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REVISION DE TEMA

Alteraciones en el reclutamiento y activacion de proteinas
Rab durante la infeccion micobacteriana
Diana Castano’, Mauricio Rojas'?

' Grupo de Inmunologia Celular e Inmunogenética, Instituto de Investigaciones Médicas, Facultad de Medicina,
Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia
2 Unidad de Citometria de Flujo, Facultad de Medicina, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia

En el fagosoma, Mycobacterium spp. altera la activacion y reclutamiento de diferentes proteinas “del
gen Ras de cerebro de rata”, cominmente conocidas como Rab. En este manuscrito se revisa una serie
de reportes que han demostrado que los fagosomas que contienen micobacterias tienen una expresion
mayor y sostenida de Rab5, Rab11, Rab14 y Rab22a, y menor o ninguna expresién de Rab7, Rab9 y
Rab6. Esto se correlaciona con aumento de la fusién de estos fagosomas con endosomas tempranos y
de reciclaje, lo que les permite mantener ciertas caracteristicas de compartimentos tempranos, permite
que las bacterias obtengan acceso a nutrientes y previene la activacién de mecanismos contra la
micobacteria.

La expresion de mutantes constitutivamente activos de las Rab de endosomas tempranos impide la
maduracién de fagosomas que contienen esferas de latex o micobacterias inactivadas por calor. Mientras
que su silenciamiento, mediante ARN de interferencia o mediante dominantes negativos, induce la
maduracién de fagosomas micobacterianos. Los mecanismos exactos por los que las micobacterias
alteran la dindmica de expresion de estas GTPasas, afectando la maduracion fagolisosémica, no se
han establecido. El problema podria explicarse por defectos en el reclutamiento de las proteinas que
interactian con Rab, como la cinasa-3 del fosfatidilinositol y el antigeno endosémico temprano 1.
La identificacion de los mecanismos empleados por Mycobacterium spp. para interrumpir el ciclo de
activacion de las Rab, sera esencial para comprender la fisiopatologia de la infeccion micobacteriana
y util como posibles blancos farmacolégicos.

Palabras clave: tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, proteinas de unién a GTP rab, proteinas
SNARE, fagosomas, endosomas.

Alterations in recruitment and activation of Rab proteins during mycobacterial infection

At the phagosome level, Mycobacterium spp. alters activation and recruitment of several “Ras gene
from rat brain” proteins, commonly known as Rab. Mycobacterial phagosomes have a greater and
sustained expression of Rab5, Rab11, Rab14 and Rab22a, and lowered or no expression of Rab7,
Rab9 and Rab6. This correlates with increased fusion of the phagosomes with early and recycling
endosomes acquiring some features of early phogosomes, allowing the bacteria to gain access to
nutrients and preventing the activation of anti-mycobacterial mechanisms.

The expression of constitutively active mutants of Rab from the early stage endosomes prevents the
maturation of phagosomes containing latex beads or heat-inactivated mycobacteria. Silencing of these
mutants by interference RNA or dominant negative forms induces the maturation of mycobacterial
phagosomes. The mechanisms have not been established by which mycobacteria alter the expression
of these GTPases and thereby shift the phagolysosomal maturation. The problem can be explained
by alterations in the recruitment of proteins that interact with Rab, such as phosphoinositide 3-kinases
and early endosomal antigen 1. Identifying the mechanisms used by Mycobacterium spp. to disrupt the
cycle of Rab activation will be essential to understand the pathophysiology of mycobacterial infections
and usefully to potential drug targets.

Key words: tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, rab GTP-binding proteins, SNARE proteins,
phagosomes, endosomes.
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que indican que desde los eventos mas tempranos
de la infeccién con Mycobacterium tuberculosis hay
alteraciones en el transito vesicular que pueden
ser definitivas en el curso de la infeccién (1,2).
En la primera parte de esta revision, se resumen
algunos aspectos generales del transito vesicular
para el mejor entendimiento de la segunda parte,
en la que se revisan los hallazgos experimentales
sobre la modulacién de las proteinas Rab durante
la infeccion micobacteriana.

En elinterior de las células existe una comunicacion
constante mediante la gemaciéon de vesiculas a
partirde membranas donantes que, posteriormente,
se fusionan con compartimentos aceptores o
blanco. Se han definido dos clases de transporte
de membrana principales: uno, del interior hacia el
exterior de la célula, la via secretoria o biosintética
y, otro, en el sentido contrario, denominado
endocitosis (3).

Enlavia secretoria, los polipéptidos que se generan
a partir de la traduccién del ARN mensajero, se
pliegan y se ensamblan por medio de chaperonas
residentes en el reticulo endoplasmico; de
lo contrario, son retenidas y, eventualmente,
destruidas en el proteasoma o su acumulacion
induce mecanismos de muerte celular (4).
Desde el reticulo endoplasmico las proteinas se
transportan al aparato de Golgi (entrando por la red
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cis-Golgi), donde tiene lugar la mayor parte de las
modificaciones posteriores a la traduccién, como
la glucosilacién. Las proteinas modificadas salen
por el trans-Golgi empaquetadas en vesiculas
destinadas a unirse con endosomas, lisosomas,
organelas, membrana plasmatica y con vesiculas
secretorias 0 exociticas, las cuales pueden ser
secretorias constitutivas y reguladas (5).

La endocitosis es el proceso por el cual una célula
toma macromoléculas, particulas e, inclusive,
otras células del espacio extracelular, las encierra
en una porciébn de membrana que se invagina
y, posteriormente, las separa de la membrana
plasmatica. Se conocen, principalmente, tresformas
de endocitosis (figura 1): la endocitosis mediada
por receptores, la fagocitosis y la pinocitosis.

En la endocitosis mediada por receptores, éstos
median el reconocimiento de la moléculay la polimeri-
zacion de trisqueliones de clatrina que recubren la
vesicula endocitica que se ha generado (6,7).

La fagocitosis también requiere de un receptor
que participe en el reconocimiento de la particula
por fagocitar y, ademas, que medie la formacién
de una vesicula por rearreglos de la actina del
citoesqueleto y no por polimerizacién de clatrina,
ya que las particulas tomadas por esta via son de
gran tamano.

C. Fagocitosis

v

Figura 1. Formas de endocitosis. Se representan las principales formas de endocitosis descritas de manera simplificada y en
escala de tamano. A. Pinocitosis. Se observa el ingreso de componentes solubles del espacio extracelular por invaginacién de la
membrana, mediante la participacion de la caveolina y la dinamina. B. Endocitosis mediada por receptor. Se presenta la endocitosis
de hierro acoplado a transferrina mediada por el reconocimiento del receptor de transferrina, el cual induce una sefializacion que
promueve el reclutamiento de la proteina adaptadora 2 (AP-2), la dinamina y la polimerizacién de trisqueliones de clatrina. C.
Fagocitosis. Se observa la fagocitosis de un bacilo medida por receptores para la porcién Fc de inmunoglobulinas G que lleva a la
activacién de varias proteinas, entre ellas, cinasas de tirosinas, el complejo Arp 2/3 y la proteina del sindrome de Wiskott-Aldrich
(las dos ultimas se representan en la figura), las cuales estimulan la polimerizacién de actina.
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En la pinocitosis se observa una invaginacion de
la membrana que permite el ingreso de fluidos
y solutos sin participacion de receptores ni
polimerizacién del citoesqueleto y la clatrina; sin
embargo, al parecer, depende de la composicién
de lipidos y de la presencia de una proteina de
membrana conocida como caveolina, la cual
se asocia con los dominios ricos en colesterol y
esfingolipidos y media la formacién de pequefas
invaginaciones en la membrana denominadas
caveolas (5,6).

Actualmente, se hace referencia a otra forma de
endocitosis independiente de la clatrina, la cual se
desencadena en respuesta a diferentes moléculas
de superficie (receptores o proteinas virales) y
lipidos de la membrana plasmatica, mediante el
reclutamiento de caveolina (6).

Los lisosomas convergen tanto por la via
secretoria como por la endocitica. Los lisosomas
son estructuras acidas (pH<5,5) y con un alto
contenido de proteasas y lipasas activas. Las
macromoléculas endocitadas son “entregadas”
secuencialmente a endosomas tempranos, endo-
somas tardios y lisosomas, mediante la fusién
con componentes provenientes del aparato
de Golgi; en estos ultimos compartimientos se
ensambla la bomba de hidrogeniones ATPasa,
que media la acidificacién y facilita la activacion de
enzimas dentro de los lisosomas. Algunas de las
moléculas que sufren endocitosis son devueltas a
la membrana plasmatica por medio de endosomas
de reciclaje (3,5).

Las vesiculas intracelulares se forman de regiones
de las membranas (membrana donante) revestidas
con diferentes proteinas (que forman una
cubierta), las cuales concentran las moléculas que
conforman la vesicula y permiten su separacién
del compartimiento donador. La cubierta puede
estar formada por proteinas que participan
diferencialmente en la formacién y transporte de las
vesiculas: actina, clatrina, COP-I (coated protein )
y COP-II. Por ejemplo, hallazgos recientes indican
que la actina participa en la generacién y en el
transporte de los endosomas (D. Castafno, datos
sin publicarse) y fagosomas; la clatrina participa
del transporte hacia y desde el aparato de Golgi
y la membrana plasmatica; mientras que las COP
participan del transporte hacia y desde el reticulo
endoplasmico y el aparato de Golgi (3).

La especificidad de la fusion entre endosomas y
fagosomas se encuentra controlada, principal-
mente, por dos clases de proteinas: las SNARE

Alteraciones de Rab durante infeccién micobacteriana

(N-ethylmaleimide sensitive factor accessory-
protein, SNAP, receptors) y las Rab (Ras gene
from rat brain). Las SNARE son las responsables
del anclaje y la fusién de las vesiculas con
su membrana blanco, mientras que las Rab
regulan las diferentes etapas de maduracion y
transporte vesicular (5,8). Algunas generalidades
de la maduracién fagosémica y el papel de estas
proteinas en el transito y la fusiéon vesicular se
describen con mayor claridad a continuacion.

Maduracién de fagosomas

Durantelafagocitosis, elreceptorinvolucrado puede
activar diferentes vias de sefalizacion, rearreglos
de la actina del citoesqueleto y la formacién de
un compartimiento membranoso denominado
fagosoma (9,10). La membrana de los fagosomas
recién formados es similar a la plasmatica y su
contenido, a los fluidos del espacio extracelular
(11). Para degradar las particulas ingeridas, estos
fagosomas deben madurar hacia compartimientos
acidos e hidroliticos.

Aunque no es completamente claro cémo ocurre
dicha maduraciéon, se han descrito muchas
similitudes con la via endocitica (12). Este proceso
se da por una serie de fusiones y fisiones complejas
de los fagosomas con elementos vesiculares de la
red endos6mica, como: endosomas tempranos,
endosomas de reciclaje, endosomas tardios vy,
finalmente, con lisosomas (13).

Aunque este proceso es continuo, se pueden
diferenciar tres etapas secuenciales principales
caracterizadas por la expresion local de marcadores
especificos (figura 2): los fagosomas tempranos,
se forman tras la fusién de un fagosoma con un
endosoma temprano y se caracterizan por un bajo
contenido de proteasas y un pH ~6,0; expresan
moléculas como la GTPasa Rab5, la proteina
efectora de Rab5, el antigeno endosémico
temprano 1 (EEA-1), el receptor de transferrina que
une y transporta el hierro a estos compartimentos
y la molécula asociada al citoesqueleto coronina |
(TACO), entre otras.

Desde estos fagosomas tempranos se da
una recirculacion de proteinas a la membrana
plasmatica que se hace por medio de endosomas
de reciclaje, que son molecular y bioquimicamente
diferentes a los endosomas tempranos, son menos
acidos (pH ~6,5) y se caracterizan por la presencia
de Rab11 (11).

Los fagosomas tardios resultan de la fusion de
un fagosoma temprano con un endosoma tardio,
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Figura 2. Esquema en el que se propone como podrian ser los eventos que conducen a la maduracién de fagosomas. En el gréafico
se presenta de forma resumida un consenso general de cémo ocurre la maduracién de fagosomas y endosomas en fagocitos
mononucleares, asi como las principales moléculas asociadas con cada uno de los estadios y la via de sefializacién acoplada a

dicha maduracion.

alcanzan un pH de 5,5 y son ricos en hidrolasas;
mientras los fagolisosomas resultan de la fusion
final de estas estructuras membranosas con
lisosomas y alcanzan un pH menor de 5,5. Los
fagosomas tardios y los fagolisosomas, tienen
gran cantidad de enzimas hidroliticas, péptidos
antimicrobianos (defensinas y derivados de la
ubicuitina) y la capacidad de generar compuestos
toxicos de oxidacién; expresan marcadores como
las proteinas de membrana asociadas a lisosomas
uno (LAMP-1 0 CD107a), dos (LAMP-2 0 CD107b)
y tres (LAMP-3 o CD63), diferentes isoformas
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activas de las catepsinas y una bomba de protones
ATPasa, entre otros (11,14-16).

Desde el punto de vista funcional, los procesos
asociados con la ingestibn de particulas
conducen a un incremento en el Ca* del
citosol, indispensable para la maduracion de los
fagosomas y los mecanismos asociados con la
actividad bactericida (17). El Ca?* es inducido tras
la activacion de esfingosina cinasa y fosfolipasa
C gamma. La esfingosina cinasa fosforila la
esfingosina produciendo la esfingosina 1 fosfato
(S1P) (18). Esta se une a receptores de membrana
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citoplasmatica y del reticulo endoplasmico y libera
Ca?. La fosfolipasa C gamma, por medio de la
generacion de inositol trifosfato (IP,), también
induce movilizaciéon de Ca?* (19). El calcio activa
la calmodulina (CaM), la cual regula la fusién
endosdémica al translocarse a la membrana de los
fagosomas recién formados (20), fosforilando y
activando a la cinasa |l dependiente de calmodulina
(CaMKIll) (16); que, a su vez, fosforila a la cinasa lll
del fosfatidilinositol (PI3K o hVPS34). Esta ultima
cataliza la formacién del fosfatidilinositol trifosfato
[PI(3)P] fosforilando el fosfatidilinositol en la
membrana del fagosoma (15,21).

La Rab5 y la Rab7 controlan las interacciones
secuenciales de endosomas tempranos y tardios
con los fagosomas. La Rab5 se expresa, principal-
mente, en endosomas tempranos y la Rab7, en
compartimientos endociticos tardios (22). El PI(3)
P, junto con la Rab5, son los puntos de anclaje
para la union del EEA-1, el cual es un regulador
de la fusién de los fagosomas tempranos con los
endosomas tardios y lisosomas (23).

El paso de endosoma temprano a tardio, ademas de
estar mediado por la expresién de EEA-1, requiere
de un proceso denominado “conversiéon de Rab”, en
el cual se intercambia Rab5 por Rab7 (17). Aunque
las sefales que desencadenan este cambio no
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se conocen con claridad, se sabe que requiere
de la acumulaciéon de EEA-1 en la membrana del
fagosoma para la adquisicién de Rab7.

Finalmente, todo esto permite que los endosomas
tardios y los lisosomas se acoplen a fagosomas,
favoreciendo el ensamble de los componentes
necesarios para la degradaciéon de los elementos
ingeridos, como la bomba de protones VoH*
ATPasa, necesaria para la acidificacion de estos
compartimientos. Este proceso favorece la activacion
de las enzimas lisosdmicas, asi como del sistema
NADPH oxidasa y la 6xido nitrico sintasa inducible
(INOS). Los productos de estos sistemas son
importantes agentes antimicrobianos que median
la destruccion de los elementos fagocitados
(figura 3) (10). Ademas de la interaccién con la red
endosOmica, los fagosomas tienen un contacto
directo con componentes que provienen del reticulo
endoplasmico (24,25).

Actualmente, se postula que los componentes
tardios o lisosémicos pueden llegar a los fagosomas,
al menos, por dos vias diferentes: una dependiente
de PI3K, que participa principalmente en la
adquisicion de hidrolasas, y la otra, independiente,
que participa en la adquisicibn de proteinas
integrales de la membrana, como la bomba de
protones ATPasa (26).

Bomba de
Hidrogeniones
ATPasa g H

H

NADP + 2H"

NADPH
Oxidasa

NADPH + O,

Rabé
Rab7
Rab9

© LAMP-1
© LAMP-2
@ LAVP-3
< RILP

Citoplasma

Figura 3. Mecanismos microbicidas. Se ilustra un fagolisosoma con los principales mecanismos microbicidas dependientes e
independientes de oxigeno que se activan en fagocitos mononucleares para la destruccion de los agentes fagocitados.
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Proteinas SNARE

Como se menciond anteriormente, las proteinas
SNARE y Rab son las responsables de regular y
mediar la interaccion de endosomas y fagosomas.
Los miembros de la familia SNARE son los
principalescatalizadoresdelafusibndemembranas.
Sus mecanismos se consideran evolutivamente
conservados desde levaduras hasta humanos.
Multiples SNARE regulan los eventos de fusion
requeridos para la maduracién de los fagosomas a
compartimentos acidos e hidroliticos.

Se conocen, hastaelmomento, 38 proteinas de esta
familia en mamiferos, cada una asociada con una
organela o vesicula particular (27). La mayoria de
las SNARE son proteinas integrales de membrana
que tienen forma de hélice a. Poseen un motivo
SNARE, que media la interaccion SNARE-SNARE,
el cual esta conformado por siete repeticiones de
60 a 70 aminoacidos. Estas proteinas funcionan
como grupos complementarios: la SNARE de
una membrana donante une a una SNARE sobre
una membrana blanco, dandole especificidad a la
fusién (28).

En cada vesicula existe una proteina llamada
v-SNARE (debido a su origen vesicular), mientras
que en, las membranas blanco, se designan
t-SNARE (target). Ciertas moléculas v-SNARE
se unen con determinados t-SNARE mediante la
interaccion de las hélices de cada proteina que
se envuelven entre si formando unos complejos
conocidos como trans-SNARE, los cuales
inmovilizan, acercan y median la unién de las
membranas involucradas (29).

Estaclasificacionbasada enlalocalizaciony funcién
de las SNARE no siempre se conserva, por lo que
se emplea otra terminologia basada en la estructura
de estas proteinas. Dependiendo de la presencia
de un residuo de arginina (R) o glutamina (Q) en su
motivo SNARE, se han dividido estas proteinas en
R-SNARE (usualmente, en vesiculas) y Q-SNARE
(usualmente, en las membranas blanco). Las
R-SNARE se encuentran conformadas por una
sola cadena polipeptidica, mientras las Q-SNARE
(subdivididas en Qa; Qb; Qc y Qb,c) funcionan
como un complejo multiproteico conformado
generalmente por tres polipéptidos (27).

Los complejos trans-SNARE estan integrados
por la interaccion entre cuatro hélices, una de
R-SNARE y tres de Q-SNARE, y en presencia
de Ca?>" son suficientes para la fusiéon de los
fosfolipidos de membranas opuestas (figura 4).
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La superficie de las vesiculas tiene una carga
neta negativa debido al grupo fosfato presente
en la cabeza de los fosfolipidos, que previene la
unién de las membranas opuestas. Sin embargo,
cuando se forma un trans-SNARE se propicia un
acercamiento de las membranas, lo que permite
que el Ca* se una con dos grupos fosfatos,
cada uno perteneciente a un fosfolipido de las
membranas opuestas, estableciendo un enlace
iénico entre ellas y permitiendo la interaccién de los
lipidos de membrana que conduce a la fusién de las
membranas adyacentes (30). Una vez se completa
la fusioén, las SNARE unidas a la membrana blanco
reciben el nombre de cis-SNARE (figura 4).

Posteriormente, estas proteinas se separan en sus
componentes R-SNARE y Q-SNARE mediante
el reconocimiento del complejo cis-SNARE
por a-SNAP y por la accion de la ATPasa NSF
(N-ethylmaleimide sensitive factor) que interactia
con a-SNAP (figura 4) (28).

Rab GTPasas

Las Rab son proteinas que regulan la fusién y el
transporte intracelular de membranas y vesiculas
enlas células eucariéticas. Participan tanto de la via
endocitica como de la exocitica. Se cree que estas
proteinas facilitan y regulan la cinética del anclaje
y apareamiento de v-SNARE y t-SNARE. También,
activan otras proteinas efectoras que acercan las
vesiculas a su membrana blanco; intervienen en
la fusion, acelerando y dirigiendo este proceso.
Se sabe que los complejos multiproteicos que
incluyen a las Rab, las SNARE vy a otras proteinas
de anclaje, permiten la interaccion inicial entre dos
vesiculas con la posterior fusion de las membranas
de cada una (8).

Las proteinas Rab fueron descritas en la década
de los 80; hacen parte de la superfamilia de las
pequefias GTPasas monoméricas (20 a 29 kDa)
Ras. Se conocen 11 Rab en levaduras y, al menos,
63 variantes en mamiferos; éstas comparten
entre 54% y 71% de homologia y pueden estar
restringidas a diferentes tejidos, células y a
localizaciones subcelulares especializadas, lo
que permite asociarlas con ciertas vesiculas o
transportes especificos (31,32).

Las Rab regulan diferentes pasos en las vias
de transporte vesicular intracelular, como la
formacién de la vesiculas (por ejemplo, Rab9 y
Rab11), la movilidad de vesiculas (Rab5 y Rab6),
el remodelado de la membrana vesicular (Rab5 y
sus proteinas efectoras), el acoplamiento de las
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Figura 4. Esquema en el que se propone cémo seria la
participacion de las proteinas SNARE en la maduracion de
los fagosomas. 1. La R-SNARE presente en un endosoma
temprano reconoce y se une a su correspondiente Q-SNARE
en el fagosoma blanco. 2. Esta interaccién forma los complejos
trans-SNARE, los cuales acercan alas membranas favoreciendo
la interaccion del EEA-1 con PI(3)P y Rab5, y junto con el Ca?
median la fusiéon de las membranas opuestas. 3. Luego de la
fusion, las trans-SNARE que quedan en la membrana blanco
reciben el nombre de cis-SNARE. 4. Finalmente, estas proteinas
se separan en R-SNARE y Q-SNARE mediante la accién de
o-SNAP y NSF. Para mayor claridad ver convenciones de las
figuras 1y 2.

Alteraciones de Rab durante infeccién micobacteriana

vesiculas a su membrana blanco (Rab1, Rab5) y
la fusion de membranas mediante la regulacién de
proteinas como las SNARE (32,33).

Las Rab tienen un plegamiento similar a las
pequefias GTPasas de la superfamilia de Ras,
poseen seis hojas B plegadas rodeadas de cinco
hélices a y un sitio de unién al Mg?* y a nucleétidos
de guanina, que se encuentran en el lugar de
interaccion entre las hélices a y las hojas p (33).

Las diferentes Rab se localizan en la cara del
citosol de membranas intracelulares (de vesiculas
y organelas). Sin embargo, para que una proteina
Rab se inserte en una membrana, debe sufrir
modificaciones en su porcidn carboxi-terminal,
en uno o dos motivos de cisteina, mediante la
unién covalente de grupos hidrofébicos isoprenil
conocidos como geranil-genaril.

Esta reaccion es catalizada por la geranil-geranil
transferasa que reconoce el complejo integrado por
una Rab recién sintetizada unida a una proteina
REP (Rab Escort Protein). En general, el transito
y la localizacién de cada proteina Rab depende de
las modificaciones lipidicas que proveen un punto
de anclaje a la membrana y de la regiéon carboxi-
terminal de las Rab que, posiblemente, contiene
sefales de localizacion subcelular (8,34). Se ha
descrito que el reclutamiento de las Rab también
depende del contenido de fosfolipidos —como el
PI(3)P, PI(4,5)P, y PI(3,4,5)P,— y de la carga de
estas membranas blanco (35,36).

Las Rab recién sintetizadas que han recibido
la modificacién lipidica, son transportadas a su
respectiva membrana por REP y en el caso de las
Rab recicladas, por un inhibidor disociador del GDP,
elGDI(Guanosine Nucleotide Dissociation Inhibitor).
La REP y el GDI se encuentran estructuralmente
relacionados, tienen gran preferencia por la Rab
unida al GDP y cumplen un papel importante en la
asociacién reversible de estas proteinas con sus
membranas respectivas. Sin embargo, a diferencia
de la REP, el GDI no puede mediar la modificacién
lipidica de Rab descrita anteriormente. Para la
activacién de Rab, los factores de desplazamiento
de GDI o REP median la disociacién de Rab de
estos complejos y permiten su interaccién con la
membrana respectiva (34,37). Las Rab inactivas
en las membranas son unidas y extraidas por el
GDI. Estos complejos permanecen en el citosol en
espera de otro ciclo de transporte.

La asociaciéon de las Rab a las diferentes
membranas estd acompafada por el intercambio
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de un nucledtido de guanina. Las proteinas Rab
funcionan haciendo ciclos entre un estado inactivo,
unidas al GDP, y otro activo unidas al GTP (figura
5). El proceso de intercambio del nucledtido
de guanina permite que las Rab estabilicen su
interaccion con la membrana blanco (33,37).

Tanto Rab como Ras y Rho, otras GTPasas
pequefas, son poco eficientes para intercambiar o
hidrolizar sus nucleétidos. Dos clases de proteinas
regulan a las Rab positiva y negativamente: los
GEF (Guanine Nucleotide Exchange Factors),
que participan en la activacion mediando el
intercambio de GDP por GTP y las proteinas GAP
(GTPasa Activating Protein), que inactivan las
Rab al hidrolizar el GTP. Las GAP no muestran
especificidad absoluta por sus sustratos, como
la GAPCenA que interactia con las Rab 6, 4 y 2.
Las GAP tienen otras funciones como proteinas
efectoras de las Rab e interactuando con otros
componentes celulares como los miembros de la
familia Rho (8,33).

Como se mencion6 anteriormente, mientras las
formas inactivas de Rab se unen a REP o a GDlI,
las formas activas se unen a proteinas efectoras
corriente abajo. Los efectores de Rab son proteinas
que responden especificamente a las Rab activas

GDI/REF
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y median, al menos, un efecto corriente abajo (37).
Estas proteinas efectoras tienen secuencias y
estructuras muy variables, como son las SNARE
que facilitan eventos de fusién, proteinas que
previenen la hidrélisis rapida del GTP y proteinas
motoras que se asocian con el citoesqueleto
(actina y tubulina) involucradas en el movimiento
de vesiculas.

Esta dltima funciébn toma cada vez mayor
protagonismo, ya que al parecer las Rab regulan el
reclutamiento de proteinas motoras. Por ejemplo,
la Rab6 interactiia con las cinesinas (38) que se
mueven a lo largo de microtibulos, dando soporte
al desarrollo de la mitosis y la meiosis; la Rab27
regula el reclutamiento del motor de miosina Va
basado en actina, el cual se encarga del transporte
de melanosomas (39).

Una sola Rab puede tener mas de una proteina
efectora. Se han descrito 22 proteinas diferentes
que pueden unira Rab5-GTPy, de ellas, s6lo cuatro
se han identificado como factores especificos de
Rab5 (rabaptinab, EEA1, rabenosina y PI3K) (32).
Cada Rab sefaliza por medio de una variedad de
proteinas efectoras que actlan juntas para traducir
la sefial de una proteina Rab a diversos blancos del
transporte de membranas, lo que indica que cada

Figura 5. Ciclo de activacion y desactivacion de las Rab. 1. Las proteinas Rab que se encuentran unidas a GDP forman un complejo
citosolico con GDI o con REF, dependiendo de si las Rab son recicladas o recién sintetizadas, respectivamente. 2. La entrega a la
membrana blanco y la separacion de GDI/REF de la proteina Rab son mediadas por un factor de desplazamiento de GDI (GDF). 3.
La activacion de Rab ocurre por intercambio del nucleétido catalizado por una GEF. 4. En estado activo, las proteinas Rab reclutan
diferentes proteinas efectoras. 5. La Rab vuelve a su estado inactivo luego de la hidrolisis del GTP a GDP mediado por una GAP.
6. Una Rab en estado inactivo es reconocida y extraida de la membrana por GDI.
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Rab puede regular multiples eventos moleculares
en una sola regién de la membrana. Sin embargo,
aun se desconoce mucho de las proteinas efectoras
de Rab en los mamiferos y de los mecanismos que
éstas desencadenan.

Alteraciones de la expresién y activacion de las
Rab durante la infeccion micobacteriana

Las células del sistema inmunitario necesitan de la
endocitosis y la via secretoria para la ejecucion de
sus respuestas, como la fagocitosis y la secrecién
de citocinas. Se sabe que los patégenos pueden
ser reconocidos y fagocitados por macroéfagos,
los cuales activan mecanismos efectores para su
contencién y eventual destruccién (10,14). Sin
embargo, algunos microorganismos del género
Mycobacterium, como M. tuberculosis y M. bovis,
pueden activar mecanismos de muerte celular con
efectos fisiol6gicamente opuestos: la necrosis y la
apoptosis (40).

Durante la infeccién in vitro de monocitos de
pacientes con tuberculosis, se observan células
necréticas y apoptéticas, mientras que en los
monocitos de los individuos sanos, se encuentran
esencialmente células apoptéticas (41). Se ha
determinado que la apoptosis contribuye al
control del crecimiento de M. tuberculosis y la
necrosis favorece tanto su supervivencia como
su diseminacién (42). Ademas, Mycobacterium
spp. inhibe tempranamente la acidificacién de los
fagosomas que lo contienen, escapando de los
mecanismos bactericidas que poseen estas células,
evadiendo el sistema inmunitario y sobreviviendo
dentro del huésped (43).

Como se evidencia en ensayos realizados en
nuestro grupo (figura 6A), mediante la marcacion
de los compartimientos acidos de macréfagos
derivados de monocitos humanos con la sonda
comercial LysotrackerM?, hemos comprobado
que en presencia de M. tuberculosis H37Rv vivo
hay menor acidificacién de los fagosomas que lo
contienen, mientras las bacterias muertas, que no
inhiben la maduracion fagosémica, tienen mayor
captacion de la sonda acidotrépica (figura 6A).

Ademas de colonizar estos compartimentos no
degradantes, las micobacterias vivas también
escapan de los fagosomas al citosol (M.
tuberculosis, M. marinumy M. leprae) y, al parecer,
la inhibicion de la maduracion fagolisosémica es
un requisito para dicho escape (44,45). Por lo
tanto, la falta de acumulacion del Lysotracker™?
en los fagosomas que contienen la bacteria viva
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puede deberse, ademas de las razones expuestas
anteriormente, a que algunas de ellas hayan
escapado el citoplasma. Para solucionar este
cuestionamiento nos proponemos implementar
estudios por microscopia electrénica que permitan
resolver en detalle la estructura del fagosoma.

M. tuberculosis puede alterar el ciclo de reclutamiento
y activacion de las Rab por los fagosomas, lo que
explica en parte la inhibiciébn de la maduracion
de los fagosomas micobacterianos (46). Se han
reportado, principalmente, alteraciones de Rab5 y
Rab7, pero también de otras como Rab4, Rab9,
Rab11, Rab14 y Rab22a, que a continuacién se
explicaran en detalle.

Generalidades de Rab5

Las interacciones transitorias entre vesiculas
endociticas son reguladas inicialmente por
Rab5. Esta GTPasa se encuentra presente
en la membrana plasmética, en endosomas vy
fagosomas tempranos vy, aparentemente, esta
ausente en endosomas tardios, en los cuales se
localiza Rab?.

La Rab5 regula la formacién y el transito de
endosomas tempranos. Se han caracterizado tres
isoformas de Rab5 (a, b y ¢) con una distribucién
subcelular y una regulacion homaéloga del transito
vesicular (47,48). Los fagosomas tempranos, que
contienen particulas inertes, adquieren marcadores
como el receptor de transferrina y la Rab5. Durante
la maduracién de los compartimentos, se pierde la
expresién de estos marcadores y se adquieren
unos de endosomas tardios y lisosomas, como las
LAMP (lysosome-associated membrane protein).

Se han estudiado las modificaciones y la maduracion
de los fagosomas en macréfagos de raton J-774
expuestos a perlas de latex, mediante la separacion
de estos compartimentos sobre gradientes de
sucrosa y su posterior andlisis bioquimico. Esto ha
permitido determinar que los fagosomas adquieren y
pierdenvarios marcadoresdurante sutransformacién
a fagolisosomas. La expresion de Rab5 disminuye
continuamente desde la primera hora de fagocitosis,
mientras que aumenta la de la Rab7. Luego de 20
horas, ni Rab5 ni Rab7 se encuentran en estos
fagosomas, lo que posiblemente indica que los
compartimentos mas tardios pierden la expresion
de ambas GTPasas (49).

La deteccion y el seguimiento de la Rab5 y de sus
diferentes isoformas ex vivo son técnicamente
dificiles. Los niveles endégenos de Rab5 en células
epiteliales y fibroblastos son bajos comparados
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Figura 6. A. M. tuberculosis vivo y virulento inhibe la maduracién de los fagosomas que lo contienen. Microscopia de epifluorescencia
de macroéfagos derivados de monocitos humanos infectados con M. tuberculosis (Mtb) vivo (arriba) y muerto (abajo) marcados con
un derivado de la fluoresceina (verde). La infeccién se hizo por dos horas a 37°C, se lavaron las bacterias extracelulares y se
incubaron en las mismas condiciones por cuatro horas adicionales en presencia de la sonda comercial Lysotracker'® (rojo), que se
acumula en los compartimientos acidos y se considera un indicador de maduracién de los fagosomas. Los nimeros corresponden
a los analisis de correlacion entre la fluorescencia roja y la verde. Las micobacterias vivas permanecen preferencialmente en
compartimentos no acidos, mientras los fagosomas que contienen bacterias muertas lo hacen en mayor proporcién.

B. Expresién de Rab5 en macréfagos humanos y de ratén. Inmunodeteccion de Rab5 (rojo) en la linea celular de ratén B10R
(arriba) y en macroéfagos derivados de monocitos humanos (abajo). Comb = superposicion de las imagenes. Las fotos de Ay B
fueron tomadas en un microscopio Olympus Inverted 1X81 con el objetivo 63X y el azul corresponde al ADN marcado con Hoescht

33258 (nucleo).

con la expresién en fagocitos mononucleares de
humanos y de ratones (figura 6B).

Varios grupos han utilizado la estrategia de clonar
formas silvestres y mutadas de Rab5 en diferentes
lineas celulares para evaluar cambios en la funcion
de las vesiculas de una manera mas eficiente. Se
han definido mutantes de Rab5 constitutivamente
activas, como la Q79L, que se encuentran
principalmente acopladas a GTP por disminucion
tanto de su actividad GTPasa intrinseca como de
la mediada por las GAP. Mientras que las mutantes
dominantes negativas, como la S34N y N133|,
tienen menor afinidad por GTP que por GDP vy,
por lo tanto, se encuentran principalmente unidas
a GDP (50). ElI aumento de la expresiéon de la
forma silvestre o las mutantes de Rab en lineas
celulares, como la humana derivada del cancer de
cuello uterino Hela y la de fibroblastos de rifidén
de hamster BHK-21, indica que la fusién entre
endosomas tempranos requiere de la forma activa
de Rab5, mientras las formas dominantes negativas
inhiben dicha fusion. El aumento de la expresién de
Rabb5 silvestre aumenta la endocitosis y estimula la
fusién entre endosomas tempranos (47,51).
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La Rab5 Q79L altera la morfologia de endosomas
tempranos en células BHK-21; se observa que,
si bien estos compartimentos son positivos para
el receptor de transferrina, las estructuras son
mas grandes que las observadas en células con
aumento de la expresion de la Rab silvestre.
Mediante un sistema no celular, se ha estudiado la
fusién de endosomas tempranos provenientes de
células que expresan formas silvestres o Q79L.

Los endosomas con las mutantes de Rab5
constitutivamente activas se fusionan de forma
homéloga en mayor proporcion, que los de células
nativas, lo que se asocia con el aumento en el
tamafo de los endosomas tempranos observado
previamente (50). Este hallazgo ha sido ratificado
mediante la utilizacién de Rab5 recombinante
acoplada a una forma no hidrolizable de GTP
(GTPyS) (52).

El uso de dominantes negativas de Rab5 disminuye
la endocitosis de receptores de transferrina, la
fusién de endosomas tempranos e induce la
fragmentacion de estos compartimientos (50,52).
La transfeccion con una secuencia que codifica un
inactivador de Rab5 como la RN-tre (una GAP),
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disminuye la incorporacién de marcadores de
endosomas tardios como LAMP-1 y Rab7 (26).
Estos resultados indican que se requiere Rab5
unida a GTP para la formacion de endosomas
tempranos y la fusion o asociacién entre estos
endosomas.

Sin embargo, las evidencias sobre la funcion de la
Rab5 son controversiales. Se ha observado que la
expresion de Rab5 Q79L en macréfagos de raton
RAW264.7 induce la formacion de endosomas
gigantes que, ademas de expresar marcadores
de endosomas tempranos (EEA-1 y rabaptin-5),
también expresan marcadores de endosomas
tardios (Rab7, LAMP-1 y LAMP-2), lo que
demuestra un defecto mas complejo en el fenotipo
de estos endosomas gigantes.

No obstante, los estudios de microscopia electrénica
muestran que estos endosomas no se asocian
con lisosomas (53). De esta forma, a pesar de
requerirse la activacion de Rab5 para los eventos
de fusién homotipica de endosomas tempranos
y la fusién de fagosomas con estos endosomas,
las anormalidades observadas con las formas
constitutivamente activas de Rab5 (alteraciones
en la morfologia y expresion de marcadores de
endosomas tardios en estos compartimientos)
resaltan la importancia de la actividad GTPasa de
Rab5 para regular los eventos de fision de estos
fagosomas y endosomas.

Cuando las RAW264.7 se exponen al mismo
tiempo a mezclas de dextran con dos conjugados
fluorescentes distintos (unas con verde y otras
con rojo) dentro de los primeros 30 minutos de su
interiorizacion, se evidencian ambas moléculas
fluorescentes en los mismos compartimentos. A lo
largo del tiempo (hasta 120 minutos), algunas de
estas moléculas se ubican en vesiculas diferentes,
lo que demuestra la existencia de eventos de fision
endosémica. En las células que expresan Rab5
Q79L, ambas moléculas de dextran se localizan
simultaneamente por tiempos mas prolongados
(240 minutos), lo cual indica que la actividad
GTPasa de Rab5 regula en alguna medida la fisién
endosomica (53).

La Rab5 es reclutada rapida y transitoriamente
sobre los fagosomas, lo que parece ser esencial
para la maduracion de estos compartimientos; sin
embargo, se desconocen los mecanismos y las
sefiales que llevan a la asociacion de Rab5. Se ha
postulado que la Rab5 media la fusién de estos
fagosomas con endosomas tempranos mediante la
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unién con sus proteinas efectoras, como el EEA-1,
el cual contiene dos dominios de unién a Rab5 y un
dominio de interaccion con PI(3)P.

En células RAW264.7 y de epitelio de ovario de
hamster chino CHO-IIA, transfectadas transitoria-
mente con la secuencia que codifica Rab5 silvestre
acoplada a la proteina verde fluorescente (GFP),
se observa que las células expuestas a perlas con
opsonizacion con IgG y tratadas con un inhibidor
irreversible de PI3K (Wortmannin), la Rab5 se
mantiene asociada a los fagosomas por periodos
mas prolongados que los de las células que no
tenian el inhibidor.

El proceso de maduracién de estas vesiculas
se detiene en etapas tempranas, ya que estos
compartimentos no se fusionan con endosomas
tardios. Se observa que la Rab5 continta activa en
estos compartimentos a pesar de la inhibicién de
la PIBK y, ademas, a pesar de la ausencia de PI(3)
P, solamente se detecté una disminucion parcial
en el EEA-1 unido a fagosomas, lo que indica que
esta proteina logra unir a la Rab5 activa, aun en
ausencia de este fosfolipido.

Ademas, con fin de probar si la Rab5 unido
a GTP es reclutada sobre fagosomas de
células con inhibicion de la PI3K, se han hecho
ensayos de FRAP (Fluorescente Recovery
after Photobleaching) por microscopia confocal,
evaluando fagosomas de perlas de latex en células
CHO-IIA transfectadas con Rab5 silvestre o con
una forma constitutivamente activa acopladas
a GFP, y tratados con Wortmannin o sin tratar.
Para esto, extinguieron la fluorescencia del GFP
de la Rab5 de unos fagosomas seleccionados
mediante la exposicién a un laser de alto poder v,
posteriormente, siguieron estos compartimentos
en el tiempo para determinar si los fagosomas
recobraban o no la fluorescencia. Esto sélo se logra
cuando estos compartimientos se unen a otros
endosomas que no hayan perdido la fluorescencia
de Rabb.

Se observé que los fagosomas con Rab5 silvestre
recuperaron mas rapidamente su fluorescencia
que los que contenian la forma constitutivamente
activa o la forma silvestre tratada con Wortmannin.
Estos resultados indican que la capacidad de
desactivacion de Rab5, es decir, la disociacion de
Rab5 de los fagosomas cuando se hidroliza el GTP,
es importante para permitir que los compartimentos
maduren y, al parecer, esta disociacion estd
asociada con la actividad de la PI3K (26).

293



Castano D, Rojas M

Los fagosomas nacientes contienen pequefas
cantidades de Rab5; luego, mas Rab5 es reclutada
sobre estos compartimentos mediante la fusion con
endosomas tempranos. Si se inhibe la PI3K, se
previene la disociacion de Rab5 de los fagosomas.
A pesar de esto, la Rab7 puede ser adquirida por
estos compartimentos, posiblemente de la reserva
del citosol, de una forma independiente de la PI3K.
Deben existir, por lo tanto, dos sefiales parala fusién
con estos endosomas tardios: una dependiente de
las Rab y otra dependiente de la PI3K (26).

En diferentes aproximaciones y modelos experi-
mentales se ha definido, al igual que con la red
endosomica, que la Rab5 participa en la formacién
y en la maduracion de fagosomas. Empleando
macrofagos RAW264.7, se ha determinado que la
Rab5a no es reclutada, pero si la F-actina, durante
la formacion de la vacuola fagocitica que contiene
eritrocitos con opsonizacion con IgG; luego de
cuatro minutos, se observa el cierre del fagosoma,
se evidencia la despolimerizacion de la actina vy,
simultaneamente, el reclutamiento de Rab5 por el
fagosoma (54).

Utilizando la tecnologia FRET (Fluorescente
Resonant Energy Transfer) y un modelo de
fagocitosis de cuerpos apoptéticos en fibroblastos
Swiss3T3 que expresan establemente la integrina
a B, se determiné que la activacion de Rab5 en
la membrana de los fagosomas se inicia con el
desensamble de la actina de estos compartimientos
y es dependiente de Gapex-5, una GEF. Se
observo que los fagosomas que contienen cuerpos
apoptoticos conservan la expresion de Rab5 hasta
por 10 minutos y, posteriormente, se pierde la
expresion de esta GTPasay estos compartimientos
adquieren caracteristicas de endosomas tardios.
Se ha encontrado que la expresion de una
dominante negativa de Rab5 inhibe la maduracion
de los fagosomas en estas células (55).

En contraste, en macréfagos RAW264.7 trans-
fectados con una mutante constitutivamente activa
de Rab5, los fagosomas que contienen perlas
de latex o Leishmania donovani son gigantes
debido a un incremento en la fusion de fagosomas
con endosomas tempranos. A pesar de que
estos compartimientos expresan proteinas de
endosomas tardios, como LAMP-1, no maduraron
a compartimientos hidroliticos (56).

Los estudios de fagosomas microbianos han
demostrado que los patégenos intracelulares, a
diferencia de los extracelulares, regulan activa-
mente el reclutamiento y estado de activacién de las
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Rab5. Salmonella typhimurium viva, en contraste
con la muerta, recluta y retiene a Rab5 en los
compartimientos vesiculares que la contienen,
activando y, posiblemente promoviendo, la fusién
de estas vesiculas con endosomas tempranos e
inhibiendo su transporte hacia lisosomas (57).

A diferencia de lo que se ha reportado para
Mycobacterium spp., la infeccion con Listeria
monocytogenes de células CHO establemente
transfectadas con las formas silvestre y mutantes
de Rab5, ha mostrado que estos patégenos
intracelulares inhiben el recambio del nucleétido
GDP de la Rab5, conservandolo en un estado
inactivo, lo que ademas se asocia con baja actividad
bactericida por parte de estas células. Ademas, el
aumento de la expresion de mutantes de Rab5
constitutivamente activas incrementa la actividad
microbicida de estas células, mientras la mutante
dominante negativa, aumenta la supervivencia de
las bacterias (58).

Los fagosomas que contienen el patégeno
extracelular Staphylococcus aureus reclutan la
GTPasa Rab5a en los primeros 5 minutos, y
30 minutos después de la fagocitosis diminuye
significativamente su expresién. En este tiempo
se observa la fusién de estos fagosomas con los
granulos azurdfilos de neutréfilos humanos que
tienen un alto contenido de enzimas lisosémicas
(59).

Estos resultados demuestran la participacién
de la Rab5 en la maduracién de los fagosomas
tempranos e indican como diferentes patdégenos
intracelulares, ademas de M. tuberculosis —€l cual
se describe en detalle a continuacién— modulan el
reclutamiento y la activacion de estas GTPasas.

Los fagosomas que contienen Mycobacterium
spp- retienen Rab5 unida a GTP.

Desde la década de los 70, se ha reportado la
capacidad limitada de los fagosomas de fusionarse
con lisosomas en presencia de micobacterias
(60,61). A finales de los 90, se empezd a asociar
este problema con la expresién y funciéon de las
Rab (62). A partir de macrofagos de raton J-774
infectados con M. bovis BCG marcado con GFP
o tratados con perlas de latex, se aislaron los
fagosomas sobre gradientes de sucrosa y se
midié el contenido de proteinas unidoras de GTP
mediante ensayos de unién a [0-P]GTP. Los
fagosomas que contenian M. bovis BCG (MPC)
adquirieron y retuvieron a Rab5 y al receptor de
transferrina, pero no a Rab4 que es propio de los
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endosomas de reciclamiento; tampoco adquirieron
a Rab7 ni a LAMP-2, propios de endosomas
tardios, aun siete dias después de la infeccion.
Los fagosomas que contenian perlas de latex (LBC)
reclutaron Rab7 y LAMP-2 luego de la primera hora
de fagocitosis (62).

En células Hela transfectadas con la secuencia
que codifica para la isoforma silvestre de Rab5c,
la infecciébn con M. tuberculosis Erdman vivo e
inactivado por calor, y en presencia de perlas de
latex, mostr6 que la mayoria de fagosomas que
contenian M. tuberculosis vivo eran positivos para
Rab5 a las dos horas de fagocitosis y hasta dos
dias después; mientras que los fagosomas que
contenian la micobacteria muerta y las perlas
tuvieron baja expresion de Rab5 a los mismos
tiempos. Este fendmeno se encontré también
en células tratadas al mismo tiempo con M.
tuberculosis vivo y las perlas.

Estos resultados indican que los fagosomas que
contienen la micobacteria viva retienen a Rab5 en
su membrana y no maduran a compartimientos
endos6micos tardios, a diferencia de lo que
ocurre con los LBC o M. tuberculosis muerto.
Ademas, la utilizaciéon de células que expresan la
mutante constitutivamente activa de esta molécula
(Q79L), evidencia un aumento en el tamafo de los
endosomas tempranos y reclutamiento de LAMP-1,
tanto en las células infectadas con M. tuberculosis
como en las no infectadas. Por lo tanto, el cambio
en los compartimentos que alojan la micobacteria
en células que expresan la forma nativa versus
la constitutivamente activa, hace pensar que
los defectos en la maduracién fagolisosémica
observados durante la infeccién no se deben a la
inhibicién de la hidrélisis del GTP de Rab5 (63).

Estos resultados sugieren que el punto afectado
en la maduracién de los fagosomas de las
micobacterias se encuentra en un estadio tan
temprano como el de fagosomas Rab5* Rab7 y que
el evento molecular que se encuentra defectuoso
en estas células es posterior o simultaneo al
reclutamiento de Rab5.

A este respecto, se conocen varias proteinas
efectoras que interactian con Rab5 en los
endosomas tempranos, algunas de las cuales han
sido caracterizadas y parecen cumplir un papel
importante en laregulacién del transito endosémico,
como: la rabaptina-5, proteina estabilizadora de
Rab-GTP; la tuberina, una GAP; el rabex 5, una
GEF y el EEA-1, que participa en interacciones
complejas con miembros de la familia SNARE.

Alteraciones de Rab durante infeccién micobacteriana

La expresién de estas proteinas se ha estudiado
en los LBC y los MPC de células J-774. Se ha
observado que a diferencia de los LBC, los
cuales reclutan transitoriamente a EEA-1 con un
pico de expresion entre los 10 y 20 minutos, los
fagosomas que contienen M. bovis BCG no reclutan
cantidades detectables de éste. En ninguno
de estos fagosomas a los diferentes tiempos
evaluados detecta rabaptina-5 ni tuberina. Cuando
se compara la expresion de la SNARE sintaxina
13 y de los factores inactivadores de ésta (NSF y
a-SNAP), no se encuentran diferencias entre LBC
y MCP, lo que indica que el principal defecto es la
exclusién de la proteina efectora de Rab5: EEA-1.

En contraposicion con otros resultados (26), se ha
observado que el bloqueo de la funcién de PI3K con
Wortmannin y LY94002 previene significativamente
la adquisicion de EEA-1 en las endomembranas
de los LBC; sin embargo, cuando se purifican los
fagosomas y se evalla directamente la expresion
de la PI3K tipo Il hVPS34, se encuentra que
tanto los LBC como los MCP reclutan esta cinasa,
aunque los MCP lo hacen mas tempranamente.
Esto sugiere, finalmente, la necesidad de VPS34
y Rab5 en el reclutamiento de EEA-1. Ademas, se
ya que la PI3K es reclutada sobre los fagosomas
micobacterianos, se considera que el efecto de la
infeccién en esta enzima debe ser en su funcion.

Finalmente, en macréfagos de ratén tratados con
perlas de latex recubiertas con fosfatidilinositol
manosido (PIM) aislado de M. tuberculosis H37Rv
0 con un derivado de PIM con exceso de manosa,
el lipoarabinomanan manosilado (ManLAM), se
observé que el ManLAM, pero no el PIM, inhibe el
reclutamiento del EEA-1 y del marcador tardio de
endosomas, el acido lisobifosfatidico (LBPA), por
estos fagosomas.

Se concluye que el ManLAM es parcialmente
responsable de la inhibicion del reclutamiento de
EEA-1, por mecanismos que no son completamente
claros (64). Sin embargo, posiblemente involucran
la funcion de la PI3K o los revestimientos de
manosa que posee el ManLAM, los cuales pueden
ser reconocidos por el receptor de manosa e inhibir
directamente la maduracién del fagosoma (65).

Estos investigadores también han demostrado que
los MPC o los fagosomas que contienen perlas
de latex recubiertas con ManLAM expresan las
proteinas SNARE sintaxina 3, 8 y 13 de forma
similar a los LBC, pero no adquieren componentes
importantes en el transporte entre la red trans-
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Golgi y la via endocitica, como el Rab9 y la sintaxina
6 (66).

Ademas, se ha reportado que la cellubrevina
(67), una v-SNARE implicada en el trafico desde
el trans-Golgi hacia los endosomas mediante
interacciones con la sintaxina 6, se encuentra en
dos formas en los MPC, una silvestre y otra de
menor peso molecular. Al parecer, esta ultima se
genera por un proceso de degradacion proteica
inducida por la infeccién y de la cual se desconocen
sus implicaciones bioldgicas. Esto sugiere que el
bloqueo en la maduraciéon de estos fagosomas
micobacterianos se debe a un problema en la
adquisicién directa de componentes desde el
aparato de Golgi, como la bomba de protones
ATPasa (66,67). Los defectos en la regulacion de
estas proteinas efectoras de Rab podrian tener
una influencia en la interrupcion de la maduracién
de los fagosomas que contienen la micobacteria y
podrian ser el resultado de alteraciones descritas
en la funcion de las Rab durante la infeccion.

Se ha estudiado como los ciclos GTPasa de Rab5
alteran el cese de la maduracion de fagosomas
que contienen M. avium. Para esto han empleado
macrofagos de ratdn primarios derivados de
médula ésea transducidos con la forma silvestre,
la constitutivamente activa (Q79L) o la dominante
negativa (S34N) de Rab5; los infectaron con M.
avium 101 marcado con isocianato de fluoresceina
y se ha encontrado que, practicamente, todos los
fagosomas de la micobacteria son positivos para
Rab5, mientras sélo 20% de ellos son positivos
para Rab7, 48 horas después de la infeccion.

Se observa una diferencia significativa en la
expresiéon de la mutante Q79L versus S34N en
los fagosomas que contienen las micobacterias,
encontrando menor porcentaje de localizacion de
la micobacteria con la forma dominante negativa
de Rab unida a GDP y disminucién de la fusion
de endosomas tempranos. Se observa que, si bien
las mutantes constitutivamente activas no tienen
mayores alteraciones en la retencién de M. avium
en fagosomas tempranos, la forma dominante
negativa induce disminucion de marcadores
propios de endosomas tempranos como el receptor
de transferrina, un aumento significativo en la
localizacion simultdneamente con marcadores de
endosomas tardios y lisosomas como LAMP1,
LAMP2, y un incremento en el control de la
replicacion micobacteriana.

Estos resultados indican que, para que las
micobacterias permanezcan en un fagosoma
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temprano, es indipensable que Rab5 esté unido
a GTP o se encuentre constitutivamente activo.
Ademas, se ha determinado que el tratamiento de
estas células con citrato de hierro, pero no el hierro
acoplado a transferrina, disminuye la maduracion
de los fagosomas que expresan la mutante S34N
(68). Esto sugiere que la expresion de Rab5
S34N incrementa el transporte de M. avium a
endosomas tardios y lisosomas, posiblemente
asociado con la limitada adquisicion de hierro en
estos compartimentos y, por lo tanto, indican que la
actividad metabdlica de estas bacterias esnecesaria
para que los compartimentos que contienen la
micobacteria tengan un fenotipo temprano.

Es de notarse que el estudio de fagosomas que
contienen M. tuberculosis aislados de neutréfilos
humanos, mediante separacién sobre gradientes
de sucrosa y evaluacion por Western blot, muestra
que estos compartimentos expresan transferrina
asi como Rab5 unido a GTP y, a pesar de que se
localizan simultdneamente con marcadores como
LAMP-1, no lo hacen con enzimas lisosomicas
como la mieloperoxidasa (59); de esta forma, a
pesar de que los fagosomas que contienen a M.
tuberculosis en los neutréfilos expresen Rab5b
activo y no se localicen simultaneamente con
enzimas lisosémicas, a diferencia de lo que ocurre
en los monocitos y macroéfagos, estas células
logran destruir esta bacteria una vez es fagocitada.
Posiblemente, esto es mediado por mecanismos
efectores diferentes a la accion de enzimas
hidroliticas, como los dependientes de oxigeno y
los componentes asociados con NET (Neutrophil
Extracellular Traps) (69).

Comosemenciondanteriormente, existelahipotesis
de que los defectos observados en la fusidon
fagolisosémica durante la infeccion micobacteriana
se deben a la alteracion en la funcion de la PI3K
tipo 11l que llevaria a una disminucion de los niveles
de PI(3)P, lo que seria en parte responsable de la
disminucion en el acoplamiento de EEA-1.

Para comprobar esta hipétesis, se han transducido
macrofagos de raton derivados de médula 6sea
con la secuencia de la cinasa VPS34 o con la
fosfatasa de PI(3)P miotubularina (MTM1). Se
ha comprobado que la PI3K es funcional en este
modelo mediante la cuantificacion de PI(3)P,
empleando dos sondas fluorescentes conjugadas
con los dominios peptidicos que reconocen este
derivado fosforilado del fosfatidilinositol (FYVE y PX).

Alinfectarcon M. aviumvivolas células transducidas
con la cinasa, se observa que los fagosomas son
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positivos para PI(3)P en mayor proporcién que
las transfectadas con la fosfatasa, y los cambios
en las cantidades de PI(3)P no tienen ninguna
repercusion en la dinamica de maduracion de los
fagosomas micobacterianos.

Sin embargo, se observa un aumento de la
maduracion de los fagosomas que contienen
M. avium muerta cuando los macréfagos son
transducidos con VPS34 en comparacion con
MTM1 (70). Estos resultados concuerdan con
los de otros estudios, que demuestran que en
macrofagos de raton derivados de médula 6sea, la
infeccién con M. tuberculosis induce la sintesis de
PI(3)P, de manera mas temprana que la observada
con perlas de latex (15).

Existen, entonces, resultados contradictorios sobre el
papel del PI(3)P que, en general, parecen indicar
que, sibien Mycobacteriumspp. altera la cinética de
produccion de este fosfolipido, su permanencia en
losfagosomas noresuelvelas alteraciones descritas
en la maduracién de estos compartimientos. A
pesar de esto, se considera como un efecto inductor
de la maduracién al aumento de PI(3)P en los
fagosomas que contienen la micobacteria muerta
por calor en comparacién con la micobacteria viva,
la cual degrada constantemente el PI(3)P mediante
la hidrdlisis catalizada por la fosfatasa SapM (71).
Ademas, se ha reportado que en las micobacterias
sometidas a calor, el ManLAM, considerado uno
de los factores inhibidores de EEA-1(64), sufre
modificaciones estructurales que inducen la
pérdida de su funcién (72).

Los estudios citados anteriormente demuestran que
la persistencia de Rab5 activa en los fagosomas es
una caracteristica de la infeccion micobacterianay,
aunque no se conocen con claridad los mecanismos
responsables de este hecho, probablemente sea
un aspecto que mantiene a estos fagosomas
con la capacidad de interactuar con endosomas
tempranos y adquirir oligoelementos como el hierro.
Ademas, esta activacion persistente de Rab5
podria ser, en si misma, un mecanismo que evite
la maduracién de los fagosomas. También, como
se ha descrito para el ManLAM (65), Rab5-GTP u
otras proteinas efectoras de Rab5 podrian tener
algun papel directo en las alteraciones descritas
sobre el reclutamiento de EEA-1.

Generalidades de Rab7

La Rab7 se encuentra, principalmente, en endo-
somas tardios y estad ausente en los tempranos
(73). Mediante microscopia confocal, se ha

Alteraciones de Rab durante infeccién micobacteriana

determinado en células CHO que las GTPasas de
endosomas tempranos como Rab4 y Rab5, asi
como marcadores como el receptor de transferrina,
no se localizan simultaneamente con Rab7 (74).

En macréfagos de ratén J-774 tratados con perlas
de latex, se demostré que la expresion de Rab5
disminuye continuamente luego de la primera
hora de fagocitosis, al tiempo que aumenta
la de Rab7, mediante la separacion de estos
compartimentos sobre gradientes de sucrosa (49).
Estas evidencias han sugerido que Rab5 y Rab7
definen compartimentos endociticos distintos y han
servido de soporte a la hipétesis del proceso de
recambio de las Rab, en el que la Rab7 aparece
en la membrana luego de la desaparicion de la
Rab5.

Similar a lo que ocurre con la Rab5, los estudios
realizados para Rab7 también emplean lineas
celulares transfectadas con las secuencias
que codifican la molécula silvestre, mutantes
constitutivamente activas (como Q67L, 141M)
(75,76) o mutantes dominantes negativas (como
T22N y N125I) (75). La transfeccién estable de
Rab7 silvestre y la mutante Q67L en las lineas
celulares BHK-21 y Hel.a con posteriores analisis
morfologicos y bioquimicos de su localizacion
subcelular, demuestran que esta GTPasa
se encuentra principalmente en estructuras
endociticas terminales, como endosomas tardios
y lisosomas (75,76).

Ademas, similar a lo que ocurre con los endosomas
tempranos cuando se evaluan mutantes de Rab5,
el aumento de la expresion de Rab7 silvestre, o
constitutivamente activa, incrementa el tamafno y la
agregacion perinuclear de los lisosomas; mientras
que las mutantes dominantes negativas inducen
acumulacién de pequefas vesiculas lisosémicas
en la periferia de las células (75,77).

La evaluacion de diferentes lineas celulares
demuestra que la Rab7 constitutivamente activa
se localiza simultdneamente con marcadores de
endosomas tardios y lisosomas como el LAMP-1
y LAMP-2 y en pocos casos con el receptor de
manosa-6-fossfato (MPR) (75,76). Esto deja
entrever que, si bien la Rab7 se expresa en un
compartimiento conectado con lisosomas, es
posible que represente un compartimiento en una
etapa intermedia de maduraciéon o que se trate de
vesiculas completamente diferentes de las que
contienen el MPR que, a su vez, contribuyen a la
maduracién de estos compartimentos.
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Las senales que regulan el recambio de Rab5 por
Rab7 no se conocen con exactitud, pero es claro
que son parcialmente independientes de PI3K.
Los fagosomas de las lineas celulares RAW264.7
y CHO-IIA, transfectadas transitoriamente con la
secuencia que codifica para Rab7 y tratadas con
Wortmannin, aunque en menor proporcién que las
células no tratadas, reclutan y activan a Rab7 vy,
ademas, se observa la presencia de RILP (Rab7-
Interacting Lysosomal Protein), proteina efectorade
Rab7 en estos compartimentos. Ademas, cuando se
evallan las células transfectadas con una mutante
de Rab7 constitutivamente activa, se observa que
ésta, asi como el Wortmannin, no interfieren con la
adquisicion de marcadores de endosomas tardios
y lisosomas como el LAMP-1, lo que refuerza
el hecho de que la PI3K es dispensable para la
activacién de la Rab7 (26).

Los primeros estudios que evaluaron la funcién de
Rab7 muestran que ésta cumple un papel en la
regulacion del transito endocitico ulterior a Rab5,
especificamente en la maduracién y organizacion
de endosomas tardios (75,78,79). Se ha evaluado
la interiorizaciéon y maduraciéon de compartimientos
que contienen la proteina G del virus de estomatitis
vesicular en células BHK-21, las cuales tienen un
aumento de la expresion la proteina Rab7 silvestre
o diferentes mutantes dominantes negativas
(N1251 y T22N). Se observa que el aumento
de la expresion de la forma silvestre permite su
transporte hasta endosomas tardios y su posterior
degradaciéon, mientras que la mutante negativa
induce su acumulacién en compartimentos
endociticos tempranos que expresan el receptor
de transferrina y su procesamiento proteolitico
disminuye hasta en un 50% (78).

Posteriormente, se comprob6 que la Rab7 regula
el transporte y la fusion de endosomas tardios con
lisosomas (77). En células HelLa que expresan
Rab7 silvestre o mutada acopladas a la proteina
EGFP (Enhanced GFP) y mediante microscopia
confocal y electrénica, se encuentra que la Rab7
se expresa en estructuras endociticas tardias,
principalmente, en lisosomas. Las formas mutantes
negativas de Rab7 (T22N y N125I) hacen que
ésta se exprese en el citosol y no se asocie a
membranas y, ademas, hacen que lipoproteinas
de baja densidad ingeridas no tengan acceso a
componentes de lisosomas como la catepsina D
y el LAMP-1, y hacen que estos compartimentos
presenten una acidificacion reducida (77). De esta
forma, se ha demostrado el papel de la Rab7 en
la maduraciéon de compartimentos a estructuras
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endociticas tardias y su posterior fusién con
lisosomas.

Se ha comprobado que la regulacién del transporte
a compartimentos degradantes por parte de Rab7
se hace mediante RILP (80,81). La RILP es una
proteina de 45 kDa expresada principalmente en el
citosol y es la Gnica proteina efectora caracterizada
hasta el momento de Rab7 (80). Mediante el uso
del sistema de doble hibrido en levaduras y de
precipitaciones simultdneas, se ha demostrado
que la RILP se une por medio de su porcién
carboxi-terminal y de forma especifica con Rab7-
GTP (80,81).

Los estudios in vivo en los que se emplearon
células Hela transfectadas con la forma silvestre
y mutantes constitutivamente activas y dominante
negativas de Rab7, demostraron que la RILP
es reclutada a las membranas de endosomas
tardios y lisosomas (se localiza simultaneamente
con LAMP-1 y catepsina D) y se observa que la
asociacién con estos compartimentos aumenta
con la expresion de una mutante constitutivamente
activa de Rab7, pero no cuando la dominante
negativa esta presente (80). Ademas, se observa
que el aumento de la expresion de RILP restaura
las alteraciones morfoldégicas observadas en
los compartimentos tardios en células con la
mutante dominante negativa de Rab7; también, se
encontré que una mutante de RILP que pierda su
porcién carboxi-terminal inhibe la maduracién de
endosomas tempranos de forma comparable a lo
observado con las mutantes negativas de Rab7
(80). Estos resultados indican que la RILP es clave
en la maduracién y el transporte a compartimentos
degradantes.

En RILP se ha caracterizado un dominio homélogo
a las cadenas pesadas de las colas de miosina,
involucrado en la movilizacion asociada a
microtibulos (80). Ademaés, se ha observado
que en células Mel JuSo (melanoma humano)
que expresan RILP, esta proteina se ubica en
endosomas tardios y lisosomas alrededor del
MTOC (Microtubule-Organizing Center) (81).

Se ha demostrado que en los lisosomas de
células que expresan la forma silvestre de RILP,
a diferencia de lo que ocurre con una mutante
que pierda la porcidbn amino-terminal, estos
compartimientos expresan diferentes complejos
motores acoplados a microtibulos y asociados con
el trasporte vesicular, como la dinactina y cinesina
(81). Sin embargo, ellos no han encontrado que
la RILP pueda interactuar directamente con el



Biomédica 2010;30:283-308

motor de la dinactina del citoesqueleto. Tenemos,
entonces, que la porcion N-terminal de la RILP se
requiere para el reclutamiento del complejo dineina-
dinactina, mientras que la porcion C-terminal es
indispensable para su interaccién con la Rab7
activa. Estos resultados sugieren que la RILP
induce el reclutamiento del complejo dineina-
dinactina por los endosomas tardios y lisosomas,
induciendo el transporte de estos compartimentos
por los microtubulos hacia el MTOC.

Otroestudio(82),enelqueseemplearonmacrofagos
de ratbn RAW264.7 transfectados con las formas
silvestres 0 mutadas de Rab-7 (T22N y Q67L) y
RILP, muestra resultados que estan de acuerdo con
estas observaciones. En estas células, a las que
se les han marcado las estructuras endosémicas
tardias con un conjugado de dextran-Texas red,
se observa que el reclutamiento de Rab7 por los
fagosomas con perlas de latex precede su fusion
con endosomas tardios y lisosomas, asi como
su desplazamiento hacia el centro de la célula.
Ademas, se observa que RILP se recluta sélo
por los fagosomas cuando se expresa la mutante
constitutivamente activa de Rab7, mas no cuando
la mutante dominante negativa esta presente.

Cuando se emplea una mutante de RILP truncada
en su porcidon amino terminal, se observa que,
a pesar de reclutarse por los fagosomas, éstos
no se fusionan ni con endosomas tardios ni con
lisosomas, y pierden su movimiento centripeto,
mediado por el complejo motor dineina-dinactina.

Finalmente, se observé que la RILP favorece la
formacién de unos tdbulos que protruyen desde el
fagosoma hasta el endosoma tardio y lisosomas,
induciendo la fusién con estas estructuras (82). Se
concluye que el complejo Rab7-RILP es importante
para la fusion de los fagosomas con estructuras
endosémicas tardias y lisosomas, asi como para
su desplazamiento hacia el MTOC.

Se ha determinado que en fagosomas de eritrocitos
con opsonizacion con IgG, la Rab7 se expresa
desde los 9 minutos hasta, al menos, 6 horas
después de la fagocitosis. Estos fagosomas pueden
expresar simultdneamente y por breves periodos
(entre los 5y 7,5 minutos), tanto Rab5 como Rab?.
En este mismo estudio, también se determind
que LAMP1 tiene una cinética de reclutamiento
por estos fagosomas completamente diferente a
Rab7, lo que sugiere que estas moléculas llegan al
fagosoma por medio de vias y vesiculas diferentes
(54).

Alteraciones de Rab durante infeccién micobacteriana

El estudio de la maduraciéon de los fagosomas
que contienen E. coli ha permitido determinar que
esta bacteria evade la respuesta inmunitaria de
macréfagos peritoneales de ratones infantes (dos
semanas de vida) en comparaciéon con células
provenientes de ratones adultos (seis semanas).
Esto se asocia con un bajo reclutamiento de Rab7
por el fagosoma, con una baja actividad microbicida
por parte de estas células y con defectos en la
acidificacion de los fagosomas que contienen E.
coli (83).

Ademas, se ha propuesto que para Leishmania
spp. la inhibicién de la maduracién fagolisosémica
es importante para el cambio de promastigotes
a amastigotes. Empleando macroéfagos de ratén
J-774, se ha reportado que los fagosomas que
contienen L. donovani deficiente del factor de
virulencia lipofosfoglucano, se fusionan en altas
proporciones con endosomas y maduran a
fagolisosomas, adquiriendo marcadores como
EEAT1, receptor de transferrina, LAMP1 y Rab7.
Mientras que los fagosomas que contienen L.
donovani silvestre no adquieren Rab7, aunque
reclutan LAMP1 con una cinética mas retardada
que las mutantes deficientes del lipofosfoglucano
(84).

Estos resultados sugieren que el reclutamiento
de Rab7, mas que la adquisicion de LAMP-1
por los fagosomas, es un punto critico en la
completa maduracién de esos compartimientos;
igualmente, se logran apreciar los mecanismos
que utilizan algunos microorganismos para evitar
dicha maduracién de una forma dependiente de la
modulacién de Rab7.

Los fagosomas que contienen Mycobacterium
spp- tienen una menor expresion de Rab?7.

Como ya se ha mencionado a lo largo de este
texto, décadas atrds se habia definido que los
compartimientos que contienen M. tuberculosis
tienen una fusién limitada con los lisosomas de
su célula huésped. Sin embargo, el primer reporte
conocido que involucra a Rab7 en este proceso se
describe en la década de los 90, cuando se aislaron
fagosomas que contenian M. bovis BCG o perlas de
latex a partir de macréfagos de ratén J-774 sobre
gradientes de sucrosa. Encontraron que, mientras
los fagosomas LBC expresaron altas cantidades
de Rab5, Rab7 y LAMP-2 durante la primera hora
después de la fagocitosis, éstas disminuyen hacia
las 168 horas; los fagosomas MPC tienen una baja
expresién de Rab5 a la primera hora y aumenta
hacia las 168 horas. La expresién de Rab7 en
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los MCP fue muy baja o indetectable durante los
tiempos estudiados (62). Estos resultados sugieren
que los fagosomas MCP tienen un bloqueo en la
maduracioén en estadios tempranos caracterizados
por la presencia de Rab5, los cuales no logran
avanzar a estadios mas tardios determinados por
la expresion y acumulacion de Rab?7.

Durante varios afos existi6 debate en cuanto
a si los fagosomas MCP expresan Rab7 o si no
lo hacen. Estudios mas recientes sefialan que,
efectivamente, esta GTPasa esta presente en los
fagosomas micobacterianos (85). La infeccion con
M. tuberculosis de células HelLa con expresion
estable de las formas de Rab7 silvestre, mutantes
constitutivamente activas (Q67L) o deficientes en
su actividad GTPasa, evidencian por microscopia
electrénica que los fagosomas micobacterianos
adquieren Rab7 silvestre constitutivamente activa;
sin embargo, a pesar de expresar esta GTPasa,
los compartimientos presentan una maduracion
alterada, ya que tuvieron muy bajas cantidades
de LAMP-1. Se concluyé que la inhibicion en la
maduraciéon de los fagosomas micobacterianos
no puede atribuirse a defectos en la adquisicion
de Rab7, lo que indica que este bloqueo debe
encontrarse en un paso posterior o simultaneo a la
adquisicién de esta enzima.

Se ha investigado (68) cémo los ciclos de GTPasa
de Rab5 y Rab7 modulan la maduraciéon del
fagosoma de M. avium. Para esto, se han empleado
macréfagos de raton transducidos con la forma
silvestre, la constitutivamente activa (Q67L) o la
dominante negativa (S22N) de Rab7; los infectan
con M. avium 101 marcado con FITC y se evaltan
por microscopia confocal. Se ha encontrado que
la mayoria de los fagosomas micobacterianos
adquieren Rab5, mientras sélo, aproximadamente,
20% de ellos expresan Rab7. No se observaron
diferencias en la marcacion con Rab7 o en la
maduraciéon de los fagosomas micobacterianos
(positividad para receptor de transferrina y
LAMP-1) dependiente de la isoforma empleada
de esta GTPasa. Estos resultados demuestran
que, a diferencia de lo observado con Rab5, la
presencia de Rab7 constitutivamente activa o
dominante negativa no induce la maduraciéon de
los fagosomas micobacterianos, lo cual indica que
el bloqueo en los fagosomas MCP no se debe al
estado de activacion de esta enzima.

En otro estudio (86), la linea celular monocitica
THP-1 fue marcada con una sonda fluorescente
para los fagosomas que contenian perlas de latex,
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en presencia de BSA (control) o de fracciones
solubles provenientes de lisados totales de M.
tuberculosis o M. smegmatis. Luego de 2 horas,
se aislaron los fagosomas, se permeabilizaron y
marcaron para detectar Rab7 y LAMP-1 mediante
citometria de flujo. Se observé disminucion en la
adquisicién de estos marcadores de endosomas
tardios por los fagosomas de las células tratadas
con los lisados totales de M. tuberculosis,
comparados con el control y con la micobacteria de
crecimiento rapido. En general, los resultados de
estos estudios sugieren que Rab7 se recluta sobre
los fagosomas micobacterianos. Sin embargo,
comparativamente el porcentaje de expresion y
el nimero de moléculas por fagosoma parece ser
menor.

Con el estudio de la cinética de expresion vy
localizacién espacial de Rab7 en los fagosomas
de M. tuberculosis en macréfagos RAW264.7,
se ha encontrado que esta GTPasa es reclutada
transitoriamente por los fagosomas que contienen
la micobacteria viva y, posteriormente, es liberada
por mecanismos desconocidos. Se ha encontrado
que la mayoria de los fagosomas que contienen
la micobacteria expresan LAMP-2 de una forma
independiente de Rab7, mientras que lalocalizacion
de la catepsina D en estos compartimientos
depende de esta GTPasa.

Por lo tanto, la disociacion de Rab7 de los
fagosomas micobacterianos puede ser una de las
causas del bloqueo en la maduracién de estos
fagosomas (articulo en impresién. Seto S, et al.
Dissection of Rab7 localization on Mycobacterium
tuberculosis phagosome, Biochem Biophys Res
Commun. 2009. Doi:10.1016/j.bbrc.2009.06.152).
Estos resultados apoyan la hipétesis mencionada
anteriormente que sugiere que la maduracion de
los fagosomas se lleva a cabo, al menos, por dos
vias diferentes que permiten la adquisicion de
los componentes caracteristicos de endosomas
tardios y lisosomas.

El estudio de células J-774A.1 y RAW264.7
con aumento de la expressién de RILP silvestre
transfectan con las mutantes constitutivamente
activas (Q67L) y dominantes negativas (T22N),
demuestran que Rab7 se acopla a fagosomas
de perlas de latex y de M. bovis BCG vivo
independientemente de su estado de activacion. La
interaccion de RILP con Rab7 ocurre en fagosomas
con perlas de latex y M. bovis BCG inactivada con
gentamicina. En estos compartimientos predomina
la forma Rab7-GTP, que es significativamente
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reducida en los fagosomas de M. bovis BCG vivo,
los cuales presentan Rab7-GDP. Esto indica que
RILP se recluta, principalmente, por los fagosomas
que contienen la forma activa de Rab7. Estos
resultados se asocian con una actividad GTPasa de
Rab7 detectada en los filtrados de sobrenadantes
de cultivo de M. bovis BCG y M. tuberculosis
H37Ryv, y no de M. smegmatis (87).

Otras Rab durante la infeccion micobacteriana

Los trabajos aludidos anteriormente evidencian que
la maduracion de los fagosomas micobacterianos
se detiene entre los estadios controlados por Rab5
y Rab7; mas recientemente, se ha demostrado la
participacién de otras GTPasas en el bloqueo de la
maduracion de estos compartimientos, como Rab6,
Rab9, Rab11, Rab14 y Rab22. Debido a que M.
tuberculosis permanece por largos periodos dentro
de fagosomas de fagocitos y estos compartimentos
se caracterizan por ser estructuras dinamicas y
que reciben constantemente nutrientes, algunos
investigadores han estudiado si otras Rab,
ademas de Rab5, podrian estar involucradas en
este proceso.

La Rab11 regula el reciclamiento de receptores
desde endosomas tempranos hasta la superficie
celular; ademas, media el transito de proteinas,
como el receptor de tranferrina, desde endosomas
perinucleares hacia la membrana plasmatica (88,89).
En fagocitos mononucleares se ha observado que
Rab11 participa en la fusion de endosomas con la
membrana plasmatica durante la fagocitosis, hecho
que permite al macrofago disponer de una mayor
area de superficie celular para la interiorizacién
eficiente de agentes foraneos (90).

El estudio de las vacuolas que contienen M.
tuberculosis H37Rv en macréfagos derivados de
monocitos humanos, ha permitido observar que
éstos ni se acidifican, ni se fusionan con endosomas
tardios (expresion del MPR), pero acumulan Rab11
en sus membranas. Luego de 5 dias de infeccién,
45% a 65% de los fagosomas micobacterianos
retuvieron la expresion de esta GTPasa; este
hallazgo se ha asociado con acceso de los
compartimentos a la via de reciclaje y a nutrientes
(expresién de transferrina), y se ha encontrado que
estos fagosomas tienen ademas acceso a la via
biosintética (expresién de proteinas especificas
del RE, calnexina y Grp78/BiP) y comunicacién
con la via endocitica (mediante la adquisicion
de dextran). Asimismo, estos macréfagos son
permisivos para la replicacién micobacteriana (91).

Alteraciones de Rab durante infeccién micobacteriana

Otro reporte también ha demostrado la expresion
de Rab11 en fagosomas que contienen M. bovis
BCG, empleando macréfagos de raton (92).

En las células dendriticas derivadas de monocitos
humanos infectadas con M. tuberculosis, no se
observan ni acidificacién ni fusion de endosomas
tardios con lisosomas como en macréfagos. Sin
embargo, se ha encontrado que a las tres horas de
infeccion solo entre 10% y 15% de los fagosomas
micobacterianos expresan Rab11, tienen menos
acceso a la via biosintética (reclutamiento de
proteinas especificas del reticulo endoplasmico:
calnexina y Grp78/BiP) y a nutrientes (expresion
de transferrina), no hay replicacién micobacteriana
en estas células y logran activar linfocitos T (91).
Se sugiere que parte de la baja capacidad de
replicacion que tienen estas bacterias en células
dendriticas comparadas con macréfagos, se
debe a que las primeras restringen el acceso a
nutrientes, mediante una reducida comunicacién
con la via de reciclaje y biosintética, mientras en los
macrofagos esto puede darse de forma continua,
probablemente, por un efecto de Rab11.

La agrupacion de las Rab de acuerdo con su
topologia ha permitido identificar ocho grupos
posibles (I-VIII). Las proteinas pertenecientes a
cada grupo tienen un alto grado de similitud en su
secuencia de aminodcidos, lo cual se ha asociado
con similitudes funcionales y de localizacion
subcelular (31). Por esta razén, se ha estudiado
en los fagosomas micobacterianos de macro6fagos
RAW264.7 la expresion de los miembros del grupo
V al que pertenecen, ademés de la Rab5, las
subfamilias Rab21 y Rab22a.

Mediante el uso de microscopia confocal se ha
observado que los fagosomas que contienen BCG
o perlas de latex siguen una cinética similar para
la expresion de Rab21 y Rab5, mientras que se
han encontrado diferencias significativas en el
reclutamiento de Rab22a en estos fagosomas. Se
ha hallado que los fagosomas con M. tuberculosis
vivo reclutantempranamente y retienen la expresion
de Rab22a en sus membranas, al menos durante el
tiempo evaluado (3.000 segundos). Los macréfagos
a los cuales se les ha silenciado la expresion de
Rab22a mediante ARN de interferencia, han tenido
mayor maduracién de los compartimentos que
contienen M. tuberculosis vivo y han aumentado la
expresién de Rab7, mientras que los macréfagos
que sobre-expresan la mutante dominante
negativa (Q64L), han detenido la maduracion de
los fagosomas con M. tuberculosis muertas. Estos
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autores sugieren que la detencién en la maduracién
fagolisos6mica, asi como la adquisicién de Rab7 por
parte de los fagosomas micobacterianos, dependen
de Rab22a, y que éste podria ser un punto critico
para la conversion de Rab7 y en el avance hacia
compartimentos endosomicos tardios (93). Por
lo tanto, durante la infeccién micobacteriana, los
fagosomas en los que se encuentra la bacteria
reclutan grandes cantidades de Rab22a, lo que
previene la maduracién fagolisosémica.

La Rab14 se localiza en la via biosintética y de
reciclaje entre el aparato de Golgi y compartimentos
endosomicos en la linea celular HelLa y en células
de rinbn de rata (94), pero, en macréfagos de
raton, se asocia principalmente con endosomas
tempranos y participa en la fusiébn de estos
compartimentos con fagosomas y en la fusién
homotipica entre fagosomas (95). El seguimiento
de la expresion de Rab14 silvestre acoplada a
EGFP en los fagosomas que contenian M. bovis
BCG viva o muerta, han permitido observar que
esta GTPasa se recluta tempranamente luego de
la fagocitosis y se acumula en mayor proporcion en
los fagosomas que contienen la micobacteria viva
en comparacién con los que contienen la muerta.
Los compartimentos con la micobacteria viva
mantienen este aumento de la expresién durante
50 minutos, mientras la expresion de Rab14 en la
mayoria de los fagosomas que contenian el bacilo
muerto fue solamente transitoria (menos de cinco
minutos).

La importancia de Rab14 en el bloqueo de la
maduracion de estos compartimentos se ha
estudiado en macrofagos deficientes en la
expresion de esta molécula, mediante el uso de un
ARN de silenciamiento o de lineas celulares que
expresan la mutante dominante negativa (S25N y
N125l) de esta GTPasa. Con estas condiciones, se
ha encontrado que los fagosomas que contienen la
micobacteria maduran a compartimentos acidos e
hidroliticos; mientras que elaumento de la expresién
de la isoforma de Rab14 silvestre o la mutante
activada constitutivamente (Q70L) previenen la
maduracioén fagolisosémica en los compartimentos
que contienen la micobacteria muerta (95). Por lo
tanto, se concluye que la Rab14 juega un papel
en la inhibicién de la fusién fagolisosémica durante
la infeccion micobacteriana y se postula que esta
GTPasa contribuye al mantenimiento de estos
fagosomas en un estadio inmaduro mediante
fusion continua de estos compartimientos con
endosomas tempranos.
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La expresién de otras Rab también se encuentra
comprometida en los fagosomas micobacterianos,
como es el caso de la Rab9, la cual, al igual que
Rab7,seasociaprincipalmenteconcompartimientos
endociticos tardios. Esta Rab participa en el
transito de proteinas desde la red trans-Golgi y
tiene un papel en el reciclamiento del MPR (96,97).
A diferencia de lo que ocurre con perlas de latex,
se ha observado ausencia en la expresion de Rab9
en las fagosomas que contienen M. tuberculosis
luego de una'y 24 horas de infeccion (66). Ademas,
estos resultados se relacionan con la ausencia
de reclutamiento de la SNARE sintaxina 6 (66) y
Rab6 (91) por los fagosomas micobacterianos, las
cuales también participan en el transito vesicular
entre el trans-Golgi y la via endocitica. Estos
resultados sugieren que existe una alteracion en
la comunicacién directa entre los compartimentos
que contienen la micobacteria y la via biosintética
de la células y, que ésta podria corresponder a una
via simultanea de maduracién de los fagosomas.

Panorama general y perspectivas

Al comparar el trénsito de otras organelas
endociticas y exociticas, el papel de las Rab en el
transporte de los fagosomas es menos claro, pero
el estudio de diversos modelos celulares como la
infeccion micobacteriana, ha permitido dilucidar la
participacién de diferentes Rab en este sistema y
ha permitido definir alteraciones en la expresién,
activacion y recambio de estas GTPasas durante
la infeccion de fagocitos mononucleares.

En resumen, se ha observado que los fagosomas
micobacterianos retienen la expresion de GTPasas
activas caracteristicas de endosomas tempranos
y de reciclaje, como son Rab5, Rab22a, Rab14
y Rab11. También, se observa ausencia o baja
expresion de GTPasas de endosomas tardios y
de vesiculas provenientes de la via biosintética,
como Rab7, Rab9 y Rab6 (figura 7). Este fenotipo
se ha asociado con la adaptacién de las bacterias
al nicho intracelular, la modulacién e inhibicién
de la maduracion de los fagosomas, haciéndolos
compartimientos débilmente acidos, no hidroliticos,
y previniendo la activacién de los mecanismos
efectores que llevan a su destruccion, pero, al
mismo tiempo, teniendo acceso a nutrientes y
oligoelementos esenciales para su metabolismo,
replicacién y probable escape al citoplasma.

Sin embargo, el panorama es complejo, ya que al
analizar los resultados en conjunto es imposible
clasificar a los fagosomas micobacterianos como
estrictamente tempranos o como no tardios,
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debido a que expresan marcadores de endosomas
tempranos y de reciclaje pero, al mismo tiempo,
dejan de expresar marcadores tipicos de estos
compartimientos, como el EEA-1, y pueden llegar
a expresar moléculas de endosomas tardios y
lisosomas como Rab7 y LAMP-1 (figura 7).

Por lo tanto, los fagosomas micobacterianos
corresponderian a compartimientos especializados
acondicionados por la micobacteria y para ella,
con comunicacién con diferentes componentes
de la via endocitica, biosintética y de reciclaje,
que presentan cierto grado de inmadurez porque
tienen baja actividad hidrolitica. Para esto, la
micobacteria debe controlar diferentes aspectos
de la maduracion del fagosoma vy regular
especificamente la adquisicion de los elementos
que conforman este compartimiento, como seria
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Alteraciones de Rab durante infeccién micobacteriana

el reclutamiento directo de proteinas del citosol, la
fusion parcial o total con endosomas de reciclaje,
tempranos o tardios, la adquisicién de componentes
provenientes directamente desde la via endocitica
y los complejos proteicos que son eliminados por
eventos de fision, entre otros.

Apesar de haberse definido un patrén de expresion
y activacion de algunas Rab en los fagosomas
micobacterianos, aln es incierto si este fenotipo es
el responsable de la inhibiciéon en la maduracién
fagosomica o si es sélo una consecuencia de otros
elementos operantes. Actualmente, se desconoce
como la infeccion modula todo este sistema y no
se han logrado definir los mecanismos exactos
por los cuales la micobacteria altera la dinamica
de expresion y activacion de estas GTPasas. A
diferencia de lo que ocurre con otras bacterias
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Figura 7. Esquema que propone cdmo se espera que sea la expresion de las proteinas Rab en el fagosoma micobacteriano.
Teniendo en cuenta el patron de expresién de diferentes Rab y otras moléculas en los fagosomas que contienen M. tuberculosis,
se postula que estos compartimientos tienen una comunicacion aumentada y continda con endosomas de reciclaje y endosomas
tempranos (flecha con linea continua), exceptuando el acoplamiento del EEA-1 (linea con cabeza roma). También, se propone la
hipétesis de que parte de las Rab que se expresan en estos fagosomas provienen del reclutamiento directo a partir del citoplasma
(flecha con linea discontinua). Por otro lado, estos compartimientos tienen algin grado de comunicacién con endosomas tardios
(flecha con linea discontinua), pero no lo tienen con lisosomas y vesiculas con comunicacion directa con la via biosintética (linea
con cabeza roma). Las alteraciones descritas en la via de sefializacion acoplada al calcio (linea con cabeza roma) en los fagosomas
micobacterianos tienen un papel bien establecido en la inhibicion de la maduracion fagolisosémica y pudieran estar participando,
ademas, en las alteraciones observadas en el reclutamiento y activacion de las Rab.
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como Legionella spp., con M. tuberculosis, a
excepcion del ManLAM, no se conocen factores
de virulencia que afecten a las Rab o a sus
proteinas efectoras. Por lo tanto, parte de los
aspectos que se deben estudiar en el futuro son
los componentes microbianos, factores liberados
o productos del metabolismo micobacteriano que
afecten directamente a las Rab, o a las proteinas
reguladoras de la funcién de estas GTPasas, como
son las REP, GDI, GEF y GAP.

Se ha descrito, como ocurre con Listeria spp. (98),
que M. tuberculosis escapa del fagosoma al citosol
en fagocitos mononucleares (45). Sin embargo,
se desconocen los mecanismos moleculares
que gobiernan dicho escape, asi como la forma
como se replica el bacilo en este sitio y cudl seria
su implicacién en la presentacion cruzada de
antigenos micobacterianos a los linfocitos T CD8+.
El reclutamiento de las Rab por el fagosoma
micobacteriano y su estado de activacién podrian
jugar un papel en la salida de las micobacterias
al citosol, ya que la inhibicion de la maduracién
fagolisosébmica es un requisito para dicho escape
(45).

Todavia se desconocen las vias de sefializacién
implicadas en el reclutamiento y activacion de las
Rab por los fagosomas, las cuales podrian alterarse
durante la infeccién con M. tuberculosis. Se ha
postulado la existencia de diferentes factores de
virulencia y enzimas liberadas por la micobacteria
que modulan la maduracién de los fagosomas v,
para el caso particular de las Rab, parecen afectar
mas la capacidad de estas GTPasas de interactuar
con sus proteinas efectoras, que alterar su propia
incorporacion a los fagosomas y su estado de
activacién. Por ejemplo, se ha caracterizado el
defecto en el reclutamiento y funcién de proteinas
que interactdan directamente con Rab5: la PI3K y
el EEA-1. Se ha demostrado que el ManLAM de la
pared de la micobacteria impide el reclutamiento
de EEA-1 e inhibe la activacién de la VPS34,
porque altera entre otros el incremento en el
calcio del citosol observado durante la fagocitosis
(64,66,99).

Debido a que no se cuenta con ratones deficientes
de las Rab mencionadas en este articulo, se
desconocen las implicaciones biol6gicas de las
mismas en lainfeccién micobacteriana in vivo, como
son la supervivencia y replicacién de la bacteria,
la formacion del granuloma vy, la patogénesis y
evolucion de la enfermedad. Ademas, ya que la
mayoria de los estudios funcionales de las Rab
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se han realizado en células transfectadas, se
requiere de mesura al momento de interpretar los
resultados, porque si bien las tranfecciones se
consideran una aproximacion valida al problema,
su alcance se limita por el hecho de que los niveles
de proteinas expresados no reflejan los fisiolégicos
de las células.

En los estudios mas recientes de las diferentes
Rab, los investigadores han sopesado parte de
este problema, implementando otras metodologias,
como el ARN de interferencia, que inhibe con cierta
especificidad la expresién de la Rab seleccionada.
Sin embargo, se debe tener en cuenta que estas
aproximaciones experimentales son sistemas
aun en desarrollo y, por lo tanto, todavia no se
consideran métodos completamente eficientes y
suficientemente validados.

Durante los Ultimos afios no se les ha dado
suficiente atencién a los lipidos como reguladores
de la fagocitosis y de la maduracién de los
fagosomas (100). Lipidos como los fosfoinositoles,
la fosfatidilserina, el &cido fosfatidico y el colesterol,
entre otros, son requeridos como sustratos vy
como activadores de enzimas responsables de
la generacion de segundos mensajeros. Se ha
observado, por ejemplo, que fagosomas que
contienen perlas de latex o eritrocitos opsonizados
con IgG, presentes en macréfagos RAW264.7
tratados con un compuesto que bloquea la salida
del colesterol de endosomas y lisosomas, tuvieron
unamaduraciéntemprananormal, yaque reclutaron
Rab5 y EEA1, pero no se asociaron con lisosomas
ya que, a pesar de que se observd reclutamiento
de Rab7, este permanecié en un estado inactivo
(101).

El glucolipido de la micobacteria ManLAM, pero
no el PIM, es en parte responsable de la inhibicién
de la maduracion del fagosoma que contiene M.
tuberculosis (65). Se ha observado que bacterias
muertas por mecanismos que no alteran la
conformacién de la pared bacteriana y la estructura
del ManLAM (como, por ejemplo, la radiacion
gamma) siguen inhibiendo dicha maduracion
(65). Teniendo en cuenta el alto contenido
lipidico de la micobacteria y el hecho de que el
contenido de lipidos del fagosoma puede afectar
el reclutamiento, anclaje y recambio de las Rab,
es importante reorientar los estudios en esta area
para determinar si otros componentes lipidicos de
la micobacteria, ademas del ManLAM, influencian
directa o indirectamente la presencia de Rab en
estos compartimientos.
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El panorama de lo que ocurre con estas
GTPasas en los fagosomas en presencia de la
micobacteria, podria estarse enmascarando por la
heterogeneidad de las estrategias experimentales,
dado que la mayoria de los estudios han evaluado
la participacion individual de las Rab durante la
infeccion micobacteriana o lo han hecho empleando
diferentes micobacterias, modelos celulares vy
tiempos de infeccion. Por lo tanto, se necesitan
mas estudios que evallen al mismo tiempo la
funcion, el estado de activacion y el reclutamiento
de diferentes Rab, cuando una de ellas es
modificada o inactivada, con el fin de determinar
si la alteracion de una Rab que se asocie con los
fagosomas tempranamente, cambia o altera la
expresioén o funcién de otras Rab.

Otro aspecto que se debe tener en cuenta es que
cada fagosoma se considera una entidad Unica
y la heterogeneidad de los fagosomas ha sido
evidente en diversos estudios. Se conoce que
segun el receptor involucrado hay mecanismos
diferenciales en términos de la capacidad efectora,
es decir, la formacién y maduracion de estos
compartimientos depende de la biologia del
receptor fagocitico, de la sefal que éste traduzca,
del rearreglo del citoesqueleto, del transito de
membrana y del transporte de iones, entre otros
(11). Desde el mismo reconocimiento, segun los
receptores involucrados, los fagosomas presentan
heterogeneidad en diferentes componentes como
las proteinas cinasas, fosfatasas, GTPasas y
enzimas modificadoras de lipidos, entre otros.
Por lo tanto, el patrén de expresion y activacion
de las Rab en los fagosomas micobacterianos
podria estar difiriendo, dependiendo del receptor
fagocitico empleado.

Teniendo en cuenta que mas de 60 Rab han sido
identificadas en los humanos, podrian existir
mas de estas enzimas, asi como otras proteinas
efectoras de Rab acopladas a los fagosomas,
que podrian estar alteradas durante la infeccidon
micobacteriana. Por ejemplo, existen otras Rab
de las que se tiene poca informacion funcional
pero que se han asociado con las membranas
fagosdémicas y que todavia no se han estudiado en
lo fagosomas micobacterianos, como son Rab3 y
Rab10. Ademas, se han reportando alteraciones
de otras Rab, principalmente disminuciéon de la
expresion de Rab33a, en linfocitos T de pacientes
con tuberculosis comparados con controles sanos
(102). Esto sugiere que el efecto de la infeccién
sobre estas GPTasas no se restringe solo a los
fagosomas o a los fagocitos mononucleares,
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siendo posiblemente un efecto sistémico méas de
la infeccion.

El estudio continuo de como patégenos, como M.
tuberculosis, regulan el reclutamiento o exclusion
de las Rab, es clave para el entendimiento completo
de las vias de transito celular que gobiernan la
fagocitosis. Igualmente, el entendimiento de los
mecanismos utilizados por las micobacterias
para perturbar el ciclo de activacion de las Rab
es indispensable para comprender mejor la
fisiopatologia de esta infeccion, y para utilizarse
como blancos putativos en el desarrollo de nuevos
farmacos con potencial efecto antituberculoso.
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