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1. RESUMEN

En este estudio llevamos a cabo experimentos que muestran que una glicoliproproteina
de 19-kDa (GLP-19) es la principal adhesina de Mycobacterium tuberculosis para
macrofagos humanos. Lo anterior se demostré utilizando extractos proteicos de M.
tuberculosis y de una cepa de M. smegmatis que sobreexpresa la glicolipoproteina de
19-kDa. Se demostré que GLP-19 tiene afinidad por el receptor de manosa (RM), ya
que su adhesion se inhibia preincubando las células con manosa, manana, N-
acetilglucosamina, a-metil-manosido y con anticuerpos monoclonales en contra del
receptor de manosa. Asi mismo la afinidad de GLP-19 por el RM se demostré por
ELISA celular, en blots de afinidad, por inmunoprecipitacion y por citometria de flujo.
En experimentos con microesferas fluorescentes se demostrdo que su fagocitosis era
significativamente mayor cuando se recubrian con extractos enriquecidos en GLP-19.
Ademas se hicieron ensayos de fagocitosis con células THP-1 y la cepa de M.
smegmatis que sobreexpresa GLP-19, observandose un alto porcentaje de células
asociadas a uno o mas bacilos (74.84 + 10.46%); la fagocitosis de M. smegmatis se
inhibid drasticamente preincubando las células con manana, a-metil-manosido, EDTA 'y
con el anticuerpo monoclonal anti-RM. El papel de GLP-19 se demostrd inhibiendo la
fagocitosis con un anticuerpo monoclonal anti-GLP-19. En vista de que se ha
cuestionado la expresion RM por células THP-1 se estudio por inmunohistoquimica y
ELISA celular su expresion, observandose que la incubacion de las células THP-1 por 1
h con extractos que contienen GLP-19 movilizaba el RM de depdsitos citoplasmicos a
la superficie celular. En conclusion en esta tesis se ha demostrado que el RM de
macrofagos humanos es capaz de interaccionar con una glicoproteina de M. tuberculosis

y que esta interaccion puede resultar en la fagocitosis de la micobacteria.



2. ANTECEDENTES

2.1. DATOS HISTORICOS

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa producida por micobacterias
patdgenas de vida intracelular facultativa que constituyen el complejo Mycobacterium
tuberculosis. Esta es una infeccion paradigmatica que por siglos ha fascinado a
médicos, cientificos y literatos. La TB ha sido reconocida desde hace mucho tiempo,
pero no fue sino hasta el Siglo XVIII cuando se publicaron los primeros estudios'.
Laennec, un médico francés, tiene un lugar importante en la historia de la TB, ya que en
autopsias muy cuidadosas realizo las primeras descripciones postmortem de las lesiones
tuberculosas. Otro médico francés que hizo contribuciones sobresalientes fue Antoine
Villemin quien establecié por primera vez la naturaleza infecciosa de la TB al inducir
lesiones tuberculosas en animales de laboratorio inoculados con tejido humanos de un
paciente con TB. Villemin, sin embargo, no logrd identificar el agente infeccioso.
Roberto Koch a finales del siglo XIX dio un paso historico, cuando presento su trabajo
Der Aetiology der Tuberculose ante la Sociedad de Fisiologia de Berlin el 24 de marzo
de 1882. En este trabajo presentd técnicas histologicas para identificar el bacilo,
métodos para cultivarlo y describio el modo de transmision de la infeccion. Para probar
que el bacilo era el agente etiologico de la TB siguié lineamientos que aun tienen
vigencia y que se conocen como los postulados de Koch. Estos sefialan que para
demostrar la naturaleza infecciosa de una enfermedad se requiere: 1. aislar el microbio
del organismo enfermo, 2. cultivarlo in vitro y 3. reproducir la infeccion en animales

inoculados con el bacilo aislado y libre de elementos del organismo infectado'.

2.2. EPIDEMIOLOGIA



La TB es en la actualidad una de las enfermedades infecciosas de mayor importancia a
nivel mundial, sobretodo en paises pobres. En el siglo pasado se observd una
disminucién progresiva de su frecuencia, que se atribuy6 a la vacunacién con BCG, uso
de drogas antifimicas eficaces y a una mejoria en los niveles de vida. En consecuencia,
el interés en la investigacion basica disminuy6 notablemente al considerar que la TB
estaba en vias de ser erradicada. Sin embargo, a principios de la década de los 80s se
observo un repunte en la frecuencia de la TB tanto en paises pobre como en los ricos™.
Por ejemplo, en los Estados Unidos en la década de los 80s hubo 20,000 casos de TB
por arriba de lo esperado. En el afio 2000 se reportaron a la OMS 8.3 millones de casos
nuevos y 1.8 millones de decesos.

El incremento en la incidencia de la TB se ha atribuido en parte a la epidemia del
SIDA, que se inicié justamente a principios de los 80s>. Lo anterior se debe
aparentemente a que en dicha infeccion viral hay una disminucién marcada en el
nimero de linfocitos CD4+ que son la principal defensa en contra del bacilo de la
TB*’. Las células CD4+ secretan citocinas que activan la capacidad bactericida del
macr6fago®®. Otro factor asociado al resurgimiento de la TB es el incremento de cepas
de M. tuberculosis resistentes a los medicamentos antimicobacterianos habituales,
debido en parte a que no se siguen las recomendaciones para un tratamiento eficaz que
se considera debe ser por lo menos de 6-12 meses’. Otros factores relacionados con el
incremento de la TB son la pobreza, las dificultades en el acceso a servicios de salud
publica, el aumento de personas sin hogar, el hacinamiento y el aumento en las
corrientes migratorias.

La infeccion por el VIH ha tenido un enorme impacto en la epidemiologia y curso de la
tuberculosis: 9% de los casos de TB y 12% de los decesos por esta infeccion se

atribuyen a la infecciéon por VIH. En la actualidad la prevalencia de la coinfeccion



tuberculosis/VIH es de 0.36% con 11 millones de coinfectados reportados en todo el
mundo®. Solo en Sudéfrica hay 2 millones de adultos coinfectados, siendo la TB la
causa mas importante de muerte del paciente con SIDA' *. Por otra parte el curso de la
enfermedad en el paciente coinfectado es mas rapido y las complicaciones son mas

11
frecuentes .

2.3. GENETICA Y TUBERCULOSIS

Ademas de factores del medio ambiente y de la virulencia del agente infeccioso, la
estructura genética del individuo es importante en la susceptibilidad o resistencia a la
infeccion por M. tuberculosis. Es bien sabido que no todos los individuos expuestos a
un foco de contagio se infectan y que hay grupos étnicos altamente vulnerables a la TB;
ejemplos son algunos grupos de esquimales de Norteamérica y los indios Yanomami
que habitan la amazonia en Brasil'>'*. Estas observaciones parecen indicar qué algunos
individuos estan dotados de sistemas inmunes innatos y/o adquiridos altamente eficaces
para controlar la infeccién micobacteriana. Se han identificado trastornos mendelianos
que se asocian a una alta susceptibilidad a la infeccion en general, incluyendo la
infeccion con micobacterias patogenas y saprofitas’”. Ejemplos son la
inmunodeficiencia combinada severa, la enfermedad granulomatosa crénica y las
inmunodeficiencias primarias, condiciones en las que hay defectos diversos que
impiden una respuesta T adecuada.

En la respuesta del huésped al bacilo de la TB, la activacion del macréfago por la
micobacteria es fundamental ya que se induce la sintesis de IL-12, citocina que activa la
produccion de IFN-y por los linfocitos T*. Esta citocina es sin duda la mas importante
en la respuesta inmunoprotectora en contra de M. tuberculosis ya que activa la

capacidad micobactericida del macrofago infectado™. Recientemente se han



identificado pacientes con trastornos hereditarios mendelianos en los cuales el eje IL-
12/TFN-y es disfuncional y hay una susceptibilidad incrementada a la infecciéon con
micobacterias'®. Asi mismo, en pacientes tuberculosos se han detectado mutaciones en
genes que codifican receptores macrofagicos para el IFN-y y en receptores para IL-12 y
STATI1 en células T. El denominador comun de estos trastornos hereditarios, que
generalmente son de tipo autosdmico recesivo, es la ausencia de los mecanismos
efectores que modula el IFN-y.

Hay algunos estudios que involucran a moléculas del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad con la TB, lo que es de interés pues las moléculas de este complejo
presentan péptidos antigénicos a linfocitos T lo que resulta en su activacion'’. En
algunas regiones se ha observado que HLA-DR2 es muy frecuente en pacientes con
tuberculosis y estudios mas recientes con métodos de tipificacion del DNA han venido
a demostrar asociacion entre DRB1*1501 (un alelo de DR2) y TB pulmonar en India y
México'”. El estudio de la herencia en la susceptibilidad o resistencia a la TB adquirio
mucho interés a partir de las observaciones de Skamene y su grupo'’, quienes
identificaron cepas murinas altamente resistentes o muy susceptibles a la infeccion con
M. bovis/BCG. Las bases genéticas de la resistencia se ubicaron en un locus que
codifica un gen en el cromosoma 1 del raton denominado nrampl'® Este gen es
responsable de la produccion de la denominada “proteina macrofagica asociada a
resistencia natural” (NRAMP1). Se ha demostrado que esta proteina es un transportador
transmembranal de hierro que se expresa en la membrana endosomal de macréfagos. Se
desconoce como NRAMP1 confiere proteccion; se ha sugerido que depriva de hierro a
la bacteria, que favorece la produccion de radicales libres de oxigeno y que induce la
expresion de la sintasa inducible de oxido nitrico'®. Este efecto es de la mayor

relevancia ya que el principal factor micobactericida es el oxido nitrico®’. En nuestro



laboratorio hemos demostrado que los macrofagos de granulomas tuberculosos, que son
reacciones protectoras del hospedero, coexpresan NRAMP1 y la sintasa de oxido
nitrico sugiriendo su participacion en mecanismos efectores (Pereira-Suarez A y col.,
en prensa en Veterinary Pathology). En ratones susceptibles la proteina NRAMPI
presenta una mutacion puntual que la hace disfuncional y en seres humanos se han
identificado varios polimorfismos de NRAMP1 que se asocian con una susceptibilidad

aumentada a la TB'®?!

. En conclusion, las observaciones anteriores sugieren que en la
resistencia o susceptibilidad a la infeccion por M. tuberculosis participan multiples
genes que estan involucrados en las diversas fases de la respuesta inmune innata y
adquirida. Es previsible que en este campo de la investigacion se daran avances

importantes que habran de ayudar a disefiar estrategias en la lucha para controlar esta

infeccidon

2.4. INMUNOPROFILAXIS DE LA TUBERCULOSIS

La vacunacion ha ocupado un lugar muy importante en los esfuerzos para controlar y/o
erradicar la TB. Se ha utilizado una cepa atenuada de Mycobacterium bovis (M. bovis)
denominada bacilo de Calmette y Guérin (BCG) en honor de los investigadores que la
desarrollaron; quienes después de numerosos pases in vitro obtuvieron una cepa de M.
bovis altamente inmunogénica pero incapaz de producir enfermedad en animales de
laboratorio. La vacunacién con BCG ha dado resultados variables lo que se ha atribuido
a multiples factores como son el tipo y viabilidad de la cepa utilizada, dosis y ruta de
administracion, caracteristicas de la poblacion vacunada en lo que concierne al estado
nutricional e inmunolédgico, factores genéticos y exposicion a micobacterias saprofitas

22,23

del medio ambiente”™*". En las poblaciones vacunadas con BCG, la disminucion en el

nimero de casos de TB pulmonar ha sido muy variable. En algunas regiones la



proteccion fue casi completa mientras que en algunos ensayos, como el llevado a cabo
en el sur de la India, la vacunacién con BCG no disminuy¢ la frecuencia de TB. Sin
embargo, hay muchos datos que muestran que la proteccion en contra de la TB
meningea es muy alta lo que, en la opinién de muchos, justificaria por si solo la

14 24
vacunacion con BCG™.

2.5. ESTRUCTURA MOLECULAR DE Mycobacterium tuberculosis

Un paso historico en el estudio de la TB se dio cuando se secuenci6 el genoma de la
cepa H37Rv de M. tuberculosis en 1998 por un grupo del Instituto Pasteur™. Mas
recientemente, otras cepas de laboratorio y aislados clinicos se secuenciaron parcial o
totalmente. La comparacion de los genomas de M. tuberculosis y la cepa vacunal M.
bovis/BCG mostré diferencias que estan ayudando a entender la patogenia de la TB y a
desarrollar métodos diagnosticos y de inmunoprofilaxis. En una actualizacion reciente
del genoma de M. tuberculosis se ha reportado que tiene la capacidad de codificar 4006
proteinas y 50 RNAs*®. Casi la cuarta parte son genes que hipotéticamente codifican
para proteinas conservadas. Se han identificado 272 genes que codifican para proteinas
de funcion desconocida. Entre los genes que codifican para proteinas de funcion
conocida destacan los involucrados en el metabolismo de lipidos, en el metabolismo
intermediario, en la respiracion y en la sintesis de la pared celular. Asi mismo se han
identificado 99 genes que codifican para proteinas que participan en la virulencia. La
gran complejidad antigénica de M. tuberculosis se ha demostrado por el analisis en
geles de dos dimensiones y por espectrometria de masa>’. Se han observado un total de
1800 spots” de proteinas de las cuales solo se han podido identificar 263. En el
sobrenadante del medio de cultivo se observaron 800 “’spots” lograndose la

identificacion de 54 proteinas. Una tercera parte de las proteinas son integrales y 25 son



de choque térmico. Solo 3 proteinas estan asociadas a la envoltura celular. También se
identificaron proteinas involucradas en el metabolismo de acidos grasos y glicolipidos,
la biosintesis de acidos micdlicos, resistencia a isoniazida, y miembros del complejo
antigénico 85A, B y C. La secuenciacion del genoma y el andlisis proteomico abren
posibilidades enormes para avanzar en la caracterizacion de moléculas involucradas en
la respuesta inmune protectora asi como en los mecanismos de proteccion de la TB.
Este conocimiento serd de gran utilidad para disefar estrategias racionales para
combatir esta infeccion, particularmente para disehar nuevas vacunas y métodos

diagnosticos.

2.6 PATOGENIA DE LA TUBERCULOSIS.
La patogenia de la tuberculosis es muy compleja por los multiples factores
involucrados. Entre estos estdn; la estructura genética del paciente y de la bacteria asi

. ro 28-30
como factores socioecondomicos

. La TB se puede adquirir por 3 vias principales: por
via respiratoria al inhalar aerosoles que transportan bacilos, por ingestion de material
contaminado como la leche de vacas tuberculosas y por inoculacidon accidental en
personas que laboran con material infectado. En la gran mayoria de los casos la TB se
adquiere por la via aérea; la infeccion por M. bovis ha disminuido notablemente desde
que se instituyo la pasteurizacioén de la leche. Alrededor del 30% de las personas que
tienen contacto con pacientes tuberculosos en los que se les ha detectado bacilos acido
alcohol resistentes en frotis de expectoracion desarrollan la infeccion, en contraste con
10% que desarrollan la enfermedad cuando el contacto es con pacientes con frotis
negativos’'. En la gran mayoria de los casos la infeccion es latente manifestindose

unicamente por una prueba de PPD positiva, no habiendo evidencias clinicas o

radioldgicas de enfermedad. En aproximadamente 10% de las personas infectadas se



desarrolla la enfermedad, en la mitad de los casos durante los 2 primeros afios y en el
resto tardiamente, a menudo en la vejez’ .

En la patogenia de la tuberculosis se distinguen los siguientes eventos> . El bacilo
que arriba por el tracto respiratorio es fagocitado por macrofagos alveolares presentes
entre las células epiteliales del alveolo pulmonar. Frecuentemente, el macrofago
infectado es capaz de eliminar a la bacteria o bien de inhibir su crecimiento. La
sobrevivencia de la bacteria depende de su virulencia, de la capacidad bactericida del
macrofago y de factores genéticos del individuo. Cuando el macrofago falla y muere, el
bacilo se multiplica y es liberado al espacio extracelular. Macrofagos y monocitos
atraidos al sitio de inflamacion fagocitan los bacilos liberados inicidndose nuevamente
el ciclo de infeccién intracelular. En esta etapa llegan linfocitos atraidos por
quimiocinas macrofagicas; linfocitos y macrdéfagos se organizan formando granulomas
que son reacciones inflamatorias caracteristicas de la TB.

En esta etapa hay un crecimiento logaritmico de la carga bacilar y en el centro del
granuloma se observa necrosis de tipo caseoso. Los linfocitos T secretan citocinas entre
las que sobresale el IFN-y que activa la capacidad micobactericida de los macrofagos.
Cuando la actividad inmunolégica disminuye, el granuloma y la necrosis caseosa
aumentan y el tejido pulmonar es destruido. El bacilo se multiplica de manera
descontrolada e invade otras zonas del pulmén formando maultiples granulomas. En las
etapas avanzadas hay licuefaccion del tejido pulmonar lo que favorece la proliferacion
bacteriana y la necrosis que puede afectar el arbol bronquial permitiendo la

expectoracion de bacilos.



2.7. METODOS DE DIAGNOSTICO

Los métodos para diagnosticar la TB son de diverso tipo: clinicos, radioldgicos,
inmunoldgicos y, mas recientemente se han utilizado técnicas de biologia molecular’.
El método de diagnostico mas utilizado es sin duda la intradermoreacciéon con PPD
(prueba de la tuberculina), un derivado proteinico que se obtiene del medio de cultivo
de M. tuberculosis. La prueba de la tuberculina es ttil para demostrar la infeccion en
todas las etapas de la enfermedad. En el laboratorio se utilizan una variedad de pruebas.
La maés utilizada es la tincion de frotis de expectoracion por la técnica de Zhiel-Neelsen
que permite demostrar bacilos acido-alcohdlico resistentes; también se utiliza la técnica
de Auramina-Rodamina que es mas sensible y especifica. Sin embargo, estos métodos
no permiten identificar las diferentes especies de micobacterias para lo que se utiliza el
cultivo de esputo utilizando medios solidos y liquidos que hacen mas répido el cultivo y
la posterior identificacion del tipo de micobacteria por métodos bioquimicos
(produccion de niacina, catalasa, nitrato reductasa). Actualmente para identificar las
diferentes especies de micobacteria se estan usando métodos de biologia molecular,
como el PCR, el andlisis por RFLP y la bisqueda de elementos repetidos los que son
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diferentes para cada especie de micobacteria” .

2.8. LA RESPUESTA INMUNE EN CONTRA DE Mycobacterium tuberculosis.

M. tuberculosis es un microorganismo de una gran complejidad antigénica capaz de
estimular tanto la respuesta inmune celular como la humoral. Es de aceptacion general
que la inmunidad protectora en contra de M. tuberculosis es mediada por linfocitos T y
que los anticuerpos no juegan un papel significativo®. Sin embargo, recientemente el

posible papel de los anticuerpos en la respuesta protectora en contra del bacilo de la



tuberculosis ha cobrado interés®>. En un modelo murino de TB la transferencia pasiva
de anticuerpos en contra de la lipoarabinomanana (LAM) y la hemaglutinina que une
heparina confirié proteccién’. Clinicamente se ha observado que nifios tuberculosos
con titulos altos de anticuerpos en contra de la LAM tienen un curso benigno™.
Recientemente en un estudio con indios totonacos observamos que los pacientes con
tuberculosis pulmonar y titulos de anticuerpos altos en contra del antigeno
micobacteriano 85A tenian un curso benigno, en contraste con los pacientes con titulos
bajos’®. Recientemente en un modelo experimental se demostrd el papel
inmunoprotector de las inmunoglobulinas de isotipo A, que son anticuerpos de
secrecion que opsonizan bacterias y favorecen su fagocitosis por macréfagos™.

Hay muchas observaciones que muestran que la inmunidad mediada por linfocitos T

protege en contra de la infeccion por M. tuberculosis**®*".

Los antigenos
micobacterianos son presentados en el contexto de moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad a las células CD4+, las que son activadas para producir muchos
factores entre ellos IFN-y, citocina prototipica de tipo Thl que activa la capacidad

microbicida del macrofago®®>’.

Los linfocitos CD8+ también se expanden en
respuesta a la infeccion micobacteriana, siendo su principal actividad efectora la lisis de
macrofagos infectados’; para llevar a cabo este proceso secretan perforinas y
granulisina, factores que tienen la capacidad adicional de matar bacilos directamente al
interior del macrdofago. Los linfocitos CD8+ son asi mismo productores de cantidades
substanciales de IFN-y. Ademas de los linfocitos CD8+, otras células capaces de lisar
macrofagos infectados con micobacterias son los linfocitos Ty/d y células T CDI1-
restringidas®’.

Es importante sefialar que en una gran proporcion de pacientes tuberculosos la

inmunidad mediada por linfocitos T esta deprimida lo que se correlaciona con la



severidad de la enfermedad*®™*'. Se ha observado que del 17 al 25% de los pacientes
con TB son anérgicos a la tuberculina y en 40-60% hay una disminucion en la respuesta

in vitro a mitogenos y antigenos micobacterianos****

. Ademas se ha observado que la
estimulacion in vitro de linfocitos T de pacientes anérgicos resulta en la produccion de
IL-10 mientras que los linfocitos de individuos reactivos al PPD producen IL-12 e IFN-
1*. IL-10 es una citocina que disminuye la capacidad antimicobacteriana de los

macrofagos, mientras que IL-12 ¢ IFN-y la activan®™*

. En pacientes anérgicos se han
observado multiples anomalias inmunoldgicas como linfopenia con disminucién de
linfocitos T CD4+"*® baja produccion de IFN-y*>!, defectos en el receptor de IFN-
v*?, disminucién en la produccién de IL-2” y células genéticamente deficientes en el
receptor para IL-12°*. Los hallazgos anteriores se han postulado como la causa de la
anergia en pacientes con tuberculosis™ y se han postulado como factores causales de
una mayor producciéon de citocinas de tipo Th2 lo que facilita la infeccion

. . 51.55-57 . . . ..
micobacteriana’ "', Algunos de estos defectos se corrigen con antifimicos sugiriendo

que son causados por la micobacteria.

2.9. INTERACCION DEL MACROFAGO CON EL BACILO DE LA
TUBERCULOSIS

El macréfago es una célula especializada en eliminar por medio de la fagocitosis a
agentes potencialmente dafiinos. La fagocitosis consiste de una sucesion de eventos que
incluye inicialmente el reconocimiento del agente dafiino, transduccion de senales,
movimiento del citoesqueleto, formacion del fagosoma y su fusiéon con lisosomas™™>’.
En el reconocimiento del microbio, participan receptores de superficie del macrofago,

como el receptor de manosa, el receptor “scavenger”, el receptor -glucano, DC-SIGN

y CD14 los que reconocen patrones especificos presentes en la superficie del microbio.



En la fagocitosis de patdégenos participan opsoninas que son proteinas plasmaticas,
siendo las mejor caracterizadas las inmunoglobulinas y las proteinas del sistema del
complemento; estas moléculas, al recubrir el microbio, promueven su fagocitosis a
través de receptores macrofagicos especificos como son los receptores para la fraccion
cristalizable de las inmunoglobulinas (FcyRI, FcyRII, FcyRIII) y los receptores para
fracciones del complemento ClgR, CRI, CR3 y CR4. Otras opsoninas menos
estudiadas son la fibronectina, el fibrindgeno y las colectinas, como la proteina de
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unidén a manosa y las proteinas surfactantes

. Después del reconocimiento de la
particula blanco, se inician cascadas de fosforilacion con generacion de segundos
mensajeros. El blanco de la cascada de transduccion de senales es el citoesqueleto de
actina lo que resulta en la emision de prolongaciones de la membrana plasmatica que
envuelven a la particula, las que al fusionarse forman el fagosoma, el cual se desplaza
en el citosol merced a la accion de complejos de actina y miosina>*®’. Una vez formado
el fagosoma se inicia un proceso de maduracion que culmina con la fusion
fagolisosomal, proceso que ocurre en aproximadamente 20 minutos. Durante la
maduracion del fagosoma disminuye el pH intrafagosomal por la accion de la ATPasa
de protones y de la NADPH oxidasa lo que resulta en la generacion de iones H'. Estos
eventos culminan con la degradacion del material fagocitado. El material degradado es
reutilizado por la célula o bien permanece en la forma de cuerpos inertes. Finalmente,
la membrana celular es reconstituida reincorporandose a la superficie celular los
receptores utilizados en la fagocitosis.

La adhesion de la particula a la superficie de la célula fagocitica es un evento clave que
puede darse por diversos mecanismos. Ademas de la interaccidon molecular

complementaria como ocurre en la interacciéon de ligandos microbianos y receptores

macrofagicos, pueden participar mecanismos fisicoquimicos, del tipo fuerzas de Van



der Walls, la atraccion hidrofobica y, raramente, la atraccion electrostatica®. En
soluciones acuosas y en medios que contienen proteinas plasmaticas, las particulas mas
hidrofébicas son las que se fagocitan mejor via fuerzas de Van der Walls. Puede haber
adhesion de la particula a receptores de membrana de la célula fagocitica, como los

59,61

receptores para inmunoglobulinas®”’, moléculas del complemento, fibronectina y

lectinas como el receptor de manosa (RM)****

. En la fagocitosis de microbios
participan ademas adhesinas microbianas que son moléculas ubicadas superficialmente,
las que al interaccionar con receptores de superficie del macréfago promueven la
fagocitosis. Dentro de esta categoria hay lectinas, proteinas y componentes mas
complejos® %,

Las consecuencias metabolicas de la fagocitosis son multiples. Hay un aumento en el
metabolismo oxidativo con produccion de productos reactivos del oxigeno, como el
perdxido de hidrogeno (H,0,) y el singlete de oxigeno (O,-) o anién superoxido®™. Mas
recientemente ha adquirido mucha importancia como mecanismo antibacteriano la
produccion de radicales libres de nitrégeno por macrofagos®*"*"%7! ' Ademas, durante
la fagocitosis se incrementa la produccion de otros factores con capacidad
bacteriostatica o bactericida como son las hidrolasas’®, los metabolitos del 4cido
araquidonico y las defensinas, etc.”. Por otra parte se generan segundos mensajeros

incluyendo nucléotidos ciclicos y fosfatidilinositol y se incrementa el gasto de ATP”*".

2.10. FAGOCITOSIS DE Mycobacterium tuberculosis

El macrofago es la célula hospedera para una variedad de patdogenos intracelulares. Al
interior de la célula los microbios evitan ser detectados y evaden mecanismos de
destruccion del sistema inmune como el complemento. Al interior de la células

fagocitica los microbios intracelulares han desarrollado estrategias que les permiten



sobrevivivir en el medio hostil del fagosoma. Estas estrategias incluyen escape al
citosol, inhibicion de la fusion fagolisosomal y anulacion de la bomba de protones lo
que impide la acidificacion del fagosoma y por lo tanto la activacion de proteasas’®.

Mycobacterium tuberculosis es una bacteria intracelular que utiliza el macrofago como
su célula hospedera. Las opsoninas pueden participar o no en la fagocitosis del bacilo.
Las opsoninas mejor caracterizadas son componentes del sistema del complemento y
los anticuerpos, para los cuales el macréfago posee receptores especificos en su
superficie. A diferencia de lo que ocurre con otros patdégenos, la IgG no parece jugar un
papel importante en la fagocitosis de M. tuberculosis, lo que es interesante, pues en la
TB hay una alta produccion de anticuerpos y el macréfago posee receptores para la
fraccion Fe de la IgG”’. En cambio, esta bien documentado el papel que el sistema del
complemento juega en la fagocitosis del bacilo de la TB. In vitro M. tuberculosis es
capaz de activar la via cléasica y la alterna del complemento y mas recientemente se ha
reportado que activa la via clasica del complemento presente en lavados
broncoalveolares de individuos sanos; es posible que lo anterior se relacione con la

3578 También se ha

presencia de anticuerpos IgA en el fluido broncoalveolar
demostrado que anticuerpos de la subclase IgG; anti-LAM de pacientes tuberculosos y
de individuos sanos activan la via clasica del complemento’”. Otros estudios han
demostrado que C3 se deposita en la superficie de la bacteria y que interacciona con
moléculas bacterianas generando C3b y C3bi que se unen a CR1, CR3 y CR4"##! por
otra parte se ha demostrado que M. tuberculosis posee en su superficie un adhesina de
28-kDa parecida a la hemaglutinina que une heparina (HbhA), que es capaz de unir la

fraccion C3 del complemento, inducendo la fagocitosis del bacilo a través de receptores

para complemento presentes en la membrana del macroéfago®.



Recientemente se han descubierto otras proteinas con funcién de opsonina, tal es el
caso de la proteina A surfactante, una colectina que se secreta en el espacio alveolar,
que reconoce residuos de manosa en glicoconjugados de patogenos™. Esta proteina, que
reviste el espacio alveolar incrementa la expresion del receptor para manosa en la
superficie de macrofagos aumentando la fagocitosis a través de dicho receptor.
También se ha descrito que la proteina D surfactante interacciona con el bacilo de la
tuberculosis, sin embargo esta interaccion disminuye la fagocitosis de la bacteria®; la
union de las proteinas surfactantes a la lipoarabinomanna se debe a interacciones de
tipo lectina. Otra proteina con funciéon de opsonina es la fibronectina, la cual tiene
afinidad por proteinas micobacterianas de superficie lo que podria facilitar la
fagocitosis via el receptor macrofagico para fibronectina™.

En la fagocitosis independiente de opsoninas participan moléculas propias del bacilo
que se conocen con el nombre genérico de adhesinas. Las adhesinas son moléculas de
superficie que funcionan como ligandos que interaccionan con receptores celulares
presentes en la superficie de las células hospederas, un prerrequisito para que se lleve a
cabo la fagocitosis. Se han descrito adhesinas en patdogenos intracelulares como son
Listeria monocytogenes, Candida albicans y Salmonella typhymurium®**%. En la
fagocitosis del bacilo de la tuberculosis se han caracterizado algunas moléculas con
funcion de adhesina, la mejor caracterizada es el LAM, un lipoglicano muy abundante
en la pared del bacilo que posee residuos de manosa que le permiten interaccionar con
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el receptor para manosa y promover la fagocitosis de la bacteria” . En un estudio se

observé que la fagocitosis de bacilos y de microesferas recubiertas con LAM se inhibia

90,91 .
7. Recientemente se ha

con ligandos para el RM y con anticuerpos anti-LAM
demostrado que los phosphatidilinositol manosidos funcionan como adhesinas

promoviendo la fagocitosis de M. tuberculosis, probablemente interaccionando con la



fraccion lectina de CR3%2. Otro ejemplo de fagocitosis donde participan adhesinas
micobacterianas es la promovida por el receptor “scavenger”, el cual reconoce
lipopolisacaridos y sulfolipidos polianionicos de la pared de los microorganismos. Se
ha reportado que ligandos del receptor “scavenger” inhiben la fagocitosis de M.
tuberculosis por macréfagos’. También se ha involucrado la participacion de CD14 en
la fagocitosis de M. tuberculosis. CDI14 es una glicoproteina que reconoce
principalmente componentes lipidicos y que requiere de la cooperacion de otras
proteinas para iniciar la fagocitosis ya que esta proteina carece de dominios
intracitoplasmicos’*””.

La participacion de adhesinas micobacterianas de naturaleza proteica en la fagocitosis
del bacilo de la TB ha sido poco estudiada. Se ha propuesto que una proteina de 50-kDa
esta involucrada en la fagocitosis ya que E. coli no invasiva transfectada con dicho
péptido adquiere la capacidad de infectar células”. Otra posible adhesina es la proteina
micobacteriana 85C que pertenece al complejo antigénico 85° y recientemente se ha
reportado que las proteinas CFP-10 y ESAT-6 forman un complejo que puede adherirse
a un receptor macrofagico aun no identificado, a través de un brazo flexible presente en
el complejo’®. En Mycobacterium avium se ha demostrado una proteina de 67-kDa que
interacciona con el receptor de vitronectina, lo que aumenta la expresion de CR3 y
promueve la fagocitosis del bacilo”. En nuestro laboratorio se han hecho estudios para
identificar proteinas con funcion de adhesina. Se han obtenido evidencias de que la
proteina de choque térmico de 71-kDa se une a la superficie de macrofagos alveolares
de rata promoviendo la fagocitosis del bacilo a través de un receptor no identificado'®.
Con macroéfagos peritoneales de r09aton y con la linea celular murina J774 hemos

identificado como posibles adhesinas las proteinas de 30-31, 38 y 45-50-kDa (Diaz y

Mancilla, datos no publicados).



2.11. INTERACCION DEL BACILO DE LA TUBERCULOSIS CON CELULAS NO
FAGOCITICAS.

Antes de llegar al espacio alveolar y a lo largo del tracto respiratorio se postula que M.
tuberculosis entra en contacto con células epiteliales de diverso tipo que podrian ser
infectadas por el bacilo. Algunas observaciones apoyan esta posibilidad. Se ha
reportado que el bacilo puede unirse al factor de crecimiento epidérmico y lo que
resulta en la infeccion de células de estirpe epitelial'®'. Ademas, se sabe que las
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micobacterias pueden infectar células HelLa y células epiteliales intestinales . In

vitro se ha observado que las cepas H37Rv y H37Ra de M. tuberculosis invaden y se

replican en pneumocitos A549'"

. El nivel de la fagocitosis con células epiteliales es
menor que con macrofagos de la linea J774 y derivados de monocitos de sangre
periférica, sin embargo la replicacion del bacilo es mayor en células epiteliales que en
macrofagos'®®. Miés recientemente se ha reportado que el fosfatidilinostolmanésido de
M. tuberculosis funciona como adhesina para células endoteliales y células CHO'®.
Recientemente se ha reportado que las células epiteliales interiorizan micobacterias por
macropinocitosis y se ha sugerido que la bacteria utiliza células epiteliales para entrar
en latencia'®. Finalmente, hay observaciones que sugieren la participacion del acido
hialuronico en la interaccion entre la micobacteria y células epiteliales del pulmon'™.

De lo anterior se puede concluir que M. tuberculosis ha desarrollado una variedad de
estrategias para llevar a cabo con éxito el paso critico que es instalarse al interior de su

célula nicho, el macrofago. Asi mismo, las micobacterias son capaces de infectar

células epiteliales; la importancia bioldgica de esta capacidad esta aun por establecerse.



3. HIPOTESIS

Mycobacterium tuberculosis posee una variedad de mecanismos para infectar al
macrofago, incluyendo proteinas con funcién de adhesina presentes en la superficie
bacteriana, las que al interaccionar con receptores del macroéfago promueven la

fagocitosis.



4. OBJETIVOS
. Disefiar ensayos de adhesidon con macrofagos y extractos proteicos

micobacterianos para identificar adhesinas.

. Caracterizacion de las adhesinas micobacterianas.
. Identificacion de los receptores macrofagicos a los que se unen las adhesinas.
. Desarrollar ensayos de fagocitosis para investigar la participacion de las

adhesinas en el proceso.



5. MATERIALES Y METODOS
5.1. CULTIVO DE CELULAS THP-1 Y MACROFAGOS HUMANOS DERIVADOS
DE MONOCITOS DE SANGRE CIRCULANTE.

Se cultivaron las células THP-1, una linea monocitica humana, en RPMI-1640
(Gibco BAL Products) suplementado con 10% suero fetal bovino inactivado por calor a
50°C, 1% penicilina-estreptomicina, 1% aminoacidos no esenciales, piruvato de sodio
1% y 1% L-glutamina (Gibco BRL Products, Rockville, MD). Las células se incubaron
a 37°C con 5% CO,. Asi mismo se utilizaron macrofagos derivados de monocitos de
sangre circulante (MDM), donados por individuos sanos del personal del laboratorio.
La sangre (40-60 ml) se obtuvo por venopuncioén y las células mononucleares se
separaron por Ficoll-Hypaque (Sigma) y se aislaron los macrofagos por adherencia al
plastico'””. Las células se cultivaron por 5-7 dias en RPMI-1640, con 1% penicilina-
estreptomicina y 20% suero autdlogo. La viabilidad se estim6 por exclusion del azul

tripano.

5.2. CULTIVO DE BACTERIAS Y OBTENCION DE EXTRACTOS PROTEICOS
En este estudio se utilizo la cepa H37/Rv de Mycobacterium tuberculosis (ATCC
27294) que fue cultivada en Proskauer y Beck (PBY'® y en el medio de GAS'®).
Después de 6-8 semanas de cultivo para bacterias cultivadas en PBY y de 2 semanas
cudndo se us6 el medio de GAS, las bacterias se prefiltraron con papel Whatman nivel
medio y se eliminaron por filtracion sucesiva a través de filtros de 1.2, 0.45 y 0.22 pm.
Las proteinas del filtrado del medio de cultivo (PFC) se precipitaron con (NH4),SO4 al
70%'"°. Ademas se utilizaron dos cepas de M. smegmatis (mc”155), una nativa y otra

que expresa la glicolipoproteina de 19-kDa de M. tuberculosis (GPL-19), la que fue



transformada con el plasmido pl6R1 que contiene un fragmento Smal de 1.8-kb que
codifica el gen estructural de GLP-19 de M. tuberculosis (Donadas por Y. Zhang, MCR
Tuberculosis and Related Infections Unit, Hammersmith Hospital, London, UK). Esta
cepa se denomind M. smegmatis+19. Las bacterias se cultivaron en Middlebrook 7H9
(BBL, Becton Dickinson, Cockeysville, MD) con 2% glucosa e higromicina B (50
ug/ml). Las bacterias se cosecharon a los 5-6 dias y se obtuvieron las PFC por
precipitacion con (NH4),SO4 como se sefialo anteriormente.

Se obtuvieron fracciones de la pared de M. tuberculosis/H37Rv y de las cepas de M.
smegmatis de la siguiente manera: las bacterias se trataron con azida de sodio al 2%, se
lavaron con PBS y se sometieron a ultrasonicacion en hielo (6 pulsos de 5 min, con
intervalos de 1 min). La fraccion de pared se recobr6 por centrifugacion a 20,000 rpm
por 20 minutos. La concentracion de proteina se determin6 por los métodos de Lowry

(Pierce Endogen, Rockford, IL) y Bradford (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA).

5.3. MARCAIJE DE PROTEINAS MICOBACTERIANAS

Las PFC, las fracciones de pared y los bacilos se marcaron con biotina (Sigma)
seglin el procedimiento de Anderson y col''’. Los bacilos se lavaron exhaustivamente
con PBS, se dializaron en un amortiguador de carbonatos 0.1 M, pH 9 y se marcaron
con biotina (Sigma). Posteriormente y para liberar proteinas de pared marcadas con
biotina, los bacilos se sonicaron y por centrifugacion (20,000 rpm/20 min) se
obtuvieron un sobrenadante y un precipitado, a los que se les determino la

concentracion de proteina y se hicieron alicuotas que se almacenaron a -20°C.

5.4. PAGE-SDS Y WESTERN BLOT



Las proteinas micobacterianas se separaron en geles de poliacrilamida-bisacrilamida
(PAGE-SDS), desnaturalizantes, generalmente al 15%, por medio del sistema
discontinuo de Laemmli''>. Se corrieron a 100 V por 45 minutos. Los geles fueron
transferidos a papel de nitrocelulosa a 200 V por 1 h y se bloquearon con PBS-BSA 3%
toda la noche. Cuando se utilizaron extractos micobacterianos marcados con biotina, las
membranas se incubaron con estreptavidina marcada con peroxidasa (Zymed
Laboratories, San Francisco, CA) por 1 h en dilucién 1:1000 en PBS. En algunos blots
se utiliz6 el anticuerpo monoclonal (AcMn) IT-19 (Donado por Colorado State
University) especifico para GPL-19 de M. tuberculosis, en dilucion 1:1000, incubando
toda la noche. Como control de carga se incubaron las membranas con un anticuerpo
anti-B-actina en dilucién 1:2000. Posteriormente, las membranas se incubaron con un
anticuerpo anti-IgG de raton marcado con peroxidasa en dilucion 1:2000 por 1 h.
Finalmente, se agrego la solucion reveladora (25 ml PBS-Tween, 25 ul H,O, y 2.5 pg
3.3’ tetracloruro de diaminobenzidina, DAB) por unos minutos, deteniéndose la
reaccion con agua. En algunos experimentos se utilizd un kit de quimioluminiscencia

(Pierce Biotechnology, Rockford, IL).

5.5. ENSAYOS DE ADHESION DE PROTEINAS MICOBACTERIANAS A
MACROFAGOS.

Los ensayos para investigar la posible adhesion de proteinas micobacterianas a
macrofagos se realizaron de la siguiente manera. Se incubaron 5 X 10° células en cajas
de 12 pozos (Costar, Corning Incorporated, Corning, NY). En los ensayos con la linea
THP-1 se utilizaron células no activadas y células activadas con 10 ng de PMA, por 24
h antes de los ensayos de adhesion''’. Enseguida las células se incubaron con PFC o

fracciones de la pared bacteriana, marcadas o no con biotina. Los ensayos se hicieron



en RPMI 1640, con 0.2% azida de sodio, 10% suero fetal bovino, variando los tiempos
de incubacion y las cantidades de proteina; después de la incubacion se lavo 3 veces
con PBS. Ademéas se utilizaron inhibidores de proteasas  (0.04%
parahidroximercuribenzoato de sodio, 0.006% fluoruro de fenil-metil-sulfonilo y 25
pM EDTA). Las células se recuperaron con una levantador de células, se corrieron en
PAGE-SDS y se transfirieron para Western blot. Las proteinas adheridas a las
membranas de nitrocelulosa se revelaron con estreptavidina-peroxidasa o con el AcMn
IT-19. Algunos experimentos de adhesion con PFC de M. smegmatis marcadas con
biotina se analizaron por citometria de flujo. Para esto, después de incubar las células
por 1 h con PFC marcadas con biotina, se fijaron en 1% paraformaldehido y se
incubaron con estreptavidina-ficoeritrina por 1 h. Finalmente, las células se lavaron y se

analizaron por citometria de flujo.

5.6. CARACTERIZACION DE GLP-19 DE M. tuberculosis Y DE M. smegmatis+19.
Para investigar la presencia de manosa en GLP-19 de M. tuberculosis y M.

smegmatis+19, las PFC se analizaron por Western blot utilizando Concanavalina A

marcada con peroxidasa (Con A-PO; Sigma). Con A es una lectina que reconoce
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manosa en glicoconjugados

. Los blots se incubaron con 2.5 pl/ml de una solucion de
Con A-PO (5 mg/ml) en PBS-Tween 20 al 0.3%. La presencia de residuos de manosa
se investigd ademas haciendo digestiones de PFC con a-D-manosidasa (Sigma), como
se ha reportado previamente''?. Para esto se utilizaron 10 pug de PFC de M. tuberculosis

y M. smegmatis+19, que se trataron con a-D-manosidasa (5 U) por 1 h, a 37°C en un

amortiguador de acetatos 0.1 M, pH 5. La reaccion se detuvo con el amotiguador de

corrida (0.5 M de Tris-HCI, pH 6.8, 1 mM de EDTA, 1% glicerol, 1% SDS, 15 mM 2-



B-mercaptoetanol y 0.01% pironina). Las proteinas se analizaron por Western blot

utilizando el AcMn IT-19 especifico para GLP-19.

5.7. ENSAYOS DE ELISA CELULAR

Para cuantificar la unién de GLP-19 a la superficie de los macrofagos, se hicieron
ELISAs celulares'”®. En estos experimentos se colocaron 100, 000 células THP-1, en
placas de ELISA de 96 pozos. Previamente se bloque6 la placa con PBS-albimina 1%
por 1 h. Enseguida, las células se incubaron con concentraciones crecientes de PFC de
M. smegmatis por 1 h. Se lavaron las células por centrifugacion 3 veces con PBS-
albumina 1% y se incubaron por 1 h con el AcMn IT-19 o con un isotipo control (Dako
Corporation, Carpinteria, CA) en dilucion 1:100. Posteriormente se lavaron las células
con PBS y se incubaron con un AcMn anti-IgG de raton conjugado con fosfatasa
alcalina (Dako) en dilucion 1:2000 por 1 h. Después de lavar las células se incubaron
con p-nitrofenil-fosfato (Sigma) por 1 h. Las placas se leyeron a 405 nm en un lector de
ELISA (Bio-Tek Instruments). En ensayos de inhibicion, las células se preincubaron
con a-metil-mandsido en cantidades variables, por 1 h y posteriormente con 50 pg de

PFC, por 1 h.

5.8. ENSAYOS DE FAGOCITOSIS DE MICROESFERAS FLUORESCENTES
RECUBIERTAS CON PROTEINAS MICOBACTERIANAS

Con el fin de determinar si GLP-19, ademas de adherirse a los macrofagos
promovian la fagocitosis se hicieron ensayos con microesferas fluorescentes de 1 um de
diametro (Molecular Probes, Inc. Eugene, OR). Las microesferas se recubrieron con
BSA, una fraccion lipoproteica de M. tuberculosis rica en GLP-19 y PFC de M.

tuberculosis H37/Rv y de M. smegmatis nativa y M. smegmatis+19. Se sigui6 el



siguiente método''®: a 500 pg de proteinas en buffer MES [2-(N-

morpholino)ethanesulfonic acid, pH 6.0] se afiadieron 400 pl microesferas (1.08 X 10"
/ml), y EDAC [I-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide] (Molecular Probes)
en una concentracion final de 2.5 mg/ml. La incubacion se llevo a cabo toda la noche a
temperatura ambiente y en agitacion. La reaccion se detuvo con 100 mM glicina. Las
microesferas fluorescentes se lavaron 3 veces con PBS y se resuspendieron en PBS-1%
BSA con 2 mM de azida de sodio. En experimentos control se utilizaron microesferas
recubiertas con BSA. Para los ensayos de fagocitosis se incubaron células THP-1 con
microesferas a diferentes proporciones por 1 h. En ensayos de inhibicion las células se
preincubaron por 1 h con a-metil-manosido, a varias concentraciones por 1 h (10 y 100
puM). Finalmente, las células se lavaron 3 veces con PBS, se fijaron con 10% formalina
y se analizaron en un microscopio de epifluorescencia, contando el nimero de

microesferas asociadas a por lo menos 200 células seleccionadas al azar.

59. ENSAYOS DE INHIBICION DE LA ADHESION DE GLP-19 A
MACROFAGOS CON AZUCARES

Para estos ensayos las células (5 X 10° células por pozo), se trataron por 1 h, a 37° C
con glucosa (100, 200 y 500 pg), a-metil-mandsido en concentraciones variables (1,
10, 100 y 1000 mM), N-acetyl-D-glucosamina (10 y 50 mM), manana (5 y 10 mg), D-
galactosa (100 mM), manosa (100 mM) o BSA manosilada (2 mg/ml). Enseguida y sin
lavar las células se incubaron por 1 h con los PFC (50 pg) marcados o no con biotina.
Después de lavar con PBS, las células, se procesaron para PAGE-SDS y Western blot

utilizando estreptavidina marcada con peroxidasa o el AcMn IT-19.



5.10. ENSAYOS DE INHIBICION DE LA ADHESION DE GLP-19 A CELULAS
THP-1 CON ANTICUERPOS MONOCLONALES.

Se utilizaron 5 X 10° células por pozo, las que se preincubaron por 30 min con
AcMn en contra del RM, CR1, CR3 y CR4. La concentracion final de los anticuerpos
fue de 10 pg/ml. Enseguida, y después de lavar con PBS, las células se incubaron con
50 pg PFC marcado con biotina por 1 h. Después de varios lavados, las células se
procesaron para PAGE-SDS y Western blot utilizando estreptavidina marcada con

peroxidasa o el AcMn IT-19.

5.11. INHIBICION DE LA FAGOCITOSIS DE MICROESFERAS
FLUORESCENTES CON CARBOHIDRATOS Y ANTICUERPOS
MONOCLONALES.

Se hicieron experimentos de inhibicion de la fagocitosis de microesferas
preincubando las células con a-metil-mandsido (1, 10, 100 y 1000 mM). Después de 1
h de incubacion se agregaron las microesferas recubiertas en proporcion 20:1. En
ensayos de inhibicion de la fagocitosis de microesferas con la fraccion lipoproteica de
M. tuberculosis, las células se preincubaron con 1, 10 y 100 mM de a-metil-manosido
o D-galactosa. En experimentos de inhibicion de la fagocitosis de microesferas
recubiertas con la fraccion lipoproteica de M. tuberculosis, las microesferas se
preincubaron con el AcMn IT-19 (10 mg/ml), a 4°C, toda la noche y en agitacion.
Después de lavar por centrifugacion a 12,000 rpm por 10 min, las células se incubaron
con las microesferas asi tratadas. Para bloquear la fagocitosis de las microesferas
recubiertas con el AcMn IT-19 via el receptor para el fragmento Fc, antes de incubar
con las microesferas las células se preincubaron por 4 h con IgG1 de especificidad no

relacionada, agregada por calor a 65°C, 30 min, en bafio Maria''’. Finalmente, las



células se lavaron 3 veces con HBSS, se fijaron con 10% formalina y se observaron en
un microscopio de epifluorescencia, contdndose las microesferas pegadas a por lo

menos 200 células escogidas al azar.

5.12. ANALISIS POR CITOMETRiA DE FLUJO DE LA EXPRESION DE
RECEPTORES DE MEMBRANA POR CELULAS THP-1 ACTIVADAS CON PMA.

En primer término y con el fin de identificar el o los receptores involucrados en la
adhesion de GLP-19 se analizo la expresion de algunos receptores de membrana de las
células THP-1. Para esto las células se activaron con PMA (10 ng/ml) por 24, 72 y 168
hs. Después de lavar las células (5 X 10°) 3 veces con HBSS se incubaron con AcMn
en contra del RM, CR1, CR3 y CR4 (3 mg/ml) por 1 h. Después de lavar con PBS se
afiadié un AcMn anti-IgG1 de raton marcado con FITC por 30 minutos. Finalmente, las
células se lavaron, se fijaron en 1% paraformaldehido y se analizaron en un Citometro

de Flujo.

5.13. BLOTS DE AFINIDAD

Para identificar el receptor involucrado en la adhesion de GLP-19 a células THP-1,
se hicieron blots de afinidad''®. Las células THP-1 se lisaron con un amortiguador de
lisis (Tris/HC1 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, pH 8) en un agitador por 15
minutos. Posteriormente, las células se centrifugaron a 3 000 rpm por 5 min. En el
pellet se obtuvieron los nucleos celulares; el sobrenadante se centrifugo a 32 000 rpm
por 1 h para recuperar las proteinas del citosol en el sobrenadante y en el pellet las
membranas celulares. Las proteinas de las membranas se extrajeron con 0.1% Triton X-
100 (Sigma) en el amortiguador de lisis. Las fracciones se resolvieron por PAGE-SDS

al 7.5% vy se transfirieron a papel de nitrocelulosa. Enseguida las membranas de



nitrocelulosa se incubaron con PFC de por 3 h en un amortiguador con Tris/HCI 50
mM, BSA 5%, NaCl 50 mM, CaCl2 2 mM, pH 8. Después de la incubacion las
membranas se lavaron extensamente y para investigar la adhesion de GLP-19 y se
agregd el AcMn IT-19 seguido de un segundo anticuerpo en contra de IgG de raton
marcado con peroxidasa. En blots paralelos, y con el fin de investigar los receptores
macrofagicos a los cuales podria estarse uniendo GLP-19, se hicieron incubaciones con
AcMn en contra de CR1, CR3, CR4, CD14 y TLR-2, utilizando segundos anticuerpos
marcados con peroxidasa. Asi mismo se hicieron incubaciones con un anticuerpo
policlonal de cabra anti-RM (Donado por P. Stahl, Washington University) por 3 h,
diluido 1:200 y posteriormente con un anticuerpo anti-IgG de cabra marcado con
peroxidasa diluido 1:1000. Las membranas se revelaron con un kit de

quimioluminiscencia (Pierce).

5.14. INMUNOPRECIPITACION DEL RECEPTOR DE MANOSA Y GLP-19.

Para investigar si las células THP-1 expresaban el RM vy si este interaccionaba con
GLP-19 se hicieron ensayos de inmunoprecipitacion utilizando membranas totales de
células THP-1 y una fraccion lipoproteica de M. tuberculosis enriquecida en GLP-19.
Las membranas se incubaron toda la noche a 4°C, en agitacion, con 2 mM de CaCl2 y 2
mM de MgCI2. Se hizo “precleanning” por 1 h con microesferas de agarosa que tenian
acoplada proteina G Las microesferas de agarosa se incubaron con 15 pl de suero de
cabra anti-RM 1 h. Posteriormente las microesferas de agarosa asi tratadas se usaron
para inmunoprecipitar el complejo RM/GLP-19 incubando por 3 h, a 4°C, en agitacion.
Las microesferas se lavaron por centrifugacion a 12 000 rpm por 5 min. Se afadio
amortiguador de muestra, se hirvieron las microesferas, y se procesaron para Western

blot. Para detectar el RM se hicieron geles al 7.5% en condiciones reductoras, evitando



asi la sobreposicion del RM vy el anticuerpo. La membrana fue incubada con el
anticuerpo policlonal anti-RM por 3 hs en dilucion 1:200 y anti-cabra peroxidasa por 1
h en dilucion 1:5000. Para detectar GLP-19, se hcieron geles al 15%, en condiciones no
reductoras evitando asi que las cadenas ligeras de las inmunoglobulinas se
sobrepusieran con GLP-19. Las membranas se incubaron con el AcMn IT-19 en
dilucion 1:1000 y con un segundo anticuerpo en contra de IgG murina. Otros geles
fueron incubados con el AcMn IT-23, este anticuerpo reconoce a la glicolipoproteina de
38-kDa de M. tuberculosis, en dilucion 1:500 los blots se revelaron con un kit de

quimioluminiscencia (Pierce).

5.15. INDUCCION DE LA EXPRESION EN LA MEMBRANA DEL RECEPTOR DE
MANOSA EN CELULAS THP-1 POR EXTRACTOS M. smegmatis+19.
DEMOSTRACION POR INMUNOHISTOQUiMICA Y ELISA CELULAR.

Las células THP-1 fueron cultivadas en cubreobjetos e incubadas con 50 mg de PFC
de M. smegmatis+19 por 1 h. Enseguida se lavaron los cubreobjetos extensivamente
con PBS y se fijaron en 1% de paraformaldehido a temperatura ambiente por 30
minutos. Después de varios lavados con PBS los cubreobjetos fueron incubado con 3%
BSA. Para inhibir la peroxidasa enddgena, las células fueron tratadas con 5% metanol y
0.1% H,0, por 30 min. Enseguida se permeabilizaron las células con 0.1% Triton X-
100. Los cubreobjetos fueron incubados con un anticuerpo policlonal anti-RM diluido
1:100 en PBS, lavados 3 veces e incubados con un anticuerpo secundario de conejo IgG
de cabra (Zymed) marcado con peroxidasa en diluciéon 1:1000. La peroxidasa fue
revelada con 3,3’-diaminobencidina y H,O,. Como controles se omiti6 la incubacién

con PFC de M. smegmatis+19. Asi mismo, en cubreobjetos controles se omiti6 el



anticuerpo anti-MR. Las laminillas se contratifieron con Hematoxilina-Eosina y se
montaron en portaobjetos para su analisis por microscopia de luz.

Para el ELISA celular se incubaron 1X10° por pozo con 50 mg de PFC de M.
smegmatis+19 por 1 h a 37°C en placas de ELISA. Después de lavar 3 veces con PBS
con 1% de suero fetal bovino y 0.1% de NaNs, las células se incubaron con 10 mg de
un AcMn anti-RM (BD Pharmingen) o con un anticuerpo control del isotipo IgG1
(Dako Corporation) diluido en PBS por 1 h. Después de los lavados con PBS, las
células fueron incubadas con fosfatasa alcalina y reveladas como se describe en

parrafos anteriores.

5.16. INHIBICION DE LA UNION DE GLP-19 A CELULAS THP-1 CON EDTA,
EGTA Y UN ANTICUERPO MONOCLONAL ANTI- RECEPTOR DE MANOSA.
Las células (1X10° por pozo) fueron preincubadas con a-metil-manésido (1, 10, 100
y 1000 uM), 2 mM EDTA, 2 mM EGTA 6 10 ug de AcMn anti-RM y al mismo tiempo
se agregaron 20 pug de PFC de M. smegmatis nativa o M. smegmatis+19 y se incubaron
por 1 h a 37°C. Posteriormente, las placas de ELISA se lavaron 3 veces a 1500 pm. 5
min con PBS conteniendo 1% de suero fetal bovino y 0.1% de NaNs. Después se
incubaron con el AcMn IT-19 diluido 1:100 en PBS conteniendo 3% de BSA por 1 h.
Inmediatamente se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron con un anticuerpo de cabra
anti-IgG de raton marcado con fosfatasa alcalina. Las células se lavaron como se
describi6 anteriormente y se incubaron con p-nitrofenil-fosfato (Sigma) por 1 h. Las

placas se leyeron a 405 nm en un lector de placas de ELISA (Bio-Tek Instruments).



5.17. ENSAYOS DE FAGOCITOSIS CON M. smegmatis+19 Y CELULAS THP-1.
Las células THP-1 fueron cultivadas en cubreobjetos como se ha descrito
anteriormente en RPMI suplementado con 10% de suero fetal bovino. Antes de incubar
las células con bacterias las células THP-1 se lavaron y se les agregd RPMI sin suero
fetal bovino. Se descongeld una alicuota de M. smegmatis+19 y se lavo 3 veces con
PBS. Se obtuvo una suspension unicelular de bacterias pasando la suspension
bacteriana 10 veces por una jeringa con una aguja calibre 25. Se afiadi6 M.
smegmatis+19 en una proporcion bacteria: célula de 20:1. Después de 1 h de infeccion,
las células se lavaron varias veces con PBS, se fijaron con 1% paraformaldehido y se
trataron con metanol y H,O, para eliminar la peroxidasa endogena. Antes de incubar las
células con un suero policlonal de conejo anti-M. tuberculosis cepa H37Rv (dilucion
1:50), las células se permeabilizaron con 0.5% de Triton X-100 y 1% de BSA en PBS.
Después de lavar varias veces con PBS, se afiadio proteina A marcada con peroxidasa
en dilucion 1:1000, en PBS; finalmente la peroxidasa se reveld con indica en parrafos
anteriores. En experimentos de inhibicion de la fagocitosis, las células fueron
preincubadas por 1 h con 5 mg de manana, 100 mM a-metil-mandsido, 5 mg EDTA, 20
ug del AcMn anti-RM o con el AcMn IT-19 en dilucion 1:100. Como control, las
células se incubaron con un AcMn de raton del isotipo IgG1 por 1 h. Finalmente, las

células se analizaron por microscopia de luz.

5.18. ANALISIS ESTADISTICO.
Algunos datos fueron analizados utilizando la prueba t de Student. Los datos de
ELISA celular fueron analizados por ANOVA de dos vias y por el procedimiento de

HSD (Tukey); se consideré estadisticamente significativo un valor de p < 0.05.



6. RESULTADOS

6.1. Mycobacterium tuberculosis POSEE UNA ADHESINA DE 19-kDa CON
AFINIDAD POR MACROFAGOS HUMANOS DERIVADOS DE MONOCITOS
CIRCULANTES Y POR CELULAS DE LA LINEA MONOCITICA THP-1

En los multiples ensayos de adhesion con células de la linea monocitica humana
THP-1 utilizando PFC de M. tuberculosis marcado con biotina resueltos en Western
blots revelados con estreptavidina marcada con peroxidasa, mostraron regularmente la
adhesion preferencial de una proteina de 19-kDa; la intensidad de la banda fue tiempo-
dependiente (Fig. 1). Se observaron algunas bandas débiles de mayor peso molecular.
En otros ensayos se variaron las cantidades de PFC en el medio de incubacion lo que
permiti6 demostrar que la unién de la proteina de 19-kDa era dosis-dependiente (Fig.
2). No se observaron bandas en los blots de los macrofagos control que no fueron
incubados con PFC. En el extracto marcado con biotina usado para la incubacion de los
macrofagos, a diferencia de otras bandas que eran muy abundantes, la proteina de 19-
kDa estaba poco representada.

Para investigar si la proteina de 19-kDa tenia ademds afinidad por macréfagos
humanos derivados de monocitos de sangre periférica (MDM) se hicieron ensayos de
adhesion incubando PFC-biotina en concentraciones crecientes con células obtenidas de
donadores voluntarios sanos. Los Western blots mostraron que los MDM interaccionan
con la proteina de 19-kDa de manera dosis-dependiente (Fig. 3). También se hizo
evidente que los macr6fagos humanos son mas eficientes que las células THP-1 para
pegar la proteina de 19-kDa pues se requirieron cantidades mucho menores del PFC en

el medio de incubacidn para detectarla por Western blot.
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Figura 1. Ensayo de adhesion con células de la linea THP-1 y filtrado
del medio de cultivo (PFC) de M. tuberculosis marcado con biotina (1).
Se utilizaron 5 x 10% células por pozo y la incubacién se hizo en
presencia de azida de sodio e inhibidores de proteasas. Después de 1
h de incubaciébn se realiz6 PAGE-SDS y Western blot con
estreptavidina-peroxidasa. Las células se incubaron con 25 (2), 50 (3) y
100 ng (4); 5, macroéfagos sin PFC.
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Figura 2. Ensayo de adhesién con células THP-1 activadas con PMA; 1
X 10% células se incubaron con PFC de M. tuberculosis marcadas con
biotina (1). Después de la incubacion las células se procesaron para
PAGE-SDS y Western blot con estreptavidina-peroxidasa. Células

THP-1 incubadas con 100 ung PFC-biotina por 15 (2), 30 (3) y 60 (4)
minutos; 6, macréfagos sin PFC.
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Figura 3. Ensayo de adhesiéon con macréfagos humanos derivados de
monocitos de sangre periférica (MDM); Se incubaron 5 X 10° MDM por
pozo con PFC de M. tuberculosis marcado con biotina por 1 hr. Carril 1,
pesos moleculares; 2, PFC; 3, MDM sin PFC; incubacién con 0.5 (4), 1
(5)y 2 ug (6)PFC. El blot se revel6 con estreptavidina-peroxidasa.



6.2. CARACTERIZACION DE LA ADHESINA DE 19-kDa DE M. tuberculosis.
LOCALIZACION TOPOGRAFICA E IDENTIFICACION

Se ha reportado que M .tuberculosis posee 3 proteinas que migran en los 19-20 kDa:
la glicolipoproteina de 19-kDa descrita por Garbe y col'"®, una proteina de 20-kDa que
se expresa en condiciones de estrés calorico'?’ y una proteina integral de membrana de
19-kDa'?'. Para caracterizar la adhesina detectada en los ensayos anteriores, se hicieron
Western blots con PFC de M. tuberculosis H37/Rv que se revelaron con el AcMn IT-19
que reconoce a la glicolipoproteina de 19-kDa. Se observo una banda muy intensa (Fig.
4, carril 2), indicando que la banda de 19-kDa correspondia a la glicolipoproteina de
19-kDa de M. tuberculosis'"”®. Esta banda reaccioné con Concanavalina A marcada con
peroxidasa indicando la presencia de residuos de manosa (carril 3). Para confirmar lo
anterior las PFC se sometieron a digestiéon con a-D-manosidasa, respectivamente que
resultd en disminucion del peso molecular de GLP-19 (carriles 4 y 5).

En vista de que las adhesinas son moléculas ubicadas en la superficie de los
microorganismos'?, investigamos si GLP-19 se ubicaba en la pared del bacilo. Para
esto se obtuvo por un método de sonicacion y centrifugacion una fraccion de pared de
M. tuberculosis H37/Rv que se marco con biotina. Con esta fraccion se hicieron
ensayos de adhesion con células THP-1, observandose la adhesion de una proteina de
19-kDa la cual estaba débilmente expresada en la fraccion de pared (Fig. 5). Para
conocer la identidad de esta banda, Western blots paralelos se incubaron con el AcMn
IT-19 que reaccion6 intensamente con la banda de 19-kDa en la preparacion de pared y
en células THP-1 que fueron incubadas con la fraccion de pared de M. tuberculosis.
Resultados similares se obtuvieron utilizando MDM (no se muestra). Los resultados

anteriores mostraron que de M. tuberculosis posee una adhesina dominante de 19 kDa



que corresponde a la glicoliproteina originalmente caracterizada por Garbe y col.'”’, la

que tiene afinidad por macrofagos humanos y que se localiza en la pared bacteriana.
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Figura 4. Caracterizacién de la proteina de 19-kDa de M. tuberculosis
en el PFC. Carril 1, PFC marcadas con biotina; 2, PFC revelado con el
anticuerpo monoclonal 1T-19; 3, reactividad con concanavalina A
marcada con peroxidasa; 4 y 5 revelados con el anticuerpo monoclonal
IT-19, sin y con digestion con a-D-manosidasa, respectivamente.
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Figura 5. Ensayo de adhesion a MDM con una fraccién de pared de M.
tuberculosis marcada con biotina ( A, 1). Las células se incubaron con
100 mg de la fraccion de pared por 1 h (A, 2); macrofagos sin incubar
(A, 3). Los blots en A se revelaron con estreptavidina-peroxidasa y en B
con el anticuerpo monoclonal IT-19 que reconoce la glicolipoproteina
de M. tuberculosis. B,1, extracto de pared, B2, MDM incubados con la
fraccion de pared; B,3, MDM sin incubar.



6.3. CARACTERIZACION DE GLP-19 DE M. tuberculosis EXPRESADA EN M.
smegmatis.

Con la finalidad de refinar nuestras observaciones se obtuvo una cepa de M.
smegmatis que sobreexpresa GLP-19 de M. tuberculosis (M. smegmatis+19). Como
control se utilizo una cepa de M. smegmatis que contiene el plasmido pero no el inserto
que codifica GLP-19, a la cual nos referiremos como M. smegmatis nativa. Los PFC de
estas cepas se marcaron o no con biotina y se analizaron por Western blot. En la Figura
6 se muestran los resultados. En PFC de M. smegmatis+19 marcados con biotina se
demostrd la sobreexpresion de GLP-19 la que no era detectable en PFC de M.
smegmatis nativa. Para confirmar que se trataba de GLP-19 se hicieron estudios de
Western blot con el AcMn IT-19 que reacciond intensamente con una banda de 19-kDa.
Para verificar si GLP-19 tenia residuos de manosa se utilizo6 Concanavalina A marcada
con peroxidasa y digestion enzimdtica con a-D-manosidasa, observandose que GLP-19
reaccionaba intensamente con Concanavalina A y que la digestion enzimatica reducia
su peso molecular. En PFC de M. smegmatis nativa el anticuerpo monoclonal IT-19 no
reconocio banda alguna y la reaccion Con A mostr6 varias bandas y una muy débil en
la zona de 19-kDa. Estos resultados demostraron que GLP-19 de M. tuberculosis
expresada en M. smegmatis posee residuos de manosa y mantiene el epitope que

reconoce el AcMn IT-19.
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Figura 6. Caracterizacion de GLP-19 expresada en M. smegmatis. Carriles
1, 3,5, 7y 8, 10 ug extracto de M. smegmatis+19 y carriles 2, 4 y 6, 10 ug
extracto de M. smegmatis nativa. Carriles 1y 2, PFC-biotina revelados con
estreptavidina-peroxidasa; 3 y 4, revelados con el anticuerpo monoclonal
IT-19; 5y 6, reactividad con Concanavalina A marcada con peroxidasa; 7,
PFC de M. smegmatis+19 sin tratar con a-D-manosidasa y 8, PFC de M.
smegmatis+19 tratado con a-D-manosidasa. Carriles 7 y 8, revelados con
el anticuerpo monoclonal 1T-19.



6.4. GLP-19 EXPRESADA EN M. smegmatis MANTIENE SU FUNCION DE
ADHESINA PARA CELULAS THP-1 Y MACROFAGOS HUMANOS
DERIVADOS DE MONOCITOS CIRCULANTES. DEMOSTRACION POR
WESTERN BLOT Y ELISA CELULAR.

Para investigar si GLP-19 de M. smegmatis+19 mantenia su funcién de adhesina, se
hicieron ensayos de adhesion con PFC de esta cepa. Por Western blot, utilizando el
AcMn IT-19, se observo union de GLP-19 a células THP-1 (Fig. 7A) el cual era dosis-
dependiente. Los ensayos de adhesion con la linea THP-1 y M. smegmatis nativa no
revelaron adhesion de GLP-19 (Fig. 7B). Asi mismo se hicieron ensayos de adhesion
utilizando PFC de M. smegmatis+19 y MDM, observandose adhesion de GLP-19 que
era también dosis-dependiente y que requeria para hacerse evidente cantidades de
proteina menores que con células THP-1 (Fig. 8). Ademas se obtuvieron fracciones de
pared de M. smegmatist+19 con las que se hicieron ensayos de adhesion utilizando
células THP-1, observandose que GLP-19 mantenia su ubicacion en la pared bacteriana
y que se unia a células THP-1 de una manera dosis-dependiente (Fig. 9). Para confirmar
los hallazgos anteriores los ensayos de adhesion se analizaron por ELISA celular que es
un método més cuantitativo que detecta moléculas unidas a la superficie de células'"’.
Los resultados del ELISA celular con el anticuerpo IT-19 corroboraron que GLP-19 de
M. tuberculosis expresada en M. smegmatis se pega a la membrana de macrofagos de
manera dosis-dependiente (Fig. 10). En experimentos en los que las células se
incubaron 50 pg PFC, la diferencia entre las densidades opticas de células incubadas

con PFC de M. smegmatis+19 y con PFC
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Figura 7. Ensag/o de adhesion de GLP-19r a células THP-1. Se
utilizaron 5 x 10” células por pozo a las cuales se les agreg6 azida de
sodio e inhibidores de proteasas; posteriormente se agregéo PFC de
M. smegmatis+19 (A) o M. smegmatis nativa (B). Los blots fueron
revelados con el AcMn IT-19. Carriles 1, macrofagos sin extracto; 2, 1
mg; 3, 2 mg; 4, 5mg; 5, 10 mg y 6, 50 mg de PFC.
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Figura 8. Ensayos de adhesién con PFC de M. smegmatis+19 y MDM.
Se utilizaron 5 X 10° células por pozo, con azida de sodio e
inhibidores de proteasas. Los blots fueron revelados con el AcMn IT-
19. Carril 1, PFC de M. smegmatis+19 usado en el ensayo; células
incubadas con 1 mg (carril 2); 10 mg (carril 3) y 50 mg PFC (carril 4);
5, macroéfagos sin PFC.
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Figura 9. Ensayos de adhesién con THP-1 activadas con PMA (5 nM)
incubadas con una fraccién de pared de M. smegmatis+19 (carril 1); 2,
células solas; 3, 50 pg; 4, 100 ug y 5, células incubadas con 200 ug
de la fraccion de pared. EL blot se revel6 con el anticuerpo IT-19.
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Figura 10. Ensayo de adhesion de GLP-19 a células THP-1 analizado
por ELISA celular. Se utilizaron 1 x 10° células por pozo a las que se
agreg6 PFC de M. smegmatis+19 y M. smegmatis nativa.
Posteriormente se incubaron con el AcMn IT-19 seguido de un
anticuerpo anti-IgG de ratéon marcado con fosfatasa alcalina. *P<0.05;
***p <0.001.



6.5. INHIBICION DE LA ADHESION DE GLP-19 A MACROFAGOS CON
AZUCARES COMPETIDORES DEL RECEPTOR DE MANOSA Y CON
ANTICUERPOS ANTI-RECEPTOR DE MANOSA.

Para identificar el receptor macrofagico al cual se unia GLP-19 se llevaron a cabo
una serie de experimentos. En primer termino se hicieron ensayos de inhibicion de la
adhesion de GLP-19 a células THP-1 utilizando carbohidratos que se sabe tienen
afinidad por el RM®*'*2. En ensayos de inhibicién con glucosa utilizando células THP-1
y PFC de M. smegmatis+19 marcados con biotina y analizados por Western blot se
observo inhibicion total de la adhesion de GLP-19 (Fig. 11). Igualmente los ensayos de
inhibicion preincubando las células con a-metil-mandsido antes de incubarlas con PFC
documentaron la inhibicion de la adhesiéon por Western blot y por ELISA celular
utilizando el AcMn IT-19 (Fig. 12). La inhibicién fue proporcional a la cantidad de a-
metil-mandésido utilizada en el ensayo; por Western blot se observo que la inhibicién
era ya detectable con 1 mM de a-metil-manésido. En otros experimentos las células
THP-1 se preincubaron con N-acetilglucosamina (10 y 50 mM) y manana (5 y 10 mg)
observandose una disminucion en la adhesion de GLP-19 acorde con la dosis usada
(Fig. 13). Estos resultados fueron corroborados en ensayos con MDM en los que se
observd que manana, a-metil-manodsido y N-acetilglucosamina inhibian la union de

GLP-19 a células (Fig. 14).
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Figura 11. Ensayo de inhibicién de la adhesion de GLP-19 a células THP-1
con glucosa. Las células se preincubaron con 100 (2), 300 (3) y 500 (4)
mg de glucosa por 1 hr y después con 20 mg de PFC de M.
smegmatis+19. Los blots se revelaron con el ACMn IT-19. Carril 1, células
no tratadas.
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Figura 12. Inhibicién de la adhesién de GLP-19 a células THP-1 con a-
metil-mandsido analizada por Western blot (A) y ELISA celular (B). Las
células se preincubaron con diferentes concentraciones de o-metil-
mandsido por 1 h y después con PFC (50 ug) de M. smegmatis+19. Los
blots fueron revelados con el AcMn IT-19. Carril 1, PFC de M.
smegmatis+19; 2, células sin a-metil-mandsido; 3, células con 1 uM de
a-metil-mandsido; 4, con 10 uM; 5, con 100 uM y 6 con 1000 uM a-
metil-mandsido. B) ELISA celular de la inhibicion de rGLP-19 con
diferentes concentraciones de a-metil-mandsido. **P<0.01.
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Figura 13. Ensayo de inhibicion de la adhesion de GLP-19 a células
THP-1 con ligandos del receptor de manosa. Las células se incubaron
con los ligandos por 1hr y después con 20 ug de PFC de M.
smegmatis+19. Los blots se revelaron con el AcMn IT-19. Células no

tratadas (--).
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Figura 14. Ensayo de inhibicion de la adhesion de GLP-19 a MDM con
ligandos del receptor de manosa. Las células (1x 10°) se incubaron con
10 ug de PFC de M. smegmatis+19. Previamente las células se
incubaron por 1 h con manana 1 mg (4), manana 5 mg (5), 10 mM a-
metil-mandsido (6) y N-acetil-glucosamina 1 mM (7). 1, PFC de
M.smegmatis+19; 2, MDM sin PFC; 3, MDM con PFC y sin inhibicion.
Los blots se revelaron con el anticuerpo IT-19.



6.6. QUELANTES DE CALCIO Y ANTICUERPOS ANTI-RECEPTOR DE
MANOSA INHIBEN LA ADHESIONDE GLP-19 A CELULAS THP-1.

Para confirmar las observaciones por Western blot que sugerian la interaccion de
GLP-19 con el RM se hicieron diversos ensayos. Inicialmente, las células THP-1 se
incubaron con PFC de M. smegmatis+19 marcadas con biotina y para investigar ¢l o los
receptores involucrados las células se preincubaron con 10 mg de AcMn en contra de
CR1, CR3, CR4 y el RM. En dos ensayos diferentes, los Western blots revelados con
estreptavidina marcada con peroxidasa revelaron inhibicion de la adhesion de GLP-19
con los anticuerpos anti-RM y anti-CR4 (Fig. 15).

Ademas se realizo un ensayo de inhibicién que se analiz6 por citometria de flujo. Se
observo que manana, BSA-manosilada y un anticuerpo policlonal anti-RM inhibian la
adhesion de GLP-19 a células THP-1 (Tabla 1). Con el suero policlonal anti-RM
obtenido de cabra diluido 1:500 se observo una disminucion de la fluorescencia media
de 57.39%.

Asi mismo se llevaron a cabo ensayos de adhesion con PFC de M. smegmatis+19
que se analizaron por ELISA celular. Cuando las células se preincubaron con un AcMn
anti-RM la union de de GLP-19 a células THP-1disminuyo en un 644+30% (Fig. 16).
Finalmente, las células se trataron con quelantes de calcio y magnesio (EDTA y EGTA)

123
. En estos

ya que el receptor para manosa requiere de Ca++ para unir carbohidratos
experimentos se observd que ambos agentes disminuian la adhesion de GLP-19 a
células THP-1 (44+20% y 40+36%, respectivamente; Fig. 16). Estos resultados

vinieron confirmar los ensayos anteriores implicando la afinidad de GLP-19 por el RM.



kDa

113
92

529 == P

354 =

.
21.5 = . | . GLp1o
1 2 3 4 S 6 7

Figura 15. Ensayo de inhibicién de la adhesion de GLP-19r a células
THP-1 con AcMn para receptores macrofagicos. Las células fueron
preincubadas con 3 mg/ml de anticuerpo por 30 minutos vy
posteriormente con 50 mg PFC de M. smegmatis+19 marcado con
biotina por 1 H. Carril 1, PFC de M. smegmatis+19; 2, células con PFC
y sin AcMn; 3, Anti-RM; 4, anti-CR1; 5, anti-CR3; 6, anti-CR4 y 7,
macrofagos sin PFC. El blot fue revelado con estreptavidina-
peroxidasa.



Tabla 1. Ensayo de inhibicion de la adhesion de GLP-19 a
células THP-1 analizado por citometria de flujo.

Extracto Tratamiento Fluorescencia % de
(10 png) media Inhibicion
N 569.83 | @ -

v Manana (2mg/ml) 188.07 66.70

v BSA-Man (1mg/ml) 147.24 74.16

v Ac. policlonal anti-RM 242.83 57.39
(1:500)

Se realizo un ensayo con 1x 10° células incubadas por 1 h con 10 ug de PFC
de M. smegmatis+19. BSA-Man, albumina bovina sérica unida a manosa;
RM, receptor de manosa. Se uso el AcMn IT-19 seguido de un anticuerpo en
contra de IgG de raton marcado con isotiocianato de fluoresceina.
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Figura 16. Inhibicion de la adhesion de GLP-19 con quelantes de calcio
y con un AcMn anti-RM por 1 h. Las células se preincubaron con 2 mM
de EDTA, 2 mM de EGTA o con 10 mg de AcMn anti-RM,
posteriormente se incubé con 20 mg de PFC de M. smegmatis+19 por
1hr y se siguio el procedimiento para el ELISA celular con el AcMn IT-
19.



6.7. FAGOCITOSIS DE MICROESFERAS RECUBIERTAS CON EXTRACTOS
MICOBACTERIANOS QUE CONTIENEN GLP-19. INHIBICION CON o-METIL-
MANOSIDO Y CON UN ANTICUERPO MONOCLONAL ANTI-GLP-19.

Para investigar la participacion de GLP-19 en la fagocitosis se utilizaron dos
estrategias. Se llevaron a cabo ensayos de fagocitosis con células THP-1 y microesferas
fluorescentes recubiertas con PFC de M. tuberculosis y con una fraccion lipoproteica de
M. tuberculosis enriquecida en GLP-19; como control se utilizaron microesferas
recubiertas con BSA. En la Figura 17 se muestra una micrografia que ejemplifica los
resultados obtenidos; se pueden observar macrofagos con microesferas en la superficie
celular y aparentemente en posicidn intracitoplasmica. El andlisis cuantitativo de los
experimentos anteriores mostrdé un incremento significativo en la fagocitosis/adhesion
de microesferas cuando estas fueron recubiertas con PFC de M. tuberculosis o con la
fraccion lipoproteica de la misma bacteria, siendo el nimero de microesferas adheridas
mayor con esta Ultima (Fig. 18). Ademas se hicieron en ensayos con microesferas
fluorescentes recubiertas con PFC de M. smegmatis nativa y M. smegmatis+19 (Fig.
18), el nimero de células con microesferas asociadas fue significativamente mayor
cuando se usaron microesferas recubiertas con PFC de M. smegmatis+19 que
sobrexpresa GLP-19 (p<0.01). En un ensayo con los mismos PFC y MDM incubados
con microesferas en una proporcion 10:1 se observo una diferencia estadisticamente
significativa (p< 0.05). A fin de determinar si la adhesion/fagocitosis de las
microesferas a células se debia los residuos de manosa en GLP-19, se hicieron ensayos
de inhibicidn preincubando las células con a-metil manosido (Fig. 19). Se observo una
inhibicion de la adhesion/fagocitosis que fue altamente significativa cuando se
utilizaron microesferas recubiertas con PFC de M. tuberculosis y M. smegmatis+19

(p<0.01). En contraste con a-metil manosido la preincubacion de células con D-



galactosa no fue inhibitoria, de acuerdo con la reportada falta de afinidad de este

carbohidrato por el RM'**

. Finalmente, se hicieron experimentos para demostrar la
participacion de GLP-19 en la adhesion/fagocitosis de las microesferas. En ensayos de
fagocitosis en los cuales las microesferas se preincubaron al AcMn anti-GLP-19 se
observo una disminucion en el nimero de células con microesferas asociadas. Este
efecto inhibitorio fue mayor cuando las células THP-1 se preincubaron con IgGl

agregada por calor, este efecto muy probablemente relacionado con el bloqueo de

receptores Fc (Fig. 20).



Figura 17. Ensayo de fagocitosis de microesferas fluorescentes
recubiertas con PFC de M. smegmatis+19 y células THP-1. Las células
se tifieron con azul de Evans (en rojo). En el inserto se aprecia una
célula con microesferas fluorescentes asociadas a la membrana.
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Figura 18. Ensayo de fagocitosis de microesferas fluorescentes
recubiertas con PFCs micobacterianos. A. Células THP-1 fueron
incubadas con diferentes proporciones microesfera:célula y los MDM
humanos con una proporcion de 10:1 por 1 h. B. Células THP-1 fueron
incubadas con diferentes proporciones microesfera:célula por 1 h.
Después de la incubacion las células se fijaron con formalina al 10% y
se contaron 200 células al azar en un microscopio de epifluorescencia.
*P<0.05; **P <0.01.
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Figura 19. Inhibicién de la fagocitosis de microesferas recubiertas con extracto
micobacterianos. A. Las células THP-1 se preincubaron con a-metil-mandsido
en diferentes concentraciones por 1 h y posteriormente con microesferas a una
proporcion de 20:1. B. Las células THP-1 se incubaron con diferentes
concentraciones de a-metil-mandsido y D-galactosa por 1 h; posteriormente se

incubaron con microesferas (20:1). *P <0.05, **P<0.01.
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Figura 20. Inhibicion de la fagocitosis de microesferas fluorescentes recubiertas
con la fraccion lipoproteica enriquecida en GLP-19. Para evaluar el papel de
GLP-19 en la adhesion/fagocitosis de microesferas, estas se preincubaron con
el anticuerpo IT-19 que reconoce GLP-19. Para prevenir la fagocitosis de las
microesferas via el receptor Fc de del AcMn IT-19, las células se preincubaron
con IgG agregada por calor (AlgG1) del mismo isotipo del AcMn IT-19 (IgG1).
Las células se incubaron con las microesferas en proporciéon 20:1.



6.8. ANALISIS DE LA EXPRESION DE RECEPTORES DE MEMBRANA DE LAS
CELULAS THP-1. SU INDUCCION POR FILTRADOS MICOBACTERIANOS.

En vista de los hallazgos anteriores que muestran que GLP-19 se une al RM y a que
se ha cuestionado la expresion de dicho receptor por monocitos'?’, llevamos a cabo un
estudio para analizar la expresion de RM y de los receptores CR1, CR3 y CR4 en
células THP-1 por citometria de flujo. Las células se estimularon por tiempos variables
con PMA. Se observd que las células monociticas de la linea THP-1 practicamente no
expresan RM en la superficie atin después de 7 dias de estimulacion con 20 ng/ml
(Tabla 2). En cambio se observéd una expresion importante de CR3 (36.45%) a los tres

dias de activacion y de CR4 a las 24 h (45.91%).



Tabla 2. Expresion de receptores de membrana en
cé¢lulas THP-1 estimuladas con PMA. Citometria de

flujo.
Dias de activacion
Receptor 1 3 7
% células + | % células + | % células +
CR1 13.17 5.18 1.82
CR3 9.03 36.45 18.47
CR4 45.91 28.36 22.46
RM 1.62 0.4 0.12

Analisis de la expresion de los receptores de membrana de las células
THP-1, las cuales fueron activadas con 20 ng de PMA por 1, 3y 7 dias.
Posteriormente, las células se fijaron y se incubaron con 1 ug de
AcMns anti-CR1, CR3, CR4 y RM por 1 h y con un anticuerpo
secundario anti-IlgG de

fluoresceina.

ratén

marcado con

Isotiocianato de



6.9. GLP-19 INTERACCIONA CON EL RECEPTOR DE MANOSA.
DEMOSTRACION EN BLOTS DE AFINIDAD.

Para conocer el repertorio de receptores macrofagicos con afinidad por GLP-19 y
para determinar su expresion en células THP-1, llevamos a cabo blots de afinidad con
fracciones de células THP-1 no activadas (membrana plasmatica, citosol y nucleos).
Las fracciones se transfirieron a papel de nitrocelulosa los que se incubaron con una
fraccion lipoproteica de M. tuberculosis, la cual esta enriquecida en GLP-19 (ver Fig.
22). Los blots revelados con el anticuerpo IT-19 mostraron que GLP-19 interacciona
intensamente con una banda de 60-kDa presente en la fraccion de membrana plasmatica
y en el citosol, con una de bajo peso molecular de la fracciéon nuclear y con varias
bandas de la fraccion citosolica, una de ellas de 180-kDa (Fig. 21). Con el fin
identificar las proteinas macrofagicas a las cuales se estaba uniendo GLP-19, se
hicieron incubaciones con AcMn en contra de CR1, CR3, CR4, RM, TLR2 y CDI14.
Con el anticuerpo anti-RM se detecté una banda de 180-kDa en la fraccion citosolica
indicando que la GLP-19 se unia a depdsitos intracitoplasmicos de RM. Ademas se
observé una banda muy débil del mismo peso en la fraccion de membrana plasmatica,
indicando que el RM se expresa en la en la superficie celular aun cuando en menor
grado que en el citosol. Estos experimentos sugieren que GLP-19 es capaz de

interaccionar con varios receptores macrofagicos y que se une al RM.
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Figura 21. Blot de afinidad para identificar receptores para GLP-19 en
células THP1. Las fracciones celulares; membrana plasmatica (M),
citosol (C) y fraccion nuclear (N) se procesaron para PAGE-SDS y se
transfirieron membranas de nitrocelulosa para incubarse con una
fraccion lipoproteica de M. tuberculosis y posteriormente con el AcMn IT-
19 (A). En blots paralelos (B) las membranas se incubaron con AcMn
para los receptores macrofagicos CR1, CR3, CR4, CD14,TLR-2,TLR-4 y
para el RM. Enseguida los blots fueron revelados con anticuerpos en
contra de IgG de ratdon de la subclase correspondiente marcados con
peroxidasa que se reveld por quimioluminiscencia.



6.10. INMUNOPRECIPITACION DEL RECEPTOR DE MANOSA Y GLP-19.

Para confirmar la afinidad de GLP-19 por el RM y la expresion del RM por las THP-
1 se llevaron a cabo experimentos de inmunoprecipitacion con un anticuerpo policlonal
anti-RM e incubando membranas totales de células THP-1 con una fraccion
lipoproteica de M. tuberculosis enriquecida en GLP-19. El analisis por Western blot del
inmunoprecipitado revel6 una banda de 180-kDa que fue reconocida por el anticuerpo
policlonal anti-RM (Fig. 22). Asi mismo, se observd una banda de 19-kDa que fue
reconocida por el anticuerpo monoclonal IT-19, ademas de una banda reactiva con el
anticuerpo monoclonal IT-23 que reconoce la glicolipoproteina de 38-kDa de M.

tuberculosis.
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Figura 22. Inmunoprecipitacion del RM y GLP-19 de M. tuberculosis. Se
obtuvieron membranas totales de las células THP-1 que se incubaron con
la fraccion lipoproteica de M. tuberculosis. EI complejo formado se
inmunoprecipitdé con un anticuerpo policlonal anti-RM y con Proteina G
unida a agarosa. A. Fraccion lipoproteica revelada con un suero
hiperinmune de conejo anti-M. tuberculosis (1), con Concanavalina A-
peroxidasa (2) con el anticuerpo monoclonal IT-19 que reconoce GLP-19
y con un anticuerpo en contra de la glicolipoproteina de 38-kDa (GLP-38)
(3). B. En el inmunoprecipitado se identificaron con los anticuerpos
correspondientes a GLP-19 y GLP-38 (1) y el RM (3). B, 2, membranas de
las células THP-1 usadas en el ensayo reveladas con el anticuerpo
policlonal anti-RM.



6.11. DEMOSTRACION DEL RECEPTOR DE MANOSA EN CELULAS THP-1 Y
EN MACROFAGOS DERIVADOS DE MONOCITOS CIRCULANTES POR
INMUNOHISTOQUiMICA Y ELISA CELULAR.

Para documentar la expresion del receptor para manosa en las células THP-1, se
hicieron inmunotinciones con un anticuerpo policlonal anti-RM obtenido de cabras y un
anticuerpo secundario anti-IgG de cabra marcado con peroxidasa. En células
permeabilizadas, que no se incubaron con PFC, se observo un marcaje muy débil en la
membrana de algunas células y en el citoplasma se observaron abundante granulos
imunomarcados, principalmente en la region paranuclear (Fig. 23). En contraste, en
células preincubadas con 50 ug PFC de M. smegmatis+19 por 1 h, se observo un
marcaje intenso en la superficie celular mientras que RM intracelular era escaso. EN
MDM la expresion del RM fue abundante aun sin estimulacién con el PFC. En
laminillas en las que se omitid el anticuerpo anti-RM no se observo marca alguna. Para
confirmar los datos anteriores y obtener resultados cuantitativos, se hicieron ensayos
semejantes que se analizaron por ELISA celular. Para esto se incubaron las células
THP-1 con 50 pg de PFC de M. smegmatis+19 y después de 1 h se procesaron para
ELISA celular con el AcMn anti-RM. En la Fig. 24 se observa que la incubacion con
PFC aumenta la expresion del RM en la superficie de las células de manera
significativa (p<0.05). Estos resultados sugieren que la estimulacion de células THP-1
con PFC de M. smegmatist19 induce la movilizacion del RM de depositos

intracitoplasmicos a la superficie celular.
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Figura 23. Inmunohistoquimica para demostrar la expresion de
RM en células THP-1 (A, B). Se utiliz6 un anticuerpo policlonal
anti-RM obtenido en cabra y un anticuerpo secundario de conejo
anti-IgG de cabra marcado con peroxidasa. Es evidente el patron
citoplasmico de expresion del RM en células sin incubar y
después de una hora de incubacion con el PFC de M.
smegmatis+19. En C se pueden observar MDM con abundante
RM que impide definir su localizacion. Los MDM no fueron
incubados con PFC. D, laminilla control con omisién del
anticuerpo anti-RM.
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Figura 24. ELISA celular para detectar la induccion de la
expresion del receptor para manosa por células THP-1 (1x109)
estimuladas con PFC de M. smegmatis+19 por 1 hr. Enseguida se
llevo a cabo el ELISA celular utilizando un AcMn en contra del RM.
Las barras con letras diferentes difieren significativamente
(p<0.05) usando la prueba de Anova seguida de la prueba de
Tukey-HSD. Los datos presentados derivan de 3 experimentos
independientes.



6.12. LAS CELULAS THP-1 FAGOCITAN M. smegmatis+19 A TRAVES DEL
RECEPTOR PARA MANOSA Y DE GLP-19

Finalmente, para investigar si la interaccion RM/GLP-19 inducia fagocitosis de
micobacterias se llevaron a cabo ensayos de fagocitosis con células THP-1 y M.
smegmatis+19, incubando por 1 h en una proporcion bacteria:célula de 20:1. El analisis
por microscopia de luz mostr6 que la gran mayoria de las células estaban asociadas con
uno o mas bacilos. En muchas células los bacilos estaban adheridos a la superficie
externa y en otros parecian localizarse al interior de las células (Fig. 25). Los controles
en los que se omitid el suero de conejo anti-M. tuberculosis fueron totalmente
negativos. En cuanto a la magnitud de la fagocitosis, se observd que 74.84 + 10.46% de
las células estaban asociadas con una o mas bacterias (Tabla 3). Para investigar el papel
del RM y de GLP-19 se hicieron ensayos de inhibicion con ligandos para el RM, con
EDTA y con AcMn anti-RM y anti-GLP-19. Cuando las células se preincubaron con o.-
alfa-metil-manosido y manana, la fagocitosis se inhibi6 de manera considerable
(50.76% y 79.30%, respectivamente). Con EDTA y los AcMn en contra de GLP-19 y el
RM la inhibicion fue aun mayor (P<0.001). Cuando se preincubaron las células con un
anticuerpo control del isotipo IgGl no se observd efecto alguno. Los resultados
anteriores indican que la fagocitosis de las micobacterias es a través de la interaccion

del RM y de GLP-19 via sus residuos de manosa.



Figura 25. Fagocitosis de M. smegmatis+19 por células THP-1 (A-E).
Las células fueron incubadas con bacterias en una proporcion
bacteria:célula 10:1 por 1 hr. Posteriormente se lavaron, se fijaron
con 1% de paraformaldehido y se trataron con metanol y H2O; para
eliminar la peroxidasa endogena. Finalmente se incubaron con un
anticuerpo policlonal anti-M. tuberculosis, seguido de proteina A-
peroxidasa. Se analizaron 200 células al azar en un microscopio de
luz. Se observan bacterias marcadas tanto en la membrana como en
el citoplasma (A, C-E). B. Laminilla control con omision del
anticuerpo anti-M. tuberculosis. Las laminillas se contratifieron con
Hematoxilina-Eosina. Las flechas muestran bacterias. Las barras
representan 50 [TM.




Tabla 3. Fagocitosis de M. smegmatis+19 por células THP-1.
Inhibicion de la fagocitosis con azacares competidores y
anticuerpos monoclonales.

Tratamiento Fagocitosis % Inhibicion (%)
Ninguno 74.84 £10.46 -
o-MM 36.85 £13.24* 50.76 £17.70
Manana 15.49 +3.99** 79.30 £ 5.33
EDTA 12.98 £10.14** 82.66 £13.55
AcMn-GLP-19 13.36 £7.02** 82.15+9.33
AcMn-RM 10.05 £ 6.15** 86.57 £ 9.33
Control de isotipo 82.97 £ 5.30 ---

Ensayo de fagocitosis y de inhibicion de la fagocitosis de M.
smegmatis+19 por células THP-1. La células se preincubaron
azucares competidores para el receptor de manosa y con AcMn anti-
GLP-19 y anti-RM. Los datos presentados representan la media £ SD
de tres experimentos independientes. oMM, a-metil-mandsido.
AcMn-GLP-19, anticuerpo monoclonal anti-GLP-19. AcMn-RM,
anticuerpo monoclonal anti-RM. * P< 0.5 ** P<0.05, *** P< 0.001



7. DISCUSION

La invasioén de células del hospedero por bacterias es un fendmeno crucial en las
infecciones bacterianas intracelulares como es la TB. Estos eventos, en los que
participan adhesinas microbianas y receptores de superficie de la célula hospedera,
permiten que el microbio escape de acciones potencialmente nocivas por parte del
hospedero, como son las respuestas de inmunidad innata y adquirida. Al interior de las
células nicho las bacterias se multiplican lo que permite el establecimiento de la
infeccion. Mycobacterium tuberculosis es una bacteria intracelular facultativa que
infecta principalmente a los macroéfagos. Un conocimiento profundo de como se da este
proceso podria ayudar a desarrollar estrategias racionales para el control de esta
infeccion, que hoy en dia representa un problema de salud de gran relevancia,
sobretodo en paises pobres®.

Son varios los receptores macrofagicos involucrados en la fagocitosis de M.
tuberculosis por el macrofago, siendo los mejor caracterizados los receptores para
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fracciones del complemento y el RM***-!07:

. En contraste, poco se sabe acerca de
ligandos o adhesinas micobacterianas; que participan en el proceso de fagocitosis. La
adhesina mejor caracterizada es la LAM, un lipoglicano muy abundante presente en la
pared del bacilo; en ensayos in vitro se ha demostrado LAM se une al RM presente en
la membrana del macréfago lo que resulta en la fagocitosis de la micobacteria””"'"!%7,
Recientemente se ha reportado que los fosfatidilinositol-mandsidos de la pared
micobacteriana funcionan como adhesinas’.

Hasta ahora no se ha caracterizado plenamente una adhesina de M. tuberculosis de

naturaleza proteica que al interaccionar con un receptor macrofagico promueva la



fagocitosis del bacilo de la TB; sin embargo algunas observaciones sugieren su
existencia. Recientemente en nuestro laboratorio se demostro que la proteina de choque
térmico de 71-kDa tiene afinidad por macréfagos alveolares que condicionaba la
fagocitosis de bacilos través de un receptor no conocido'®”. En este sentido son de
interés observaciones recientes que muestran que dicha proteina tiene afinidad por
CD40'**. La escasa informacion acerca de las adhesinas micobacterinas y su
importancia potencial motivaron el desarrollo de la presente Tesis. Las observaciones
hechas muestran que M. tuberculosis posee una adhesina dominante de naturaleza
proteica que migra en los 19-kDa. Los estudios que permitieron llegar a esta conclusion
se dieron de la siguiente manera. Inicialmente se incubaron macrofagos de origen
diverso con extractos proteicos de M. tuberculosis y para identificar posibles adhesinas
se hicieron Western blots de los macréfagos utilizando un suero hiperinmune anti-M.
tuberculosis; este método no fue exitoso, muy probablemente por su baja sensibilidad.
En vista de lo anterior se hicieron ensayos de adhesion con extractos micobacterianos
marcados con biotina y revelando los blots con estreptavidina marcada con peroxidasa.
Este método resultd ser de mayor sensibilidad y permitié6 demostrar la adhesion casi
exclusiva de la proteina de 19-kDa. Utilizando un AcMn especifico se logréo demostrar
que dicha adhesina correspondia a la glicoliproteina de 19-kDa de M. tuberculosis

(GLP-19) descrita originalmente por Garbe y col.'"”

. El marcaje con biotina es un
método alternativo al marcaje radioactivo que ha sido de mucha utilidad para ubicar
proteinas en células o tejidos tomando ventaja de su gran afinidad por avidina o
estreptavidina'®’. Ademas se trata de un método muy conveniente por su bajo costo,
facil manejo y alta sensibilidad y por no entrafiar riesgos como ocurre con los métodos

de marcaje con material radioactivo. La biotina se une de manera covalente con

residuos de lisina lo que no afecta la actividad bioldgica de las proteinas, ya que rara



vez los residuos de lisina se localizan en sitios activos de las proteinas. Este método fue
utilizado para identificar una adhesina de 67-kDa de M. avium con afinidad por el
receptor de vitronectina®"' .

Los ensayos de adhesion sugirieron que GLP-19 es la adhesina dominante de M.
tuberculosis pues a pesar de que estaba poco representada en los extractos usados en los
ensayos de adhesion, en los Western blots de las células incubadas con los extractos se
observo una banda muy intensa, sugiriendo un efecto concentrador por parte del
macrofago. Estas observaciones, sin embargo, no descartan la existencia de otras
adhesinas que pudieran ponerse de manifiesto por otros métodos. Al igual que lo
observado con otras adhesinas, GLP-19 se ubica en la pared micobacterianana. Esto se
demostré analizando por Western blot con un AcMn especifico preparaciones de pared
de M. tuberculosis. Aun mas, en ensayos de adhesion con fracciones de pared se
observo la adhesion de GLP-19 a células THP-1 y a MDM. La localizacion de GLP-19

en la pared micobacteriana ha sido ya reportada'*

y esta acuerdo con observaciones
hechas con otras adhesinas bacterianas'*%.

Después de las observaciones anteriores y para ampliar nuestro estudio, utilizamos
una cepa de M. smegmatis transformada con un plasmido que contenia el gen
estructural que codifica para la GLP-19 de M. tuberculosis. Se documentd que la
proteina expresada por M. smegmatis+19, expresaba residuos de manosa lo que se
document6 por su reactividad con Con A y su susceptibilidad a la digestiéon con o-D-
manosidasa. La presencia de residuos de manosa en GLP-19 expresada en M.
smegmatis se habia demostrado en estudios en otros laboratorios en base a su

reactividad con Con A" y por experimentos de mutagénesis dirigida y espectrometria

de masas que demostraron sitios de O-glicosilacién en los residuos de treonina'’,



Los ensayos con extractos proteicos de M. smegmatis+19 y macréfagos vinieron a
confirmar el papel de adhesina de GLP-19 y fueron fundamentales para identificar el
receptor macrofagico involucrado. Una serie de experimentos nos permitié concluir que
GLP-19 se unia al RM ya que la uniéon del RM a carbohidratos es calcio-dependiente
por lo que hicimos ensayos de adhesion incluyendo quelantes de calcio como son
EDTA y EGTA, resultando esto en inhibiciéon de la adhesion de GLP-19 a células.
Resultados similares se obtuvieron preincubando las células con a-metil-manésido, N-
acetilglucosamina, manana y BSA-manosilada. Trabajos anteriores han mostrado que
estos carbohidratos compiten con glicoconjugados por el RM'**'**132 Otros ensayos
que permitieron demostrar la interaccion de GLP-19 con el RM fueron los blots de
afinidad que mostraron que GLP-19 interaccionaba con una proteina de 180-kDa
presente en la membrana y citosol de células THP-1 la que pudo ser identificada como
el RM. Finalmente se hicieron ensayos de inmunoprecipitacion con un anticuerpo
policlonal anti-RM, que confirmaron la afinidad de GLP-19 por el RM. En este estudio
no se realizaron experimentos que permitieran analizar la participacion de otros
receptores para carbohidratos como son DC-SIGN o la fraccién lectina de CR3"*"**,

En este estudio se demostr6 que GLP-19, ademas de unirse al RM, promovia la
fagocitosis de micobacterias. Inicialmente se utiliz6 un sistema artificial con
microesferas fluorescentes a las cuales se les acoplaron proteinas micobacterianas. Se
observo que las microesferas recubiertas con extractos que contenian GLP-19 eran
fagocitadas con mayor avidez, lo que se inhibia con a-metilmanosido y de manera mas
significativa con el anticuerpo monoclonal IT-19 que reconoce GLP-19. Las
microesferas fluorescentes se han utilizado previamente para determinar la
participacion de ligandos y receptores en la fagocitosis de bacterias’''. Sin embargo,

el mayor mérito de este estudio fue demostrar que la interaccion de GLP-19 con el RM



resulta en fagocitosis de micobacterias. En los ensayos de fagocitosis se observo que la
mayoria de las células THP-1 fagocitaban o adherian uno o mads bacilos lo que se
inhibia de manera dramatica utilizando carbohidratos competidores para el RM, EDTA
y sobretodo con el AcMn en contra del RM. La participacion de GLP-19 en el proceso
de fagocitosis de bacilos se demostro en experimentos en los cuales la preincubacion de
las células con el ACMn en contra de GLP-19 inhibia la fagocitosis de microesferas en
casi un 80%. Una limitante de este estudio es que no se logré determinar la proporcion
de bacterias adheridas a la superficie celular o fagocitada, lo que debera precisarse en
futuros estudios de microscopia electronica o confocal.

Este es el primer estudio que demuestra de manera inequivoca que una glicoproteina
de M. tuberculosis es capaz de inducir la fagocitosis por macrofagos a través del RM.
Recientemente, se ha sugerido que las glicoproteinas micobacterianas con residuos de
manosa podrian interaccionar con el RM induciendo la fagocitosis y/o activando
macrofagos'®®. Reportes previos han demostrado que la LAM, un lipoglicano de la
pared de M. tuberculosis interacciona con RM induciendo la fagocitosis del
bacilo*"7,

La expresion del RM en células THP-1 no se habia reportado anteriormente, sin
embargo se ha sugerido su participacion en la fagocitosis de microorganismos y del
bacilo de la tuberculosis’'. Asi mismo se ha observado que LAM y otros ligandos para
el RM inducen la produccién de metaloproteinasa-9 por células THP-1, sintesis que es
abolida con un AcMn anti-RM'®. Las observaciones en blots de afinidad,
inmunoprecipitacion y el bloqueo de la adhesion con ligandos para el RM y con AcMn
indicaban la expresion del RM en la membrana de las células THP-1 que habian sido
incubadas con extractos micobacterianos. Sin embargo, en estudios de citometria de

flujo, que detecta moléculas en la superficie celular, la expresion del RM en células



THP-1 que no habian sido incubadas con extractos era virtualmente inexistente. Esta
observaciéon genero la hipotesis de que durante los ensayos de adhesion componentes
del extracto micobacteriano inducian la expresion del RM en la superficie celular lo que
explicaria las observaciones hechas en los ensayos de adhesion y fagocitosis. Esta
hipétesis fue corroborada por inmunohistoquimica y ELISA celular que demostraron
que una hora de incubacion de las células THP-1 con extractos de M. smegmatis+19
resultaba en la movilizacion del RM de depositos intracelulares a la superficie celular.
En este estudio no determinamos si este fendmeno se asociaba o no a un incremento en
la sintesis de novo del RM por las células THP-1. Los hallazgos anteriores estan de
acuerdo con observaciones recientes que muestran que | h de incubacién de
macrofagos humanos con la proteina A surfactante induce la expresion del RM en la

: r 125
superficie de macréfagos

. En este estudio, al igual que en el nuestro, la aparicion del
RM en la superficie celular parece deberse a la movilizacion de depdsitos intracelulares
del RM en la ausencia de sintesis proteica de novo.

El RM ha cobrado mucha importancia por su participacion en la inmunidad innata
como un receptor de reconocimiento de patrones presentes en microbios®. EI RM es un
receptor que participa en la fagocitosis de patdgenos como Candica albicans,
Pneumocystis carinii, Klebsiella pneumoniae, Criptococcus, Leshmania donovani,
Tripanosoma cruzi, el virus de la influenza, virus Herpes simples y el virus de la

. .o 86,139-141
inmunodeficiencia humana™

. La interaccion de ligandos con RM genera sefiales
intracelulares que activan el macrofago, induciendo la sintesis de citocinas
proinflamatorias y radicales libres de oxigeno y nitrogeno lo que incrementa la

.. . .. . o1 142 oy
actividad microbicida y funguicida ™. Otra funcion que se le reconoce al RM es su

.. ., , . , L. 143
participacion en la homeostasis de glicoproteinas plasmaticas .



Recientemente se ha propuesto que la utilizacion preferencial del RM representa una
ventaja evolutiva para el establecimiento de una infeccion intracelular como es la
tuberculosis, ya que la fagocitosis a través de esta via no esta acoplada a funciones

.. r 144,14
bactericidas del macrofago'**'*.

Algunos autores han cuestionado la capacidad
fagocitica del RM, sefialando que se trata de un receptor de adhesion, que para que la
fagocitosis se lleve a cabo, requiere de la cooperacion de otro receptor'*’. En
contraposicion, un estudio reciente muestra que el RM es capaz de generar sefiales que
conducen a la fagocitosis de una particula asociada con polimerizacion focal de actina y
activacion tiempo-dependiente de Cdc42, Racl'’. La inhibicion de la expresiéon de
Cdc42 y RhoB por RNA de interferencia mostr6 que la fagocitosis es iniciada por
Cdc42 y RhoB y que adicionalmente hay fosforilacion de PAK-1, que depende de la
activacion de la RhoGTPasa. Estos hallazgos demuestran que la fagocitosis a través de
RM activa una cascada de sefalizacion diferente de la cascada de activacion de la
fagocitosis a través de los receptores del complemento.

GLP-19 es una de las moléculas de M. tuberculosis que ha sido mas estudiada.
Desde el punto de vista bioquimico es una molécula doblemente interesante ya que
posee residuos de carbohidratos y lipidicos, es decir se trata de una

glicoliproteina''*'*°

. En general, se considera que los residuos de carbohidratos
confieren estabilidad a las glicoproteinas protegiéndolas de proteasas y de interacciones
intermoleculares inespecificas'*®. Asi mismo se sabe que los carbohidratos contribuyen
a la formacion de motivos de reconocimiento que explican la participacion de las
glicoproteinas en fendmenos de reconocimiento molecular, particularmente en la
interaccion entre ligandos y receptores celulares'®. Ademas de GLP-19, M.

tuberculosis posee otras proteinas con residuos de manosa cuya funcion se desconoce,

tales son las proteinas de 38-kDa y la de 45-47-kDa'**'*. Es de interés que en nuestro



ensayos de inmunoprecipitacién, al mismo tiempo que GLP-19, se precipitaba la
glicoproteina de 38-kDa. Es probable que esta glicoproteina funcione como una
adhesina micobacteriana con afinidad por el RM.

GLP-19 es una proteina con propiedades biologicas interesantes. Es capaz de inducir
anticuerpos en ratones y humanos, activa células T CD4+ y CD8+ y es capaz de inducir
respuestas T de tipo citotoxico'*'°'"1**. Ademas, activa macrofagos via el receptor tipo
Toll-2 para producir citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-12) e inducir apoptosis de
macrofagos. Asi mismo, inhibe la presentacion de péptidos antigénicos a través del
complejo principal de histocompatibilidad tipo I y II, ya que bloquea la sefializacion de
IFN-y"**1%7 Reportes recientes han mostrado que los azucares de GLP-19 son
importantes bioldgicamente, ya que una forma no glicosilada de la proteina es incapaz
de activar macrofagos'™®.

A todas estas multiples propiedades biologicas debe agregarse la capacidad de GLP-
19 para promover la fagocitosis via el RM proporcionando al bacilo un nicho celular
permisivo que podria favorece su subsistencia y replicacion. Por lo anterior, GLP-19
debe ser considerada un factor de virulencia de gran importancia en la patogenia de la

TB.



8. CONCLUSIONES

e Mycobacterium tuberculosis posee una proteina de 19-kDa que funciona como una

adhesina micobacteriana para macréfagos humanos.

e La adhesina de 19-kDa es una proteina ubicada en la pared bacteriana que

corresponde a la glicolipoproteina de 19-kDa de M. tuberculosis.

e GLP-19 tiene afinidad por el receptor macrofagico para manosa con el cual

interacciona a través de sus residuos de manosa.

e La estimulacién de células de la linea monocitica humana THP-1 con extractos
proteicos de M. smegmatis+19 resulta en la movilizacion del RM de depositos

intracitoplasmicos a la superficie celular.

e Lainteraccion de la adhesina de 19-kDa con el RM presente en la superficie de las

células THP-1 promueve la fagocitosis de micobacterias.



. PERSPECTIVAS

Realizar investigaciones para saber si GLP-19 y el RM participan en la fagocitosis

de M. tuberculosis por macréfagos humanos de sangre circulante y alveolares.

Dilucidar los mecanismos involucrados en la induccion del RM por micobacterias

y/o sus productos.

Caracterizar el repertorio de receptores macrofagicos con los cuales GLP-19

interacciona y estudiar la posible cooperatividad entre ellos.

Investigar si el RM es un receptor que ademas de inducir fagocitosis es capaz de

inducir fosforilaciones y activar al macrofago para producir citocinas

proinflamatorias y aumentar la actividad microbicida.

Investigar si las glicoproteinas de 38 y45-47-kDa funcionan como adhesinas.
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