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Biogénesis del fagolisosoma micobacteriano y su papel
en el procesamiento y presentacion del antigeno

RESUMEN

Mycobacterium tuberculosis (M.tb) es un patégeno
intracelular que logra sobrevivir en los macréfagos
del huésped. M.tb es fagocitado mediante recepto-
res de la membrana celular, como los receptores del
complemento 1 (CR1), de manosa, de fibrina, etc.
Una vez que M.tb es fagocitado se inicia
un reordenamiento de membranas para
formar el fagosoma, el organelo intrace-
lular donde M.tb sobrevive y donde pro-
teinas micobacterianas son procesadas
para unirse a las proteinas de MHC clase
Il en los compartimentos endosomales, y
ser presentadas a nivel de la membrana ce-
lular y activar a las células T CD4*. Recien-
temente se ha descrito que el fagosoma no
es sélo el sitio de degradacion de antige-
nos, sino que es también un organelo
competente donde los complejos pépti-
dos-MHC-II se forman. Evidencias expe-
rimentales han mostrado que M.tb viva
disminuye la formacién de estos complejos en el
fagosoma, pero se desconocen los mecanismos
que determinan el sitio de formacién de los com-
plejos péptidos-MHC-11 y sus implicaciones bio-
légicas.
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ABSTRACT

Mycobacterium tuberculosis (M.tb) is an intracel-
lular pathogen that survives within host macroph-
ages. M.tb is phagocytosed by receptors on the cell
membrane such as the CR1 complement receptor,
mannose receptor, fibrin receptor, etc. Once M.tb is
phagocytosed, a rearrangement of membranes oc-
curs to form the phagosome. The phagosome is an
intracellular organelle where M.tb survives and
where mycobacterial proteins are processed to bind
to MHC class Il proteins in endosomal compart-
ments, so they can be presented at the cell mem-
brane and activate CD4* T cells. It has been recent-
ly described that phagosome is not just the site of
antigen degradation; it is also a competent or-
ganelle where peptide-MHC-II complexes are
formed. Experimental evidences have shown that
live M.tb decreases formation of these complexes
in the phagosome, but the exact mechanism that
determines the site of formation of the peptide-
MHC-II complexes and its biological implications are
unknown.
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INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) continta representando un
problema de salud publica en el mundo. La Or-
ganizacién Mundial de la Salud (OMS) estimé que
en el 2008 se produjeron 8.8 millones de casos
de TBy 1.7 millones de muertes por su causa.’

Actualmente, la BCG (Bacilo Calmette-Guérin)
es la Unica vacuna disponible; sin embargo, en
diferentes regiones geograficas su eficacia varia
desde 0 hasta 80% .2 Por otro lado, el desarrollo
de una vacuna que confiera mayor proteccién se
encuentra limitado debido a nuestro conocimien-
to incompleto sobre los mecanismos celulares y
moleculares que participan en la generacién de
una respuesta inmune protectora.

El agente causal de la TB, Mycobacterium tu-
berculosis (M.tb) es un patoégeno intracelular, el
cual es fagocitado por células fagociticas profesio-
nales tales como macréfagos y células dendriticas.?
Una gran variedad de receptores promueven la
fagocitosis de M.tb, como receptores de com-
plemento CR1, CR3y CR4, receptor de manosa,
receptor carrofiero tipo A (scavenger), entre otros.*

Después de la fagocitosis, M.tb reside en
vesiculas fagosomales derivadas de la membrana
plasmatica del macréfago, siendo en el fagoso-
ma donde se inicia el procesamiento antigénico
de M.tb por accién de las enzimas lisosomales
que el fagosoma adquiere durante el proceso de
maduracién fagosomal.> Mientras la mayoria de los
fagosomas bacterianos contintian con un proce-
so de acidificacién y maduracion, M.tb inhibe
este proceso.>” Al inhibir el proceso de madura-
cion fagosomal M.tb no sélo inhibe la accion bac-
tericida del macréfago, sino que también el pro-
cesamiento antigénico, mecanismo importante
para la presentaciéon antigénica y activacion
de células T .81

Se ha demostrado que las células T CD4* son
importantes para el control de la infeccion por
M.tb en modelos animales y humanos, y son ac-
tivadas cuando antigenos micobacterianos son
procesados y presentados por el complejo prin-
cipal de histocompatibilidad clase Il (MHC-
[1)."12 Por lo tanto, el procesamiento de antige-
nos micobacterianos es un paso importante en
la generacion de una respuesta inmune protec-
tora hacia la TB.

Procesamiento del fagolisosoma Mycobacterium tuberculosis

FAGOCITOSIS DE M. tuberculosis

La fagocitosis es una forma especializada de en-
docitosis, en la que microorganismos o particulas
relativamente grandes son internalizados en una
vesicula denominada fagosoma.'

La fagocitosis de M.tb involucra la participacion
de receptores, como los de complemento
CR1, CR3 y CR4, Fc, manosa, carrofieros tipo A
(scavenger), proteina surfactante, entre otros.*14-1¢

La importancia de los receptores del comple-
mento en la fagocitosis de M.tb se ha demostrado
en experimentos con macréfagos y monocitos
humanos, donde el bloqueo de CR3 disminuye
la adherencia y fagocitosis de M.tb hasta en un
80%."

Shorey JS et dl,"® describieron que M.tb acti-
va la via clasica del complemento por medio de
la unién a C2a, aun en ausencia de C4b, meca-
nismo que facilita su entrada a un microambiente
bajo de opsoninas, como el pulmén.

Se ha descrito que las rutas para la intemali-
zacion de M.tb podrian establecer una diferencia
en la transduccion de la sefal a nivel intracelu-
lar, la activacion de la respuesta inmune y la super-
vivencia de M.tb intracelular. Asi, Aderem A et
al,"reportaron que la fagocitosis de M.tb a tra-
vés de los receptores Fcy esta directamente li-
gada a una respuesta inflamatoria. Mientras que
Pasula R et 4/,2°2" demostraron que la fagocito-
sis de M.tb por medio del receptor de la protei-
na de surfactante A, en los macréfagos alveola-
res suprime a los intermediarios reactivos del
nitrégeno, mecanismo con actividad micobacte-
riana en modelos murinos. A su vez, Schlesin-
ger LS et 4/, describieron que la fagocitosis de
cepas virulentas de M.tb involucra a los recep-
tores de manosa.

En el modelo de ratén se demostré que el
bloqueo de los receptores de complemento y de
manosa no inhibe la fagocitosis de M.tb, demos-
trando que se internaliza por medio de otros re-
ceptores, como p.ej., los receptores scavenger.?

BIOGENESIS DEL FAGOSOMA Y EL
FAGOSOMA MICOBACTERIANO

Después de la fagocitosis de M.tb se inicia la for-
macion del fagolisosoma, que tiene como finali-
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dad la muerte del microorganismo y la degrada-
cion de su contenido.?*?® Este proceso se realiza
por la adquisicion de enzimas lisosomales me-
diante un complejo proceso de maduracion
caracterizado por la fusion secuencial con endo-
somas, y finalmente con lisosomas.?>%”

Los fagosomas que contienen particulas inertes
contintian con una serie de eventos de fusién de
membrana con los endosomas, un proceso al
que se ha denominado como de "besa y corre"
(kiss and run).?® Durante la biogénesis fagolisoso-
mal los eventos de fusién son controlados por un
subtipo de GTPasas, las proteinas Rab, que in-
cluyen Rab5 y Rab7, las cuales se encargan de
regular la naturaleza de los eventos de fusion
con endosomas tempranos y tardios, respectiva-
mente.?®2?° Los fagosomas se fusionan con los
endosomas y los lisosomas al tiempo que los
componentes de la membrana se reciclan a la
membrana plasmatica.?#3° Durante el proceso de
maduracién fagosomal, la acidificacién y los ni-
veles de enzimas lisosomales como las hidrola-
sas acidas, LAMP-1, LAMP-2 y catepsina D au-
mentan; mientras que los marcadores endociticos
como CD63, el receptor de transferrina, Rab5
disminuyen dentro del fagosoma.3' De forma
tal que, una vez fagocitados, muy pocos micro-
organismos pueden sobrevivir dentro de los
macréfagos debido a la abundancia de vacuolas
fagociticas acidas y enzimas hidroliticas que con-
tienen hidrolasas lisosomales, intermediarios
reactivos del oxigeno como peréxido de hidrége-
no y el ién superdxido e intermediarios reacti-
vos del nitrégeno como 6xido nitrico y nitritos.32

EL FAGOSOMA MICOBACTERIANO

La sobrevivencia de M.tb dentro del fagosoma se
debe a la capacidad de la bacteria de inhibir la
maduracion fagosomal mediante la accién de
productos micobacterianos que bloquean el
trafico membranal incluyendo a la enzima fos-
fatidilinositol 3 cinasa.??

En la década de los setenta Hart DP et 4/,3*
demostraron por microscopia electrénica que los
fagosomas que contienen M.tb viva no se fusio-
nan con los lisosomas previamente marcados con
ferritina, y no adquieren la tincién de fosfatasa
acida. Méas tarde, Clemens DL et 4/>* demostraron

que los fagosomas que contienen M.tb muerta
por calor se fusionan con los lisosomas, mientras
que fagosomas con M.tb viva resisten la fusion
con los lisosomas.

Recientemente se describié que la presen-
cia de M.tb en el fagosoma inhibe la llegada de
la enzima nitrato sintetasa inducible (iNOS)
asegurando asi su supervivencia. El mecanismo
propuesto mediante el cual M.tb inhibe el
reclutamiento de iNOS al fagosoma involucra
disminucién de la retencién de la proteina
EP50, importante para la union de iNOS al
citoesqueleto.®

Los fagosomas que contienen M.tb presentan
las siguientes caracteristicas: limitada acidifica-
cién,*¢disminuida fusién con vesiculas lisoso-
males y un incremento en la acumulaciéon de
marcadores de endosomas rempranos, como el
receptor de transferina en la membrana fagoso-
mal y Rab5,3y la acumulacién de una proteina
con una cubierta rica de triptéfano y aspartato
(TACO, por sus siglas en inglés).*®

Asimismo, el fagosoma que contiene M.tb no
adquiere Rab7, marcador especifico para endoso-
mas tardios, mientras que se ha observado la
retencion de Rab5, marcador de endosomas
tempranos (Figura 1A).3%40

Entre los productos micobacterianos que se
han asociado con la inhibicién de la madura-
cion fagosomal se encuentran el lipoarabino-
manana y el fosfatidil inositol y la proteina 19
kDa.*!

Se ha reportado que la lipoproteina 19 kDa de
M.tb disminuye la expresién de moléculas de cla-
se Il en macréfagos humanos por una via depen-
diente del receptor Toll 2 (TLR2) e inhibe el pro-
cesamiento de antigenos, lo que permite la
supervivencia de M.tb.#2%

La inhibicion en la maduracion fagosomal
presumiblemente resulta en un fagosoma pro-
tector, el que es parcialmente acidificado y
no se fusiona con lisosomas, donde la muer-
te de M.tb no es exitosa, pero las enzimas
presentes en el fagosoma micobacteriano son
suficientes para generar péptidos micobacte-
rianos producto de la degradacién enziméatica
de M.tb con capacidad para activar a las célu-
las T e inducir una respuesta inmune hacia
M.Tb.
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Figura 1. A) Biogénesis fagolisosomal a M.tb inhibe la maduracién fagosomal. Las proteinas Rab controlan
el trafico de membrana entre los compartimentos endosomales. En el fagosoma con perlas de latex se adquiere
Rab5, proteina importante en la endocitosis y fusién con endosomas tempranos, asi como Rab7 importante
en los eventos de fusién con endosomas tardios (fagosoma maduro). Mientras que en el fagosoma de M.tb
se adquiere Rab5, pero no Rab7; B) El fagosoma como sitio de procesamiento y presentacion antigénica. En
este modelo se representan los dos sitios de formacién de los complejos péptido-moléculas MHC clase I1: i)
Ruta fagolisosomal. Los complejos péptido-MHC clase Il se forman en el fagosoma y son transportados en
vesiculas a la superficie de la membrana plasmaética; ii) Ruta endosomal. Los fragmentos antigénicos genera-
dos del procesamiento proteolitico en los fagosomas son transportados a compartimentos endociticos para
formar los complejos péptido-MHC clase y al igual que los formados en el fagosoma son transportados en
vesiculas a la superficie de la membrana plasmatica. (Idea tomada de la figura 1, referencia 10).
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PROCESAMIENTO Y PRESENTACION DE
ANTIGENOS MICOBACTERIANOS

Para la activacion de la respuesta inmune adap-
tativa especifica, el procesamiento y la presenta-
cién antigénica juegan un papel central >

Los antigenos exdgenos, tanto solubles como
particulados, son internalizados por los macréfa-
gos y catabolizados por proteasas como la aspar-
tilproteasa (catepsina D) y la cisteinproteasa (ca-
tepsina B), en el fagosoma o en los organelos
endociticos tardios para generar péptidos, que
se uniran a las moléculas del complejo principal
de histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en
inglés).839:44

Las moléculas MHC son proteinas importantes
cuya funcién es presentar péptidos antigéni-
cos a las células T. Existen dos tipos de molé-
culas codificadas por el locus del MHC, las lla-
madas clase | y clase II. Las moléculas clase II
presentan péptidos a las células T CD4" y las cla-
se |, presentan péptidos a las células T CD8*.4>
# La mayoria de los péptidos procesados en el ci-
tosol son presentados por moléculas clase I,
mientras que la mayoria de los péptidos proce-
sados en compartimentos endosomales y fago-
citicos son presentados por las moléculas clase
[1.4¢ Por esta razén nos enfocaremos a la union
de los péptidos procesados en el fagosoma y
compartimentos endosomales y su unién con las
moléculas clase Il. Las moléculas clase Il son sin-
tetizadas en el reticulo endopladsmico y se aso-
cian a una proteina conocida como cadena inva-
riante (del inglés, invariant chain [li]), la cual
promueve el ensamble de la molécula de clase
[I'y dirige su transporte a las vesiculas endoci-
ticas, llamadas compartimentos de moléculas
clase 11.%8 Dentro de estos compartimientos la li
es degradada por proteasas endosomales/lisoso-
males, dejando a las moléculas de MHC-II aso-
ciadas a un fragmento de la li, lamado péptido
de li asociado a clase Il (CLIP), el cual ocupa la
hendidura de unién al péptido. Posteriormente,
otra molécula también codificada por los genes
del MHC, el antigeno leucocitario humano, co-
nocido como HLA-DM, actda como intercambia-
dor de péptidos y cataliza el reemplazo de CLIP
por péptidos generados por la protedlisis fago-
somal o endocitica.*

Finalmente, los complejos péptido-clase Il son
transportados a la membrana plasmatica del
macréfago o célula presentadora para ser presen-
tados a las células T CD4*, y estimular dichas cé-
lulas para la induccién de mediadores molecula-
res como las citocinas.

Hasta hace algunos afos se sabia que los com-
plejos péptido-MHC clase Il se formaban en las
vesiculas endociticas, llamadas compartimentos
de moléculas clase Il y se desconocia la funcién
del fagosoma en la formacion de los complejos
péptido-MHC clase II. Ramachandra L et 4/>° han
demostrado que los fagosomas son organelos
completamente competentes como sitio de for-
macién de los complejos péptido-moléculas MHC
Il (Figura 1B).

Més tarde, el mismo grupo de investigadores
demostré en macréfagos de raton que M.tb viva
disminuye la funcionalidad del fagosoma como
sitio de formacion de los complejos péptido-MHC
clase Il en comparacion con los fagosomas que
contienen a la bacteria muerta por calor.>” Nues-
tro grupo ha reportado recientemente que los
fagosomas que contienen M.tb muerta por calor,
son el sitio de formacion de los complejos pép-
tido-MHC clase Il en los monocitos activados con
IFN-y de la linea de células humanas tipo-mono-
citos, denominada THP-1, mientras que los com-
partimientos endosomales son el sitio de forma-
cion de los complejos péptido-MHC clase Il en
macréfagos diferenciados de monocitos de san-
gre de periférica de sujetos sanos.>? Estos resul-
tados sugieren que el grado de maduracion de los
macréfagos, asi como la activacion por IFN-y jue-
ga un papel importante en el sitio de formacién
de los complejos péptido-MHC clase Il. Sin em-
bargo, es necesario realizar estudios encaminados
a esclarecer los mecanismos que regulan el sitio
de formacién de los complejos péptidos mico-
bacterianos-MHC clase Il, asi como el efecto de
la infeccion con M.tb en la presentacion de an-
tigenos micobacterianos.

CONCLUSIONES

El fagosoma micobacteriano se forma durante la
fagocitosis de M.tby es el organelo donde M.tb
logra sobrevivir, inhibiendo la adquisicién de en-
zimas lisosomales y proteinas importantes para la
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maduracion del fagosoma. Recientemente se
ha demostrado que ademas de ser el fagoso-
ma, el organelo donde se lleva a cabo la muerte
y degradacién bacteriana, es también el sitio
donde se forman los complejos péptido-MHC-
[l importantes para la induccion de la respuesta
de células T. Por otra parte, se ha reportado
una disminucion de la formacién de los comple-
jos-péptido-MHC-II en los fagosomas que con-
tienen M.tb viva, sugiriendo que la bacteria via-
ble afecta la funcionalidad del fagosoma como
sitio de formacion de los complejos-péptido-
MHC-II. Sin embargo, se desconocen las impli-
caciones bioldgicas que tiene el hecho de que el
fagosoma no sea el principal sitio de formacion de
los complejos-péptido-MHC-II en el fagosoma
micobacteriano, y los mecanismos que lo regulan.
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