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NOD2 es un receptor intracelular presente en células inmunes de la linea
monocitica. Este receptor es capaz de reconocer muramil dipeptido (MDP), el cual
se encuentra formando parte del peptidoglicano presente en la pared bacteriana.
En la dltima década se ha demostrado la importancia del receptor NOD2 en la
respuesta inmune innata frente a Mycobacterium tuberculosis, y se ha sugerido que
la membrana fagosomal podria proporcionar la translocacion de MDP desde el
interior del fagosoma hacia el citoplasma para que se lleve a cabo el reconocimiento
por parte del receptor NOD2. Sin embargo aun se desconoce el mecanismo por el
cual se lleva a cabo dicho transporte. Estudios recientes en macrofagos humanos
han demostrado la presencia de los transportadores de oligopéptidos PHT1y PHT2
a los cuales se les podria atribuir el transporte de MDP micobacteriano desde el
fagosoma al citosol y, de esta manera, desempefar un papel importante en su
reconocimiento por parte del receptor NOD2. En este trabajo planteamos la
hipotesis de que los transportadores PHT1 y PHT2 contribuyen al transporte de
MDP de Mycobacterium bovis BCG desde el fagosoma al citosol. Los resultados
obtenidos demuestran que los transportadores PHT1 y PHT2 se expresan
principalmente en membrana fagosomal y que de éstos, solo la expresion de PHT2
es inducida por BCG. También se observé que BCG induce la expresion de NOD2
y promueve su reclutamiento desde citoplasma a membrana fagosomal. Y
finalmente, que BCG es capaz de inducir la sobre-expresion de genes como RIPK2,
NFKB1, CASP-1, IL1B, BIRC3 y NLRP3, que en conjunto demuestran la activacion
de la via de senalizacién de NOD2. Con los resultados obtenidos se puede sugerir
que los transportadores PHT1 y PHT2 se encuentran involucrados en el transporte
de MDP micobacteriano desde el fagosoma al citosol, sin embargo para demostrar
de manera concluyente esta afirmacion se realizara, en estudios posteriores,
silenciamiento génico para disminuir la expresién de los trasportadores en
macréfagos THP-1 y se evaluara el impacté del silenciamiento en la activacion de
NOD2.
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1. Tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infectocontagiosa que afecta
principalmente al pulmdn, aunque también existen la tuberculosis meningea y la
tuberculosis miliar, ambas formas graves de la enfermedad. La tuberculosis
pulmonar es la forma mas contagiosa y constituye mas del 80% de los casos [WHO,
2015].

El agente causal de la enfermedad en humanos es Mycobacterium tuberculosis,
patdgeno intracelular que infecta a los macréfagos, células que forman parte de la
respuesta inmune innata. La transmision se da por via aérea a través de gotas de
saliva expulsadas por la tos o estornudos de individuos enfermos. Se calcula que
en el 2015 a nivel mundial contrajeron la enfermedad 10.4 millones de personas
(Figura 1) y que 1.8 millones fallecieron por esta causa, de los cuales 400,000
murieron co-infectados con el virus de inmunodeficiencia humana (VIH). Alrededor
de una tercera parte de la poblacion mundial se encuentra infectada con el bacilo
de manera latente y de ésta el 10% presentara la enfermedad activa a lo largo de
su vida. La tuberculosis es catalogada como la segunda causa de muerte a nivel
mundial ocasionada por un agente infeccioso, motivo por el cual es considerada un
problema de salud publica [Abbas, 2011; WHO, 2015].

2.Tuberculosis en México

De acuerdo con el Centro Nacional de Programas Preventivos y Control de
Enfermedades (CENAPRECE) de la Secretaria de Salud, la incidencia en México
de Tuberculosis en el 2015 fue de 20,561 casos y mas de 2,000 defunciones
ocasionadas por esta enfermedad, lo que representa una importante pérdida de
anos potenciales de vida saludable y, por consiguiente, un reto para el sector salud,
ya que se presenta una mayor mortalidad en los extremos de la vida [Secretaria de
salud: CENAPRECE, 2015].
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FIGURA 1: Mapa de la tasa de incidencia de la tuberculosis a nivel mundial en el afo
2015. En la imagen se representan en colores los nuevos casos de tuberculosis en todas
sus formas por cada 100,000 habitantes por afio [WHO, 2015].

Actualmente el unico tratamiento profilactico contra la Tuberculosis es la aplicacion
de la vacuna obtenida a partir del bacilo de Mycobacterium bovis de Calmette y
Guerin (BCG), la cual a partir de 1979 fue incorporada por la organizacion mundial
de la salud al programa de inmunizacién en 64 paises, incluyendo México. A pesar
de que en los ultimos afos las aportaciones para proponer una nueva vacuna
contra la tuberculosis han sido considerables, los nuevos prototipos de vacunas en

la fase tres no han resultado significativamente mejores a la BCG [WHO, 2015].
3. Vacuna BCG

La vacuna BCG fue desarrollada en el Instituto Pasteur en Lille Francia por Albert
Calmette y Camille Guerin a partir de una cepa de M. bovis aislada de la leche de
una vaca con mastitis tuberculosa, la cual fue atenuada mediante 230 siembras
secuenciales peridédicas de cada 3 semanas en medio de papa, glicerol y sales
biliares de buey [Liu, 2009]. Durante esta atenuacion, la bacteria perdié la region

de diferenciacién 1 (RD1), un locus de 9.5 kilobases de longitud que comprende
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nueve genes que codifican una serie de proteinas que se han relacionado con la

virulencia y patogenicidad de la bacteria [Kurenuma, 2009].

En 1921 se aplicd por primera vez como vacuna a un infante cuya madre murio por
tuberculosis, el cual no desarrollo la enfermedad. Durante los siguientes tres afios
se vacunaron en Europa a mas de 300 nifos, con lo que la eficacia y seguridad de
la vacuna quedaron establecidos [Liu, 2009; Brewer, 1995]. Actualmente la vacuna
es fabricada por distintos proveedores como vacuna BCG, y se aplica
mundialmente a alrededor de 100 millones de recién nacidos cada ano [Liu, et. al,
2009].

4. Caracteristicas estructurales de las micobacterias

Todas las micobacterias presentan una estructura compleja, constituida por una
membrana plasmatica, seguida de la pared celular (formada por el complejo
peptidoglicano-arabinogalactano-acidos micélicos) y finalmente por una envoltura
denominada material tipo capsula. Estos componentes le confieren caracteristicas
como impermeabilidad a diferentes componentes, resistencia a medicamentos y la
acido-alcohol resistencia. Ademas, varios componentes de la pared intervienen en

la patogenia y favorecen la supervivencia del bacilo en el interior de los macréfagos.

A continuacién, se describen brevemente los diferentes componentes de la pared

celular de las micobacterias (Figura 2).
4.1 Membrana celular

La capa mas interna corresponde a la membrana celular, la cual es una bicapa
lipidica donde se encuentran proteinas que estan involucradas en el metabolismo
y procesos de biosintesis. También presenta derivados de fosfolipidos altamente
glicosilados dando lugar a moléculas como la lipoarabinomanana, que tienen un

papel fundamental en la patogénesis de la tuberculosis [Kumar, 2014].

La membrana celular se une por enlaces fosfodiéster a la pared micobacteriana, la

cual esta formada por peptidoglicano, arabinogalactano y acidos micdlicos.
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4.2 Peptidoglicano

El peptidoglicano es un polimero que forma una capa rigida fuera de la membrana
que proporciona la forma celular y la fuerza para soportar la presion osmotica,
también es considerado un andamio para las estructuras que conforman la pared
celular. Estructuralmente el peptidoglicano estd formado por una secuencia
alternante de N-acetilglucosamina y acido-N-acetilmuramico sustituidos con
cadenas laterales de péptidos que estan fuertemente ligados para proporcionar
integridad estructural. El peptidoglicano se une a una capa de arabinogalactana y
finalmente se encuentra una capa formada por acidos micdlicos [Mishra, 2011;
Kumar, 2014].

4.3 Arabinogalactana

La funcidn de la galactana aun es desconocida, aunque se sugiere que participa en
el anclaje de los acidos micdlicos al peptidoglicano. EI modelo mas reciente de esta
estructura indica que contiene 125 residuos glicosilados distribuidos en un dominio
de galactana, 3 dominios arabinasa y una regién especifica que asegura la unién

covalente al peptidoglicano [Kumar, 2014].
4.4 Acidos micélicos

Los acidos micdlicos son acidos grasos complejos de 70 a 80 carbonos de gran
importancia taxondémica para las micobacterias ya que les confiere resistencia
contra farmacos hidrofébicos, deshidratacion y ayudan a que la micobacteria evada
el sistema inmune del hospedero. Los acidos micolicos presentan diferentes grupos
funcionales; los acidos a-micélicos, ceto-micolicos y metdxi-micolicos son capaces
de atraer neutrdfilos y macréfagos e inducir y/o adoptar una estructura antigénica

para el reconocimiento de anticuerpos [de Souza, 2008; Verschoor, 2012].
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4.5 Material tipo capsula

El material tipo capsula es la capa mas externa en las micobacterias, contiene
proteinas, glicolipidos, polisacaridos y proteasas y tiene una interaccién directa con
los elementos de la respuesta inmune. Muchas de estas moléculas, principalmente
lipoarabinomananay lipomanana, son importantes en la patogenicidad, penetracion
de los bacilos a las células del hospedero y su reconocimiento por parte de
receptores de la inmunidad innata, los cuales activan diferentes vias de
sefnalizacion e inducen un gran numero de funciones que activan o inhiben
mecanismos efectores para controlar o perpetuar la infeccion. [Riedel, 2000; Killick,
2013].

Lipoarabinomanana
—e .
Lipomanana

Material
tipo capsula

Acidos
micodlicos’

. Arabinosa
Arabino-
galactana

Galactana{

Peptidoglicano

Membrana ' ‘ < .
ol () ogzzzzzzzﬁ ) W@%@%@%@%@
Proteinas o
[ Acido-N-glucoliimuramico @ Manosa [0 Arabinosa
B N-acetilglucosamina O Galactana @ L-Ramnosa

FIGURA 2: Representacion esquematica de la pared celular de micobacterias
[Modificado de Esko J, et al., 2009. Essentials of Glycobiology. 22 ed.]
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5. Respuesta inmune innata frente a la tuberculosis

La respuesta inmune innata frente a M. tuberculosis inicia una vez que el bacilo
ingresa al organismo. Una de las primeras células que actuan frente a la infeccion
son los fagocitos mononucleares, principalmente neutréfilos y macréfagos, los
cuales desempefian un papel fundamental en la defensa del hospedero eliminando
a las bacterias mediante diferentes mecanismos mediados por el proceso de

fagocitosis vy lisis [Abbas, 2011].
5.1 Fagocitosis

La fagocitosis es el proceso en el que la membrana de células especializadas rodea
a la bacteria dirigiéndola a su interior [Bardoel, 2011]. Este proceso requiere de la
participacion de receptores fagociticos, principalmente receptores de manosa en el
caso particular de M. tuberculosis (Figura 3A), que activan una serie de sefiales
que culminan con el rearreglo de la actina del citoesqueleto y la formacién de un
compartimento membranoso intracelular denominado fagosoma (Figura 3B)
[Aderem, 1999; Haas, 2007]. Una vez formado el fagosoma con M. tuberculosis en
su interior, se lleva a cabo una serie de fusiones complejas con elementos
vesiculares de la red endosdmica, como endosomas tempranos, endosomas

tardios y finalmente, con lisosomas [Underhill, 2002].

En una primera etapa se forman los fagosomas tempranos tras la fusién de un
fagosoma con un endosoma temprano y se caracterizan por un bajo contenido de
enzimas hidroliticas y proteoliticas, un pH de 6.2 y la expresién de marcadores
endosomales como las GTPasas Rab5 y Rab22a (Figura 3C). En una segunda
etapa se forman los fagosomas tardios resultado de la fusién de un fagosoma
temprano con un endosoma tardio, estos presentan un pH de 4.5 a 5.0 y presentan
marcadores endosomales como las GTPasas Rab6, Rab7 y Rab9 (Figura 3D).
Finalmente, en la tercera etapa se forman los fagolisosomas resultado de la fusion
final de los fagosomas tardios con lisosomas, los cuales alcanzan un pH de 4.5y
presentan proteinas de membrana asociadas a lisosomas como LAMP-1, LAMP-2
y LAMP-3 (Figura 3E) [Castano, 2010; Bobadilla, 2009; Gordon, 2016].
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Los fagosomas tardios y los fagolisosomas presentan una alta concentracion de
enzimas hidroliticas y proteoliticas, péptidos antimicrobianos y la capacidad de
generar compuestos toxicos de oxidacion que tienen como finalidad la muerte de
M. tuberculosis y su degradacion [Underhill, 2002].

Como productos de la degradacion enzimatica del bacilo en el fagosoma se
obtienen fragmentos de acidos nucleicos, péptidos bacterianos y fragmentos de
pared. De estos, los péptidos microbianos son presentados a linfocitos T CD4 a
través del complejo mayor de histocompatibilidad de clase dos, iniciando asi el

montaje de la respuesta inmune adaptativa (Figura 3G) [Abbas, 2011].

RECEPTORES FAGOCITICOS
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Nucleasas Lamp1 Rab9
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FIGURA 3: Etapas del proceso fagocitico de Mycobacterium tuberculosis. [Modificado de Medical Dictionary.
2009. Farlex and Partners. Recuperado el 10 de enero de 2017 de http://medical-
dictionary.thefreedictionary.com/phagocytosis]
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5.2 Receptores involucrados en el reconocimiento de M. tuberculosis

Ademas de los receptores fagociticos, existen receptores capaces de reconocer
patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMP) presentes en M. tuberculosis
[Killick, 2013], entre los que destacan los receptores tipo Toll (TLR) y los receptores
tipo Nod (NLR) que inducen la respuesta inflamatoria innata y permiten la
participacion de la inmunidad adaptativa por medio de la produccién de citocinas
[Nakamura, 2014].

Los TLR son receptores de membrana que detectan el medio extracelular y el
compartimiento fagosomal en las infecciones microbianas, mientras que los NLR
son receptores citosolicos que detectan productos microbianos en el citosol. Los
receptores TLR7, TLR8 y TLR9 reconocen fragmentos de acidos nucleicos
micobacterianos presentes en compartimientos fagosomales y NOD2, miembro de
la familia de los NLR, reconoce fragmentos de peptidoglicano micobacteriano
presentes en el citosol (Figura 3F) [Elinav, 2011; Killick, 2013]. El receptor NOD2
es muy sensible en el reconocimiento de M. tuberculosis, esto se ha asociado
principalmente a la mayor activacion del receptor NOD2 por parte del
peptidoglicano presente exclusivamente en los miembros del género
Mycobacterium, lo que hace del receptor NOD2 un receptor importante para el
reconocimiento de M. tuberculosis [Ferwada, 2005; Coulombe, 2009; Pandey,
2009; Brooks, 2011; Hansen, 2014].

6. Receptor NOD2

El receptor NOD2 se encuentran en el citosol de células inmunes de la linea
monocitica, granulocitos, linfocitos y en células del tracto gastrointestinal [Gutierrez,
2002; Berrebi, 2003]. La estructura del receptor NOD2 incluye un dominio de
reconocimiento el cual consiste en repeticiones ricas en leucinas (LRR) que
participan en la deteccion microbiana; un dominio de oligomerizacion de nucleotidos
(NOD) y un dominio efector que actua como moderador de la sefializacion una vez
que el receptor es activado, el cual consta de dos dominios CARD. (Figura 4)
[Inohara, 2003].
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FIGURA 4: Representacion esquematica de la estructura de NOD2 [Modificado de Philpott DJ, 2014]

El ligando del receptor NOD2 es el Muramil dipeptido (MDP), el cual se encuentra
formando parte del peptidoglicano presente en la pared de las bacterias Gram

positivas y Gram negativas [Stobe, 2006].
6.1 Muramil dipéptido micobacteriano

El MDP corresponde al fragmento de peptidoglicano formado por la fraccion
correspondiente al N-acetil muramico unido exclusivamente con L-alanina y D-acido

glutamico (Figura 5) [Ramirez-Rivera, 2002; Inohara, 2003].
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FIGURA 5: Estructura del peptidoglicano en donde se sefala el fragmento correspondiente
al MDP. [Modificada, Imagen sin autor (2006). "Peptidoglikano" recuperado el 10 de enero
de 2017 de: https://eu.wikipedia.org/wiki/Peptidoglikano#/media/File:Peptidoglucano.jpg]
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En el género Mycobacterium se encuentra presente la enzima N-acetil muramico
hidroxilasa (NamH) que actua sobre el grupo N-acetil del acido muramico que
adiciona un grupo hidroxilo para producir la forma glicosilada de muramil dipeptido
(Figura 6). Se ha demostrado que el MDP glicosilado induce una activacién de
NOD2 mayor en comparacion con el MDP acetilado, y que la interrupcion de la
enzima NamH conduce a la alteracion del reconocimiento de micobacterias
mediado por NOD2 [Coulombe, 2009; Hansen, 2014; Behr, 2015].

\O
N NamH .

NH-COCH,OH
NH-COCH,

H
HO ' Grupo acetl ;;o Grupo glicosil
‘ L-Ala
L-Ala ‘
‘ D-Glu
D-Glu

FIGURA 6: Reaccion de glicosilacién del muramil dipéptido mediada por la
enzima N-acetil muramico hidroxilasa (NamH). [Modificado de Coulombe, 2009]

6.2 Activacion del receptor NOD2

La union de MDP al dominio de reconocimiento de ligando de NOD2 induce un
cambio conformacional en el receptor promoviendo el reclutamiento y posterior
activacion de la cinasa RIP2, esto induce la fosforilacion del complejo IkB cinasa
(IKK) favoreciendo su activacion. Posteriormente el complejo IKK activado fosforila
a IkB el cual es un inhibidor que mantiene secuestrado al factor nuclear NF-Kb en
el citoplasma. Esta fosforilacion promueve la poliubiquitinacion y posterior
degradacion del inhibidor IkB, liberando asi a NF-kB que posteriormente se
transloca al nucleo para regular la expresion de los genes diana implicados en
inflamacion, inmunidad y supervivencia celular. A su vez RIP2 también activa la via
de las MAP cinasas como ERK JNK y P38, lo que conduce a la activacion del factor
nuclear AP-1 (Figura 7) [Kanneganti, 2007; Franchi, 2008].
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Los factores nucleares NF-kB y AP-1 activados por la via de senalizacion de NOD2
inducen la transcripcion de genes que codifican a citocinas pro-inflamatorias, entre
ellas los precursores inactivos pro-interleucina 18 (pro-IL-1B) y pro-interleucina-18
(pro-IL-18) que posteriormente, por accién de la caspasa 1, sufren una ensicidon
teniendo como resultado final a la IL-1B y a la IL-18 maduras (Figura 7) [Denes,
2012; Owen, 2013].
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FIGURA 7: Sefalizacion mediada por NOD2. Ver detalles en el texto [Modificado
de Kanneganti, 2007]
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6.3 Importancia del receptor NOD2 en la tuberculosis

En la ultima década se ha considerado a NOD2 como un receptor muy importante
para el reconocimiento de patdgenos intracelulares como es el caso de M.
tuberculosis, esto se le atribuye principalmente a su localizacion intracelular y a la
activacion del receptor frente a MDP glicosilado micobacteriano [Ferwerda, 2005;
Coulombe, 2009; Brooks, 2011; Juarez, 2012]. Estudios funcionales demostraron
que NOD2 es un importante mediador en la produccién de especies reactivas de
oxigeno en respuesta a M. tuberculosis, favoreciendo su eliminacion [Landes,
2013].

M. tuberculosis induce una respuesta de Interferones del tipo | a través de una via
dependiente de NOD2 con un papel importante para la molécula de sefializacién
RIP2 y el factor nucléar IRF5. Esto es notablemente diferente a la induccion de
interferones de tipo | por otras bacterias que presentan MDP acetilado, como
Listeria monocytogenes. El interferon de tipo | es conocido por participar y regular
la inmunidad contra patdgenos intracelulares que induce un aumento en la
capacidad microbicida [Pandey, 2009]. La importancia del receptor NOD2 fue
confirmada por una asociacion significativa entre la presencia de tres polimorfismos
no-sinbnimos presentes en el gen nod2 (Pro268Ser, Arg702Trp y Ala725Gly) con
una mayor susceptibilidad a la tuberculosis en humanos [Azad, 2012; Austin, 2008].
También en ratones knock-out para NOD2 se comprobd la disminucion en la
produccion de TNF-o en respuesta a M. tuberculosis y un mayor crecimiento
bacteriano intracelular [Killick, 2013]. Estos estudios en conjunto demuestran la
importancia del receptor NOD2 en la respuesta inmune innata frente a M.
tuberculosis, y se sugiere que la membrana fagosomal podria proporcionar la
translocacién de MDP desde el interior del fagosoma hacia el citoplasma para que
se lleve a cabo el reconocimiento por parte del receptor NOD2, sin embargo aun se
desconoce el mecanismo por el cual se lleva a cabo el transporte.

Estudios recientes en macréfagos humanos han demostrado la presencia de los

transportadores de oligopéptidos PHT1 y PHT2 a los cuales se les podria atribuir
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el transporte de MDP micobacteriano [Wang, 2014; Sun, 2013; Marina-Garcia,
2009; Rubio-Aliaga, 2002].

7. Transportadores PHT1 y PHT2

Los transportadores PHT1 y PHT2 son transportadores membranales miembros de
la familia SLC15A presentes en fagosoma que median la captacion celular de
dipéptidos vy tripéptidos por medio de un transporte simporte activo utilizando un
potencial de membrana negativo y un gradiente de protones dirigido desde el
interior del fagosoma al citoplasma. El transporte simporte se define como el
transporte simultaneo de dos sustratos en la misma direccion por el mismo
transportador sencillo, y el transporte activo se caracteriza por que uno de los
sustratos, en este caso protones (H*), crea previamente un gradiente de
concentracion cuya disipacion es usada por el segundo sustrato, en este caso MDP,
para transportarse con €él. En el caso de los transportadores PHT1 y PHT2, el
gradiente de protones esta dado por el pH del compartimiento fagosomal
proporcionado por la accién de ATPasas durante la hidrolisis de ATP (Figura 8)
[Maloney, 1996; Steel, 1998; Rubio-Aliaga, 2002; Charriére, 2010; Smith, 2013;
Ferrand, 2013;].

Hasta ahora se desconoce la dinamica de PHT1 y PHT2 con respecto a su
capacidad de transporte y a su afinidad con sustratos, pero se ha reportado una
importante relacion funcional con los otros miembros de la familia SLC15A (PEPT1
y PEPT2). Todos los transportadores de dicha familia poseen 12 dominios
transmembranales en donde sus extremos amino y carboxilo terminal se localizan
en el citosol [Steel, 1998; Hannelore, 2004].

Recientemente, se demostré que PHT1 y PHT2 se expresan en macrofagos de
bazo de raton y en macréfagos humanos de la linea celular THP-1 [Sun, 2013].
Ademas, se demostro que el lipopolisacarido (LPS) es un factor regulador positivo
de la expresién de PHT2 y que esta regulacion se produjo principalmente a través
de la via de sefializacién de NF-kB [Wang, 2014].
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FIGURA 8: Mecanismo de transporte de dipéptidos y tripéptidos mediado por PHT1 y PHT2
[Modificado, Imagen sin autor (sin fecha). "Lipidos y membranas" recuperado el 10 de enero
de 2017 de: http://blogyanerthbioquimica.blogspot.mx/2016/06/lipidos-y-membrana.html]

Asimismo, por medio de espectrometria de masas se demostrd la expresion de
PHT1y PHT2 en membrana endosomal de células dendriticas de sangre periférica
y en macrofagos murinos de la linea celular J774.1 y que la asociacion de NOD2
con los compartimientos endociticos que contienen patégenos son una importante
caracteristica para que se lleve a cabo el reconocimiento de MDP [Nakamura,
2014].

Estos antecedentes sugieren que los transportadores PHT1 y PHT2, al encontrarse
expresados en macrofagos, ser regulados por LPS y asociarse a membranas
endociticas, podrian estar involucrados en el transporte de MDP desde el fagosoma
al citosol y, de esta manera, desempefar un papel importante en la respuesta
inmune inducida por el reconocimiento de Mycobacterium tuberculosis por parte del
receptor NOD2.
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En la ultima década se ha demostrado la importancia del receptor NOD2 en el
reconocimiento de Mycobacterium tuberculosis. NOD2 reconoce a MDP, que es un
motivo de peptidoglicano presente en la pared bacteriana, y ha mostrado tener un
papel clave en la regulacion de la respuesta inmune innata. Sin embargo se
desconoce el mecanismo por el cual el MDP micobacteriano es transportado desde
el compartimento fagosomal al citosol donde se presenta el reconocimiento por
parte de NOD2. Estudios recientes han demostrado la expresion de los
transportadores de péptidos PHT1 y PHT2 en compartimentos endosomales
presentes en células inmunes; por lo tanto, el estudio de la expresion, localizacion
celular e interaccién con MDP de los transportadores PHT1 y PHT2 en macrofagos
humanos infectados con Mycobacterium bovis BCG permitira conocer su potencial

implicacion en el transporte de MDP micobacteriano de fagosoma a citosol.
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Los transportadores PHT1 y PHT2 contribuyen al transporte de MDP de

Mycobacterium bovis BCG desde el fagosoma al citosol
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Determinar la implicacion de los transportadores PHT1 y PHT2 en el transporte de
MDP de M. bovis BCG desde el fagosoma al citosol en macréfagos humanos de la

linea celular THP-1.

» Determinar la interaccion fisica entre MDP vy los trasportadores PHT1y PHT2

» Determinar la expresion de PHT1 y PHT2 en macréfagos humanos de la

linea celular THP-1 infectados con M. bovis BCG a diferentes tiempos.

» Determinar la localizacion intracelular de PHT1 y PHT2 en macrofagos

humanos de la linea celular THP-1 infectados con M. bovis BCG

» Identificar los genes involucrados en la via de sefalizacion de NOD2
mayormente expresados en macréfagos humanos de la linea celular THP-1

infectados con M. bovis BCG
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Para determinar las interacciones fisicas entre MDP y los transportadores PHT1 y
PHT2 se obtuvieron lisados de macréfagos THP-1 los cuales se separaron
electroforéticamente en un gel nativo y se transfirieron a una membrana de PVDF,
dicha membrana fue cortada en dos secciones: una seccion se incubé con MDP y
la otra se mantuvo en PBS como control. La presencia de interacciones entre MDP
y los transportadores se evidencio al incubar las membranas con anticuerpos
primarios que reconocen especificamente al “Sitio de unién a sustrato” de los
transportadores. Asi la interaccion de los transportadores con MDP impide que los
anticuerpos se unan a su epitopo presente en los trasportadores. De esta manera,
al incubar la membrana posteriormente con anticuerpos secundarios acoplados a
peroxidasa y obtener el blot, la disminucion en la sehal obtenida sugiere la
presencia de interacciones entre MDP y los transportadores (Ver Anexo lll).
Para determinar la expresion y localizacion de PHT1, PHT2 y NOD2 en macréfagos
THP-1 infectados con Mycobacterium bovis BCG, se emple6 inmunofluorescencia
y para identificar a los genes sobre-expresados involucrados en la via de
senalizacion de NOD2 se realizdé un analisis bioinformatico de genes expresados
diferencialmente en macréfagos THP-1 infectados con BCG por medio de los
programas KEGG v 81.0 y STRING v 10.0. Dichos genes fueron obtenidos
previamente en el grupo de investigacion por medio de microarreglos utilizando un
chip GeneChip Human Gene 1.0 ST (Affymetrix) con una covertura de 19,000

genes.
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Cultivo de la linea celular THP-1 (TIB-202, ATCC)

Un vial de la linea celular THP-1 obtenido de ATCC con 1 mL (1x10° células/ mL)
se descongeld y resuspendio en medio RPMI-1640 suplementado (Ver Anexo |
“Soluciones y Reactivos: Cultivo celular”) a 37°C, se centrifugd a 180 xg por 5
minutos a temperatura ambiente. El precipitado celular se resuspendiéo en medio
RPMI-1640 suplementado y se transfiri6 a botellas de cultivo. La incubacion se
realizé a 37°C con 5% CO2 por 6 dias. Se determiné la morfologia y viabilidad del
cultivo por exclusién con azul tripano. Se adicioné medio fresco cada 2-3 dias para

proliferar la linea celular y mantenerla a una concentracion de 5 x 10° células/mL.

Obtencion de macréfagos a partir de monocitos de la linea celular THP-1

[Daigneault, 2010; MaeB, 2014]

Para diferenciar monocitos a macrofagos, se utilizé forbol-12-miristato-13-acetato
(PMA) a una concentracion final de 50 nM en medio RPMI-1640 suplementado (Ver
Anexo | “Soluciones y Reactivos: Cultivo celular”). En placas de cultivo Nunclon A
Surface™ se agregaron 10 mL de suspensién de monocitos con PMA por placa a
una concentracion de 2 x 108 células/mL, y en camaras Lab Tek ™ Il se agregaron
300 pL de suspension de monocitos con PMA por pozo a una concentracion de 0.5
x 10° células/mL. Se incubd por 48 horas a 37°C con 5% CO2. La viabilidad de los
monocitos fue mayor al 95%. Posterior a la incubacion se retird el sobrenadante y
se adicion6 medio RPMI-1640 suplementado a las células adheridas, se incubd por

72 horas a 37°C con 5% CO:2 para re-establecer el fenotipo (Ver Anexo ).
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Obtencion de lisados celulares

A los macrofagos diferenciados en placas Nunclon A Surface™ se les retir6 el
sobrenadante y se desprendieron de la placa con EDTA 0.5 mM a 4°C. Se obtuvo
el paquete celular por centrifugacién a 180 xg por 5 minutos y se realizaron 2
lavados con PBS a 4°C. Después de los lavados, el paquete celular fue
resuspendido en 1 mL de amortiguador de lisis frio (Ver Anexo | “Soluciones y
Reactivos: Cultivo celular”) y se incubd en hielo por 30. El material insoluble del
lisado se elimind centrifugando a 13,000 xg durante 15 minutos a 4°C. El
sobrenadante obtenido se dializé por medio de un tubo de ultrafiltracién Amicon®
(Millipore) empleando una membrana con un peso molecular de corte de 3 kDa, se
centrifugd a 4,000 xg por 30 minutos a 4°C vy el lisado dializado se conservo a

-70°C hasta su uso.
Deteccion de interacciones con MDP por inmunoblot

Muestras de 20 ug de proteina del lisado dializado se separaron por electroforesis
en gel de poliacrilamida nativa al 7% (Native-PAGE) y se transfirieron a membranas
de PVDF. Las membranas con los lisados transferidos fueron bloqueadas con leche
descremada al 5% en TBS-Tween 20 por 1 hora (Ver Anexo | “Soluciones y
Reactivos: Inmunoblot”). Posterior al bloqueo, una de las membranas fue incubada
con 80 uM de MDP por 1 hora con agitacion constante, mientras que una segunda
membrana se mantuvo en TBS el mismo tiempo. Después de la incubacion, las
membranas fueron cortadas en carriles y se incubaron con anticuerpos primarios
anti-PHT1 (LS-Bio; Dilucion 0.25 pug/mL), anti-PHT2 (LS-Bio; Dilucién 1:1000) y anti-
NOD2 (Abcam; Dilucién 2ug/mL) por 12 horas. A continuacion las membranas se
lavaron con TBS-Tween 20 y se incubd con los correspondientes anticuerpos
secundarios acoplados a peroxidasa anti-lgG de conejo (Bio-rad; Dilucion 1:3,000)
o anti-IgG de ratén (Jackson Immuno Research; Dilucién 10,000) por 1 hora.
Finalmente se llevd a cabo la inmunodeteccién empleando quimioluminiscencia
(Immunocruz; Santa Cruz Biotechnology) y se revel6 en placas fotograficas (Kodak)
(Ver Anexo lll).
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Cultivo de Mycobacterium bovis BCG

Se cultivd M. bovis BCG subcepa Phipps en medio sélido Middlebrook 7H10 +
OADC (Ver Anexo | “Soluciones y Reactivos: Cultivo bacteriano”) y se incubé a 37°C
con 5% de CO:2 por 3 semanas. Posteriormente, se tomé una colonia de dicho
cultivo y se sembré en medio liquido Middlebrook 7H9 + ADC, se incub6 a 37°C
con 5% de COz2 con agitacion constante hasta obtener una densidad optica de 0.6
a una longitud de onda de 600 nm en espectrofotometro (Biomates, Themo
Spectronic, England). Una vez que se obtuvo la densidad 6ptica antes mencionada,
se determind el numero de bacterias por el método de cuantificacidon del contenido
de ATP bacteriano. Se ajustd la suspension bacteriana a una concentracion de
5x108 bacterias/mL con medio RPMI-1640 suplememntado, una hora antes a los

ensayos de infeccion.
Infeccion de macroéfagos THP-1 con Mycobacterium bovis BCG

A los macroéfagos diferenciados en camaras Lab Tek ™ Il de 8 pozos se les retird
el sobrenadante quedando solo los macréfagos adheridos, se adicioné 300 uL de
la suspension bacteriana (Multiplicidad de infeccion 1:10 en relacién a los
macrofagos) y se incub6 a 37°C con 5% de CO:2 por 15, 30, 45, 60, 120 y 180

minutos. Como control positivo se estimulé con 10 ug/mL de MDP por 3 horas.
Localizacion intracelular por inmunofluorescencia

Después de los tiempos de infeccion, se retird el estimulo de las camaras Lab Tek™
y se realizaron tres lavados suaves con PBS. Posteriormente los macréfagos
fueron fijados con 1% de Paraformaldehido por 5 minutos y se permeabilizaron con
0.3% de Triton-X100 por 5 minutos. Se bloqued con 1% de SFB por 1 hora y se
incubd con el correspondiente coctel de anticuerpos primarios PHT1 o PHTZ2 por 12
horas (Ver Anexo | “Soluciones y Reactivos: Inmunocitoquimica”). Posteriormente
se incubo con el anticuerpo secundario anti-lgG de conejo acoplado a Alexa Fluor
647 (Jackson Inmunoresearche; Dilucién 1:800 en PBS) por 1 hora. Entre cada

proceso se realizaron 3 lavados suaves con PBS. A continuacion las camaras
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fueron desprendidas de los portaobjetos y éstos se dejaron secar al aire
protegiendo de la luz. Una vez secas se adicion6 una gota de medio de montaje a
cada muestra, se monto el cubreobjetos vy, finalmente, se sellaron las orillas del

cubreobjetos con barniz transparente.
Microscopia confocal

Se utilizé el microscopio confocal Nikon A1R+ STORM empleando las longitudes
de excitacion de 488 nm (verde), 561 nm (rojo) y 640 nm (azul). Las imagenes se
capturaron con un objetivo de 100x y fueron analizadas por medio del programa

ImageJ.

Analisis de genes expresados de la via de senalizacion de NOD2

Para identificar a los genes que podrian ser utiles para evaluar la activaciéon de la
via de senalizacion de NOD2 se realizd un analisis empleando la base de datos
KEGG v 81.0 y el programa STRING v 10.0 en el que se analizaron 470 genes
expresados diferencialmente en macréfagos THP1 infectados con Mycobacterium
bovis BCG subcepa Phipps. Los genes expresados diferencialmente fueron
obtenidos previamente en el grupo de investigacion por medio de microarreglos
utilizando un chip GeneChip Human Gene 1.0 ST (Affymetrix) con una covertura de

19,000 genes. [Molina-Olvera; 2017. Articulo en revisién].
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1. Los transportadores PHT1 y PHT2 interaccionan fisicamente con MDP.

Para determinar si MDP y los transportadores PHT1 y PHT2 interactuan
fisicamente se llevd a cabo un ensayo en donde la presencia de interacciones
entre MDP vy los transportadores se evidencio al incubar las membranas con los
lisados de macréfagos transferidos con anticuerpos primarios que reconocen
especificamente al “Sitio de unidén a sustrato” de los transportadores. Asi la
interaccion de los transportadores con MDP impidié que los anticuerpos se
unieran a su epitopo presente en los trasportadores. De esta manera, al incubar
la membrana posteriormente con anticuerpos secundarios acoplados a
peroxidasa y obtener el blot, se observé un patrén de bandeo caracteristico de los
inmunoblots nativos en donde se apreciaron bandas correspondientes a PHT1 y
PHTZ2 a la misma altura, lo cual se esperaba considerando sus masas y puntos
isoeléctricos similares. También se observd una disminucion en la intensidad de
las bandas correspondientes a los transportadores PHT1 y PHT2 después de la
incubacion con MDP en comparacion con el control. Esto sugiere que tanto PHT1
como PHT2 son capaces de interaccionar con MDP (Figura 10C). También se
observo la presencia de bandas de mayor masa molecular las cuales podrian
corresponder a las posibles interacciones entre los transportadores y proteinas

presentes en el lisado (Figura 10A).
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FIGURA 10: PHT1 y PHT2 son capaces de interaccionar con MDP.

A. Inmunoblot de lisados de macrofagos THP-1 con o sin MDP (80 uM). B, Gel de poliacrilamida tenido con azul de
Coomassie el cual se empled como control de carga. C. Representacién grafica de la intensidad de las bandas
detectadas en el inmunoblot. La flecha indica las bandas correspondientes a los transportadores PHT1 o PHT2
cuya intensidad se cuantifico por medio del programa ImageJ.
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2. Laexpresion de PHT2 y NOD2 en macréfagos THP-1 infectados con BCG

es maxima a los 45 minutos.

Hasta la fecha, se desconoce si en la infeccion de macréfagos con Mycobacterium
tuberculosis se estimula la expresion de los transportadores PHT1 y PHT2. En
trabajos realizados anteriormente en nuestro grupo de investigacion, se demostré
que la infeccion de macréfagos THP-1 con BCG induce la activacidon de vias de
sefalizacion relacionadas con inflamacion de manera inmediata y que el proceso
fagocitico consecuente a la infeccidn culmina a las 3 horas post-infeccién (180
minutos). Considerando estos antecedentes, se analizo la expresion de los
transportadores a los 0, 15, 30, 45, 60, 120 y 180 minutos después de infectar a
los macrofagos THP-1 con BCG.

En la cinética de expresion de PHT1 se observd que solo a los 45 minutos post-

infeccion con BCG se presenté un incremento

Por otra parte, en la cinética de expresion de PHT2 se observé que la infeccidon
con BCG indujo la expresion de PHT2 de manera gradual siendo a los 45 minutos
el tiempo de mayor expresion. Después de los 45 minutos la expresion fue
disminuyendo paulatinamente hasta los 180 minutos permaneciendo una
expresion basal . En la cinética de expresion del receptor NOD2 se
observd que a partir de los 30 minutos y hasta los 60 minutos post-infeccion se
tuvo un aumento considerable en la expresion, siendo a los 45 minutos cuando se

observod la mayor expresion

Estos resultados obtenidos por inmunofluorescencia sugieren que la expresion de
PHT2 y NOD2 es inducida por BCG mostrando, para ambos, una mayor induccién
a los 45 minutos post-infeccion y que la expresion de PHT1 no cambia

considerablemente después de la infeccion con BCG.
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FIGURA 11: La expresion de PHT2 y NOD2 en macréfagos infectados con BCG es mayor a los 45 minutos.

A. Imagenes correspondientes a la cinética de expresion de PHT1, PHT2 y NOD2 obtenidas por microscopia de fluorescencia de
macrofagos THP-1 infectados con BCG a una relacion 1:10 (10 bacterias por macrofago). Se muestra una imagen representativa por
tiempo. B. Representacion grafica de la intensidad media de fluorescencia de las imagenes obtenidas por microscopia de

fluorescencia. La intensidad media de fluorescencia (IMF) fue calculada por medio del programa ImageJ a partir de 2 experimentos

independientes.
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3. PHT1, PHT2 y NOD2 se localizan en membrana fagosomal en macréfagos
THP-1

Considerando que la expresion de PHT2 y NOD2 en macréfagos infectados con
BCG es mayor a los 45 minutos, se prosiguié a determinar la localizacién de los
transportadores y NOD2 en membrana fagosomal a dicho tiempo, relacionando
asi su posible papel en el transporte de MDP micobacteriano desde el interior del

fagosoma al citosol.

Para determinar la localizacion intracelular de los transportadores y NOD2 en
macrofagos THP-1 infectados con BCG se empled inmunofluorescencia para
visualizar a los transportadores. La localizacion de los fagosomas se determiné
detectando a Rab5 (ATPasa vacuolar empleada como marcador fagosomal).
Como control positivo se utilizaron macréfagos estimulados con 80 uM de MDP

por 1 hora y como control negativo se emplearon macrofagos sin infectar.

En el analisis de localizacion intracelular se observé una colocalizacion de PHT1
con Rab5 tanto en macrofagos sin infectar como en macréfagos estimulados con
MDP e infectados con BCG, sugiriendo que PHT1 se localiza principalmente en

membrana fagosomal

Sin embargo, no se observaron diferencias considerables en macrofagos
infectados con BCG ni con MDP en comparacién con el control sin infectar,

sugiriendo que BCG y MDP no inducen la expresion de este transportador
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FIGURA 12: PHT1 se localiza en membrana fagosomal en macréfagos THP-1
A. Colocalizacion de PHT1 (azul) con el marcador fagosomal Rab5 (rojo) en macréfagos THP-1. La

colocalizacién se muestra de color magenta. B. Representacién grafica de la intensidad media de
fluorescencia de PHT1 (* segunda columna). La intensidad media de fluorescencia (IMF) fue calculada a

partir de 2 experimentos independientes por medio del programa ImageJ.
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De igual manera, se observé la colocalizacion del transportador PHT2 con Rab5 -
en macrofagos sin infectar, macrofagos estimulados con MDP y macrofagos
infectados con BCG. Estos resultados sugieren que PHT2 se localiza

principalmente en membrana fagosomal

En este caso, la expresion de PHT2 fue inducida mayormente en los macréfagos
infectados con BCG en comparacion con los macréfagos sin infectar y macréfagos
estimulados con MDP . Esto sugiere que otros patrones
moleculares diferentes a MDP presentes en BCG son capaces de regular la

expresion de PHT2 en etapas tempranas de infeccion.
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FIGURA 13: PHT2se localiza en membrana fagosomal en macréfagos THP-1

A. Colocalizacion de PHT2 (azul) con el marcador fagosomal Rab5 (rojo) en macréfagos THP-1. La

colocalizacion se muestra de color magenta. B. Representacion grafica de la intensidad media de

fluorescencia de PHT2 (¥ segunda columna). La intensidad media de fluorescencia (IMF) fue calculada a partir

de 2 experimentos independientes por medio del programa ImageJ.
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Finalmente, en los macrofagos sin infectar no se observé colocalizacion de NOD2
con Rab5 sugiriendo que bajo esta condicidn el receptor NOD2 no se encuentra

asociado a fagosomas.

De manera interesante, se observo la colocalizacion del receptor NOD2 con Rab5
en los macrofagos tratados con MDP y mayormente en los macrofagos infectados
con BCG, sugiriendo que estos estimulos indujeron el reclutamiento de NOD2 a

membrana fagosomal

En la inmunodeteccion se observéd que BCG indujo considerablemente la expresion
de NOD2 en los macrofagos infectados con BCG en comparacion con los
macrofagos sin infectar y macréfagos estimulados con MDP ,
sugiriendo que otros patrones moleculares diferentes a MDP presentes en BCG

son capaces de regular la expresion de NOD2.
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FIGURA 14: BCGinducela localizacion celular de NOD2 en membranafagosomal en macréfagos THP-1
A. Colocalizacion de NOD2 (verde) con el marcador fagosomal Rab5 (rojo) en macréfagos THP-1. La
colocalizaciéon se muestra de color amarillo. Con flechas se resaltan las zonas de colocalizacion.
B. Representacion grafica de la intensidad media de fluorescencia de NOD2 (* segunda columna). La intensidad
media de fluorescencia (IMF) fue calculada a partir de 2 experimentos independientes por medio del programa

ImageJ.
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4. BCG induce la expresion de genes involucrados en la via de senalizacion
de NOD2 como RIPK2, NFKB1, CASP1, IL1B, BIRC3 y NLRP3 en
macrofagos THP-1.

A partir de los resultados obtenidos en el presente estudio se sugiere que los
transportadores PHT1 y PHT2 se encuentran involucrados en el transporte de
MDP micobacteriano desde el fagosoma al citosol, sin embargo para demostrar
de manera concluyente esta afirmacion es necesario evaluar la activacién del
receptor NOD2 en macréfagos infectados con BCG en ausencia de dichos
transportadores. Para ello, en estudios posteriores, se realizara el silenciamiento
génico de PHT1 y PHT2 mediante RNAs interferentes y se evaluara el impacto de
dicho silenciamiento en la activacion de NOD2.

Generalmente la activacion del receptor NOD2 se determina por medio de la

fosforilacion de RIP2, que es la primer cinasa involucrada en la via de

sefalizacion. Para evaluar el impacto del silenciamiento génico de los
transportadores al inicio y al final de la via de sefalizacion de NOD2, proponemos
evaluar la fosforilacion de RIP2 y también evaluar otra molécula que se encuentre
involucrada “corriente abajo” en la sefalizacion de NOD2. Para identificar a la
mejor molécula candidata para evaluar la activaciéon de NOD2 “corriente abajo” se
analizaron 470 genes expresados diferencialmente, identificados previamente en
el grupo de trabajo, empleando la base de datos KEGG v 81.0 donde se mostro
que los macrofagos infectados con BCG presentan un enriquecimiento en las vias
de sefalizacion de NLR, TLR, NF-xB y en las vias descritas en Tuberculosis

. También se realiz6 dicho analisis utilizando el programa STRING v 10.0
obteniendo las mismas vias enriquecidas obtenidas por KEGG. De los genes
sobre-expresados en estas vias, se seleccionaron los que codifican proteinas que,

segun la literatura, estan relacionadas con la sefializacion mediada por NOD2

Entre los genes sobre-expresados se encontraron genes que codifican citocinas
proinflamatorias como IL-6, IL-8, IL-1B y TNF; quimiocinas como CCL2, CXCL1y
CXCL2; moléculas de reconocimiento de patégenos como TLR2, CD14 y MYD8S;
la subunidad p50 de NF«B y la MAP cinasa JNKS; inhibidores de la via de NFxB
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como lkBa y TNFA1P3; y moléculas capaces de interaccionar con NOD2 como
RIP2, NLRP3, Caspasa 1, OAS y clAP2

Por medio del analisis de vias y genes sobre-expresados se demostré que BCG
induce la expresion a las 24 horas de genes como RIPK2, NFKB1, CASP-1, IL1B,
BIRC3 y NLRP3, demostrando que la via de sefalizacion de NOD2 aun se
encuentra activa a las 24 horas post-infeccion. De estos genes solo IL-1B podria
considerarse como molécula candidata para evaluar la activacion de NOD2
“corriente abajo” ya que los demas genes, al estar involucrados en otras vias, no

mostrarian de manera selectiva la activacion de las via de senalizacion de NOD2.

TABLA 1: Vias enriquecida obtenidas a partir de genes sobre-expresados en macrofagos infectados
con BCG. Los datos mostrados corresponden al andlisis realizado por medio del programa KEGG v 81.0.

#1D de

Descripcion

Nam.

Tasa de falso

Proteinas que coinciden en la via (IDs)

Proteinas que coinciden en la via

ERVE] de lavia Genes descubrimiento (Designacidn)
ENSP00000216797,ENSPO0000226574,ENSP00000237289,
Via de ENSP00000250151,ENSPO0000263464,ENSP00000264832, BCL2A1,BIRC3,CCL4,CD14,CFLAR,CXCL2,
04064 ralizacio 18 9.79e-13 ENSP00000267953,ENSPO0000304236,ENSP00000306512, | DDX58,ICAML,IL8,LYN, MYD88, NFKB1,
senalizacion : e- ENSP00000312455,ENSP00000323889,ENSP00000356438, NFKBlA,PTGSZ,TNF,TNFA|P3, TRAF].,
NF-kappa B ENSP00000362994,ENSPO0000369213,ENSP00000398698,
ENSP00000401399,ENSPO0000427279,ENSPO0000428924 TRIM25
Via de ENSP00000216797,ENSPO0000220751,ENSP00000225831,
seﬁalizatién ENSP00000226574,ENSPO0000237289,ENSP00000258743, BIRC3ICASPJ"CCLZ'CXCL]"CXCLZ'"':I'B'
04621 15 1.51e-11 ENSP00000263464,ENSPO0000306512,ENSP00000337383, | |L6,IL8,MAPK10,NFKB1,NFKBIA,NLRP3,
receptores ENSP00000352157,ENSPO0000379110,ENSPO0000398698, | b 1bwes TNF.TNFAIP3
NOD-like ENSP00000410076,ENSPOD000427279 ! !
Via de ENSP00000216797,ENSPO0000225245,ENSP00000226574,
sefializacion ENSPO0D00250151,ENSPOD000258743, ENSPo0000260010, | CCL3,CCL4,CD14,CXCL10,CXCL1L,ILG,IL8,
04620 15 3.46e-09 ENSP00000304236,ENSPO0000305651,ENSP00000306512, | MAPK10,MYD88,NFKB1,NFKBIA,STAT1,
receptores ENSP00000306884,ENSPO0000329967,ENSPO00003S2157, | 1pie1 TLR2 TNE
Toll-like ENSF 4394,ENSPOC 8698,ENSP 0401399 ’ 4
. ENSP00000220751,ENSPO0000226574,ENSP00000228534,
Via de ENSP00000245907,ENSPO0000256458,ENSP0O0000258743, C3JCD14’"'15’"'23A‘ILEIIRAKZILSP 1’
05152 | sefalizacién 15 3.21e-06 ENSP00000260010,ENSPO0000263339,ENSP00000304236, | MAPK10,MYD88,NFKB1,PLK3,RIPK2,
. ENSP00000308383,ENSPO0000352157,ENSP00000354394,
TUberCUIos's ENSP00000361275,ENSPO0000398698,ENSP00000401399 STATI'TLRZ'TNF
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TABLA 2: Genes y sus correspondientes proteinas codificadas relacionadas
con la via de NOD2 que se sobre-expresan en macréfagos infectados con BCG

Gen

BIRC3

Proteina
codificada

clAP2

Funcion

Ubiquitina a RIP2 aumentando la sefalizacion de NF-kB y las vias de
JNK [Bertrand M, 2009; Boyle, 2014 ]

CASP1

Caspasa 1

Induce la activaciony la secrecion de IL-18 y IL-18. [Jorgensen |, 2015]

NLRP3

NLRP3

Forma parte del inflamosoma NLRP3 que activa a la Caspasa 1 [Lu A,
2015]

RICK2

RIP2

Potente activador de NFkB y MAP cinasas [Kanneganti, 2007; Franchi,
2008]

CCL2

CCL2

Factor quimiotactico que atrae monocitos y baséfilos [Abbas, 2011]

CXCL1

CXCL1

Factor quimiotactico para neutréfilos. Puede jugar un papel en la
inflamacion y ejerce sus efectos sobre las células endoteliales de forma
autocrina [Abbas, 2011]

CXCL2

CXCL2

Quimiocina presente en sitios de inflamacién que suprime Ia
proliferacion de células hematopoyéticas [Abbas, 2011]

IL6

IL-6

Citocina implicada en la inflamacion y maduracion de linfocitos B
[Abbas, 2011]

IL8

IL-8

Induce la quimiotaxis en neutréfilos al sitio de la infeccidén. También
induce la fagocitosis una vez que han llegado. Potente promotor de la
angiogénesis [Abbas, 2011]

IL1B

IL-1B

Potente citocina proinflamatoria. Induce la sintesis de prostaglandinas,
la afluencia y activacion de neutroéfilos. Activa células Ty la produccion
de citocinas. Activa células B y la produccién de anticuerpos. Activa la
proliferacion de fibroblastos y la produccion de colageno [Abbas, 2011]

TNF

TNF

Implicado en las respuestas celulares a estimulos tales como citocinas y
estrés. Juega un papel clave en la regulacién de la respuesta
inmunolégica a las infecciones. Pirogeno por estimulacion de IL-1
[Abbas, 2011]

TLR2

TLR2

Necesarios para el desarrollo de la inmunidad innata a través de la
estimulacion de NF-KB [Abbas, 2011; Killick, 2013]

CD14

CD14

Correceptor de TLR4. Media la respuesta inmune frente a LPS [Abbas,
2011]

MYD88

MYD88

Proteina adaptadora importante en la respuesta inmune mediada por
TLRs. Conduce A la activacion de NFKB [Abbas, 2011]

MAPK10

JNK3

Quinasa implicada en la proliferacién, diferenciacion,
regulacién y desarrollo transcripcional [Kumar A, 2015]

migracion y

NFKB1

Subunidad
po0 de
NFxB

Proteina que al ser sometida a procesamiento cotraduccional por
proteasoma da como resultado la subunidad p50 de NF-kB. NF-kB es un
factor de transcripcion que se activa por varios estimulos como
citocinas y productos bacterianos o virales. Se transloca en el nicleo y
estimula la expresion de genes implicados en una amplia variedad de
funciones biolégicas [Chiba T, 2013]

NFKB1A

IkBa

Inhibe la actividad de los complejos diméricos de NF-kappa-B/REL
atrapandolos en el citoplasma a través de enmascaramiento de sus
sefales de localizacion nuclear. En la estimulacién celular por las
respuestas inmunes y proinflamatorias, se promueve su ubiquitinacién y
degradacion lo que permite la liberacidon del diméro, su traslado al
nucleo y la activacion de la transcripcion [Chiba T, 2013]

TNFA1P3

TNFA1P3

Involucrado en las respuestas inmunes e inflamatorias sefalados por
las citocinas, como TNF-alfa e IL-1 beta, o agentes patégenos a través
de TLR. Inhibe la activacién de NF-kB al unirse a TRAF1, TRAF2 y/o
TRAF6 [Chen ZJ, 2012]
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FIGURA 15: Vias de sefalizacion relacionadas con NOD2 que se encuentran
enriquecidas durante la infeccion con M. bovis BCG. Con negritas se muestran las
moléculas cuyos genes se encuentran mayormente expresados [Modificado de Mills
KH, 2011].
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A pesar de las diferentes investigaciones reportadas en los ultimos afios acerca del
receptor citoplasmatico NOD2 y la infeccidn con micobacterias, aun se desconoce
el mecanismo por el cual el MDP micobacteriano es capaz de transportarse desde
el compartimento fagosomal al citosol para que se lleve a cabo su reconocimiento.
Como se ha mencionado, el receptor NOD2 es sumamente importante en la
infeccion por Mycobacterium tuberculosis, por lo que dilucidar el mecanismo por el
que se lleva a cabo dicho transporte nos proporcionaria informacion sustancial
respecto al reconocimiento y eliminacién del bacilo. Se ha demostrado que PHT1 y
PHT2 transportan dipéptidos y tripéptidos como MDP. Sin embargo aun no se ha
descrito su implicacion en el transporte de MDP micobacteriano y la activacion del
receptor NOD2.

Por medio de los ensayos de interaccion se evidencio que tanto PHT1 y PHT2 son
capaces de interaccionar con MDP. La presencia de bandeo de mayor masa
molecular en el inmunoblot muestra las posibles interacciones entre los
transportadores y proteinas presentes en el lisado. Seria conveniente realizar
estudios de co-inmunoprecipitacion para comprobar la interaccion entre los
transportadores PHT con NOD2 o entre si mismos. Si esto fuera asi se podria
evidenciar la formacion de complejos que favorezcan la activacion del receptor

NOD2 o de la formacién de homodimero o heterodimeros entre los transportadores.

En macréfagos de la linea celular THP-1 infectados con BCG Phipps no se observo
aumento de la expresion de PHT1 durante toda la cinética de infeccion, a diferencia
de la expresion del transportador PHT2 y de NOD2 que presentaron un incremento
a los 45 minutos post-infeccion. En trabajos realizados anteriormente en nuestro
grupo de investigacion, se demostré que a partir de los 30 minutos se empiezan a
observan bacilos BCG en el interior de macréfagos THP-1 [Molina-Olvera, 2010].
Considerando estos datos, es posible deducir los procesos celulares relacionados
con la activacion de NOD2 a partir de la infeccidn y hasta el final de la fagocitosis.
Inicialmente, se presenta un primer encuentro entre los macréfagos THP-1 con

BCG que corresponderia al tiempo cero. A partir del tiempo cero y hasta los 30
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minutos podria tomar lugar el reconocimiento de BCG por parte de receptores
fagociticos y TLR, los cuales estimularian la fagocitosis y la activacion de vias de
sefalizacion dependientes de NF«kB, respectivamente. Justo durante este tiempo
es cuando se empieza a mostrar un aumento en la expresion de PHT2 y NOD2. A
los 30 minutos BCG se encuentra dentro del macréfago en fagosomas, tal como se
describié previamente [Molina-Olvera, 2010]. Finalmente después de los 30
minutos se presentaria la degradacién de BCG en fagosoma y el transporte de MDP
al citosol, que se relaciona con el aumento en la expresion de PHT2 y NOD2 a los
45 minutos. Para confirmar estos hechos se requieren de ensayos a nivel celular
donde se pueda observar en tiempo real la fagocitosis de BCG, su degradacién en

fagosoma y el transporte de MDP al citosol.

En cuanto a la localizacion intracelular, se observo la colocalizacion de PHT1 y
PHT2 con Rab5, lo cual sugiere que los transportadores se encuentran localizados
en la membrana fagosomal, aunque también se observé una fluorescencia minima
de PHT1 y PHT2 que no fue colocalizada en fagosoma. Esto podria sugerir que los

transportadores también se distribuyen en membrana citoplasmatica.

En el caso de NOD2, no se observo colocalizacion con Rab5 en macréfagos sin
infectar. De manera interesante, en macréfagos estimulados con MDP y mas
visiblemente en macrofagos infectados con BCG, se encontraron sitios puntuales
donde NOD2 se localizé en membrana fagosomal, sugiriendo que MDP vy la
infeccion con BCG indujeron el reclutamiento de NOD2 desde citoplasma a

membrana fagosomal.

Trabajos reportados previamente han mostrado que mutaciones en el gen Nod2
interfieren con su actividad y con su estructura terciaria alterando su localizacién
celular [Barnich, 2005; Lécine, 2007; Legrand-Poels, 2007]. Un ejemplo donde se
demostré la importancia funcional del reclutamiento de NOD2 a membranas
celulares es la mutacion 3020insC, caracteristica de la enfermedad de Crohn. Dicha
mutacion se presenta en la region rica en leucinas, lo que impide que el receptor
sea capaz de asociarse a membranas y como consecuencia se ve afectada su

funcionalidad ya que no se lleva a cabo el reconocimiento de su ligando de manera
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efectiva [Ogura,2001; Nakamura, 2014]. Considerando que el receptor NOD2 es
capaz de asociarse a la membrana fagosomal y que en ésta se encuentran los
transportadores PHT atravesandola, es posible que el comportamiento observado
en el inmunoblot en cuanto a la probable interaccidn entre los transportadores PHT
y NOD2 se atribuya a la formacion de “andamios” en los que se encuentren
fragmentos de membrana fagosomal con transportadores PHT y receptores NOD2
adosados. Por lo tanto, el reclutamiento de NOD2 a membrana fagosoma inducido
por BCG y la cercania de NOD2 con los transportadores podria indicar que la
membrana fagosomal no solo desempefia una funcion de andamiaje sino que
también actua como una plataforma de sefalizacion para favorecer el
reconocimiento de MDP por parte de NOD2. Para confirmar esta hipotesis se
requieren de ensayos en los que se evidencie que la formacion de la plataforma
formada por PHT, membrana fagosomal y NOD2 es crucial para el reconocimiento

de MDP vy la activacion del receptor NOD2.

Asimismo, se observd que BCG induce una mayor expresion de PHT2 en
comparacion con la inducida por MDP. Lo anterior puede vincularse con la
presencia de otros patrones moleculares asociados a patdégenos presentes en BCG
capaces de regular la expresion PHT2. También cabe mencionar que el género
Mycobacterium presenta glicosilaciones en la estructura del MDP que le confiere
una mayor capacidad estimulante de NOD2 en comparaciéon con otras bacterias
[Coulombe, 2009].

La literatura sefiala que el LPS es un regulador positivo de la expresion de PHT2
en tejidos de raton y lineas celulares [WWang, 2014]. EI LPS es reconocido por TLR4
de la membrana de macréfagos que induce la activacion de NF-kB y la expresién
de citocinas inflamatorias. En trabajos realizados en nuestro grupo de investigacion,
se demostré que BCG subcepa Phipps es reconocida por TLR4 y TLR2 [Molina-
Olvera, 2013], lo anterior podria ofrecernos informacién sobre la participacion de la
via de TLR4 y/o TLR2 en la expresién de PHT2. Considerando estos hallazgos, se
tiene como perspectiva investigar si BCG regula la expresion de PHT2 via TLR4 y/o
TLR2 o debido a la naturaleza y cantidad de MDP presente en BCG en comparacion
con el MDP empleado como control.
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Finalmente, por medio del analisis de genes expresados diferencialmente en
macréfagos THP-1 infectados con BCG a las 24 horas, se demostré que BCG
induce la sobre-expresion de genes relacionados con la activacion de NODZ2. Entre
estos se encontré al gen que codifica a la cinasa RIP2, encargada de iniciar la
senalizacion una vez que NOD2 se une a su ligando [Kanneganti, 2007; Franchi,
2008].

Interesantemente, se encontraron genes sobre-expresados correspondientes a la
familia de Oligoadenilato sintetasas (OAS) las cuales no habian sido descritas en
la infeccién por BCG. Las OAS son inducidas por interferon que al reconocer RNA
de doble cadena utilizan ATP para sintetizar 2',5'-oligoadenilatos, los cuales activan
la RNAsa latente (RNasalL) favoreciendo la degradacion del ARN viral y la
activacion del inflamosoma [Ezelle, 2016; Banerjee, 2016]. Si bien la via OAS-
RNasalL se ha relacionado generalmente con la respuesta antiviral, también ha
mostrado ser importante en infecciones bacterianas. Se ha comprobado que OAS2
interacciona fisicamente con NOD2, y que el aumento en la expresion de NOD2
mejora la activacion de la RNasal en células tratadas con miméticos de dsRNA
viral. Un posible rol que se le ha atribuido a la interaccion NOD2-OAS2 es promover
la activacion de RNAsaL en infecciones bacterianas, principalmente para la
regulacion de genes importantes en la eliminacién de bacterias fagocitadas [Dugan,
2009]. Recientemente se reveld que la RNasalL tiene un papel en la regulacion de
catepsina E (Cat E), una proteasa lisosomal relacionada con la eliminacion de
bacterias en el fagosoma [Pires, 2016]. Considerando esto, se propone que OAS
podria jugar un papel importante en la infeccion por BCG activando sefales que
induzcan la intervencioén de vias alternas que favorezcan la eliminacion de BCG en
fagosoma. Si esto es asi, se podria considerar a OAS como un nuevo receptor de
reconocimiento involucrado en la respuesta inmune innata frente a BCG. Para
comprobar esto se sugiere realizar ensayos que demuestren si BCG activa la via
OAS-RNAsaL vy si la interaccion de OAS con NOD2 potencia dicha activacion.

En cuanto a la via de los TLR, el gen que codifica al receptor TLR2 se encontré
sobre-expresado, al igual que el gen del correceptor CD14 y el de la proteina
adaptadora MYD88. Esto sugiere que TLR2, y no TLR4, presenta una regulacion
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por la infeccion por BCG a las 24 horas que, probablemente, repercuta con otras
vias como la de NOD2 o en la regulacion de PHT2 como se mencioné
anteriormente.

De igual manera, se encontraron sobre-expresados los genes NLRP3 y CASP1. La
proteina codificada NLRP3 forma parte del inflamosoma que activa a la Caspasa 1
y esta a su vez procesa proteoliticamente a la Pro-interleucina 13 a IL-1( funcional
[Lu A, 2015; Jorgensen |, 2015]. En concordancia con este proceso, el gen que
codifica a la IL-1 también se encontré sobre-expresado. La produccién de IL-13
esta relacionada con la activacion de inflamosoma y NOD2 [Franchi L, 2009], por
lo tanto IL-1 podria considerarse como molécula candidata para evaluar el impacto
del silenciamiento génico de los transportadores en la activacion de NOD2
“corriente abajo” ya que los demas genes, al estar involucrados en otras vias, no

mostrarian de manera selectiva la activacion de las via de senalizacion de NOD2.

En conjunto, nuestros resultados muestran que los transportadores PHT1 y PHT2
se expresan principalmente en membrana fagosomal y que de éstos, solo la
expresion de PHT2 es inducida por BCG. También se observé que BCG induce la
expresion de NOD2 y promueve su reclutamiento desde citoplasma a membrana
fagosomal. Y finalmente, que BCG es capaz de inducir la sobre-expresion de genes
como RIPK2, NFKB1, CASP-1, IL1B, BIRC3 y NLRP3, que en conjunto demuestran

la activacion de la via de senalizacion de NOD2.
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PHT1 y PHT2 son capaces de interactuar con MDP

BCG induce la expresion de PHT2 y NOD2 en macréfagos humanos de la

linea celular THP-1.

PHT1 y PHT2 se encuentran localizados principalemente en fagosomas en

macrofagos de la linea celular THP-1

BCG induce el reclutamiento del receptor NOD2 a membrana fagosomal de

macrofagos de la linea celular THP-1

BCG induce la expresion de genes como RIPK2, NFKB1, CASP1, IL1B,
BIRC3 y NLRP3, involucrados en la sefializacion de NOD2.
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Determinar la expresion de PHT1, PHT2 y NOD2 en macrofagos infectados
con BCG por gPCR.

Determinar si BCG regula la expresion de PHT2 por medio de la via de TLR2
o TLR4

Llevar a cabo el silenciamiento génico de PHT2 en macrofagos THP-1 y
determinar su importancia en la activacion de NOD2 frente a la infeccion con

BCG evaluando la fosforilacién de RIP2 y la produccién de IL-1B.

Identificar la presencia de plataformas formadas por los transportadores
PHT-membrana fagosomal-NOD?2 vy, si es asi, determinar su importancia en

la activacién del receptor NOD2.

Determinar el papel funcional de las proteinas OAS en la respuesta inmune

innata frente a BCG
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ANEXOS

Anexo |: Soluciones y reactivos

» CULTIVO CELULAR
Medio RPMI-1640 suplementado (Gibco®)

— 2gde NaHCOs

— 10.4 g de medio RPMI-1640

— 9 mL de Glucosa al 50%

— 10 mL de Piruvato de sodio 100 mM

— 10 mL de HEPES (pH 7.4)

— 4 mL de 2-Mercaptoetanol 1:1000

— 10% de suero fetal bovino

— AjustarelpHde 7a 7.4

— Aforar con agua desionizada hasta 1 litro
— Esterilizar por filtracion

HEPES

— 12 g de HEPES en 40 mL de agua desionizada.
— Ajustar el pH a 7.4 y aforar hasta 50 mL

Suero Fetal Bovino (Gibco®) inactivado
— Colocar las alicuotas de SFB en un bafio de agua a 56°C por 1 hora
PMA (Forbol-12-miristato-13-acetato) 50 nM

— 154 ul de PMA [100 pg/mL] en 50 mL de medio RPMI-1640
— Esterilizar por filtracion

Amortiguador Fosfato Salino (PBS)

— 0.23 g de NaH2PO4

— 1.15 g de Naz2HPO4

— 9gde NaCl

— Disolver en 900 mL de agua destilada.

— AjustarelpHa7.2-7.4

— Aforar hasta 1 litro con agua desionizada.
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EDTA 0.5 mM en PBS

0.1862 g de EDTA disddico dihidratado en 700 mL de PBS
Ajustar el pH a 8,0 con NaOH 10 M

Anadir PBS hasta 1 litro

Titular antes de que la muestra se haya disuelto completamente.
Esterilizar por filtracion.

Amortiguador de lisis

1.25 mL de Tris-HCI 1 M

219 mg de cloruro de sodio

250 pl de NP-40

50 ul de Ortovanadato de sodio TmM

100 pl de fluoruro de sodio 50 mM

40 ul de solucién madre de coctel de proteasas Complete® (Roche)
Aforar hasta 25 mL con agua desionizada

> ELECTROFORESIS NATIVA EN GEL DE POLIACRILAMIDA

Gel de corrida al 7%
— 3.45 mL de Acrilamida al 30%
— 3.75 mL de de Tris-HCI 1.5 M (pH=8.8)
— 75 ul de APS al 10%
— 10 ul de TEMED
— 7.65 mL de agua desionizada

Gel concentrador al 3%

650 ul de Acrilamida al 30%

1.25 mL de de Tris-HCI 1 M (pH=6.8)
25 ul de APS al 10%

5ul de TEMED

3 mL de agua desionizada

Acrilamida 30%

30 g de Acrilamida
0.8 g de Bisacrilamida
Disolver en un volumen final de 100 mL
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Tris 1.5 M (pH 8.8)
— 45.43 g de Tris Base
— 150 mL de agua desionizada
— Agregar HCI 37% hasta obtener un pH de 8.8
— Aforar hasta 250 mL con agua desionizada

Tris 1M (pH 6.8)
- 33.33mLde Tris1.5M
— 10 mL de agua desionizada
— Agregar HCI 37% hasta obtener un pH de 6.8
— Aforar hasta 50 mL con agua desionizada

Amortiguador de corrida 5x
— Glicina 192 mM (72 g)
— Tris-Base 25 mM (15 g)
— Aforar hasta 1 litro con agua desionizada

Amortiguador de transferencia
— Tris-Base 25 mM (03.03 g)
— Glicina 192 mM (14.4 g)
— Metanol 200 mL
— Aforar hasta 1 litro con agua desionizada.

»> CULTIVO BACTERIANO

Medio Middlebrook 7H10 + AODC (Beckton-Dikinson)

— Disolver 19 gramos del medio en 900 mL de agua destilada con 5 mL de
glicerol. Calentar con agitacion y hervir durante 1 minuto hasta disolver
completamente. Esterilizar en autoclave a 110°C por 10 minutos.

— Adicionar asépticamente 100 mL del enriquecimiento AODC (Acido Oléico-
Dextrosa-Catalasa) cuando se enfrie de 50 a 55°C. Verter en placas Petri
estériles

Medio Middlebrook 7H9 + ADC (Beckton-Dikinson)
— Disolver 4.7 gramos del medio en 900 mL de agua destilada con 5 mL de
glicerol. Esterilizar en autoclave a 110°C por 10 minutos
— Dejar enfriar hasta 45°C y agregar ascepticamente 100 mL del
enriquecimiento ADC (Albumina-Dextrosa-Catalasa). Alicuotar 10 mL en
tubos de fondo plano con tapa de rosca
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> INMUNOBLOT

TBS 1X (Amortiguador Tris salino)

2.4 g de Tris Base

8.8 g de NaCl

Disolver en 900 mL de agua desionizada

Ajustar el pH a 7,6 con HCI 12N vy aforar a 1 litro

Leche descremada 5% (Solucién de bloqueo)
— 2.5 g de leche descremada en un volumen total de 50 mL de TBS 1X

TBS-Tween 20 (Solucién de lavado)
— 500 pl de Tween-20 en 500 mL de TBS 1X
» INMUNOFLUORESCENCIA

Paraformaldehido 1% en PBS

— Diluir 940 pl de paraformaldehido 16% (Cat.# 15710, Electron Microscopy
Sciences) en un volumen total de 15 mL de PBS.

Triton-X100 0.3% en PBS
— 150 pL de Tritén-X100 en un volumen total de 50 mL de PBS.

Solucién de bloqueo (1% SFB en PBS)
— 150 ul de SFB en un volumen total de 15 mL de PBS.

Medio de montaje
— 5 mL de glicerol en 5 mL de PBS

Coctel de anticuerpos primarios

. Compaiiay # de , Dilucion . )
Anticuerpo catélogo Huésped on PBS Anticuerpo Secundario
Anti-lgG de conejo acoplado a
. . . AF647 (Jackson Immunoresearche
Anti-PHT1 LS-Bios #LS-C446097 Conejo 1:200 #111-605-144)
COCTEL Dilucién 1:800 en PBS
PHT1 Anti-NOD2 Novus #NB100- )
AF488 524AF488 Raton | 10 ug/mi
Anti-Rab5 . . .
AEEES Bioss #bs-6175R-A555 Conejo 1:200
Anti-lgG de conejo acoplado a
Anti-PHT2 | LS-Bios#LS-C161135 | Conejo 150 | AFEY (Ja;ﬁin;gqsm;:;}researChe
COCTEL Dilucidn 1:800 en PBS
PHT?2 Anti-NOD2 Novus #NB100- .
AF 488 524AF488 Raton | 10 pg/mi
Anti-Rab5 ) ] .
AF 555 Bioss #bs-6175R-A555 Conejo 1:200
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Anexo |l Obtencion de macrofagos a partir de monocitos de la linea celular THP-1

Eliminacionde
+ sobrenadantey Macrdéfagos diferenciados
PMA 50 nM adicion de medio fresco con fenotipo restablecido

Monocitos THP-1

Lisiso
infeccionde
macrofagos
) ‘o
Placas Nunclon A Surface™ N » e B
20x10% monocitos/placa — ==

Macroéfagos adheridos con nucleo

Cémasras Lab '_I'ekTM 1] S agrandado, mayor nimero de lisosomas
1.5x10° monocitos/pozo y alta capacidad fagocitica

D)9 3p dAIN dp duodsuely |9 Ud Z1Hd A TLHd 2p uoedydwy 4
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Anexo lll: Metodologia empleada para determinar las interacciones entre los transportadores y MDP
Incubacioén con Incubacion con
Incubacién con MDP anticuerpos primarios anticuerpos secundarios
1 23 456 1 2 3 45 6

1 2 3 4 5 & 1 2 3 4 5 6

_,; ‘_,; . —, Inmunodeteccién
) quimioluminiscente
]
-— J L J I_'_l

Sin MDP Con MDP

Anti-lgG de conejo o anti-IgG de raton

acoplado a peroxidasa N

R ————

Membrana de PVDF T ]
; Sin MDP Con MDP
con las proteinas de icubacsdn ton MOP

lisado transferidas 80 uM por 1 hr.

Anti-PHT1
Anti-PHT2
Anti-NOD2
Anti-PHT1

@
3
=
o
o
O
o)
=
g{
o
T

Anti-PHT2
Anti-NOD2

MEMBRANA DE PVDF MEMBRANA DE PVDF

SIN MDP INCUBADA CON MDP
Si hay interaccién, el MDP se unirda a las |MEMBRANA DEPVDF MEMBRANA DE PVDF | | MEMBRANA DE PVDF  MEMBRANA DE PVDF
proteinas PHT transferidas en la membrana SIN MDP INCUBADA CON MDP SIN MDP INCUBADA CON MDP

Al incubar con anticuerpos primarios que Después de incubar con  anticuerpos
reconocen especificamente el “Sitio de unibn a ~ secundarios y revelar, la disminucion en la
sustrato” de PHT, se presenta un impedimento  intensidad de las bandas obtenidas sugiere la
de unioén del anticuerpo con la proteina debido ~ presencia de interacciones entre MDP vy los
a la presencia del MDP. transportadores
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