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RESUMEN

La tuberculosis (Tb) es una enfermedad crdnica e infecto-contagiosa con una alta tasa de
morbilidad y mortalidad principalmente en paises en vias de desarrollo provocando 1.3
millones de muertes anuales. La uUnica vacuna disponible contra la tuberculosis es la BCG
(Bacilo de Calmette y Guérin) una cepa atenuada de Mycobacterium bovis, sin embargo su
eficacia se limita previniendo contra la tuberculosis miliar y meningea en nifios, mientras que
en adultos se presenta una variabilidad del 0 al 80%; por lo que se buscan estrategias para

optimizar la vacuna.

Se sugiere que la eficacia protectora de la vacuna se ve disminuida debido a diversos factores
como son las diferencias genéticas entre las cepas vacunales de BCG, el fondo genético de la
poblacién y la exposicidn previa a micobacterias no tuberculosas (MNT) involucradas en
modular la respuesta inmune. Las MNT incluyen a las especies del género Mycobacterium
que no pertenecen al complejo M. tuberculosis, se encuentran ampliamente distribuidas en la
naturaleza y son aisladas de una amplia variedad de reservorios como suelo, plantas,
animales y el humano; pero particularmente fuentes de agua natural y sistemas de distribucion

de agua.

Estudios recientes sobre el efecto de las MNT en la respuesta inmune innata, demuestran que
Mycobacterium avium modula a células dendriticas expuestas a ella, con un fenotipo semi-
maduro o tolerogénico que inhibe la activacion de linfocitos T CD4+. Esto es muy importante,
ya que se sabe que las células dendriticas son células presentadoras de antigeno
profesionales que establecen el vinculo entre la inmunidad innata (célula dendritica) y la
adaptativa (linfocito T) mediante la presentacién de péptidos especificos cargados en las
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase Il, por lo que se propuso que son
un punto medular para el desarrollo de una respuesta inmune eficaz de tipo Th1. En el
presente trabajo se pretende identificar a los péptidos expresados en la superficie de células
dendriticas diferenciadas de monocitos de la linea celular JAWS |l después de ser
estimuladas con M. avium, mismos que podran relacionarse con un fenotipo inmune semi-

maduro.
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1. INTRODUCCION

1.1. Generalidades del género Mycobacterium

El género Mycobacterium pertenece a la familia Micobacteriaceae, orden Actinomycetales y
clase Actinomycetes. En general se clasifican en tres grupos por su alto grado de similitud
genética y por los sindromes clinicos que producen, las pertenecientes al complejo
Mycobacterium tuberculosis entre las que figuran M. tuberculosis, M. bovis, M. canetti, M.
microti y M. africanum; las Micobacterias no tuberculosas (MNT) que son saprofitos o
patdgenos oportunistas de humanos y animales y M. leprae considerada como una MNT pero

muy relacionada a M. tuberculosis (1,2).

Estos microorganismos son bacilos aerobios, inmoviles, que miden de 0.2 a 0.4 ym de ancho
por 2 a 10 um de largo. Presentan un alto contenido de guanina y citosina (G+C, entre el 61y
71%) en su ADN. Su pared celular estd formada por un complejo denominado MAPc
constituido por acidos micodlicos, arabinogalactana y peptidoglicana ademas de una capa
externa de polisacaridos en forma de capsula. La peptidoglicana esta formada por unidades
alternadas de N-acetilglucosamina y residuos de acido muramico, a esta se encuentra unida
covalentemente la arabinogalactana que tiene esterificada una variedad de a-alquil, B-hidroxi

acidos micdlicos con cadenas laterales largas de 60 a 90 atomos de carbono (1,2,3).

Las caracteristicas bioquimicas de la pared que envuelve a las micobacterias hace dificil la
tincion con colorantes basicos de anilina, pero es considerado Gram positivo; asi mismo le
permite resistir la decoloracion con solventes organicos como el alcohol-acido y se les
denominan bacilos acido-alcohol resistentes. Las técnicas de tincidn comunmente empleadas
son la de Ziehl-Neelsen (tincion caliente) y Kinyoun (tincion fria) donde los bacilos aparecen
color rojo en un fondo azul o verde dependiendo del colorante de contraste (Figura 1).
También se emplea la tincién con fluorocromos con auramina O, sola o combinada con

rodamina y las micobacterias se tifien de amarillo-anaranjado contra un fondo oscuro (1,2).
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Figura 1. Morfologia microscopica de
Mycobacterium avium ssp. hominissuis
por la tincion de Ziehl-Neelsen (100 x).

Para lograr su aislamiento se emplean medios de cultivos selectivos y no selectivos, el
medio de Lowenstein-Jensen es muy utilizado en laboratorios de diagndstico clinico
principalmente en muestras estériles porque su composicién permite el crecimiento de
las micobacterias; por otro lado el medio de Middlebrook se utiliza ampliamente para el

aislamiento y pruebas de sensibilidad (1,2).

Este género esta representado por un gran numero de especies que se diferencian por
su velocidad de crecimiento, temperatura optima de crecimiento, la produccién de
pigmentos y pruebas bioquimicas convencionales. Las micobacterias se subclasifican
en bacterias de rapido y lento crecimiento, las primeras crecen en menos de 7 dias
mientras que las de crecimiento lento necesitan mas de 7 dias para formar colonias. La
temperatura optima de crecimiento varia en un intervalo de 28 a 42°C y crecen mejor en
una atmésfera de CO; al 3-11%. La morfologia colonial va desde colonias lisas hasta
colonias con formacién de cordones, se presentan con pigmentacion en la oscuridad
(escotocromdgenas), pigmentaciéon cuando se exponen a la luz (fotocromdgenas) o
colonias sin pigmentacion (no fotocromégenas). Entre las pruebas bioquimicas
comunmente empleadas se encuentran la acumulaciéon de niacina, reduccién de
nitratos a nitritos, hidrélisis con Tween 80®, captacion de hierro, crecimiento de cloruro

de sodio al 5%, actividad de catalasa, arilsulfatasa y ureasa (1,2).
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Figura 2. Morfologia colonial de
Mycobacterium bovis BCG México en
medio Middlebrook 7H10 después de 4
semanas de cultivo a 37°C.

1.2. Tuberculosis

M. tuberculosis es el patdgeno intracelular causante de la Tuberculosis (Tb) y fue
descubierto por Robert Koch en el afio de 1882. Se transmite de persona a persona
mediante la inhalacién de bacterias viables y del 15 al 20% de las personas infectadas
desarrollan la enfermedad que por lo general aparece algunos afos después de la

infeccion inicial (4).

Las manifestaciones clinicas varian en funcion de la edad, estado inmunoldgico del
paciente y la etapa en la que se encuentra la enfermedad. La enfermedad se puede
desarrollar en el pulmén causando Tb pulmonar y los pacientes presentan tos que
puede ir acompanada de sangre o esputo y dolor en el pecho. Otros sintomas que se
presentan con las diferentes formas de Tb son debilidad o fatiga, falta de apetito con

pérdida de peso, escalofrios, fiebre y sudoracion por las noches (4,7).

1.3. Epidemiologia

La Tb es una enfermedad cronica e infecto-contagiosa con una alta tasa de mortalidad
y morbilidad alrededor del mundo. Para el 2014 la OMS estim6 que 9.6 millones de
personas desarrollaron Tb, lo que equivale a 133 casos por 100,000 habitantes y 1.5
millones murieron a causa de la enfermedad (1.1 millones VIH negativo y 0.4 millones
VIH positivas) (6). Es una enfermedad prevalente en paises en vias de desarrollo,

siendo la poblacién mas vulnerable los migrantes, los habitantes de zonas marginadas,
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reclusos y personas con SIDA (Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida); ademas de
infectar principalmente a hombres. Se estima que el 58% de los casos se presentan en
Asia y el 28% en Africa. Las cinco ciudades con mayor incidencia en el 2014 son India,
Indonesia, China, Nigeria, Pakistan y Sudafrica. Del total de nuevos casos a nivel
mundial 1 millén fueron nifios, 3.2 millones mujeres y 5.4 millones hombres (Figura 3)
(6). En México es un problema de salud publica y de acuerdo al Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE) cada afo se presentan alrededor de 15,000 casos

nuevos de tuberculosis pulmonar y cerca de 2,000 defunciones (5).

Gran parte del aumento en la incidencia de Tb desde 1980 se debe a la propagacion
del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), ya que estos pacientes presentan
mayor susceptibilidad para el desarrollo de la tuberculosis activa por tener un sistema
inmunolégico comprometido. Se estima que de 1.1 a 1.3 millones de los casos nuevos

de tuberculosis en el 2014 son personas que viven con VIH (12-14%) (6).

El uso inadecuado de la terapia antituberculosa ha agravado considerablemente el
problema, debido a la aparicion de cepas multirresistentes o cepas resistentes a 2 6
mas de las 5 drogas anti-tuberculosas de primera linea (Isoniazida, Rifampicina,
Pirazinamida, Etambutol y Estreptomicina) que conllevan al uso de tratamientos mas
costosos que son dificiles de implementar en los paises donde se presenta la
enfermedad, asi como la falta de un programa de inmunizacioén eficaz para controlar la
transmision (2,6,8). En la actualidad otros factores de riesgo asociados con Tb son el
abuso de drogas intravenosas, alcoholismo, diabetes, desnutricion, prolongado uso de

esteroides, falla renal, trasplantes de 6rganos y enfermedades respiratorias cronicas

(7).
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Figura 3. Incidencia mundial de la Tuberculosis en el 2014. Reporte OMS 2015. (6)
1.4. Micobacterias no Tuberculosas

Las MNT son saprofitas y patdogenos oportunistas que se aislan de una gran variedad
de reservorios como agua, suelo, plantas, animales y humanos; diversos estudios
muestran que son altamente resistentes a los métodos clasicos de desinfeccién. Se
han identificado mas de 140 diferentes especies de MNT con un amplio espectro de

virulencia para causar enfermedades en los humanos (8).

Las infecciones causadas por MNT antes de la epidemia del SIDA estaban confinadas a
enfermedades pulmonares relacionadas a Mycobacterium kansasii, Mycobacterium
intracellulare y Mycobacterium avium, que por lo general afectaban hombres adultos
alrededor de los 60 anos y que presentaban una predisposicion clinica o laboral en
sitios de alto riesgo. Sin embargo, después de la diseminacién del virus cambid
radicalmente la presentacion de la enfermedad involucrando principalmente a M.
tuberculosis y al complejo MAC (M. avium complex). Tan solo en Estados Unidos y

Europa entre el 25 y 50% de pacientes con SIDA presentan también una infeccion por

UNAM Pagina 5



Identificacion de los péptidos presentados en el MHC Clase |l de CD estimuladas con M. avium

MNT, sin embargo el uso de la terapia retroviral en etapas tempranas puede disminuir
considerablemente estas infecciones. Los microorganismos se aislan comunmente de
sangre y materia fecal, ademas de que los paciente presentan problemas digestivos,
anemia, leucopenia y predisposicion a infecciones por citomegalovirus. El aumento de
estas infecciones estimul6 el inicio de estudios de epidemiologia, ecologia, genética,
biologia molecular y fisiologia de las MNT, ademas del desarrollo de métodos para el

aislamiento y purificacion mas eficientes (8).

En la actualidad y después del analisis de varias pruebas fenotipicas y genotipicas por
varios grupos de trabajo se han descrito varios organismos pertenecientes al complejo
MAC que se han asociado tanto al ambiente como animales y que presentan diferentes
grados de patogenicidad. Dicho complejo comprende 9 especies de micobacterias de
crecimiento lento y un grupo denominado otras MAC que corresponden a aislados de

clasificacion indeterminada (Tabla 1) (48).

Mycobacterium avium ssp. hominissuis (MAH) es un patégeno oportunista de humanos
y porcinos, pero también ha sido aislado de otros animales como vacas, perros,
caballos, aves y venados. Su reservorio natural es el suelo y el agua, sobreviviendo en
este ultimo por mas de 2 afos. La forma de transmision de la bacteria es mediante la
ingestion de agua contaminada y aerosoles. A nivel clinico este patdogeno intracelular
facultativo es capaz de provocar infecciones pulmonares, linfadenitis cervical,
infecciones diseminadas y en tejidos suaves, atacando principalmente a personas con

ineficiente respuesta de células T (36, 48).

1.5. Vacunaciéon con BCG

La vacuna de Calmette y Guérin (BCG) es un liofilizado de una cepa atenuada de M.
bovis que se utiliza para vacunar a personas susceptibles de adquirir la enfermedad y
en lactantes y nifos proporciona una proteccion contra las formas meningea y
diseminada de la tuberculosis; sin embargo, en adultos la proteccion varia del 0 hasta el

80%. Esta vacuna forma parte del programa ampliado de inmunizacion (EPI por sus

UNAM Pagina 6



Identificacion de los péptidos presentados en el MHC Clase |l de CD estimuladas con M. avium

Tabla 1. Especies pertenecientes al Complejo M. avium (MAC).

) . ) o Principal
Micobacteria Sub-especie Patogenicidad
hospedero
M. avium (MA) ssp. avium (MAA) | Tb aviar Aves
ssp.hominissuis
(MAH) I_nfecmop_es pulmona.res, ST
linfadenitis cervical,
infeccion de  tejidos | porcinos
suaves e infecciones
diseminadas
ssp. , :
Enfermedad de Johne’s | Rumiantes
paratuberculosis
(MAP)
Palomas
ssp. silvaticum Enfermedad similar a la
(MAS) Tb
M. intracellulare Infecciones pulmonares | Humano
M. colombiense Infecciones diseminadas, | Humano
linfadenopatias
M. chimaera Infecciones pulmonares | Humano
M. marseillense Infecciones pulmonares | Humano
M. timonense Infecciones pulmonares | Humano
M. Infecciones pulmonares | Humano
boucherdurhonense
M. vulneris Linfadenopatias, heridas | Humano
M. arosiense Osteomelitis Humano
Otras-MAC Infecciones pulmonares | Humano
y diseminadas
Rindi L, 2014.
UNAM Pagina 7




Identificacion de los péptidos presentados en el MHC Clase |l de CD estimuladas con M. avium

siglas en inglés, Expanded Program on Immunization) desde 1970 y la organizacion
mundial de la salud (OMS) recomienda que la aplicacién de la vacuna sea durante el

primer ano de vida y principalmente en paises en vias de desarrollo. (9,11).

En los ultimos afios se ha observado que la incidencia de la tuberculosis a pesar de la
vacunacién es todavia considerable y que la BCG presenta variabilidad en su eficacia,
sugiriéndose diversas teorias que avalan este hecho como lo son la susceptibilidad
genética del huésped, la pérdida paulatina de la proteccion, la prevalencia de la
enfermedad en zonas geograficas especificas, cepas mas virulentas, diferente
inmunogenicidad de las cepas vacunales o heterogeneidad genética de las cepas
individuales y la exposicion previa a MNT. Se ha demostrado en algunos estudios que
la exposicidn previa con micobacterias ambientales afecta negativamente la proteccion
conferida por la BCG en respuesta a una infeccion por M. tuberculosis. (9, 10, 18, 32,
33, 34, 35, 37).

Por lo tanto es de suma importancia el desarrollo de nuevas vacunas que confieran
completa proteccién y con los recientes adelantos en los campos de gendmica,
protedmica y con el conocimiento mas profundo de la inmunologia de las infecciones
contribuira en la preparacidon de nuevas generaciones de vacunas que ayuden a

prevenir y tratar la tuberculosis.

1.6. Respuesta inmune contra la Tuberculosis

La respuesta inmunitaria es un mecanismo de defensa que presenta un organismo
después de que entra en contacto con un microorganismo 0 macromolécula ajena, para
lo cual emplea un conjunto de células y moléculas pertenecientes al sistema
inmunitario. M. tuberculosis estimula una respuesta inmunitaria de tipo celular y
humoral, constituyendo las células T tipo 1 (Th1) la respuesta inmune de proteccion
(8,12).
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La forma de transmisidn es respiratoria y se da de persona a persona. Después de la
inhalacion de los microorganismos estos viajan a bronquiolos terminales y alvéolos
donde seran fagocitados por macrofagos alveolares y se multiplican lentamente
presentandose una inflamacion leve; después de 6 u 8 semanas la infeccion llega a
ganglios linfaticos regionales con la activacion de linfocitos T CD4+ y posteriormente
linfocitos T CD8+ que producen INF-y para la activacion de mas macréfagos que se
encargaran de destruir al microorganismo; sin embargo, M. tuberculosis es capaz de
sobrevivir intracelularmente porque inhibe la fusién del fagosoma con el lisosoma. La
activacién continua de los linfocitos T conduce a la formacion de granulomas con
necrosis caseosa debido a la secrecion de enzimas lisosémicas e intermediarios
reactivos de oxigeno producidos por los agregados de macrofagos que aunado a la
inflamacion granulomatosa promueven la lesion histica caracteristica de la tuberculosis
clinica. La bacteria puede permanecer en estado latente durante varios afios y
reactivarse en cualquier momento, sobre todo cuando el paciente no es capaz

inmunoldégicamente de controlar la infeccion (4,12).

1.7. Células Presentadoras de Antigeno

Las células presentadoras de antigeno (CPA) constituyen una poblacion celular
especializada que presenta diferentes caracteristicas como son la captura de antigenos
proteicos propios o extrafios, maquinaria proteolitica eficiente que permita la
degradacion del antigeno en péptidos capaces de ser presentados en la superficie
celular por moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase | 6 clase Il
(Major Histocompatibility Complex, MHC | 6 MHC 1l) y asi presentarlos a los linfocitos T
para desencadenar sefiales que estimulen su proliferacion y diferenciacién, ademas de
expresar moléculas coestimuladoras y de adhesion. Se conocen tres células
profesionales capaces de llevar a cabo dichas funciones: los macréfagos, los linfocitos
B y las células dendriticas (CD). Los macréfagos presentan antigenos a los linfocitos T
efectores durante la respuesta inmune celular, los linfocitos B presentan antigenos a los
linfocitos T cooperadores en la inmunidad humoral y las CD presentan antigenos a

células T virgenes generando la expansion clonal y diferenciacion de células T.
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Las CD fueron descubiertas a finales de 1970 por Ralph Steinman y Zanvil Cohn y
varias décadas después se sabe que tienen la habilidad de montar una respuesta
inmune adaptativa contra antigenos extraios e inducir tolerancia contra antigenos

propios. (20)

En estado inmaduro presentan gran capacidad de capturar antigenos y una maquinaria
proteolitica eficiente, aumentan la expresion de receptores de manosa y complemento
implicados en la captacion de antigeno via endocitosis o fagocitosis, expresan altos
niveles de quimiocinas como CCR1 y CCRS5, expresan bajos niveles de moléculas
coestimuladoras como CD40, CD54, CD80, CD83, CD86, CD58 y MHC II. Una vez que
el antigeno es fagocitado las CD migran rapidamente a 6rganos linfoides secundarios
en donde macrofagos y células B generalmente son excluidos; pasan a un estado
“‘maduro” que se caracteriza por la elevada expresion de moléculas coestimuladoras y
proinflamatorias, las moléculas de MHC Il cargadas con los péptidos salen de los
compartimentos lisosomales y son transportados a la membrana celular; dichos
complejos son de 10 a 100 veces mas expresados en CD que en otras CPA (12, 13, 14,
15, 20, 26).

1.8. Estructura molecular del MHC | y MHC II

Las CD expresan en su superficie celular dos tipos de proteinas pertenecientes al
complejo mayor de histocompatibilidad, denominados MHC clase | y MHC clase I, las
primeras inician una respuesta de linfocitos T CD8+ citotoxicos y las segundas
provocan una respuesta de linfocitos T CD4+ cooperadores. Todas las moléculas del
MHC comparten determinadas caracteristicas estructurales las cuales son

fundamentales para la presentacion y reconocimiento de los péptidos (31).

Los genes que codifican el MHC se localiza en el cromosoma 17 en ratones y recibe el
nombre de H-2; el locus de la clase | esta formado por los genes K, D y L mientras que
el locus de la clase Il por los genes I-A, I-E y H-2M; ademas se localizan genes

codificantes para proteasoma, proteinas del complemento y citocinas (12).
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El MHC clase | esta formado por dos cadenas polipeptidicas unidas covalentemente,
una cadena a o cadena pesada de 44 a 47 kDa codificada por los genes del MHC y una
cadena [3-2 microglobulina o cadena ligera de 12 kDa no codificada por estos genes.
Los segmentos amino terminal de la cadena a interactuan formando una plataforma de
8 hebras antiparalelas tipo beta que soportan dos hebras paralelas tipo alfa-hélice,
formandose una hendidura con los extremos cerrados para la unién de péptidos de
entre 8 y 11 aminoacidos (Figura 4). Los aminoacidos polimorfos se encargan de la
uniodn de los péptidos y el reconocimiento de los linfocitos T, localizados en los dominios
a1l y a2. Un segmento mas denominado a3 es el punto de union de linfocitos CD8 e

interactua no covalentemente con la cadena B-microglobulina (12, 13).

MHC clase |

Hendidurade Péptido
union a péptidos \ v/
A

4
&
ol @ 48
S, B
4

Bom

Region
transmembranal

Figura 4. Estructura secundaria de la molécula MHC clase | (12).
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Las moléculas del MHC clase Il estan compuestas por dos cadenas polipeptidicas
unidas de forma no covalente, una cadena a de 32 a 34 kDa y una cadena 3 de 29 a 32
kDa, ambas codificadas por genes polimorfos del MHC y se sintetizan en el reticulo
endoplasmico, a las que posteriormente se une una cadena invariable (li) no
polimorfica. Los segmentos amino terminales a1 y B1 interactuan para formar una
hendidura que une los péptidos. Tanto a1 como B1 estan formadas por cuatro hebras
del suelo de la hendidura y una hélice, ademas en estos segmentos se localizan los
aminoacidos polimorfos. En la hendidura se asocian péptidos heterogéneos que miden
de 12 a 26 aminoacidos que son seleccionados como familias con un nucleo de union
comun de aproximadamente 9 aminoacidos y con extremos variables (30) (Figura 5).
Los extremos carboxilicos terminales de los segmentos a2 y B2 presentan extensiones
de unos 25 aminoacidos hidrofobicos transmembranales y finalizan con grupos de
aminoacidos basicos seguidos de colas cortas citoplasmicas hidrofilicas. Un segmento

en 32 es el punto de union para linfocitos T CD4+ (12, 13, 38).

MHCclasell Hendidurade

f" union 2 péptidos Pptido
" 31 ¢ / 2
I al . ok

Region
transmembranal

Figura 5. Estructura secundaria de la molécula MHC clase Il (12).
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1.9. EI MHC clase Il en el procesamiento y presentaciéon de antigenos

La generaciéon de péptidos unidos a moléculas del MHC clase Il inicia con la captacion
de las proteinas tipicamente exdgenas por las CD mediante receptores en la superficie
que reconocen estructuras para posteriormente interiorizarlos en vesiculas
denominadas lisosomas o endosomas tardios, donde los antigenos proteicos son
degradados por accion enzimatica a péptidos; principalmente las proteasas son las
encargadas de la degradacion de estas proteinas como las catepsinas con alta
especificidad de sustrato, como S, L, B, D y la endopeptidasa especifica de asparagina.
Algunos antigenos cargados en el MHC Clase Il pueden provenir de proteinas
endogenas residentes en el sistema endosomal, citosol o nucleo. La regulacion de la
acidificacion lisosomal aparentemente es un elemento importante en el control de la
presentacion de antigeno durante la maduracion de la CD, el pH de 4.5 se encuentra
durante procesos de protedlisis y carga de péptidos mientras que a pH 1 se induce la
formacion del complejo MHCII-péptido, disociacion de li y edicion de péptidos por HLA-
DM (13,14).

Las cadenas a y B se sintetizan y asocian de manera coordinada en el reticulo
endoplasmico, al igual que la cadena invariable (li) que se une a un heterodimero a3
recién sintetizado, bloqueando la union de péptidos en los sitios correspondientes. La
cadena li también favorece el plegamiento y ensamblaje del MHC |l y las dirige a las
vesiculas que contienen los antigenos proteicos degradados, formandose un
compartimento del MHC de la clase Il 6 MIIC donde se inicia la protedlisis parcial de la
cadena li de las moléculas del MHC Il mediante la acciéon de proteasas residentes,
especialmente la catepsina S y L formando un residuo de 24 aminoacidos unido al
complejo a3, denominado péptido de la cadena invariable asociada a la clase Il 6 CLIP,
el cual se encuentra unido a los sitios de unién de los péptidos que se fijan al MHC Il y
es necesario eliminarlo. Mediante la molécula H-2M (o HLA-DM) como péptido editor es
reemplazado el CLIP por el péptido antigénico que se une a los extremos abiertos de
las moléculas del MHC-Il y posteriormente son recortadas por otras enzimas

proteoliticas hasta tener el tamafio adecuado para ser reconocidos por los linfocitos T

UNAM Pagina 13



Identificacion de los péptidos presentados en el MHC Clase |l de CD estimuladas con M. avium

(Figura 6). H-2M es un heterodimero similar a MHC-Il que se localiza en el
compartimento MIIC promoviendo la liberacién y union de péptidos determinando la
cantidad y calidad de péptidos seleccionados; sin embargo, se diferencian del MHC Il
porque es una molécula no polimorfica, no se asocia a la cadena li y no se expresa en
la superficie celular. Los complejos del MHC Il-péptidos son altamente estables y
tienen una vida media prolongada regulada por la proteina transmembranal E3
ubiquitin-ligasa MARCH-1, lo que aumenta la probabilidad de ser encontrados y
reconocidos por un linfocito T especifico. Las moléculas de MHC Clase Il son
trasportados hacia la membrana plasmatica ya sea via tubulos desde el MIIC o por
fusién directa de la membrana con el MIIC (13, 14, 31, 32, 52, 53).

CD4* Tcell

Exogenous
protein

B |
TCR
Peptide ey,
MHC class I

Q' [Protease .'
'\ ‘v — 5
6% LN APC

Early \
endosome

class |l ER ‘4 ==/

Figura 6. Representacién esquematica del procesamiento y presentacion de antigeno
via MHC clase Il (51).

Una variedad de factores afectan la bioquimica en el procesamiento de antigeno lo que
contribuye en la diversidad de complejos MHCII-péptido lo que conlleva a la dificultad

en la prediccion de los péptidos presentados. Entre algunos de estos factores se
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encuentran las modificaciones post-traduccionales, células tumorales y alteraciones

bioquimicas como acetilaciones, fosforilaciones y glicosilaciones (13).

2. ANTECEDENTES

Dentro del grupo de trabajo, Mendoza y cols. en el 2011 estudiaron la interaccion de
MNT como M. avium con CD diferenciadas de monocitos de médula ésea de raton y
encontraron que estas inducen la secrecion de IL-10 asi como altos niveles en la
expresion de la molécula coinhibidora PD-L2, ambas a través de la via de senalizacion
TLR2-p38 MAPK, ademas al comparar con células estimuladas con LPS o con M. bovis
BCG Phipps como controles positivos observaron la disminucién en la expresion de
moléculas coestimuladoras, lo que interfirid en la activacion de células T. Aun mas
interesante el fenotipo inducido en estas células por M. avium es dominante incluso en
presencia de BCG (18). Como Flaherty y cols también demostraron en un modelo in
vivo de ratones vacunados con BCG Pasteur y después de 6 semanas retados con M.
avium 104, esta interfirid en el establecimiento de una respuesta inmune de proteccion
(10).

Se sabe que la respuesta inmune celular contra antigenos propios y extrafios depende
del reconocimiento de péptidos presentados en la superficie de células presentadoras
de antigeno profesionales como las CD a linfocitos T CD4+; dichos péptidos son
derivados del procesamiento de proteinas exdgenas y anclados a la moléculas de MHC
Clase 1 6 1l (54).

Por lo tanto, el conocimiento de los péptidos presentados en el MHC Clase Il cuando la
CD es estimulada con M. avium, nos ayudara a complementar las investigaciones
previamente realizadas y sobre todo conocer cuales proteinas presentes en la

micobacteria son las responsables de la tolerancia.
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3. JUSTIFICACION

Las células dendriticas estimuladas con Mycobacterium avium desarrollan un fenotipo
semi-maduro y la expresion de la molécula de MHC Clase Il se asocia con péptidos de
la micobacteria internalizada via endocitosis. Por lo tanto, la expresién de péptidos de

M. avium podria estar asociada a la tolerancia inmunoldgica.
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4. HIPOTESIS

Si el fenotipo semi-maduro de las células dendriticas es inducido por Mycobacterium
avium, entonces algunos de los péptidos presentados en el contexto de MHC Clase Il

perteneceran a dicha micobacteria.
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5. OBJETIVO GENERAL

Aislar e identificar los péptidos presentados en el MHC clase Il de CD post-estimulacion

con M. avium ssp. hominissuis.

5.1. Objetivos Particulares

Diferenciacion de monocitos de la linea celular JAWSIlI a CD.

Estimulacién de CD con M. avium ssp. hominissuis y M. bovis BCG México

en fase exponencial.

Determinacion del fenotipo de las CD post-estimulacion.

Separacion del complejo MHC-II-péptido de CD.

Purificacion y secuenciacion de los péptidos.
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6. METODOLOGIA

I :” :” HI Estimulo con M. avium

Estimulo con M. avium

C+: M. bovis BCG México Lisis celular
y LPS E. coli i
C-: Célulassin estimular

Separacién magnéticadel complejo
/\ MHC I]-pfptido

Células para marcaje de  Sobrenadante para ﬂ 1@ v
moléculas de superficie  Citocinas (kit de CBA) A Desnaturalizacion de MHCII

“ , i CITOMETRIA Purificaciony concentracion de péptidos
ey - DE FLUJO l

l Espectrometriade masas por electrospray
acopladoacromatografiade liquidos

Determinacién de fenotipo Secuenciacion de peptidos

Figura 7. Diagrama general de trabajo.

6.1. Diferenciacion de la linea celular JAWS Il y estimulacion con

micobacterias

6.1.1. Micobacterias

La cepa de M. avium ssp. hominissuis pertenece al Programa de Inmunologia
Molecular Microbiana de la Facultad de Medicina de la UNAM y fue aislada del agua de
los canales de Xochimilco, México (17). La identificacién se realizd por analisis del
polimorfismo de los genes hsp65, rpoB2 y 16S RNAr (17) (Datos no mostrados).
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M. avium ssp. hominissuis y M. bovis BCG México se recuperaron en caldo
Middelbrook7H9 enriquecido con Albumina-Dextrosa-Catalasa (ADC, Becton
Dickinson). Los cultivos se mantuvieron en agitacion constante (150 rpm) a 37°C en una
atmésfera de CO, al 5%, hasta alcanzar una densidad o6ptica (DOegoonm) de 0.6. La
cosecha se realizé centrifugando a 400 xg durante 15 min y el paquete bacteriano se

almacendé en alicuotas con PBS 1X 'y Glicerol al 10% a -70° C hasta su uso.

6.1.2. Linea Celular

Se utilizo la linea celular de monocitos de medula 6sea de raton JAWS Il (ATCC, CRL-
11904) (29) proporcionada por el Dr. Luis Ignacio Terrazas de la FES lztacala, Unidad

de Biomedicina del Laboratorio de Inmunoparasitologia.

Las células se cultivaron en botellas de cultivo celular con medio RPMI 1640
suplementado con 1 mM de Piruvato de Sodio (GIBCO, Invitrogen Corporation), 1.5 gr
de Bicarbonato de Sodio (Sigma Aldrich), 10% de Suero Fetal Bovino [SFB (GIBCO,
Invitrogen Corporation)] y 5 ng/mL de GM-CSF Recombinante [Factor de crecimiento de
colonias de granulocitos y monocitos (Peprotech México)]. Con el cultivo mencionado
anteriormente las células se diferenciaron a células dendriticas a 37°C en atmédsfera de
5% de CO; (Figura 8).

Figura 8. Observacién microscépica de células dendriticas diferenciadas de la linea
celular JAWS Il, ATCC CRL-11904. (40X).
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La linea celular se almacend en nitrégeno liquido como método de conservacion a largo
plazo, para lo cual, células crecidas en botellas de cultivo celular de 175 cm? (Nunc™
sin tratamiento, Thermo Scientific) se lavaron 2 veces con una solucién de PBS 1X y
EDTA 0.5 mM para posteriormente despegar con Tripsina 0.25% (GIBCO, Invitrogen
Corporation). Las células despegadas se transfirieron a un tubo falcén y se
centrifugaron a 400 xg durante 5 min a temperatura ambiente, el sobrenadante se

decantd y el paquete celular se resuspendié en 2 mL de medio RPMI 1640.

En cada criotubo se guardan como maximo 1x10° células, por lo tanto se realizo el
conteo celular empleando una dilucién 1:10 de la suspension celular con el colorante
azul de tripano (GIBCO, Invitrogen Corporation). Un volumen de dicha dilucion se
deposita entre la camara de Neubauer y el cubrecamara para realizar el conteo de
células en los 4 cuadrantes superiores e inferiores. EI nUmero total de células contadas
en los 4 cuadrantes se divide entre 4, se multiplica dicho numero por el factor de
dilucion (10), el area y volumen de la camara (1x10%) y por el volumen de la suspension

celular total (2 mL) y se determina el niumero de células por mililitro.

Dependiendo del numero de células contadas se realizdé una dilucién de la suspension
celular con Dimetilsulféxido estéril (DMSO) al 10 % utilizando SFB filtrado y finalmente

se dispensd 1 mL de la suspension a cada criotubo para almacenar.

6.1.3. Estimulacién de CD con micobacterias
Células JAWS Il crecidas en botellas de cultivo celular multinivel de 500 cm? (Nunc™
sin tratamiento, Thermo Scientific) con 150 mL de medio RPMI 1640 suplementado se
despegaron y contaron 1x10” células. Se utilizaron 600,000 células por pozo y se
depositaron en microplacas de 6 pozos (NuncT'VI sin tratamiento 128x86, Thermo
Scientific) con 3 mL de medio RPMI 1640 suplementado, bajo las siguientes
condiciones por triplicado: células sin estimulo o estimulo con M. bovis BCG México o

M. avium ssp. hominissuis o lipopolisacarido (LPS) de Escherichia coli 2 ug/mL.
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También se determiné la densidad dptica a 600 nm de las micobacterias y se realizaron
los calculos para determinar el volumen de cultivo bacteriano necesario en cada pozo
para obtener una MOI 1:2 (Tabla 2).

Tabla 2. Concentracion calculada de micobacterias para estimular células JAWS |lI.

DO 600nm Bacterias/mL Volumen de cultivo
M. avium 0.793 1.2x10° 10 uL
BCG México 0.682 3.5x10° 3.5 L

Los estimulos se realizaron a 37°C en una atmésfera con 5% de CO, durante 24 h.
Transcurrido el tiempo de incubacion las células y el sobrenadante de cada estimulo se
depositaron en tubos falcén estériles de 15 mL y se centrifugaron a 400 xg durante 5
min a temperatura ambiente; el sobrenadante se separdé y almacendé en tubos
eppendorf de 1.5 mL a -20°C para la determinacion de citocinas, por otra parte a las

células se les realizé la determinacion de moléculas de superficie (Ver Anexo 12.3).

6.2. Determinacién de moléculas de superficie en CD y secrecién de citocinas

en sobrenadante

6.2.1. Citometria de flujo

Mediante citometria de flujo se determind la expresion de diferentes marcadores de
superficie utilizando anticuerpos unidos a Ficoeritrina (PE), Aloficocianina (APC) o
Isotiocianato de fluoresceina (FITC): antiCD40-PE [BD Pharmingen], antiCD80-PE [BD
Pharmingen], antiCD86-PE [BD Pharmingen], antiPD-L2-PE CD273 [BD Pharmingen],
anti PD-L1-P CD274 [BD Pharmingen] y antiMHC Clase II-PE (Miltenyi Biotec). Las
células también fueron marcadas con el anticuerpo antiCD11b-FITC [BD Pharmingen] y
antiCD11c-APC [BD Pharmingen] para la identificacion de CD (Ver Anexo 12.3). Las
células JAWS Il se resuspendieron en Focusing Fluid 1X (applied biosystems, Attune)

para su analisis por citometria de flujo (applied biosystems, Attune).
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Las citocinas fueron determinadas en el sobrenadante de las células estimuladas
empleando el Kit de Inflamacion de ratén, BD Cytometric Bead Array (CBA) (Becton
Dickinson) para medir cuantitativamente IL-6, IL-10, IFN-y, TNF-a e IL-12p70. El ensayo
fue disefado siguiendo las instrucciones de manufactura y los datos analizados en el
citobmetro FACSCanto Il (BD Biosciences). La concentracion de cada citocina en los
sobrenadantes fue extrapolada en una curva estandar con concentraciones conocidas

de citocinas recombinantes (20 a 5000 pg/mL).

6.3. Lisis celular y separaciéon del complejo MHC ll-péptido

6.3.1. Lisis celular

Células JAWS Il se cultivaron en 5 botellas de cultivo celular multinivel de 500 sz, se
despegaron y contaron 5.8x10% células, las cuales fueron estimuladas con M. avium
ssp. hominissuis (MOI 1:2) durante 24 h a 37°C en atmdsfera de 5% de CO». Al finalizar
la incubacion, las células se despegaron de las 5 cajas multinivel y concentraron en
tubos Falcon estériles de 50 mL para después resuspender el paquete celular en 5 mL

de solucion para lisis.

Para la lisis celular se empled una solucién de CHAPS 1% (3-[(3-Cholamidopropil)-
dimetilamonio]-1-propano sulfonato) [Sigma-Aldrich Inc.], lodoacetamida 0.1 mM, EDTA
5 mM (Etilendiaminatetracetato) [Sigma-Aldrich Inc.], PMSF 1mM (Fluoruro de fenilmetil
sulfonilo) [Sigma-Aldrich Inc.], Cocktail Inhibidor de Proteasas complete 1:50 [Roche] en
Tris-HCI 50 mM pH 8 [Sigma-Aldrich Inc.] a 4°C durante 45 minutos en rotacion.

La suspension celular lisada se centrifugdé a 6500 xg durante 30 min. Las proteinas del
sobrenadante 6 suspensién celular lisada (5 mL) se concentraron en tubos Amicon®
Ultra Centrifugal Filters con filtros de 3 kDa. Los filtros se acondicionaron vy
humedecieron con 3 lavados de etanol al 10% durante 30 min cada uno a 2000 xg a
4°C, se retiro el etanol remanente del tubo y el filtro, se deposité la suspension celular
lisada y centrifugdé a 2000 xg a 4°C durante 2 horas hasta obtener un volumen final de

600 pL y realizar la separacion de los complejos MHC Il-péptido.
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6.3.2. Separaciéon de los complejos MHC Il-péptido con anticuerpos

unidos a perlas magnéticas

Los complejos MHC Clase ll-péptido se separaron empleando anticuerpos anti MHC

Clase Il unidos a perlas magnéticas (Figura 9), siguiendo la metodologia descrita a

continuacion:

1.

El marcaje con anticuerpos se realiz6 empleando 540 pL de la suspension
celular lisada concentrada mas 60 pL del anticuerpo anti-MHC Il (MicroBeads,
Miltenyi Biotec). Se incubo6 a 4°C durante 15 min.

Previamente el separador magnético autoMACS, la columna LS y el buffer (PBS
1X + 2 mM EDTA) se refrigeraron a 4°C para realizar todo el procedimiento bajo
estas condiciones.

La columna se colocé dentro del campo magnético y se realizé un lavado de 3
mL con buffer, impidiendo que la columna se secara.

La suspension celular lisada concentrada y marcada se paso a través de la
columna. Las proteinas no unidas a la columna o fraccion negativa se

recolectaron y fueron recibidas sobre una cama de hielo.

. Se realizaron 3 lavados con 3 mL de buffer y también se recolectaron los

lavados.

Finalmente se depositaron 5 mL del buffer en la columna y se retir6 del campo
magnético, colocando el émbolo, presionando fuerte y de un solo golpe para
recolectar los complejos MHC II-péptido que se unieron al anticuerpo anti-MHC I

0 fraccion positiva.
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El lisado celular con complejos
MHC [l-péptido se marcan con
anticuerpos  anti-MHC Il unidos a
esferas magnéticas.

O
A

Oy

El lisado celular se carga dentro de
una columna en un campo
magnético, dando como resultado
la retencion de los complejos MHC
I1-péptido marcados

o

0]

Al remover la columna del campo ﬁj
magnético los complejos seran 0
eluidos por seleccion positiva. I

Figura 9. Seleccién positiva de los complejos MHC Clase II-péptido unidos a
anticuerpos acoplados a esferas magnéticas.

Se recolectaron alicuotas correspondientes a la fraccién negativa y una alicuota de 5
mL correspondiente a la fraccidn positiva durante el proceso y se determind la
concentracion de proteina en el equipo NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) a la

absorbancia de 280 nm.
6.4. Purificacion de péptidos unidos al MHC I

Los complejos MHC ll-péptido-anticuerpo (5 mL) se calentaron a 70°C durante 10 min
para separar los péptidos del MHC Clase Il e inmediatamente después se almacenaron
a4°C.

La solucion desnaturalizada se paso a través de tubos Amicon® Ultra Centrifugal Filters
con filtros de 10 kDa y se centrifugaron a 2000 xg durante 30 min. Se realizaron 3
lavados con 2 mL de agua para lavar y purificar la mayor cantidad de péptidos. El
volumen final obtenido fue de 10 mL. Después de la separacion de los péptidos,
también se determind la concentraciéon de proteina en el equipo NanoDrop 1000

(Thermo Scientific) a la absorbancia de 280 nm.
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6.5. Geles en una dimension

Durante la purificacion de los péptidos unidos al MHC Il se almacenaron diferentes

alicuotas que correspondieron a las etapas llevadas a cabo en dicho proceso. Se

realizo la electroforesis en geles de poliacrilamida al 12% (Tabla 3).

Tabla 3. Reactivos para la preparacién de geles de poliacrilamida 12%.

Gel compactador al Gel separador al
12% (mL) 12% (mL)

H,O Desgasificada 3.5 5.8

Acrilamida y bis-acrilamida 30% 7.5 1.65
Tris 1.5 M pH 8.8 3.8 0

Tris 0.5 M pH 6.8 0 25
Persulfato de amonio (APS 10%) 0.15 0.1

Docecilsulfato de sodio (SDS
0.15 0.94
10%)
Tetrametiletiléndiamina (TEMED) 0.006 0.0065

1. Para preparar el gel separador (inferior) se mezclaron todos los reactivos
mencionados en la tabla y al final se adicion6 el TEMED para iniciar la
polimerizacion e inmediatamente después verter la solucion en el molde para gel
hasta 1.5 cm antes del borde. Se adicion6 isopropanol al 70% para evitar la
formacion de burbujas y el gel tuviera un frente horizontal. Después de que el gel

polimerizo, se retird el exceso de isopropanol utilizado.

2. Se mezclaron los reactivos del gel compactador (superior) y una vez agregado el
TEMED, la mezcla se verti6 en el molde para gel con el gel separador
polimerizado y se nivel6 el peine a su posicion horizontal sin atrapar burbujas. Se

dejo polimerizar y quité el peine deslizandolo suavemente.
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3.

6.6.

Los geles se colocaron en la camara de electroforesis y se llenaron con buffer de

corrida 1X (camara inferior y superior).

Las muestras se prepararon con 20 uL de Buffer de Laemmli + 3-mercaptoetanol
y 20 pL de la muestra a una concentracion de 25 ug. Se colocaron en bafo de
agua durante 5 min y en los pocillos se cargaron los 40 yL de la mezcla.
También se incluyeron marcadores de Masa Molecular (MM) Precision Plus
Protein Standards de 10 a 250 kD (Dual Color, Bio Rad) en uno de los carriles,

como referencia.

. Las muestras se mantuvieron por 2 ha 100 V.

El gel se retird de la camara para electroforesis y se sumergié en solucion de

fijacion durante 1 h.

El gel se dejo tinendo durante 4 h con solucion Silver Blue. El exceso de
colorante se elimind empleando solucion para destefir durante toda la noche y

en agitacion.

Las imagenes de los geles tefiidos se capturaron en un formato digital
empleando un densitometro (Molecular Imager GS-800TM Calibrated
Densitometer, Bio Rad Laboratories) mediante el programa Quantity One™ 1-D

Analysis Software (Bio Rad Laboratories).

Separacion y secuenciacion de los péptidos mediante espectrometria de

masas.
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El volumen final obtenido de péptidos (10 mL) fue liofilizado y enviado a la Unidad de
Servicios de Apoyo a la Investigacidon (USAI) de la Facultad de Quimica para la

separacion y secuenciacion de péptidos.

6.6.1. Preparacion de la muestra

La muestra liofilizada se disolvié en agua grado LC-MS [J.T. Baker], Acetonitrilo 97.3%
grado LC-MS [J.T. Baker] + Acido férmico 0.1% grado reactivo analitico [J.T. Baker]. Se
determind la cantidad de proteina y se procesaron 4 yL (minimo 200 ng por cada uL) de
muestra que se evapord hasta sequedad y se reconstituyd en un buffer 6M de Urea en
100 mM Tris-HCI pH 8.5 e incub6 durante 15 min para proceder con la reduccion y
alquilaciéon durante 1 h. Posteriormente la muestra fue purificada y digerida con tripsina
porcina durante 18 h. Los péptidos se resuspendieron en 30 uL de acido formico al 1%
(v/v); posteriormente fueron desalados y concentrados por Ziplip C18 y eluidos con 12

uL de la fase mavil (3% Acetonitrilo + 0.1% Acido férmico).

La mezcla de péptidos fue separada mediante cromatografia de liquidos en el equipo
nanoACQUITY [Waters] empleando una columna nanoACQUITY UPLC de 1.7 ym
BEH130 C18 100 um x 100 mm a 35°C y una pre columna 2G nanoACQUITY UPLC 5
gm 180um x 20 mm. Se utiliz6 como fase A (acuosa): agua con 0.1% de acido férmico
y como fase B (organica): acetonitrilo con 0.1% de acido férmico con una velocidad de
flujo de 0.45 nL/min bajo el gradiente cromatografico siguiente: 0 min, 97% A, 3% B; 45
min, 60% A, 40% B; 47 min, 60% A, 40% B; 50 min, 20% A, 80% B; 52 min, 20% A,
80% B; 55 min, 97% A, 3% B.

También se analizaron en un espectrometro de masas [Synapt G2S, Waters]
empleando como modo de ionizacidn electrospray a 100°C, con un voltaje en el capilar
de 3.00 kV, voltaje de cono 30 V, intervalo de masas de 50 a 2000 Da, un lock mass de
[Glu1]-Fibrinopéptido B, energia de colision en la trampa de 15 a 45 V, velocidad de
escaneo 1 seg con deteccion de iones positivos, resolucion de 20,000 y como muestra
control Digest Estandar E. coli 100 fmol/uL (Waters MASSPREP).
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Las secuencias de péptidos se obtuvieron mediante la herramienta Byolinx del software
MassL.ynx version 4.1 SCN 851 de Waters Laboratory Informatics.

Se reportan todas aquellas secuencias con probabilidad mayor al 30%, con iones que
presentaron evidencias de multiples cargas y que a su vez se calcularon entre 2 y 3
kDa.

Unicamente se analizaron las secuencias con probabilidad del 100% y se realiz un
analisis de alineamiento empleando la herramienta ProteinBLAST y se comparo cada
secuencia contra la base de datos conocida del género Mycobacterium. A las
secuencias encontradas también se les realiz6 un analisis con la herramienta
bioinformatica ExPASy (Expert Protein Analysis System) con el fin de encontrar

caracteristicas fisicoquimicas de los péptidos.
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7. RESULTADOS

7.1. Fenotipo de la linea celular JAWS II

A partir de la linea celular JAWS Il proveniente del ATCC CLR-11904 se diferenciaron
monocitos de médula 6sea de ratbn a CD mediante el cultivo en medio RPMI 1640

suplementado con 10% de SFB y 5 ng/mL GM-CSF recombinante.

Mediante citometria de flujo se realizé el analisis de células estimuladas y sin estimular
marcadas con los distintos anticuerpos que reconocen moléculas en la superficie
celular. Los datos fueron analizados mediante el programa FlowJo version X10.0.7
(Tree Star, Inc. 1997-2014 Leland Stanford Jr. University). En un dot plot se
representaron los parametros de tamafo contra granularidad celular y esta
correspondioé al 85.7% de la poblaciéon celular total. De la poblacion seleccionada el

doble marcaje positivo para CD11c y CD11b fue de 99.6% (Figura 10).
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Figura 10. Representacion esquematica en dot plot de tamafio contra granularidad
celular y seleccion de poblacion doble positiva CD11c+/CD11b+.
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De la poblacién doble positiva que corresponde a la poblacion de CD, fueron
estimuladas con M. avium ssp. hominissuis en una relacién 1:2 (CD:Micobacteria) se
evalué la capacidad de la micobacteria para inducir la expresion de moléculas
coestimuladoras y coinhibidoras; unicamente se observé mayor expresion de CD40 vy
MHC Clase Il con respecto al control negativo de células sin estimular (p<0.05). Se
emplearon a su vez dos controles positivos para cada experimento el LPS de E. coli (2
pg/mL) y la cepa de M. bovis BCG México (MOI 1:2), ambos mostraron la elevada
expresion de CD40, CD80, CD86 y MHC Clase Il en comparacion con el control de
células sin estimular (p<0.05) (Figura 11y 12).
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Figura 11. Histogramas de la expresién de moléculas coestimuladoras,
coinhibidoras y MHC Clase Il en células JAWS Il estimuladas. Histogramas
representativos de tres experimentos independientes de CD diferenciadas de la linea
celular JAWS Il estimuladas durante 24 h con M. avium ssp. hominissuis a una MOI 1:2
(CD:Micobacteria) (linea verde), Mycobacterium bovis BCG México MOI 1:2 (linea azul),
LPS 2 pg/mL (linea roja) y sin estimulo (linea gris). La intensidad media de
fluorescencia (IMF) es indicada por el desplazamiento del histograma sobre el eje X.
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Figura 12. Expresion de moléculas coestimuladoras, coinhibidoras y MHC Clase Il
en células JAWS Il estimuladas. CD diferenciadas de la linea celular JAWS Il fueron
estimuladas durante 24 h con M. avium ssp. hominissuis a una MOI 1:2
(CD:Micobacteria) (linea verde), Mycobacterium bovis BCG México MOI 1:2 (linea azul),
LPS 2 yg/mL (linea roja) y sin estimulo (linea gris). Los datos son presentados como la
media de tres experimentos independientes y analizados con la prueba estadistica U de
Mann Whitney p<0.05.
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Figura 13. Expresion de citocinas secretadas por la linea celular JAWS Il
estimulada. Sobrenadante de CD diferenciadas de la linea celular JAWS Il y
estimuladas durante 24 h con M. avium ssp. hominissuis a una MOI 1:2
(CD:Micobacteria) (barra verde), Mycobacterium bovis BCG México MOI 1:2 (barra
azul), LPS 2 pg/mL (barra roja) y sin estimulo (barra gris). Los datos son presentados
como la media de tres experimentos independientes y analizados con la prueba
estadistica U de Mann Whitney p<0.05.
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A los sobrenadantes obtenidos al término de cada uno de los estimulos, se realizo la
determinacion de citocinas con el kit de inflamacion de ratén CBA vy los resultados se
analizaron con el programa FlowJo. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas en la secrecién de INF-y e IL-12p70 bajo ningun estimulo. Se detectd una
elevada secrecion de IL-10 en células estimuladas con LPS y M. avium ssp.
hominissuis, asi como elevada presencia de TNF e IL-6 para los estimulos con LPS,
BCG México y M. avium ssp. hominissuis; en todos los casos comparando con el

control del sobrenadante de células sin estimular (p<0.05)(Figura 13).

7.2. Separacion de péptidos unidos al MHC Clase Il

Una vez establecido el fenotipo de las células JAWS Il estimuladas con M. avium ssp.
hominissuis, se procedio a la obtencién de los complejos MHC clase Il unido al péptido.
Se realizé una lisis celular y separacion con anticuerpos anti-MHC Il acoplados a
esferas magnéticas y se obtuvo el eluido correspondiente a la fraccion proteica de MHC
lI-péptido cuya concentracién fue de 1.07 mg/mL en un volumen de 5 mL. Con los
complejos se realiz6 una desnaturalizacion por calor de las cadenas a y B que
conforman el MHC II, logrando que los péptidos fueran separados y posteriomente
concentrados, determinando a la absorbancia de 280 nm un valor de 200 ug de

péptidos.

Se realizd la electroforesis en geles de poliacrilamida al 12% para observar la
purificacion de los péptidos con la correspondiente pérdida gradual de proteina en cada

etapa del proceso. (Figura 14).

La mezcla de péptidos se analizd6 mediante espectrometria de masas por electrospray
acoplado a cromatografia de liquidos y después del anadlisis se determinaron 4
secuencias de péptidos denominados A, B, C y D con 100% de probabilidad después
de la digestion con tripsina; presentaron un tamafo de entre 19 y 29 aminoacidos, en
tres de ellos (A, C, D) un punto isoeléctrico similar (12.01, 11.88, 11.52

respectivamente), con una masa molecular esperada para péptidos unidos al MHC
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Clase Il y en todos se observo la predominancia del aminoacido Leucina en la
secuencia de aminoacidos (Tabla 4).
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Figura 14. Perfil proteico en las etapas del proceso de obtenciéon de péptidos
anclados al MHC Clase Il de células JAWS Il estimuladas con M. avium. Gel de
poliacrilamida al 12% tefido con Silver blue. Carriles 1y 9: Marcadores de MM,
Carril 2: paquete celular de la lisis celular, Carril 3: Sobrenadante de la lisis celular,
Carril 4: Eluido de la fraccion negativa, Carril 5: Lavado de la columna 1, Carril 6:
Lavado de la columna 2, Carril 7: MHC-II-Peptidos después de la desnaturalizacion,
Carril 8: Purificacidn y concentracion de los péptidos.

Tabla 4. Parametros fisicoquimicos de las secuencias peptidicas identificadas.

Punto Masa
Numero de Aminoacido
Péptido Isoeléctrico Molecular
aminoacidos Predominante
tedrico tedrica (Da)
A* 19 12.01 2252.7 Leu (31.6%)
B* 20 5.84 2121.5 Leu (45%)
Cc* 24 11.88 2950.4 Leu, Arg (29.2%)
D* 29 11.52 3302.0 Leu (37.9%)

*Las secuencias peptidicas se estan patentando actualmente.
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Un analisis comparativo se realizé para cada secuencia identificada contra la base de
datos existente de Mycobacterium en Protein BLAST e identificamos que las proteinas

presentes en M. avium se relacionaron con las 4 secuencias de péptidos.

Se encontraron 12 proteinas diferentes relacionadas a cada secuencia de péptidos, las
cuales presentan funciones distintas dentro de M. avium y que se podrian resumir en
tres principalmente: proteinas involucradas en el transporte de moléculas, reguladoras
de la transcripcién y de metabolismo de lipidos. También presentaron una localizacién
especifica en la micobacteria, en la membrana bacteriana (59%, 7/12), seguido del
nucleo (33%, 4/12) y finalmente en el citoplasma (8%, 1/12) (Tabla 5).

Figura 15. Funciones y localizacion celular de las proteinas de M. avium.
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Tabla 5. Proteinas relacionadas a las secuencias peptidicas identificadas.

Péptidos Funcioén Localizacion
A.
Proteina IrtA Transporte de hierro (44) Membrana
Factor sigma SigF RNA Promueve y regula la transcripcién | Nucleo
Polimerasa (42)
B.
Transportador de Transporte de manganese Membrana
manganeso
Proteina de macroéfago Transporte de macro y micro Membrana
asociada a resistencia moléculas (43)
natural (Nramp)
Hidroxilasa de acido Union a hierro y biosintesis de Membrana
graso acidos grasos
C.
Proteina del dominio Cinasa (39) Nucleo
HAMP
Proteina de union al ATP | Transportador ABC (40) Membrana
Glutamil t-RNA Sintetasa | Aminoacilacion de tRNA Citoplasma
y Ligasa
D.
Arabinofuranosil Transferasa de grupos metilos y Membrana
transferasa glicosilados
Proteina TetR Regulador de la transcripcién Nucleo
Nucleétido hidrolasa Actividad de hidrolasa Nucleo
CDP-diacilglicerol- Biosintesis y metabolismo de Membrana
fosfatidil transferasa fosfolipidos
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8. DISCUSION

La tuberculosis es una enfermedad que afecta a un tercio de la poblacion mundial; es
un problema de salud publica que afecta principalmente a paises en vias de desarrollo.
En la actualidad la unica vacuna aprobada con la que se cuenta para prevenir contra las
formas miliar y meningea de la enfermedad es la BCG [47]. Sin embargo, presenta una
eficacia protectora menor al 80% en tuberculosis pulmonar en adultos y una de las
causas que provoca variabilidad en su eficacia es la exposicidén previa a MNT como M.
avium. Es por ello que en este estudio se empleé a M. avium que es considerada
patdogeno oportunista del humano y que tiene como reservorio natural el suelo y agua
[47].

Las CD juegan un papel determinante entre la inmunidad innata y adaptativa, ya que
son las encargadas de procesar y presentar antigenos anclados a la molécula del MHC
Clase Il y posteriormente presentarlos a linfocitos T CD4 para su diferenciacion vy
proliferacion, para lo cual la CD presenta un fenotipo maduro con la elevada expresion
de moléculas coestimuladoras, la secrecion de citocinas pro-inflamatorias y moléculas
de tipo MHC 1l [14, 23, 25, 27]. Algunos reportes describen un fenotipo denominado
semi-maduro o tolerogénico con disminuida expresion de moléculas en su superficie
como MHC Il y moléculas coestimuladoras, sin embargo la elevada secreciéon de la
citocina anti-inflamatoria IL-10 no se asocia con una respuesta inmune de proteccién

dada por linfocitos Th1 efectores [27, 49].

Nosotros utilizamos para este proyecto una linea de monocitos capaces de
diferenciarse a CD inmaduras mediante el crecimiento con GM-CSF y pertenecientes a
una linea celular inmortalizada depositada en el ATCC como células JAWS Il [29], con
la ventaja de que al ser cultivadas proveen en gran numero poblaciones celulares
uniformes [19, 28]. En la actualidad diversos estudios basados en estas células utilizan
CD derivadas de médula 6sea de raton no inmortalizadas (BMDC’s, Bone Marrow-
derived Dendritic Cells); sin embargo, las poblaciones son heterogéneas y llegan a

diferenciarse también a macrofagos, ademas de que en estos experimentos la cantidad

UNAM Pagina 38



Identificacion de los péptidos presentados en el MHC Clase |l de CD estimuladas con M. avium

de animales requeridos para lograr generar los cultivos primarios es elevada [24]. Hay
estudios que soportan el hecho de que las células JAWS Il muestran caracteristicas y
funciones inmunobiolégicas similares a BMDC's en respuesta al estimulo con
Chlamydia muridarum y hasta un fenotipo mas homogéneo que los BMDC'’s, siendo una
mejor opcidn para experimentos in vitro de inmunogenicidad y descubrimiento de
antigenos [24]. En un estudio realizado por Jorgensen y cols. en el 2002 describen que
las células JAWS Il no expresan en su superficie CD40, pero esta carencia no
compromete hacia una eficaz activacion de linfocitos T virgenes cuando las células son
estimuladas con LPS y citocinas. Otros autores determinan la expresiéon de CD8O0,
CD86 y MHC Il en células JAWS Il estimuladas con LPS y Poly I:C por 24 h pero no

afecto en la expresion de CD40 [21].

En el presente trabajo las células JAWS Il fueron estimuladas durante 24 h bajo
diferentes condiciones. Observamos que aquellas células estimuladas con los controles
positivos (LPS de E.coli y BCG México) presentaron un fenotipo maduro, dado por la
elevada expresion de CD40, CD80, CD86 y MHC IlI; no asi para las CD estimuladas con
M. avium las cuales expresaron en mayor proporcion unicamente CD40 y MHC Clase
II. En cuanto a la expresién de moléculas coinhibidoras no se presentaron diferencias
significativas en ninguno de los casos. La expresion de estas moléculas fue en parte
diferente a lo reportado por Mendoza y cols. quienes estudiaron la interaccion de M.
avium con BMDC’s de ratdon y observaron que disminuia la expresion de moléculas
como CD40, CD80 y CD86 e inducian la secrecion de IL-10 asi como altos niveles en la
expresion de la molécula coinhibidora PD-L2 lo que interferia con la proliferacion de
células T; mientras que al ser estimuladas con LPS o BCG Phipps se comportaban
como células maduras. Aun mas interesante el fenotipo inducido en estas células por
M. avium es dominante incluso en presencia de BCG [18]. Flaherty y cols también
demostraron en un modelo in vivo de ratones vacunados con BCG Pasteur y después
de 6 semanas retados con M. avium 104, esta ultima interfirié en el establecimiento de
una respuesta inmune de proteccion [10]. Sin embargo, el modelo empleado
corresponde a una linea celular inmortalizada la cual se trabajo totalmente in vitro y los

resultados mostrados no se pueden comparar con estudios en BMDC’s.

UNAM Pagina 39



Identificacion de los péptidos presentados en el MHC Clase |l de CD estimuladas con M. avium

Por otro lado la determinacién de citocinas secretadas también es de suma importancia
para la identificacién del fenotipo en la CD, encontrando que las células estimuladas
con LPS y M. avium presentaron elevada produccion de IL-6 y TNF, lo que concuerda
con estudios realizados con la misma linea celular estimulada con 10 pyg/ml de LPS
durante 24 h, siendo capaces de secretar TNF-a e |IL-6, ademas de IL-1a e IL-1b [28];
condiciones de trabajo similares en otro reporte revelan la produccion en grandes
cantidades de las mismas citocinas [22]. Durante un proceso infeccioso es comun
encontrar la presencia de IL-1B3, TNF-a e IL-6, esta ultima con un rol crucial en la
diferenciacion de células T y B [50]. Para IL-12 e IFN-y no se observaron diferencias
significativas en la secrecion de dichas citocinas con ningun estimulo, por otra parte IL-
10 se detectd en células estimuladas con M. avium y LPS, hecho que esperabamos en
el primer caso pero no en células estimuladas con LPS. Los resultados encontrados en
la determinacién de citocinas pudieran ser consecuencia de los largos tiempos de
cultivo a los que se someten las células JAWS |l para proliferar y diferenciarse lo que
puede provocar la pérdida de las funciones normales de las células in vitro, ademas de
que el TGF-B se expresa constitutivamente en estas células lo que pudiera inhibir la

produccion de IL-12 e inclusive la expresion de CD 40 de manera autocrina [22].

La mayor expresion de MHC ll-péptido en células estimuladas con M. avium favorecio
la separacion del complejo para su posterior purificacion. La metodologia para la
obtencién de dicho complejo fue reportada por Bozzacco y cols en el 2011, quiénes
implementaron un analisis por espectrometria de masas acoplada a cromatografia
liquida para identificar péptidos unidos a las moléculas del MHC Il, los cuales fueron
derivados de proteinas enddgenas expresadas en CD de bazo empleando un modelo

murino [16].

El procedimiento que empleamos se basd en el uso de CD JAWS Il estimuladas
durante 24 h con M. avium, para posteriormente con una solucion de lisis e inhibidores
de proteasas provocar la lisis de las células y después de centrifugar obtener un

sobrenadante que se sometidé a una separacion magnética con anticuerpos dirigidos
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contra la fraccion beta del MHC Il, los complejos separados fueron eluidos y expuestos
a 70°C para permitir la separacién de los péptidos por desnaturalizacion de las cadenas
que conforman el MHC. Finalmente los péptidos obtenidos y liofilizados. Algunas
modificaciones de la metodologia reportada por Bozzacco fueron implementadas como
fue el empleo de la linea celular inmortalizada JAWS Il de la cual anteriormente se
mencionaron las ventajas de su uso, ademas de que nos permitio la proliferacién celular
a un numero elevado. También para el aislamiento de los complejos MHC Il-péptido
sustituimos la técnica de inmunoafinidad en columnas con sepharosa acopladas a un

anticuerpo monoclonal contra el MHC-II por la inmunoseparacion magnética.

Con la mezcla de péptidos liofilizada se procedio a realizar la espectrometria de masas
mediante ionizacion por electrospray acoplado a cromatografia de liquidos y mediante
la herramienta Byolinx se obtuvieron las secuencias de péptidos. De las cuatro
secuencias correspondientes a iones con evidencia de multiples cargas, nosotros
utilizamos las proteinas que tuvieron una probabilidad del 100% y que a su vez se
encontraron dentro de un intervalo de 2 a 3 KDa, ya las moléculas de tipo MHC clase |l
se unen péptidos de 18 a 30 aminoacidos aproximadamente. Con las secuencias se
realizé un analisis de alineamiento con la herramienta Protein BLAST y se comparo
cada secuencia contra la base de datos conocida del género Mycobacterium para

identificar a las proteinas de nuestro interés.

De dicho analisis las secuencias se relacionaron con 12 proteinas, las cuales se
encontraron presentes en el género Mycobacterium en el citoplasma (8%, 1/12), nucleo
(33%, 4/12) y principalmente en membrana (59%, 7/12); de estas ultimas la mayoria
con funcién de moléculas transportadoras (Tabla 10). Se conoce que el transporte de
cationes divalentes en micobacterias como el hierro es de fundamental importancia
para su crecimiento ya que es un cofactor involucrado en por lo menos 40 reacciones
enzimaticas codificadas en el genoma de M. tuberculosis, por lo que comunmente
pacientes diagnosticados con tuberculosis pulmonar sufren de anemia por el secuestro
del hierro al hospedero [45]. Por lo tanto, un mecanismo de defensa importante contra

patdgenos intracelulares es el secuestro del ion hierro por parte del hospedero, sin
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embargo algunas micobacterias presentan un mecanismo de virulencia con la
capacidad de activar genes que codifican proteinas como IrtA e IrtB-RV2895c que
interactuan entre si permitiendo el transporte de hierro y por lo tanto la sobrevivencia
del patdgeno [44]. También se estudio que la progresidn de la infeccidn por M. avium es
dependiente de la expresion del gen Nrampl en ratdon que involucra el transporte de
hierro [43]. Otro tipo de transportadores importantes en M. tuberculosis son los de tipo
ABC o de unién a ATP, encargados de transportar iones como hierro, aminoacidos,
péptidos, carbohidratos y antibiéticos; lo que puede reflejar su capacidad para sintetizar
moléculas esenciales para sobrevivir en condiciones adversas, como por ejemplo
cuando se encuentra dentro del ciclo de infeccion formando granulomas [40]. Sin duda
todos los trasportadores tienen una funcidon esencial en la sobrevivencia de la
micobacterias, y es de resaltar que éstos se encuentran sobre la superficie lo que hace

que sean altamente reconocidos a nivel de receptores, en este caso MHC-II.

Durante la infeccion con el bacilo una gran variedad de genes que estan involucrados
en su adaptacion ante cambios ambientales como escases de nutrientes, hipoxia o
estrés. Gran parte de esos genes son reguladores de la transcripcion como los factores
sigma que interactian con la RNA polimerasa que permite la unidon a secuencias
promotoras especificas e iniciar la transcripciéon. En M. tuberculosis estan identificados
13 factores sigma, entre ellos SigF que permite la adaptacion a diferentes estimulos
que se relacionan como un determinante de virulencia y en M. smegmatis esta
involucrado en defensa contra estrés oxidativo, estrés por calor y estrés osmotico (42).

Por lo que no es de sorprender su reconocimiento por MHC-II.

En cuanto a las proteinas que se encontraron en membrana, se sabe que la membrana
celular de procariotes es necesaria en respuesta ante cambios externos y mediante
sefnalizacion intracelular dependiente de metilaciones y fosforilaciones; como por
ejemplo las proteinas aceptoras de grupos metilo, histidin cinasas, adenilato ciclasas y
fosfatasas que presentan dominios HAMP. Dichas proteinas estan involucrados en
sistemas de regulacion, caracterizados por un sensor en la membrana celular que se

fosforila en respuesta a una sefal y transfiere dicho grupo, comunmente mediante

UNAM Pagina 42



Identificacion de los péptidos presentados en el MHC Clase |l de CD estimuladas con M. avium

proteinas de unién a DNA que regulan la transcripciébn y que involucran una gran
variedad de procesos como quimiotaxis, osmorregulacion o transporte de iones [39].
Todos estos procesos se dan continuamente y permite al sistema inmunolégico su facil

deteccion.

También proteinas involucradas en el metabolismo de lipidos se encontraron; estas
moléculas en las micobacterias constituyen una parte esencial ya que forman parte de
su envoltura celular y se asocian con su patogenicidad, siendo los acido micolicos los
principales constituyentes de esta capa la cual protege al bacilo de quimicos nocivos y
de la respuesta inmune generada por el hospedero. Avances en el estudio sobre la
sintesis y procesamiento de acidos grasos han aparecido, ya que son blancos viables

para el descubrimiento de nuevas drogas anti tuberculosas [41].

En un articulo publicado en el 2005 por Rodrigues y cols, reportan los cambios que
sufren las CD durante su diferenciacion y maduracién a nivel proteémico e identifican
36 proteinas asociadas con el metabolismo, crecimiento y comunicacion celular que se
expresan del estado de maduracion en las células; en CD inmaduras el 30% de las
proteinas se relacionan con su metabolismo mientras que en CD maduradas con LPS
corresponden al 50%. Las proteinas también se clasificaron con base en su localizacion
celular siendo las proteinas de citoesqueleto (38%) las mayormente encontradas. Sin
embargo, mencionan que el perfil de expresion de proteinas dependera del estimulo
usado para diferenciar de monocitos a CD y del estimulo empleado para maduracion
[46].

Sin lugar a dudas las perspectivas de esta informacion sera estudiar individualmente a
cada péptido que determine un fenotipo inmaduro en la CD para determinar su funcion
a futuro en distintas enfermedades como lo son las infecciosas, autimmunes y cancer

ya que se podra favorecer ambientes anti-inflamatorios.

UNAM Pagina 43



Identificacion de los péptidos presentados en el MHC Clase |l de CD estimuladas con M. avium

9. CONCLUSIONES

A partir de la linea celular JAWS |l de monocitos de médula ésea de ratén se

diferenciaron CD.

CD estimuladas con M. avium presentaron un fenotipo semi-maduro.

CD estimuladas con M. bovis BCG México y LPS presentaron un fenotipo

maduro.

Se obtuvieron péptidos anclados al MHC Clase Il de CD estimuladas con M.
avium empleando la separacion con anticuerpos anti-MHC |l acoplados a

perlas magnéticas.

Las secuencias de péptidos corresponden principalmente a moléculas de

superficie de M. avium.
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10. PERSPECTIVAS

e Sintetizar las 4 secuencias de péptidos encontradas y estimular CD obtenidas de
la linea celular JAWS |l para reproducir fenotipo y posteriormente realizar

ensayos de proliferacion y diferenciacion con linfocitos T.

e Obtener los péptidos que se presentan en el MHC Il de CD obtenidas de la linea
celular JAWS Il estimuladas con BCG Meéxico para realizar un analisis

comparativo de las secuencias.
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12. ANEXOS

12.1. Preparacioén de reactivos

Medio RPMI 1640

RPMI 1640

Bicarbonato de sodio
Piruvato de sodio 100 Mm
H,O destilada

1049

159

10 mL

cbp 1000 mL

Ajustar el pH entre 7.2 y 7.4. Filtrar en unidad de filtracion estéril con papel de 0.22 ym

de diametro y almacenar a 4°C.

Buffer de FACS

SFB
PBS 1X

Almacenar a 4°C.

Agar Middlebrook 7H10
Agar Middlebrook 7H10
Glicerol

H.O destilada
Enriquecimiento OADC

0.5mL
49.5 mL

1949

5mL

cbp 900 mL
100 mL

Disolver el medio 7H10 y el glicerol en H,O destilada, calentando durante 1 min y

agitando frecuentemente. Esterilizar a 110°C durante 10 min. Una vez que el medio se
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haya enfriado a una temperatura de 50-55°C adicionar asépticamente la solucion de

enriquecimiento OADC y verter en placas hasta que solidifique. Almacenar a 4°C.

Medio Middlebrook 7H9

Medio Middlebrook 7H9 deshidratado 479
Glicerol 5mL

H.O destilada cbp 900 mL
Enriquecimiento ADC 100 mL

Disolver el medio 7H9 y el glicerol en H,O destilada. Esterilizar a 110°C durante 10 min.
Una vez que el medio se haya enfriado a una temperatura de 45°C, adicionar

asépticamente la solucién de enriquecimiento ADC. Almacenar a 4°C.

Soluciéon amortiguadora de fosfatos (PBS 1X)

KH,PO4 anhidrido 0.24 ¢
NayHPO4 anhidrido 144 g

NaCl 8¢

KCI 0.2g

H,O destilada cbp 1000 mL

Ajustar el ph a 7.4. Esterilizar en autoclave y almacenar a 4°C.

Acido etilendiaminotetraacético (EDTA 0.5M)

EDTA 186.1g
H.O destilada cbp 1000 mL
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Ajustar el pH a 8, empleando perlas de NaOH. Esterilizar en autoclave y almacenar a

temperatura ambiente.

Acrilamida y bis-Acrilamida 30%

Acrilamida para electroforesis 291¢
Bis-acrilamida 09g
H,O destilada cbp 100 mL

Desgasificar durante 30 min al vacio. Filtrar con papel Whatman N°1. Almacenar en

frasco ambar a 4°C.

Tris1.5M, pH 8.8

Tris base para electroforesis 25¢
H,O destilada cbp 150 mL

Ajustar a pH de 8.8. Filtrar con papel Whatman N°1. Almacenar en frasco ambar a 4°C.

Tris 0.5 M, pH 6.8

Tris base para electroforesis 9¢g
H,O destilada cbp 150 mL

Ajustar a pH de 6.8. Filtrar con papel Whatman N°1. Almacenar en frasco ambar a 4°C.

Dodecil sulfato de sodio (SDS) 10%
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SDS 1049
H.O destilada cbp 100 mL

Filtrar con papel Whatman N°1. Aimacenar a temperatura ambiente.

Persulfato de amonio (APS) 10%

APS 759
H>O destilada 7.5mL

Alicuotas de 300 uL se almacenan a -70°C.

Buffer de corrida 5X

Glicina 192 mM

Tris base 25 mM

SDS 0.1%

H,O destilada cbp 1000 mL

Filtrar con papel Whatman N°1. Alimacenar a 4°C.

Solucién de fijacién

Etanol 40%
Acido acético 10%
H>O destilada 50%
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Almacenar a 4°C.

Solucién para teiiir: Silver Blue

Acido fosférico

Sulfato de amonio

Azul de Coomasie G-250
Metanol

H,O destilada

Almacenar en frasco ambar a 4°C. Solucioén coloide, no se debe filtrar.

Solucién para desteiir

Metanol
Etanol

Acido acético
H,O destilada

Almacenar a temperatura ambiente.

Buffer de Laemmli (2X)

SDS 10%

Glicerol

Tris-HCI 1 M, pH 6.8
Azul de bromofenol
H,O destilada

14.8 mL
25¢

03¢

50 mL

cbp 250 mL

20%

10%

5%

cbp 1000 mL

4 mL
2mL
1.25 mL
2 mg
2.75 mL
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Almacenar a temperatura ambiente.

Mezcla magica

H,O destilada 3.8 mL
Tris-HCI 0.5M, pH 6.8 1 mL

Glicerol 0.8 mL
SDS 10% 1.6 mL
B-mercaptoetanol 0.4 mL
Azul de bromofenol 1% 0.4 mL

Almacenar en frasco ambar a temperatura ambiente.

12.2. Tincion de Ziehl-Neelsen

Tincidon diferencial para la identificacion de micobacterias. Estos microorganismos
tienen caracteristicas de acido alcohol resistencia y se tifien de color rojo por la fucsina.
1. Realizar un frotis del cultivo en un portaobjetos vy fijar con calor.
2. Cubrir la preparacion con Fucsina fenicada y calentar hasta observar emisiones
de vapor pero evitando la ebulliciéon (10-15 min).
3. Eliminar el exceso de colorante con agua.
4. Decolorar con alcohol-acido durante 1 min o bien hasta que no aparezca color
rojo y lavar con agua.
5. Realizar la tincién de contraste con azul de metileno fenicado durante 3 min.

6. Lavar con agua, dejar secar y observar al microscopio con el objetivo de 100X.

12.3. Marcaje de moléculas de superficie en CD para citometria de flujo

1. Resuspender las pastillas celulares correspondientes a cada estimulo con 600
ML de Buffer de FACS (SFB 2% + PBS 1X) e incubar durante 20 min a 4°C.
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12.4.

Transferir a una microplaca de 96 pozos la suspension celular referente a cada
condicion dividiendo los 600 yL en 6 pozos (aprox 100,000 células por pozo) y
centrifugar a 400 xg durante 5 min. Eliminar el sobrenadante.

Diluir 1:100 el anticuerpo anti-raton CD11c unido a biotina, tomando en cuenta
que el volumen final de cada reaccion es de 25 pL. Incubar durante 40 min a
temperatura ambiente y en obscuridad, centrifugar a 400 xg durante 5 min.
Eliminar el sobrenadante.

Diluir los anticuerpos: APC Estreptavidina (1:100), anti-CD11b FITC (1:100), anti-
CD40 PE (1:100), anti-CD80 PE (1:100), anti-CD86 PE (1:100), anti-PD L1 PE
(1:100), anti-PD L2 PE (1:100) y anti-MHC Il PE (1:100). Adicionar la dilucién a
los pocillos correspondientes e incubar durante 40 min a temperatura ambiente y
en obscuridad, centrifugar a 400 xg durante 5 min. Eliminar el sobrenadante.
Resuspender en 200 pyL con paraformaldehido al 1% para fijar las células y

almacenar en obscuridad a 4°C hasta su uso.

Determinacion de citocinas

El kit de inflamacion de ratén (CBA) se utiliza para la medicidon cuantitativa de IL-6, IL-

10, MCP-1, IFN-y, TNF e IL-12p70. Con dicho ensayo se capturan analitos solubles

empleando esferas de tamafio conocido conjugadas a un anticuerpo en especifico;

haciendo posible la deteccion de los analitos empleando una mezcla de anticuerpos

acoplados a PE, los cuales proveen una sefal de fluorescencia en proporcion a la

cantidad de analito unido y que sera detectado mediante citometria de flujo.
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Tabla 5. Contenido del kit de inflamacion de raton (CBA).

Reactivo Cantidad
A1 Perlas de captura IL-6 ratdon 1 vial, 0.8 mL
A2 Perlas de captura IL-10 ratdn 1 vial, 0.8 mL
A3 Perlas de captura MCP-1 raton 1 vial, 0.8 mL
A4 Perlas de captura IFN-y raton 1 vial, 0.8 mL
A5 Perlas de captura TNF ratén 1 vial, 0.8 mL
A6 Perlas de captura IL-12p70 raton 1 vial, 0.8 mL
B Reactivo para deteccién PE inflamacion raton 1 vial, 4 mL
C Estandar de inflamacién para raton 1 vial, 0.8 mL
D Perlas para configuracion del citometro 2 viales, 0.2 mL liofilizado
E1 Control positivo PE 1 vial, 1.5 mL
E2 Control positivo FITC 1 vial, 0.5 mL
F Buffer de lavado 1 botella, 130 mL
G Diluente 1 botella, 30 mL

Preparacion de los estandares de inflamacién para ratén

1. Abrir el vial liofilizado que contiene el estandar de inflamacion para ratén (C) y

reconstituir con 2 mL de diluente (G), transferir a un tubo falcon de 15 ml

marcarlo como “Estandar Principal”.
2. Marcar 8 tubos con las diluciones a realizar: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128
y 1:256, pipetear 300 pL de diluente (G) en cada tubo.

3. Transferir 300 yL del “Estandar Principal” al tubo marcado como dilucion 1:2 y

mezclar por pipeteo.

y

4. Continuar con las diluciones seriadas por transferencia de 300 uL entre cada

tubo.

5. Depositar en un tubo Diluente (G), correspondiente al control negativo (0 pg/mL).
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300 pL 300pL 300pL 300pL 300pL 300pL 300 pL 300 pL

CYCMCACACAACM

2.0 mL

AAR RN

- 1:128 1:256

Estandar
Principal

Concentracion de proteina por cada dilucion (pg/mL)

5000 | 2500 | 1250 625 312 156 80 40 20 0

St 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 | 1:128 | 1:256 C-

(St) Estandar principal, (C-) Control negativo.

Preparacion de las perlas de captura de inflamacién para ratén

1. Determinar el numero de ensayos a realizar e incluir estandares y control.
2. Mezclar vigorosamente en un vortex cada vial con perlas de captura (A1-A6) y

adicionar en un tubo 10 puL de cada uno por cada ensayo a realizar.

Ensayo de inflamacion para ratén

1. Mezclar en un vértex las perlas de captura preparadas y adicionar 50 pL a tubos
vacios marcados con las diluciones del estandar, control y muestras por analizar.

2. Adicionar 50 yL de cada dilucion estandar y control negativo a los tubos
marcados con dichas leyendas.

3. Adicionar 50 yL de cada muestra desconocida a los tubos marcados con dichas
leyendas. En algunos casos sera necesario diluir las muestras que contengan
alta concentracion de proteina, empleando diluente (G) y como factor de dilucién
1:2,1:10 6 1:100.
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4. Adicionar 50 pL de reactivo para deteccion de PE inflamacion raton (B) a todos
los tubos.

5. Incubar durante 2 horas a temperatura ambiente y proteger de la luz.

6. Adicionar 1 mL de buffer de lavado (F) a cada tubo y centrifugar a 200 xg durante
5 min.

7. Descartar el sobrenadante de cada tubo y adicionar 300 pL de buffer de lavado a
cada tubo y resuspender.

8. Adquirir las muestra en un citdmetro de flujo con laser dual, capaz de distinguir

fluorescencias de 576 nm, 660 nm y >680 nm.
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