geles de poliacrilamida al 11% (anexo 3)
copolimerizados con gelatina al 1% (la cual funciona como sustrato). La técnica fue

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

Deteccién de regiones con actividad proteolitica. Una vez terminada la electroforesis,
el gel fue lavado dos veces, el primer lavado se llevo a cabo con Tritén X-100 al 2.5% por
30 minutos en agitacion a 4°C y el segundo con agua destilada por 10 minutos en
agitacion a temperatura ambiente. El gel fue colocado en la solucién amortiguadora de
incubacién (Tris-HCI 100 mM, pH 8.0 y CaCl, 2.5 mM) durante toda la noche a
temperatura ambiente en agitacién. Posteriormente tefiido con amido negro 0.1% (anexo
4) y destenido en una solucién con metanol, acido acético y agua destilada (50:10:40). La
actividad proteolitica fue visualizada como bandas blancas que contrastan con el fondo
negro.

Efecto de inhibidores de proteasas. El efecto inhibitorio en las proteasas fue
determinado por la incubacion de los geles en la solucién amortiguadora Tris-HCI 100
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mM, pH 8.0 y CaCl, 2.5 mM agregandole el inhibidor de interés, durante toda la noche a
temperatura ambiente en agitacion. La inhibicién de la actividad proteolitica fue estimada
por comparacion después de la tincién con muestras control (ausencia de inhibidores).
Los inhibidores usados en este trabajo fueron: PMSF (fenilmetilsulfonilfluorido), 1mM,;
TLCK (N-tosil-lisina clorometil cetona), 135 uM; Aprotinina, 0.3 uM; E-64 (N-(N-(L-3-Trans-
car-boxirano-2-carbonil)-L-leucil)-agmatina), 28.0 uM; EDTA, 2 mM; Pefabloc SC (4-
(Aminoetil)-ben-zenesulfonil-flourido, hidrocloride (AEBSF), 4 mM y Pepstatina, 1 uM
(para mayor detalle vease anexo 5). Los porcentajes de inhibicién se determinaron de
acuerdo a los valores obtenidos del andlisis de los geles por densidad o6ptica en el

programa Quantity One (Bio-Rad).

Determinacion de pH 6ptimo. El efecto del pH fue determinado por la incubacién de los
geles en la solucién amortiguadora Tris-HCI, 100 mM y CaCl, 2.5 mM (ajustandole el pH a
7.0, 8.0 y 9.0); en la solucién amortiguadora citrato de sodio 50 mM (pH 4.0, 5.0y 6.0) y
en la soluciéon amortiguadora carbonato de sodio 200 mM (pH 10.0 y 11.0), durante toda
la noche a temperatura ambiente en agitacion. Los porcentajes de activacién se
determinaron de acuerdo a los valores obtenidos del andlisis de los geles por densidad
optica en el programa Quantity One (Bio-Rad).

Estimacion del peso molecular. Las muestras del FC fueron separadas
electroforéticamente en geles SDS-PAGE-GELATINA empleandose marcadores de pesos
moleculares preteriidos (Bio-Rad), el peso molecular fue determinado en el programa
Quantity One (Bio-Rad).

Electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida (2-D PAGE) y transferencia
de proteinas. Para la primera dimensién (enfoque isoeléctrico) se utilizaron las tiras
Immobiline DryStrip pH 4-7L 18 cm (Amersham Pharmacia Biotech), las cuales fueron
hidratadas en una solucién de rehidratacién con la solucién amortiguadora IPG (anexo 6)
durante toda la noche a temperatura ambiente. Las muestras proteicas (aproximadamente
100 ug del FC total) fueron solubilizadas en solucion de rehidratacién por 20 minutos y
focalizadas en tres etapas: la primera durante 1 minuto a 500V, 2 mA, 5W; la segunda
durante 1:30 minutos a 3500V, 2 mA, 5W y la tercera durante 5 horas a 3500V, 2 mA, 5W.
El enfoque isoeléctrico fue llevado a cabo en la camara Multiphor Il Electrophoresis Unit
(Amersham Pharmacia Biotech).



La segunda dimensién se llevé a cabo como se describié en la parte de electroforesis, con
la unica diferencia de no utilizar gelatina. La tira fue colocada en el gel concentrador y
sellada con agarosa al 1%. Los geles obtenidos fueron transferidos a membranas de
nylon y tefiidos con azul de Coomassie (anexo 7). Aquellos puntos que coincidian con los
puntos con actividad proteolitica fueron cortados de la membrana y secuenciados.

2-D PAGE con gelatina como sustrato. La electroforesis en dos dimensiones se llevo a
cabo como se describié en la parte de 2-D PAGE, s6lo que en la segunda dimensién se
utilizé gelatina al 1%. Después de la corrida el gel fue sometido al método descrito en la
parte de deteccién de regiones con actividad proteolitica.

Tincién inversa y extraccion de bandas de protedlisis. Las muestras proteicas fueron
separadas electroforéticamente como se describié en la parte de electroforesis, sin
adicionar gelatina. El gel fue tefiido con Imidazol-Zinc (anexo 8). Siguiendo el patrén de
migracién de las proteasas, se extrajeron del gel 3 regiones en las cuales migran las
proteasas, a estas regiones se les retird la tincién con acido citrico 2%, se neutralizaron
con solucién amortiguadora de transferencia 1X y fueron puestas en la solucién
amortiguadora de carga 2X. Para corroborar si las regiones contenian actividad
proteolitica, fueron separadas electroforéticamente en SDS-PAGE-Gelatina. El gel fue
sometido al método descrito en la parte de deteccion de regiones con actividad
proteolitica. Por otra parte, las regiones extraidas del gel que mostraron actividad
proteolitica fueron transferidas a una membrana de nylon y tefiidas con azul de
Coomassie. Las regiones fueron cortadas de la membrana y secuenciadas.

Secuenciacién de proteinas Las regiones aisladas del gel tefiido con Imidazol-Zinc
fueron secuenciadas a partir del extremo amino-terminal. Los puntos extraidos de la
membrana que coincidian con los puntos con actividad proteolitica fueron analizados por
espectometria de masas (MALDI-TOF, Amersham Pharmacia Biotech). Ambos andlisis se
llevaron a cabo en el GBF-SF, German National Research Center for Biotechnology,
Braunschweig, 38124 Braunschweig, Germany.
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VIl. Resultados

VIL.1.- Deteccién de regiones con actividad proteolitica. Las muestras proteicas
obtenidas del filtrado de cultivo de M. tuberculosis fueron separadas electroforéticamente
en geles de poliacrilamida al 11% co-polimerizados con gelatina como sustrato. Tres
regiones (bandas) con actividad proteolitica fueron detectadas cuando a los geles se les
retird el SDS con Tritén X-100 y fueron incubados en la solucién amortiguadora Tris-HCI,
pH 8.0 con CaCl,, durante toda la noche a temperatura ambiente. La estimacion del peso
molecular de las tres bandas obtenida del programa Quantity One (Bio-Rad) fue la
siguiente: la banda 1 con un peso superior a los 100 kD; banda 2 con un peso de 50.3 kD
y la banda 3 con un peso de 47.3 kD (figura 1). '
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Figura 1. SDS-PAGE con gelatina como sustrato mostrando las regiones (bandas) con actividad
proteolitica detectadas en el filtrado de cultivo de M. tuberculosis. A la izquierda los pesos moleculares.

VII.2.- Determinacioén del pH 6ptimo. La actividad proteolitica de las tres bandas fue
detectada a distintos valores de pH probados (figura 2), sin embargo el porcentaje de
activacion fue distinto (Tabla 4). El porcentaje de activacién relativo a cada pH probado
fue determinado a través de la lectura de la densidad éptica de las bandas con actividad
proteolitica, por medio del programa Quantity One (Bio-Rad).

La figura 3 muestra el porcentaje de activaciéon para cada banda a cada pH analizado. Las
lecturas de densidad éptica obtenidas para las tres bandas a pH 9 se tomaron como el
100 %, siendo los valores mas altos obtenidos y por lo tanto designado como pH 6ptimo
(carril 6). A pH 8 (carril 5), el porcentaje de activaciéon obtenido fue, 97.3% para la banda
1, 92% banda 2 y 92.3% banda 3, valores cercanos al 100% de activacién. A pH 7 la
actividad proteolitica de las tres bandas también se favorecié, 81% banda 1, 61% banda 2
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y 59.6% banda 3 (carril 4), aunque fue menor a los dos anteriores. Con pH 10y 11 los
valores obtenidos fueron similares a pH 7 (carril 7 y 8 respectivamente). ApH 4,5y 6
(carril 1, 2 y 3 respectivamente), el porcentaje de activacion fue inferior a los obtenidos
con valores de pH basicos.

kDPM1 Z 3 4'5 8.7 B
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Figura 2. Determinacién del pH éptimo de las proteasas detectadas en el filtrado de cultivo de M.
tuberculosis. a) SDS-PAGE con gelatina como sustrato mostrando la actividad proteolitica de las tres
regiones (bandas) sometidas a diferente pH. Carriles: 1. pH 4.0; 2. pH 5.0; 3. pH 6.0; 4. pH 7.0; 5. pH 8.0; 6.
pH 9.0; 7. pH 10.0; 8. pH 11.0. A la izquierda los pesos moleculares. '
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Figura 3. Porcentaje de activacion relativo a cada pH probado. Los valores de densidad éptima més altos
fueron designados como el 100% de activacién (pH 9), a partir de los cuales se designaron los porcentajes de
activacién restantes para cada banda en particular.
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Tabla 4. Determinacién del pH 6ptimo.

pH Banda D.O. % de activacién
4 1 45.1198 16.3083654
2 117.5290 46.3880518
3 128.7980 49.0736631
5 1 198.2602 71.6603305
2 162.8363 64.2705947
3 154.9690 59.0451443
6 ] 154.4790 55.8357966
2 117.0166 46.1858103
3 87.4304 33.3120855
7 1 224.5751 81.1717425
2 154.7322 61.0719508
3 156.3149 59.5579492
8 1 269.3171 97.3435536
2 233.1633 92.0282759
3 242.3543 92.3400461
9 1 276.6666 100
253.3605 100
3 262.4585 100
10 1 222.5124 80.4261881
2 153.6528 60.6459176
3 152.2541 58.0107331
11 1 223.2541 80.6942725
2 152.6524 60.2510652
3 149.2584 56.8693336

VII.3.- Efecto de los inhibidores en la actividad proteolitica. La figura 4 se muestra el
efecto de los diferentes inhibidores sobre la actividad proteolitica de las tres bandas. La
tabla 5 muestra el porcentaje de inhibicién relativo para cada inhibidor probado. El
porcentaje de inhibicion relativo se determiné mediante la lectura de la densidad éptica
(D.O.) de las bandas con actividad proteolitica, por medio del programa Quantity One
(Bio-Rad). Los valores de densidad optica obtenidos del experimento control (sin
inhibidor), fue el valor correspondiente al 0% de inhibicidn, a partir de los cuales se
design6 cada porcentaje de inhibicién para cada banda en particular.
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El efecto de E-64 y Pepstatina en la actividad proteolitica de las tres bandas fue
practicamente nulo, debido a que los porcentajes de inhibicién relativa no superan el 2%
(carril 2 y 3 respectivamente). Pefabloc mostré un gran efecté sobre la actividad de la
banda 1y 3, 46.1% y 43% respectivamente. Con TLCK también se observé un efecto
sobre la actividad de la banda 1 y 3 con un porcentaje alto, 37% y 44.6% respectivamente
(carril 5). El efecto inhibidor de Aprotinina sobre la banda 3 fue mayor (49.4%), con
respecto a las bandas 1 y 2 (carril 6). Con PMSF la actividad de las tres bandas fue
inhibida con 18.5% banda 1, 58.2% banda 2 y 61.3% banda 3 (carril 7). EDTA (carril 8)
mostré la mayor inhibicién sobre la actividad proteolitica de las tres bandas que cualquier
otro inhibidor probado, 46.7% banda 1, 69.2% banda 2 y 73.7% banda 3 (figura 5).
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207
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525
36.2

Figura 4. Efecto de los inhibidores sobre la actividad proteolitica detectada en el filtrado de cultivo de
M. tuberculosis. SDS-PAGE con gelatina como sustrato incubado con los diferentes inhibidores de
proteasas. Carriles: 1. Sin inhibidor; 2. E-64, 0.28 uM; 3. Pepstatina, 1 uM; Pefabloc, 4mM; 5. TLCK, 135 uM,;
6. Aprotinina, 0.3 uM; 7. PMSF, 1 mM; 8. EDTA, 2 mM. A la izquierda los pesos moleculares.

VIl.4.- Detecciéon de puntos con actividad proteolitica por electroforesis
bidimensional. Las proteinas del filtrado de cultivo de M. tuberculosis fueron separadas
electroforéticamente en 2-D PAGE con gelatina como sustrato. Para la primera dimensién
(enfoque isoeléctrico) se utilizé el rango de pH 3-10. Posterior a la segunda dimensién, al
gel obtenido se le retird el SDS con Tritén X-100 y fue incubado en la solucion
amortiguadora Tris-HCI 100 mM pH 8.0, durante toda la noche a temperatura ambiente.
Seis puntos con actividad proteolitica fueron detectados, con un punto isoeléctrico entre
pH 4 y 5. Tres puntos presentaron un peso molecular 50.3 kD, con punto Isoeléctrico
distinto, los otros tres puntos presentaron un peso molecular de 47.3 kD, con punto
isoeléctrico distinto también, sin embargo similar a los tres puntos de 50.3 kD, es decir,
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cada punto de 50.3 kD parece corresponder con un punto de 47.3 kD (figura 4). Los
puntos detectados corresponden a las bandas 2 y 3 (50.3 y 47.3 kD respectivamente)
detectadas en SDS-PAGE-Gelatina (véase figura 1). La banda 1 no pudo ser detectada

por esta técnica.
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Figura 5. Porcentaje de inhibicién sobre la actividad proteolitica de las tres bandas para cada uno de
los inhibidores probados. Los valores de densidad 6ptica obtenidos del experimento control (sin
inhibidor), fue el valor correspondiente al 0% de inhibicién, a partir del cual se designo el porcentaje
de inhibicién para cada banda en particular.
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Tabla 5. Efecto de los inhibidores en la actividad proteolitica de las tres bandas detectadas

en el filtrado de M. tuberculosis.

Inhibidores Concentracién de uso Banda D.O. % de inhibicién
Sin inhibidor - 1 264.2935 0
2 208.3794 0
3 241.6474 0
E-64 [ 0.28 uM
1 260.2542 1.52833876
2 206.3913 0.95407703
3 239.6252 0.83683913
Pepstatina 1uM
1 262.5241 0.66948298
2 205.1563 1.54674598
3 238.6235 1.25136873
Pefabloc [ 4 mM
1 142.4618 46.09712308
2 180.4047 13.4248875
3 137.9180 42.9259326
TLCK 135 uM
1 166.2848 37.08328052
2 206.3913 0.95407703
3 133.7709 44.6421108
Aprotinina 0.3 uM
1 241.0252 8.803962262
2 199.1259 4.44069807
3 122.2217 49.4214711
PMSF 1 mM
: 1 215.2595 18.55285885
2 87.1883 58.1588679
3 93.5488 61.2870654
EDTA 2 mM
1 140.4361 46.86358159
2 64.0849 69.2460483
3 63.4354 73.7487761
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Figura 6. Puntos con actividad proteolitica detectados en el filtrado de cultivo de M. tuberculosis por
electroforesis bidimensional. 2-D PAGE con gelatina como sustrato mostrando los puntos detectados con
actividad proteolitica, focalizados entre pH 4 y 5, los cuales por su patrén de migracién en gel corresponden a
la bandas 2 y 3 detectadas por electroforesis de una dimensién.

VII.5.- Electroforesis bidimensional, transferencia de proteinas y 2-D PAGE con
gelatina como sustrato. El filtrado de cultivo de M. tuberculosis fue separado
electroforéticamente en 2-D PAGE, transferido a una membrana de nylon y teriida con
azul de Coomassie. A la par, el filtrado de cultivo fue separado en 2-D PAGE con gelatina
como sustrato, sometiendo al gel al lavado con Tritén y colocado en la solucion
amortiguadora de incubaciéon durante toda la noche a temperatura ambiente, para
visualizar los puntos con actividad proteolitica. Al comparar las dos electroforesis
bidimensionales, se logré detectar en la membrana tefiida con Coomassie seis puntos que
coincidian con los puntos con actividad proteolitica (figura 5). Los puntos fueron cortados
de la membrana y secuenciados.
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Figura 5. Puntos detectados en el filtrado de cultivo de M. tuberculosis por electroforesis
bidimensional. a) 2-D PAGE con gelatina como sustrato en el que se muestran los puntos con actividad
proteolitica. En la parte inferior el rango de pH utilizado. b) 2-D PAGE tenido con Coomassie en donde se
muestra la regi6n correspondiente a los puntos que coincidian con los puntos hidrolizados del gel en el inciso
a) de acuerdo a su patrén de migracién, los cuales fueron cortados y secuenciados. En la parte inferior el
rango de pH utilizado. A la derecha los pesos moleculares.
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VII.6.- Secuenciaciéon de proteinas. Las regiones cortadas del gel tefiido con Imidazol-
Zinc (a la altura de 50 y 47 kD) y transferidas a una membrana de nylon fueron
secuenciadas. El andlisis de la secuencia del extremo amino terminal permitié obtener la
secuencia parcial de los siguientes aminoacidos (P E1 R P Y H L L), este dato fue
de del Web
(http://genolist.pasteur.fr/TubercuList/) del cual se identificé a dicha secuencia como parte

incorporadc a la base datos Tuberculist Server
del extremo amino terminal de la secuencia completa de la proteina CLPB MYCTU (figura
6), la cual esta identificada como probable endopeptidasa de unién a ATP. Es una
proteina de choque térmico (heat shock), referida como CipB, producto del gen c/pB (Rv
0384c) de M. tuberculosis, compuesta de 848 aminoacidos, con una masa molecular
tedrica de 92536 y un punto isoeléctrico de 4.9752. La proteina ClpB estd compuesta de
varios dominios, un dominio amino-terminal (1-160); dos dominios de unién a ATP:
dominio 1(161-410); dominio 2(531-724), los cuales estan separados por una region
espaciadora (411-530). Ambos dominios de unién a ATP contienen el motivo Walker A
(*®GX,CKT??y O7GX,GKT®"*) y Walker B (*’DE?* y *"®DE®®"), motivos propuestos para
la unién e hidrélisis de ATP; un dominio SSD carboxilo terminal que contiene el motivo
GAR (®®GAR®®), propuesto como sensor del estado del nucleétido que esta unido al
motivo de unién a ATP, mediando el cambio conformacional del dominio carboxilo-

terminal.
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Figura 6. Secuencia de aminoéacidos de la proteina ClpB de M. fuberculosis. Subrayado en negritas la
secuencia de aminoacidos obtenida del analisis de secuenciacién del extremo amino-terminal. ClpB esta
compuesta de varios dominios, un dominio amino-terminal (en color café); dos dominios de unién a ATP (en
color negro), los cuales estédn separados por una regién espaciadora (en color azul). Ambos dominios de
unién a ATP contienen el motivo Walker A (*®GX,GKT*"y ®’GX,GKT®") y Walker B (*’DE** y *°DE®®"),
ambos en color rojo; un dominio SSD carboxilo terminal (en color verde) que contiene el motivo GAR

(BOSGARSOG) en color rosa.
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De los puntos cortados del gel bidimensional (Figura 5b) y analizados por espectometria
de masas no se logré obtener ningun dato que pudiera darnos algun resultado.

La busqueda de dominios conservados en la secuencia de la proteina ClpB mostré que
esta proteina comparte algunos dominios con otras proteinas también dependientes de
ATP, presentes tanto en eucariontes como procariontes. Los dominios conservados que la
proteina ClpB de M. tuberculosis comparte con esas otras proteinas, son los motivos de
unién a ATP (figura 7), a excepcion de la proteina SbcC (una ATPasa involucrada en la
reparacion de DNA), la cual comparte sélo la regidn espaciadora (aminoacidos 411-530).

1 100 200 300 400 500 600 700 800 848

Figura 7. Dominios conservados en la secuencia de la proteina ClpB de M. tuberculosis. La figura
muestra los dominios que ClpB comparte con otras proteinas dependientes de ATP.

Para determinar si la proteina ClpB contenia en su secuencia aminoacidica un péptido
sefal potencial, asi como un sitio de corte, la secuencia de los primeros 70 aminoacidos
ubicados en el extremo amino-terminal fue analizada en el programa SignalP V3.0 Server
(http://tbsp.phri.org/methodframe.html). Los resultados del andlisis mostraron un probable
sitio de corte potencial entre la posicién 32 y 33. La probabilidad obtenida que pudiera
indicar que dichos amino4cidos forman parte de un péptido sefial estandar fue muy baja
(0.025), debido a ello, con la prediccion del programa, éste no reconoce a dicha secuencia
como un péptido sefial, aunque si presenta un sitio de corte.
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VIil. DISCUSION

En el presente trabajo se identificaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida
con gelatina como sustrato, 3 bandas con actividad proteolitica én el filtrado de cultivo de
M. tuberculosis H37Rv (la banda 1 con un peso superior a los 100 kD; la banda 2 con un
peso de 50.3 kD y la banda 3 con un peso de 47.3 kD). Este método sensible, ademas de
un analisis rapido, permitié la caracterizacién preliminar de las enzimas proteoliticas
estables en SDS, asi como el estudio simultdneo del efecto de una variedad de
condiciones experimentales, por el simple cambio de composicion de la solucién
amortiguadora de incubacioén.

Con el fin de determinar a que clase de proteasas correspondia la actividad proteolitica
observada en cada una de las bandas, se utilizaron inhibidores especificos. Se observé la
inhibicién parcial de la actividad proteolitica de las tres bandas cuando se utilizaron los
inhibidores de proteasas de serina: Pefabloc, TLCK, Aprotinina y PMSF, indicando estos
resultados que la actividad proteolitica pertenecia a proteasas de este tipo. La mayor
inhibicién en la actividad proteolitica de las tres bandas se observé cuando se utilizd
EDTA (inhibidor especifico de metaloproteasas).

Algunas proteasas de serina son dependientes de calcio, el EDTA al “secuestrar” este ién
puede, al igual que los inhibidores de serina, reducir eficazmente la actividad de las
proteasas. La actividad de la banda 1 fue observada sélo en presencia de calcio, el cual
fue incluido a la solucién amortiguadora de incubacién. Con EDTA su actividad fue
reducida drasticamente, lo que indicé que la (o las) proteasa (s) correspondiente a esta
banda es dependiente de calcio.

La actividad de las bandas 2 y 3 fue visualizada sin la adicién de calcio a la solucién
amortiguadora de incubacién, lo que pudiera indicar que su inhibicién por EDTA no fue
por la ausencia de calcio, sino por algun otro ién o metal (como Cu2+, Fe2+, Mg2+, Mn2+,
Ni2+), que pueda unirse al inhibidor y no estar disponibles para al enzima.

Es posible también que las bandas proteoliticas estén compuestas de ambas clases de
proteasas, es decir, tanto de la clase serina como metaloproteasas, debido a la doble
inhibicién.

Asi, con base a la sensibilidad a los mismos inhibidores y actividad similar a un pH
especifico (pH 8 y 9), es posible asumir que las tres bandas pertenecen a la misma clase
de proteasas (serina), una de ellas dependientes de calcio (banda1), las dos restantes de
algun otro i6n (bandas 2 y 3).
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Para determinar si las bandas observadas estan compuestas por una o mas proteasas, el
FC de M. tuberculosis fue analizado en una electroforesis bidimensional, la cual permiti6
detectar seis puntos con actividad proteolitica, focalizados en el pH 4acido, los cuales por
su patrén de migracion se corresponden a las bandas 2 y 3, la banda 1 no pudo ser
detectada por esta técnica. Tres de los puntos presentaron el mismo peso molecular, 50.3
kD (banda 2), con punto isoeléctrico distinto, aunque muy cercano entre ellos. Los otros
tres puntos restantes también presentaron el mismo peso molecular, 47.3 kD (banda 3),
con punto isoeléctrico distinto también. Ambos conjuntos de puntos fueron detectados
entre pH 4 y 5. Por su disposicién en cuanto a peso molecular y punto isoeléctrico es
posible que se traten de isoformas.

Para identificar a las proteasas, se extrajeron del gel de poliacrilamida las bandas que se
correspondian con la actividad proteolitica, con el objetivo de separarlas del conjunto de
proteinas presentes en el FC. Estas bandas fueron sometidas al analisis de la secuencia
del extremo amino terminal, con este analisis (sélo se logré secuenciar la banda 3) se
identificé a la proteina ClpB, una proteina de choque térmico, anéloga a la proteina ClpB
de E. coli, mostrando 54 % de identidad.

Teéricamente ClpB de M. tuberculosis presenta un peso molecular de 92 kD?"; la banda
secuenciada identificada como ClpB migré en el gel de poliacrilamida aproximadamente a
50 kD, lo cual no coincide con el peso teérico esperado, segun su secuencia.

El anadlisis de la secuencia del extremo amino terminal permitié obtener la secuencia
parcial de unos cuantos aminodcidos (P EI1 R P Y H L L). El primer aminoacido prolina
(P), en la secuencia completa de la proteina ClpB se encontré ubicado en la posicién 27
con respecto al aminoacido metionina, el cual inicia dicha secuencia (véase Figura 6), por
lo que se pensé que los aminodcidos faltantes podrian corresponder a un péptido sefial,
cortado cuando la proteina fue secretada al medio extracelular. Para determinar si
contenia un péptido sefial potencial, asi como un sitio de corte, la secuencia completa de
aminodcidos de la proteina ClpB fue analizada en el programa SignalP V3.0 Server
(http://tbsp.phri.org/methodframe.html); estos datos nos darian una idea de que esta
proteina fue secretada al medio extracelular por una via de secrecidbn secuencia
dependiente. El resultado del analisis mostré un sitio con mayor probabilidad de corte
entre la posicién 32 y 33, lo que indicaba que al menos los primeros 32 aminoacidos
podrian ser parte de un péptido sefial, contrario al dato obtenido por secuenciacion, el
cual indicé que la secuencia comenzaba a partir del aminoacido prolina, en la posicién 27,
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de esta manera, el probable péptido sefial (en el caso de que estuviera presente) lo
conformarian por lo menos los primeros 26 aminoacidos faltantes y no los 32, como lo
predijo el programa.

Es muy importante tomar en cuenta que en los datos obtenidos del programa, se
identificaron otros sitios de corte con menor probabilidad y uno de ellos coincide con el
inicio de la secuencia obtenida del analisis del extremo amino. La prediccion de la
presencia de un péptido serial como tal en el extremo amino terminal, se obtuvo del
mismo programa, € indicé que los aminoacidos analizados aparentemente no son parte
de un secuencia senal.

La via de secrecién de proteinas denominada secuencia dependiente, requiere la
presencia de una secuencia sefial, la cual es agrupada en tres clases: clase 1,2y 3. Las
secuencias clase 1 no muestran homologia en su secuencia de aminoacidos, sin embargo
a nivel estructural comparten tres caracteristicas altamente conservadas: 1.- Un extremo
amino terminal cargado positivamente (dominio N, 1-5 aminoacidos); 2.- Al menos seis
aminoécidos hidrofébicos (dominio H, 7-15 aminoacidos); y 3.- Una regién carboxilo
terminal polar no cargada (dominio C, 3-7 aminoacidos), en la cual se encuentra
localizado sitio de corte®. El extremo amino terminal faltante (26 aminoacidos) de la
secuencia de la proteina ClpB de M. tuberculosis presenta dichas caracteristicas
estructurales; el amino terminal cargado positivamente estad representado por los
aminoacidos MDSFNPTTKTQ, de los cuales el aminoacido Lisina (K) es el que confiere
al dominio-N la carga positiva. El dominio-H, lo conforman los aminoacidos
AALTAALQAA, con caracteristicas hidrofébicas y la regién carboxilo terminal compuesta
por STAGN, de los cuales (segin el andlisis de la secuenciacién del extremo amino
terminal), el sitio de corte se localiza en el aminoacido asparagina (N), como puede
corroborarse en la figura 6.

No se puede descartar que la via de secrecion por la cual dicha proteina esté siendo
secretada, no sea dependiente de secuencia, sino independiente dado que en el filtrado
de cultivo (FC) de M. tuberculosis también se han encontrado proteinas que no contienen
una secuencia sefial (tabla 3)%.

La falta de los primeros 26 aminoacidos en la secuencia del extremo amino-terminal
pudieron ser eliminados por algin corte inespecifico llevado a cabo por una proteasa
presente en el medio de cultivo. La ausencia de los 26 aminoacidos iniciales, pudo afectar
el peso molecular de la proteina, reduciéndolo. Sin embargo, la reduccién no seria tan
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pronunciada, hasta el punto de que la proteina migrara aproximadamente a 50 kD. Como
se menciond anteriormente, la secuencia parcial obtenida fue de sélo unos cuantos
aminoacidos ubicados en el extremo amino terminal, es por ello que no es posible
determinar si la proteina ClpB presente en el filtrado de cultivo se encuentra completa. En
otras palabras, la proteina pudo haber sufrido otro corte proteolitico adicional en la
secuencia restante (que al parecer no afecta su actividad), lo que le restaria tamario
reduciendo aun mas su peso molecular, esto pudiera explicar por qué el peso molecular
de la proteina detectada en el gel es tan bajo.

Las proteinas llamadas chaperonas estan implicadas en numerosos procesos en las
células bacterianas, asisten el plegamiento y la secrecién de proteinas, ademas de
prevenir su agregacién en condiciones de estrés por calor. Aunado a esto, reparan
proteinas que han sido dafiadas o mal plegadas®. CIpB es una chaperona dependiente
de ATP, perteneciente a la familia Hsp100 de ATPasas asociadas con diversas
actividades celulares (AAA+)%. A diferencia de otras Hsp100, ClpB es la Unica que
aparentemente no interacciona con la subunidad proteolitica ClpP, subunidad que le
confiere actividad de proteasa, por lo que algunos autores han propuesto que ClpB no es
capaz de degradar directamente sustratos proteicos, y al parecer sélo tiene actividad de
chaperona®. La ausencia del motivo [LIV]-G-[FL] en CIpB, un tripéptido involucrado en la
interaccion de las Clp-ATPasas con CIpP, es una de las evidencias propuestas para
explicar porque ClpB no interacciona con CIpP®. Es posible que otro componente
proteolitico semejante a ClpP aun no identificado, pueda asociarse de manera distinta con
ClpB en la formacién de un nuevo tipo de complejo de proteasas dependientes de ATP.
Por la similitud de la secuencia de ClpB con CIpA (subunidad de la proteasa ClpA-CIpP),
particularmente de los motivos de unién a ATP, otros autores sugieren que al igual que
ClpA, la proteina ClpB puede tener un papel importante en procesos proteoliticos
dependientes de ATP¥.

El papel funcional y sustrato proteico potencial de ClpB son descondcidos. La expresién
de esta proteina es esencial para la sobrevivencia de algunas bacterias a altas
temperaturas®; coopera con otro grupo de chaperonas (DnaK/DnaJ/GrpE) para rescatar
proteinas mal plegadas de estados de pre-agregacion reversibles’™.

Tanto el gen clpB como cipP, estan bajo el control del producto del gen hspR y el factor
sigma H (sigH)”*, ambas proteinas estan involucradas en Ia respuesta de estrés por calor.
ClpP ha sido identificada también como proteina de choque térmico™; es probable que la
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proteina ClpB y CIpP u otro componente proteolitico formen un complejo durante el
choque térmico bajo condiciones especificas que aun no han sido determinadas, lo que
explicaria el por qué dicho complejo no se ha observado .in vitro™. Si la actividad
proteolitica detectada en los geles de poliacrilamida es el resultado de la formacién de
dicho complejo™, entonces es posible que nos encontremos ante un fenémeno diferente
al descrito para ClpB en otros organismos, en el cual este complejo sea participe en
procesos proteoliticos dependientes de ATP*, aunque esto no es muy probable si
tomamos en cuenta que el analisis de la estructura de ClpB de E. coli mostré que esta
proteina forma un heptamero™, sumado ademas el componente proteolitico (que en el
caso de ClpP también forma un heptamero), resulta un complejo con un peso molecular
muy grande. El peso molecular teérico de ClpB de M. tuberculosis es de 92 KkD;
particularmente para esta proteina no se ha determinado aun si forma una estructura
similar. Si se pliega de la misma manera que la descrita para la ClpB de E. coli (cada
subunidad del heptamero seria de 92kD, mas el componente proteolitico), entonces no es
posible que un complejo de tal peso molecular se pudiera detectar en los geles utilizados
en este estudio. Con todo esto podemos concluir que la actividad proteolitica detectada en
los geles no es producto de la participacién de dicho complejo proteolitico.

La actividad proteolitica de la proteina ClpB, hasta este momento, no ha sido
comprobada. Recientemente se demostré que la degradaciéon eficiente de proteinas
mitocondriales (la cual es dependiente de ATP) en Saccharomyces cerevisiae es mediada
por la presencia de la chaperona Hsp78. La proteina Hsp78 es homdloga a ClpB, y
presenta funciones similares en termotolerancia y proteccién en estrés’’ pero sin funcién
proteolitica aparente.

Algunos autores han propuesto que la degradacién dependiente de Hsp78 esta mediada
por la proteasa Pim1/LON, de manera que la proteina Hsp78 coopera funcionalmente con
esa proteasa “preparando” a las proteinas sustrato para su degradacién (cooperacién
chaperona-proteasa), evidenciando que la degradacién no es directamente por Hsp787.
Esta cooperacién de las chaperonas Clp/Hsp100, especificamente las del subtipo ClpB
con sistemas proteoliticos, es un primer acercamiento al hecho de que este tipo de
chaperonas tienen un papel importante en procesos proteoliticos dependientes de ATP,
ampliando su funcionalidad mas allé de su exclusividad como ATPasas, dado que a las
proteinas ClpB sélo han sido implicadas en la reactivacion de polipéptidos agregados™ y
no en protedlisis como tal, asi, su participacion en protedlisis podria representa un nuevo
aspecto funcional para esta clase de chaperonas.
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El mecanismo de accién de la proteina ClpB de M. tuberculosis aian no se conoce, sin
embargo, es posible que al igual que la proteina Hsp78 de S. cerevisiae, coopere con
algun sistema proteolitico o proteasas para la degradaciéon de polipéptidos, de esta
manera se pudiera explicar la presencia de ClpB en la regién (banda) secuenciada, donde
se detect6 la actividad proteolitica.

Tomando en cuenta que la proteina ClpB de M. tuberculosis es secretada al medio
extracelular, caracteristica hasta este momento Unica en esta bacteria®, es posible que la
funcién llevada a cabo por esta proteina sea también unica y el hecho de encontrarla por
secuenciacién en la banda correspondiente a la actividad proteolitica nos lleva a
especular dos posibles funciones: la primera, que ClpB esté cooperando con algun
sistema proteolitico o proteasa extracelular en la degradacién del sustrato o que por si
sola presente actividad proteolitica. Es posible también que las dos especulaciones estén
erradas, debido a que no existe evidencia suficiente que respalde dichas afirmaciones,
por lo que no se puede descartar el hecho de que la proteina ClpB haya sufrido un corte
por una proteasa presente en el medio de cultivo, lo que la llevé a caer en el peso de 50
kD en el gel, migrando conjuntamente con otra proteasa aun no identificada, que
posiblemente sea la responsable de la degradacién del sustrato.

Las enzimas proteoliticas secretadas por bacterias son muy importantes, debido a que las
bacterias se proveen de fuentes proteicas degradando proteinas extracelulares con la
ayuda de esas proteasas. Posiblemente las proteasas detectadas en este trabajo cumplan
una funcién nutricional, aunque es valido pensar también que, al igual que muchas
bacterias patégenas que secretan proteasas que muestran un alto potencial de aumento
en la patogénesis®, las proteasas secretadas por M. tuberculosis detectadas en este
trabajo presenten un papel similar, es por ello que es muy importante definir la funcion y
regulacion de dichas enzimas, pues representa una aproximacion Util hacia el anélisis de
la fisiologia de patégenos micobacterianos.

La localizacién de ClpB en el medio extracelular abre una puerta para investigar a fondo el
posible papel en el que esta proteina pudiera estar involucrada. Posiblemente como
proteina de estrés, represente un factor imprescindible para la sobrevivencia de la
bacteria durante condiciones desfavorables dentro del hospedero.
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Con los resultados obtenidos en este trabajo es factible mencionar que la actividad
proteolitica detectada no corresponde con la informacion obtenida hasta el momento, por
lo que las proteasas encontradas representan a otras proteinas secretadas al medio de
cultivo, con ello aumentando la lista de proteinas liberadas por la micobacteria durante su

crecimiento in vitro.
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IX. CONCLUSIONES

Tres regiones (bandas) con actividad proteolitica de mas de 207 kD (banda 1), 50.3 kD
(banda 2) y 47.3 kD (banda 3) fueron detectadas en el filtrado de cultivo de M.

tuberculosis.

La actividad proteolitica de las tres bandas fue detectada a cualquier valor de pH probado,
sin embargo la mayor actividad se presenté apH 8y 9.

La inhibicién de la actividad proteolitica de las tres bandas fue observada cuando se
utilizaron Pefabloc, TLCK, Aprotinina y PMSF, inhibidores de proteasas de serina,
indicando que la actividad proteolitica esta dada por proteasas de este tipo, una de ellas
dependientes de calcio (banda1), las dos restantes de algun otro ién (banda 2 y 3) por su
inhibicién con EDTA.

Seis puntos con actividad proteolitica fueron detectados por medio de una electroforesis
bidimensional, todos presentando un punto isoeléctrico entre pH 4 y 5.

El analisis de la secuencia del extremo amino terminal identific6 a una de las bandas
proteoliticas (banda 3) como la proteina de choque térmico ClpB.
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X. PERSPECTIVAS

Con los resultados obtenidos en el presente trabajo no se logra evidenciar una asociacion
directa entre la actividad proteolitica (proteasas) y la presencia de la chaperona ClpB, por
lo que se generan cuestionamientos sobre la funcién de ClpB como proteasa.

El estudio de la proteina ClpB de manera individual puede aportar datos importantes que
nos permitan demostrar que la actividad proteolitica detectada en el filtrado de cultivo de
M. tuberculosis corresponde o no a dicha proteina.
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XI. ANEXO

Anexo 1

OADC

Cloruro de Sodio 8.5 g
Acido oleico 0.6 mi
Dextrosa 20 g
Catalasa 0.03 g
AlbGimina bovina 50 g
Volumen final 20 ml

Anexo 2

Solucién amortiguadora de carga 2X

SDS 2%

Glicerol 20%

Solucién amortiguadora, gel concentrador 4X, 25%
Azul de bromofenol 0.0025%

Anexo 3
Preparacién de la solucién madre de acrilamida. . '
Preparado comercial al 30% acrilamida (Bio-Rad), 0.8% Bis. N,N’methylene-bis-acrylamide (Electrophoresis
Purity Reagent).
Para 500 ml
150 g de acrilamida

4.0 g de Bis-acrilamida, disolver en 200 ml de agua milliQ y aforar a 500 ml.

Solucién gel separador 4X.

1.5 mM Tris pH 8.8, 0.4% SDS.

Para 500 ml

90.85 g de Tris, disolver en 300 ml de agua milliQ y ajustar el pH a 8.8 con HCI diluido
2.0 g de SDS, disolver en 300 ml de la solucién Tris y aforar a 500 ml.

Solucién gel concentrador 4X.

0.5 mM Tris-HCI pH 6.8, 0.4% SDS.

Para 250 mi

19.7 g de Tris-HCI, disolver en 200 ml de agua milliQ, ajustar el pH a 6.8.
1.0 g de SDS, adicionar a los 200 mi de Tris-HCl y aforar a 250 ml.

Solucién de Persulfato de amonio al 10%.
Persulfato de amonio (APS)....0.1g
Agua bidestilada...................... 1.0 ml

Los geles de poliacrilamida al 11% copolimerizados con gelatina 1% se prepararon como se indica en la tabla.

Reactivos
Gel separador Volumen Gel concentrador

Gel separador 4X (ml) 2.25 Gel concentrador 4X (ml) 1.25
| Agua (ml) 2.55 3

Acrilamida (ml) 33 0.75

Persuifato de amonio 10% (ul) 60 50

TEMED (ul) 10 10

Gelatina 1% (ml) 0.9 -

Anexo 4

Solucién amido negro
Amido black 10B, Lab. Bio-Rad; 0.1%

Para 200 ml
Amido black 10B ....... 0.2g
Metanol 50%.............. 100 ml
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Acido acético 7%........

Anexo 5

14 ml

Inhibidores de proteasas utilizados en este estudio, mostrando las caracteristicas principales de cada inhibidor.

Inhibidor Especificidad Mecanismo Solubilidad/ Concentracion Nota
de accién Estabilidad de uso
PMSF Inhibe proteasas Irreversible, Soluble a >10 mg/ml en 17-170 pg/mi Peso molecular:
(fenilmetilsulfonilfluorido) de serina modifica el sitio | isopropanol, etanol, (0.1- 1mM) 174.2.
activo metanol. En isopropanol
al 100%, estable por 9
meses a + 25 °C.
TLCK (N-tosil-lisina Inhibe proteasas Irreversible, Soluble a > 20 mg/ml 37-50 pg/ml Peso molecular:
clorometil cetona) de serinay modificacién en agua. Estable a (100-135 uM) 369.3.
cisteina de Histidina +25°CpH<6.0.
E-64 Inhibe proteasas Modificacién Soluble a 20 mg/ml en 0.5- 10 ug/mi Peso molecular:
(N-(N-L-3-Trans- de cisteina del sitio activo | 1:1 (v/v) de etanoly (1.4- 28.0 uM) 357.4
carboxirano-2-carbonil)-L- agua. Estable entre pH
leucil)-agmatino) 2-10.
EDTA Inhibe Extrae metales | Soluble enaguaa 0.5 M 0.2- 0.5 ug/ml Peso molecular:
(&cido edetico) metaloproteasas de sitio activo | a pH 8-9. Estable a +4 (0.5- 1.3 mM) 372.24
°C por 6 meses.

Pefabloc SC Inhibe proteasas Irreversible Soluble a > 100 mg/ml 0.1- 1.0 mg/mli Peso molecular:
(4-(2-Aminoetil)-ben- | de serina en agua. Estable en (0.4- 4 mM) 2395
cenosulfonil-flourido, solucién por 1-2 meses a
hidrocloride (AEBSF) —20 °C.

Pepstatina Inhibe proteasas Reversible Soluble en metanol a 1 0.7 pg/mi Peso molecular:
acidas mg/ml. Estable por una (1 uM) 685.9
semana a +4 °C, oun Insoluble en agua
mes a —20 °C.
Aprotinina Inhibe proteasas Soluble en agua. 0.06- 20 ug/mi Peso molecular:
de serina A —20 °C estable por 6 (0.01- 0.3 uM) 6.512
meses
Anexo 6
Solucién de rehidratacién
UREA 8M
CHAPS 2%

Solucién amortiguadora IPG  0.5%

Azul de bromofenol
b-mercaptoetanol
Agua milli Q

Anexo 7

Solucién azul de Coomassie
Brillante Blue R-250 Coomassie, Lab. Bio-Rad; 0.1%

Para 200 ml

Coomassie R-250 .....0.2g

Metanol 50% ..............

Anexo 8

100 ml

Tincién inversa (Imidazol-Zinc)

Imidazol

..02M

Sulfato de Zinc (ZnSOy) . 0.2

Acido citrico 2%
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