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RESUMEN

La tuberculosis (TB) es una de las tres principales enfermedades infecciosas a
nivel mundial, junto con el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) y la
malaria. La TB afecta aproximadamente a una tercera parte de la poblacion
mundial y recientemente se ha presentado un incremento en la incidencia de la
infeccion, principalmente en regiones endémicas y en paises en donde se

pensaba que la TB habia sido controlada.

Actualmente no estan bien definidos los factores que afectan en la etiopatogenia,
pero se piensa que la capacidad de invasion y adaptacién de Mycobacterium
tuberculosis (M.tb) a su célula huésped, son factores que definen la epidemiologia
actual de la infeccién. La existencia de genotipos muy prevalentes como el Beijing,

es posiblemente una consecuencia del uso masivo de la vacuna BCG.

Para identificar algunos de los antigenos que pudieran involucrados en la
persistencia de la micobacteria, en éste trabajo se analizé la expresién diferencial
de proteinas entre un aislamiento muy prevalente y otro poco prevalente,
encontrandose 60 proteinas expresadas diferencialmente en el aislamiento Sud31,
de las cueles se identificaron 5 proteinas que correspondieron a CPF10, Ag85B,
TRX, TF y una chaperona hipotética. La sobreexpresién de CPF10 en sud31
posiblemente esté involucrada en la alta virulencia de este asilamiento, ademas de
que es dos veces mas resistente a la degradacion en los lisosomas que el
aislamiento Sud23.

xiii
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1.-INTRODUCCION.
GENERALIDADES.

La tuberculosis (TB) es una enfermedad crénica que afecta principalmente a los
pulmones, también puede afectar a los rifiones, huesos, ganglios linfaticos y
cerebro. Los principales sintomas de la enfermedad son: tos, pérdida de peso y
apetito, fiebre, fatiga y dificultad para respirar.!"

La TB es causada por el bacilo Mycobacterium tuberculosis (M.tb), el cual
pertenece al orden de los actinomicetales (bacterias con forma de hongos) y son
consideradas formas de transicién entre las eubacterias (bacterias verdaderas) y
los hongos.I"" EI género Mycobacterium spp. es responsable de dos de las
enfermedades mas temidas en la historia de la humanidad: la tuberculosis y la
lepra. La TB es reconocida clinicamente mucho de antes que Robert Koch
anunciara el descubrimiento del agente etioldgico a la sociedad de fisiologia de
Berlin, el 24 de marzo de 1882. Koch logro aislar y cultivar al germen causante de
la tuberculosis, y describi6 la técnica de tincion que conocemos actualmente como
tincién de Zeel-Neelsen y que es, en esencia, el método original de Ehrilch en el
cual las bacterianas que son tefiidas reciben el nombre de bacilos acido alcohol-

resistentes.?

Las micobacterias son bacilos delgados, rectos o ligeramente curvos con extremos
redondos, que miden de 1 a 4 ym de largo por 0.2 a 0.5 ym de ancho (Figura 1).
En ocasiones se tifien irregularmente y se observan espacios claros o granulos
fuertemente tefiidos. Algunas cepas en medio liquido crecen formando verdaderos
cordones, son acidos alcohol-resistentes, inméviles, no esporulados y no poseen
capsula. Tienen una pared celular que contiene un peptidoglicano y

mesodiaminopimelico, arabinosa y galactosa.!™
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Figura1.-Micrografia electrénica del bacilo
de Mycobacterium tuberculosis.

Un aspecto importante de las micobacterias es su alto contenido de lipidos, que
llega a representar hasta el 60% del peso himedo del bacilo, lo que le da la
caracteristica hidrofébica a la célula. Entre los lipidos de la pared celular estan la
cera D y los glicolipidos (micosidos), teniendo como componente principal a los

acidos micdlicos cuya formula general es:
R—HC—OH—HC—R1—COOH

R—alrededor de 60 atomos de carbono y 1
atomo de oxigeno R1-C24H49 para cepas que

causan enfermedad en humanos y bovinos."?

Existen 5 especies de micobacterias muy relacionadas, que se clasifican dentro
del denominado complejo Mycobacterium tuberculosis:

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium africanum

Mycobacterium microti

Mycobacterium canetti

Mycobacterium bovis.
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M. tuberculosis se transmite principalmente por via aérea y a la fecha no se
conocen reservorios animales. Otra especie causante de TB en humanos es M.
bovis que puede penetrar la mucosa gastrointestinal o invadir el tejido linfatico de
la orofaringe, cuando se ingiere leche que contiene gran cantidad de estos
microorganismos; aunque también se puede transmitir por via aérea y causar una

enfermedad indistinguible de la causada por M. tuberculosis. [

M. tuberculosis ha evolucionado para ser un patégeno intracelular en el cual se
han desarrollado diversos mecanismos para evadir a la respuesta inmune y
sobrevivir en las células del hospedero; entre otras algunas de las mas
importantes son:
1) prevenir la apoptosis de los macréfagos alveolares para poder persistir
dentro de su nicho
2) inducir la apoptosis de linfocitos Tyd
3) inhibir la fusién y maduracién del fago-lisosoma
4) captar hierro intracelular para favorecer que el fagosoma permanezca en
la via de reciclaje endosomal
5) inducir una disminucién de las moléculas MHC |l para prevenir la

presentacion de antigenos y activaciéon de células del sistema inmune.?
5, 6]

EPIDEMIOLOGIA:

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) declaré en 1993 a la TB como una
enfermedad en estado de re-emergencia, debido a su asociacién con el SIDA y el
incremento en el nimero de casos de multifarmacorresistencia (MFR), ademas de
que se estima que un tercio de la humanidad esta infectada pero no enferma por

M. tuberculosis (Tuberculosis latente).
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La TB es una de las enfermedades con mayor mortalidad en el mundo. La OMS
estima que cada afio ocurren mas de 8 milones de nuevos casos v,

aproximadamente, 3 millones de muertes por esta enfermedad. El 99% de los

casos ocurre en paises en vias de desarrollo, principalmente en las regiones del
sureste de Asia y la regién del sub-Sahara en Africa, en las que se llegan a
reportar hasta 700 casos por cada 100,000 habitantes. La mayor tasa de
mortalidad se registra en la regién sur de Africa, debido al sinergismo de la TB con

la infeccion por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH).“!

Segun estimaciones de la OMS, la regién de Asia Sudoriental presenté el mayor
numero de nuevos casos de TB, correspondiéndole el 34% de la incidencia
mundial en 2005. Sin embargo, la tasa de incidencia estimada en el Africa
subsahariana es casi el doble que en la region de Asia Sudoriental, con cerca de
350 casos por cada 100,000 habitantes. ]

En México, de acuerdo con la informacidn disponible en el Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemiolégica (SINAVE), se ha presentado una disminucién en la
incidencia de la enfermedad, aunque la tuberculosis contintia presentandose con
més de 17 mil casos nuevos y cerca de 2 mil defunciones cada afio, afectando
principalmente a la poblacién econémicamente activa lo que representa un
impacto para los paises en vias de desarrollo como México, donde la edad

promedio de muerte por este padecimiento es de 54 afios.[”

Para el afio 2007, la informacion preliminar de la Plataforma tnica de Tuberculosis
sefialé que se registré una tasa de 16.3 por cada 100 mil habitantes de TB en
todas sus formas (17,143 casos nuevos), lo que refleja una disminucién del 11%
respecto a la tasa registrada en el afio 2000, cuando se identificaron 18,434 casos
con una tasa de 18.3 por cada 100 mil habitantes. Del total de casos notificados
en el 2007, la forma mas frecuente fue la TB pulmonar, al registrarse una tasa de
13.5 (14,422 casos nuevos), presentando una disminucidn del 8% respecto a los
15,649 casos del 2000.™
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Al cierre del 2006 y con base a los casos publicados por el boletin de
Epidemiologia de la Segretaria de Salubridad y Asistencia, los estados con mayor
incidencia de TB son Veracruz, Baja California y Guerrero (Fig. 2).

Por entidad federativa

[] so5-1880
1861 -325¢
3255-40.28
[ s620- 0000

Fugnts: Sistema Uruco de Informacién para la Vigilancia Epiderruolégica/ txig/ssa.
& Inchuye tuberculosis del aparato respiratorio, tuberculosis meningea y tuberculosis otras formas.
* Tasa por 100 000 habitantes.

Figura 2.-Incidencia de tuberculosis en México."!

Mundialmente la tuberculosis es una de las principales enfermedades infecciosas
por su alto impacto en la salud, lo que ocasiona pérdidas millonarias al afectar a
los sujetos en la etapa mas productiva de la vida. El riesgo de infeccion de un
individuo susceptible es alto si se encuentra en contacto prolongado, en un
ambiente cerrado, y con una persona con tuberculosis pulmonar cuya baciloscopia
de esputo es positiva; el riesgo disminuye en los casos con baciloscopia negativa
y es aun menor en los casos de tuberculosis extra pulmonar. Si tenemos en
cuenta que por cada paciente bacilifero se infectan entre 10-20 personas por afio,

y de esas personas un 10% puede enfermar, es apremiante la toma de decisiones
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de caracter preventivo para disminuir la morbi-mortalidad por esta enfermedad
(tabla 1).1!

incidencia prevalencia
namero (miles)

Region de la

o . -
OMS (% del total Numero (miles)

mundial)

Africa 2,529 (29) 3,773
Las Américas 352 (4) 448
Mediterraneo

Oriental 25 Sa1
Europa 445 (5) 525
Asia Sudoriental 2,993 (34) 4,809
Pacifico

Occidental 1,927 (22) 3,616
Mundo 8,811 (100) 14,052

Tabla 1.-Incidencia y prevalencia por TB cada 100,000 habitantes, 2005
(Incidencia - numero de nuevos casos registrados en un periodo
determinado; prevalencia - nimero de casos en una poblacién en un
momento determinado)

Tuberculosis farmacorresistente

Actualmente, se ha documentado la existencia de cepas resistentes a algin
farmaco, y lo que es mas importante, ya se conocen cepas resistentes a todos los
farmacos antituberculosos de primera linea. La TB farmacorresistente se
desarrolla como consecuencia de un tratamiento parcial o anémalo, cuando el
paciente incumple el tratamiento al mejorar su sintomatologia, las pautas
terapéuticas dictadas por el personal sanitario son erréneas o el suministro del

farmaco no esta garantizado. 89
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VIH y tuberculosis

La infeccién por el VIH y tuberculosis constituyen una combinacion letal, ya que se
potencian mutuamente. La infeccion por el VIH debilita el sistema inmunolégico y
ante una infeccién con M. tuberculosis, una persona VIH-positiva tiene muchas
mas probabilidades de enfermar de TB que alguien VIH-negativo
(aproximadamente 50% mas). La TB es una importante causa de mortalidad en la
poblacién VIH-positiva. En Africa, la infeccion por el VIH es el factor aislado que
mas ha contribuido al aumento de la incidencia de tuberculosis desde 1990
(Figura3)."%

Figura 3.- incidencia mundial de TB en relacién a VIH en el 2000!"”!
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EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE LA TUBERCULOSIS

El estudio molecular y la secuenciacién del genoma de la cepa H37Ry, han
permitido identificar marcadores genéticos de utilidad para el anéli-sis
epidemioldgico de aislados de M. tuberculosis. Entre éstos, la secuencia de
inserciéon 1IS6770 es una de las mas utilizadas, por encontrarse en un nimero
variable (0-26) de copias entre las cepas del complejo M. tuberculosis. "' 12 Sin
embargo, la ausencia de este elemento en algunos aislados clinicos, sumado a la
necesidad de cultivo y las complicaciones técnicas de este procedimiento,
cuestionan su utilidad como marcador para estudios genéticos moleculares.!® ™
La secuencia de insercion 1S6110, es miembro de la familia de secuencias de
insercién 1S3 originalmente descritas en E. coli y Shigella spp., el elemento 1S6110
fue aislado inicialmente del cromosoma de M. tuberculosis (Therry et al, 1990) y
dependiendo de la especie donde se encuentra se le denomina 1S6110 (M.
tuberculosis), 1S986 (M. smegmatis) o 1S987 (M.bovis), diferenciandose solo en

unos pocos pares de bases (pb).!* % 1%

La secuencia de insercién 1IS6110 es un segmento de aproximadamente 1360 pb y
se han encontrado cepas cuyo contenido de copias va de 0 a 5, donde los
estudios moleculares, como el analisis de polimorfismos de longitud en fragmentos
de restricciéon (RFLP), han sido insuficientes para distinguir entre M. tuberculosis y
M. bovis. Esto ha llevado a la utilizacion de otros marcadores genéticos
alternativos como lo son DR, PGRS y GTG (Tabla 2).

El analisis del polimorfismo de los fragmentos de restriccion (RFLP) de M.
tuberculosis, utiliza como sonda el elemento repetitivo 1S6110 y es el mas
empleado para la caracterizacion del bacilo de la tuberculosis, con él se obtienen
patrones de banda de los fragmentos de ADN de tamarios especificos que

constituyen la huella tnica que varia de una cepa a otra. ' 14



Fernando Vargas R

METODOS DE TIPIFICACION MOLECULAR

-
-
-

Genera un numero de elementos informativos

AL altamente polimoérficos

Amplifica una region po

ESPOLIGOTIPO (DR). presente en un locus cromosomal particular
del genoma del bacllo

Tabla 2.- Métodos de tipificacion molecular!'® 7

Espoligotipificacion

La técnica de spoligotyping (del inglés: spacer oligonucleotide typing), esta basada
en la presencia o ausencia de alguna de las 43 secuencias espaciadoras
localizadas en la region “Directa Repetida” (DR) de M. th, es muy util como
herramienta en investigaciones epidemioldgicas y para el desarrollo de programas
de prevencién. Este procedimiento es ventajoso porque permite rastrear y
comparar rapidamente el genotipo con los existentes en la base de datos

internacional SpolDB4. 16 17]

En este método se aprovecha el alto grado de polimorfismo del locus DR de M.
tuberculosis. Dicho locus contiene repeticiones directas de 36 pares de bases,
separadas por secuencias no repetitivas de 34-41 pares de bases, y las cepas
varian tanto en el numero de repeticiones directas como en la presencia o
ausencia de algunos de los espaciadores. En el método de espoligotipificacion las
secuencias conservadas de las regiones DR se emplean como diana para la

amplificacion por PCR, y se aprovecha la alta variabilidad en las regiones
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espaciadoras para obtener diferentes patrones de hibridacién de dicho producto
amplificado contra oligonucleétidos espaciadores sintéticos que se fijan

covalentemente a una membrana de nitrocelulosa. [* 18

La regién DR de M. bovis BCG contiene 49 copias de regiones DR de 36 pb, que
estan separadas por secuencias heterogéneas de 35 a 41 pb (Figura 4). En el
centro de dicha regién, se integra la 1S6110, encontrandose en una localizacion
Unica dentro del cromosoma, la cual fue descubierta al obtener la secuencia que
flanquea a 1S6110.1""

El locus DR es considerado un punto caliente o “hot spot”, para la insercion de la
IS6110, dado que siempre contiene dicha secuencia, incluso en aquellas cepas
con escaso numero de éstas. La amplificacion del espaciador 31 por esta técnica,
permite la diferenciacion de las familias Harlem y Beijing de M. tuberculosis,

ambas de gran importancia epidemiolégica.

Figura 4.-Estructura del locus DR en el genoma de M. tuberculosis
H37Rv y M. bovis BCG P3. Los rectangulos representan las
secuencias de 36 pb en la regién directa repetida (DR).
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Genotipo Beijing
En los inicios de 1990 se identificé una cepa resistente a multiples farmacos en
Nueva York, esta cepa se designé como “W”, la cual se ha asociado con brotes de

TB y con muchas muertes en varias partes del mundo.??% 2"

En 1995, un estudio epidemiolégico permitié identificar patrones de mutacién
similares en una larga proporcién de cepas de M. tb en la provincia de Beijing,
China; por lo que este patron fue designado como genotipo Beijing, el cual se ha
reportado en muchas poblaciones en el mundo (Figura 5), generalmente asociado

a brotes epidémicos o casos de MDR.2% 21

El genotipo Beijing, incluye variantes del asilamiento W y una de sus
caracteristicas es el tener una secuencia de inserciéon 1S6110 en el locus dnaA-
dnaN. Todas las cepas de la familia W comparten espoligotipo con la familia
Beijing.” % Esta cepa esta ampliamente distribuida, sobre todo en Asia, donde
es predominante, pero también en Europa, Estados Unidos, Sudamérica, paises
del Caribe y Africa®®. Se ha comprobado por spoligotyping que la cepa W,
detectada en la década de 1990 en EE.UU. y que caus6é brotes con
multirresistencia, es una rama evolucionada de las cepas de genotipo Beijing, por
lo que se ha establecido la existencia de la familia Beijing/W!"2.

El predominio de las cepas Beijing en muchas regiones puede indicar que tienen
una ventaja selectiva sobre otras cepas. Estas cepas de M. tuberculosis muestran
una mayor capacidad para replicarse en los macréfagos humanos y éste podria
ser el mecanismo para su mayor propagacion. Sin embargo, este tipo de hallazgos
puede deberse no sélo a una mayor virulencia, sino también a la distinta
inmunogenicidad, a distinta transmisibilidad, a un crecimiento diferente o a

caracteristicas de la poblacion expuesta[26].

Aunqgue no de forma constante, la cepa Beijing se ha asociado en varios estudios

a resistencia a farmacos. Varias cepas de la familia Beijing se han asociado con

11
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multi-drogo-resistencia (MDR). Sin embargo, no se conoce cual es la prevalencia
real de las cepas Beijing, dentro de las multi-resistentes. Un estudio en Rusia
mostré que el 66.6% de los casos de MDR correspondian a cepas Beijing, en la
India esta proporcién es de 35% y 39% en Alemania®”.

En algunos casos hay cepas que tampoco responden a los farmacos de segunda
linea lo cual ha generado un fenémeno llamado extrema multi-drogo-resistencia
(XDR). Estos casos XDR han sido informados principalmente en paises Africanos
usualmente en coinfeccién TB-Vih/Sida. Del total de casos MDR reportados a nivel
mundial el 7% son XDR. 45 paises reportan casos XDR?"
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Figura 5.- Mapa de distribucién del genotipo Beijing en el mundo.?"

Transmision de M. tuberculosis.

La tuberculosis se transmite de persona a persona a través del aire por pequefias
gotas de saliva de 1 a 5 um denominadas aerosoles y que pueden contener de 2 a
3 bacilos viables de Mycobacterium tuberculosis, estas gotas al ser tan pequefias
pueden mantenerse suspendidas en el aire por largos periodos de tiempo, lo que

favorece su inhalacién por sujetos sanos. (Figura 6). Estos aerosoles son

12
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producidos al hablar, toser o expectorar. Los bacilos, una vez inhalados, pueden
alcanzar los alvéolos pulmonares, donde son fagocitados y la infeccién en la

mayoria de los casos es eliminada o en su defecto, contenida (90%). 2 %28

Figura 6.- Infeccién entre individuos con M.tb.

Entrada de M. tuberculosis al macréfago.

M. tuberculosis llega a los alvéolos donde entra en contacto con los macréfagos
alveolares (MA) que constituyen la primera linea de defensa en el pulmén. Este
contacto inicial es crucial y definira el control de la infeccién, o bien, el desarrollo
de la enfermedad.!"¥

Se ha descrito que los bacilos de la tuberculosis pueden entrar a macréfagos
uniéndose a una variedad de receptores del huésped incluyendo a los receptores
Fey (FcyR), los receptores de complemento como CR1 y CR3/CR4 (con o sin
opsonizacion), los receptores de manosa; los receptores de proteinas

surfactantes, y los receptores tipo “scavenger” .

Ademas, los miembros de la familia de los “Toll-like receptors” (TLR) o receptores
tipo “Toll”, han sido implicados en la activacion de macréfagos por productos

bacterianos tales como lipopolisacaridos y peptidoglicanos. Se ha demostrado, in

13
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vitro, que la lipoarabinomanana (LAM) induce sefializacion intracelular via TLR2 y
TLR4. Se sabe que algunos de los productos de secrecion de M. tuberculosis
sirven como ligandos que son capaces de activar NF-kp a través de TLR2 y
TLR4, mientras qﬁe los bacilos muertos por calor sélo lo hacen via TLR4.5%

Un macréfago activado que ha fagocitado un bacilo de M. tuberculosis puede
activar eficientemente sus mecanismos bactericidas para eliminar al bacilo dentro
de los fagolisosomas. Los constituyentes téxicos encontrados dentro de estas
vesiculas &cidas incluyen hidrolasas lisosomales; radicales libres del oxigeno
(ROI) tales como H;0; y O, radicales libres del nitrégeno (RNI) como éxido
nitrico (ON) y nitritos (NO2). B" * La produccién de los RNI en macréfagos
murinos es un importante mecanismo efector contra una gran variedad de
patégenos. ElI ON es liberado enzimaticamente a partir de la L-arginina por la
enzima 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS). A altas concentraciones el ON es
citotoxico y contribuye significativamente a la muerte intracelular y extracelular de
microorganismos. Las citocinas como el TNFa y el INFy actuan como poderosos
moduladores de la sintesis de los RNI por macréfagos al activar a iNOS, pero IL-
4,IL-10 y TGFB son supresores de ésta.*"

Si las células del sistema inmune logran destruir a los bacilos de manera eficiente
y rapida, no se presenta ninguna sintomatologia y la infeccién es controlada, en
cambio, si los bacilos logran multiplicarse, la TB primaria se desarrollara de
manera franca y rapida. Se habla de una TB secundaria o de latencia (TBL)
cuando las bacterias tienen un crecimiento lento o inactivo que no produce
sintomatologia. El 15 al 20% de los casos de TB activa se presentan cuando hay
una reactivacion de estas bacterias debido a un estado de estrés o

inmunosupresion. 2% 33

Respuesta inmune.
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Algunos componentes de la micobacteria como LAM, la lipoproteina de 19 kDa y
glicoproteinas, al unirse al TLR2 de los macréfagos inducen la producciéon de
moléculas como IL-1, FNT-a y ON que activan sefales intracelulares para la
produccién de proteinas involucradas en la respuesta inmune. Posterior a la
fagocitosis de M. tuberculosis se inicia la formacién del fago lisosoma que es un
proceso dindmico encaminado a destruir al bacilo por los mecanismos bactericidas
y proteoliticos, con la consecuente generacién de péptidos que son acoplados a
moléculas del complejo principal de histocompatibilidad tipo | (MCH 1) y
presentados por los macréfagos a linfocitos TCD8+, o bien, acoplados a moléculas
del complejo principal de histocompatibilidad tipo Il (MCH Il) y presentados a los
linfocitos T CD4+.

Por su parte los antigenos de naturaleza glicolipidica (fosfatidii mandsidos,
lipoarabinomananas, acidos micdlicos y hexosil-1- fosfoisoprenoides) son
acoplados con moléculas CD1 y presentados a los linfocitos CD8+ y dobles
negativos (CD4-CD8-).**! El proceso de presentacion de antigenos constituye un
paso importante en la transicion de la respuesta inmune innata a la respuesta
inmune adaptativa, que se basa en el reconocimiento especifico de antigenos por
los diferentes tipos celulares que se activan y producen factores solubles como

citocinas y quimocinas.?® 334

Las principales caracteristicas de la respuesta inmune innata incluyen el
reconocimiento de diversas estructuras moleculares, ampliamente distribuidas
entre patégenos, por receptores como los TLR, los cuales inducen moléculas
como el FNT-a y el ON que, directa o indirectamente, contribuyen a la muerte de
los microorganismos, ademas de inducir la activacion y orientacion de la respuesta
adaptativa a través del reclutamiento de linfocitos T al sitio de lesion, por secrecién

de quimiocinas.?®

En el espacio alveolar los mecanismos innatos de defensa involucran diferentes
tipos celulares como macréfagos alveolares (MA), células dendriticas, neutrofilos,

linfocitos B, células epiteliales, neumocitos tipo | y tipo Il y factores solubles como

15



Fernando Vargas R

mucina, lisozima, lactoferrina, proteinas surfactantes, defensinas, catelicidinas,
fosfolipasa A2, inmunoglobulinas y proteinas del complemento, cuya funcién es
mantener la homeostasis pulmonar y eliminar particulas o bacterias que entren por

el tracto respiratorio.[ >

Se han descrito distintos mecanismos para evitar la activacion de los macréfagos,
como la ausencia del estimulo, la muerte de los propios macréfagos por apoptosis
o por la accién de citocinas inhibidoras. En este sentido se sabe que IL-4, IL-10,
IL-11 e IL-13, junto al Factor de Crecimiento Transformante 1 (TGF-B1), funcionan
inhibiendo los macréfagos y estimulando los linfocitos B y por tanto la produccion
de anticuerpos. %

Estas citocinas son caracteristicas de la respuesta Th-2 y se asocian con
exacerbaciéon y formacién rapida de lesiones en varios modelos de infeccién
crénica.®” Sin embargo, la presencia o ausencia de un tipo concreto de respuesta
no condiciona totalmente un aumento de la resistencia, sino que depende de un
equilibrio entre ellas y de la virulencia de la cepa en cuestién. El inhibidor mas
potente para los macréfagos es la IL-10, que inhibe la produccién de TFN-a, ON y
H20,, ademas de suprimir la expresion de moléculas MCH-Il. Un efecto muy

similar lo produce el TGF-g1. [1329.33.34]

El estado de latencia.

M. tuberculosis es un patégeno polifacético, capaz de causar tanto una
enfermedad progresiva como una infeccién asintomatica latente. En este ultimo
caso, los bacilos pueden sobrevivir durante décadas, antes de reactivarse. En la
especie humana se sabe que sélo el 10% de los sujetos expuestos se infectan,
mientras que el 90% controla la infeccion. Ademas sélo el 40% desarrolla una
infeccion primaria, mientras que en el 60% se mantiene una infeccién latente. Por

tanto, si se censa el nimero de personas con tuberculosis activa en 8 millones de
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nuevos casos al afio, existen nada menos que 1,7 millones de personas que son

portadoras de una infeccion latente. [ 2% 38l

Mecanismos de evasion de la respuesta inmune.

La funcién normal de los macréfagos es la de destruir a los microorganismos, no
obstante M. tb posee mecanismos especificos para evitar esta destruccion. Los
fagosomas que contienen bacilos vivos, no se fusionan con los lisosomas,
evitandose la formacion del fagolisosoma y por consecuencia la activacion de las
hidrolasas &cidas contenidas en el lisosoma. Los mecanismos moleculares por los
cuales se inhibe la fusién del fagosoma con las vesiculas lisosomales aun no
estan bien elucidados. Varios estudios han demostrado que los fagosomas que
contienen al bacilo vivo retienen marcadores endosomales tempranos como la
GTPasa Rab5, pero no adquieren o pierden otros marcadores que son especificos
en estadios tardios de la via endocitica como Rab7 * *. Estudios con M. avium y
M. tuberculosis, demuestran que las vacuolas que contienen al bacilo adquieren
las proteinas de la membrana lisosomal LAMP1 y LAMP2, y catepsina D, pero
carecen de la ATPasa vacuolar, que es responsable de la acidificacion del
fagosoma. Estos datos sugieren que puede haber una inhibicion directa de la
ATPasa o una rapida remocién de esta en los fagosomas que contienen a la

micobacteria 2

Ferrari y colaboradores describieron que la “tryptophan aspartate-containing coat
protein” (TACO), que normalmente es disociada en el curso de la maduracién del
fagosoma para la subsecuente fusién lisosomal, es retenida por los fagosomas
que contienen al bacilo tuberculoso vivo, pero no en aquellos que contienen
bacilos muertos por calor. Estos datos sugieren que M. tb retiene a la proteina
TACO en el fagosoma como un medio para prevenir la fusion fagosoma-lisosoma

y evitar su destruccién (Figura 7). 1%
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Figura 7.- Mecanismos involucrados en la evasion de la respuesta inmune.®!

Otro mecanismo utilizado por el bacilo tuberculoso es a través de la generacién de
un nicho intracelular favorable, en parte secretando SapM (una fosfatasa acida que
desfosforila PI3P), el andlogo glicosilado de fosfatidil inositol y LAM (que inhibe la
produccién de Vps34). La accién combinada de esos dos efectores disminuye el
contenido vacuolar de fosfatidilinositol-3-fosfato (PI3P) modulando la adquisiciéon de
PI3P en la vacuola, contribuyendo al arresto de la maduracion fagosomal en una
etapa temprana que favorece la sobrevivencia intracelular de la micobacteria '],
Adicionalmente, M. tb evita la fusion del fagosoma, excluyendo las H*-ATPasas
vacuolares evitando asi la acidificacién intrafagosomal “>#4l. La capacidad de M. tb
de interferir con las moléculas involucradas en la maquinaria de trafico y fusion de
vacuolas es muy relevante en la inhibicién de la fusién fagosoma-lisosoma %,
Algunas de ellas son las proteinas SNARE (del inglés soluble N-ethylmaleimide-
sensitive factor-atachment protein receptor) que son especificas del compartimiento
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y constituyen un componente mediador de la fusién de las membranas entre el
transportador y las vesiculas blanco al fagosoma (Tabla 3).¢!

Entre los mecanismos utilizados por M. tb, para reducir la accién antimicrobiana de
los macréfagos esta la inhibicién en la produccion de IFN-y y la disminucién en la
expresion del receptor 1 para IFN-y. En pacientes con TB pulmonar se ha
observado que, después del tratamiento con farmacos antituberculosos, la
expresién del INFy-R1 recupera sus niveles normales.® 23

Fosfatasa acida o
SapM que desfosforila arresto de la maduracién
PI3P

fagosomal

:
.

linvolucradas en la
magquinaria de inhibicion de la fusién fago-
trafico y fusion de lisosoma
vacuolas "

AP

Tabla 3.- Proteinas involucradas en la evasién de la respuesta
inmune por M. tuberculosis.I" > 1

Proteinas involucradas en la virulencia de MTB.

A partir de los afios 70s comenz6 el interés por investigar las proteinas que M.
tuberculosis como M. bovis BCG secretan a el medio de cultivo; debido a que sélo

los bacilos vivos son capaces de evadir la respuesta inmune. Esto sugiere que las
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proteinas secretadas por el microorganismo estan implicadas en estos
mecanismos, ademas de que la respuesta inmune que se monta contra estas
proteinas es mayor a la observada contra extractos proteinicos de bacterias

muertas por calor. 4748

Dworsky propuso en 1973 que M. bovis BCG necesitaba encontrarse en fase de
multiplicaciéon para que la vacuna indujera inmunidad protectora, ya que
previamente se habia demostrado que la administraciéon de farmacos, suprimia
completamente la inmunidad subsecuente ¥ 5% Varios grupos de investigacion
apoyaron la idea de que la resistencia especifica a la infecciéon por M. tb (mediada
por células T) sélo se generaba eficazmente contra el microorganismo vivo, por lo
que se propuso que los antigenos responsables de dicha resistencia eran
producidos por micobacterias vivas, pero no por bacilos muertos. *° A finales de la
década de 1980, Orme evalud la capacidad de generar inmunidad celular de
diferentes preparados micobacterianos en ratones; sus resultados proporcionaron
la primera evidencia de que sélo las micobacterias viables -metabdlicamente

activas- podian inducir una respuesta protectora contra cepas virulentas de TB 5%

La vacuna BCG es una cepa viva atenuada de M. bovis, capaz de producir
antigenos importantes para la induccién de una respuesta inmune protectora; tales
antigenos deben ser secretados en la cercania del tejido infectado cuando las
micobacterias estan en fase de replicacién activa. Sin embargo estos antigenos
podrian ser menos eficaces cuando provienen de micobacterias muertas o
metabdlicamente inactivas, debido a que aunque poseen los mismos antigenos,
inducen, predominantemente, una respuesta humoral por la excesiva liberacién de
polisacaridos de la pared celular a medida que las micobacterias son digeridas por

los macréfagos. °%

Diferentes estudios tanto in vivo como in vitro, demuestran que las proteinas de
secrecion, también conocidas como proteinas filtradas de cultivo (PFC), son

reconocidas por las células T responsables de la sensibilidad a la tuberculina. A la
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par, se confirmé que los antigenos “protectores” son secretados por las
micobacterias cuando se cultivan en medios sintéticos. A principios de los 90’s.
Andersen y cols. apoyaron esta teoria tras observar que existe una fuerte
correlacién entre la replicacion bacteriana en el hospedero y la respuesta de
células T vs las PFC. I'® *lpor otro lado, se ha planteado que las PFC pueden
participar en el desarrollo de inmunidad protectora mediante la activacién de
macroéfagos, células dendriticas y células cebadas, induciendo la secreciéon de
mediadores proinflamatorios, FNT-a e histamina, y al inducir la diferenciacion y
maduracién de células dendriticas que inducen el desarrollo de células T CD4+

secretoras de IFN-y (especificas para PFC) .['® %

Estudios de expresion diferencial entre cepas de M. tuberculosis.

La familia de la cepa Beijing es a menudo asociada con TB y a brotes mundiales
a resistencia a farmacos.!"” observaron que la expresion proteica de una cepa tipo
Beijing era diferente a la de otro aislamiento clinico y a la de M. tb H37Rv. Ademas
se vio que la cepa Beijing mostré notablemente mayor expresion de alfa-cristalina
y menor expresion de Hsp65, PstS1 y la proteina de 47 kDa, comparada con el
otro aislamiento clinico y la cepa tipo H37Rv. 2> 4

Un estudio realizado por Bermudez y cols.?>?? para entender la serie de eventos
que permiten a la micobacteria sobrevivir en el macréfago, monitoreé la expresién
de cerca de 3500 genes a las 4, 12 y 24 horas post-infeccion usando un
microarreglo comercial, y observé multiples diferencias en los patrones de
expresion de citocinas, linfocinas, quimiocinas, proteinas de adhesion, vias de

apoptosis y en sefiales de traduccion, entre otros.['> 4%
Aislamientos Sud31 y Sud23

En este estudio se evalué la expresiéon diferencial de proteinas entre dos

aislamientos clinicos pertenecientes a la familia Beijing, que fueron seleccionados
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de acuerdo a su prevalencia en Ciudad del Cabo, Sudéafrica. Las cepas fueron
seleccionadas de un estudio epidemiolégico conducido por el Dr. Robin Warren, y
por su virulencia en el modelo murino de TB pulrponar progresiva del Dr. Rogelio
Hernandez Pando. Los aislamientos se caracterizaron por ser representativos del
genotipo Beijing, siendo el aislamiento Sud31 muy prevalente al reportarse en
12.3 de cada 100,000 casos de TB al afio y ser parte de un clister que agrupa 148
cepas; en comparaciéon al aislamiento Sud23 que es poco prevalente y en el
modelo murino antes mencionado presenta un comportamiento opuesto al del
asilamiento Sud31. Interesantemente el primer aislado induce el 100% de
mortalidad a las 5 semanas post-infeccién y la respuesta inmune se caracteriza
por presentar una alta produccién de IL-10 y FNT-a, el aislamiento Sud23 se
muestra poco virulento, incluso con respecto a la cepa tipo M. th H37Rv (Figura 8,
9 y 10). 5"
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Figura 10.- Comparacion en la produccion de citocinas TNF, IL-10. INF g y de IL-4 entre
los aislamientos Sud31 vs Sud23.1%"
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2.-JUSTIFICACION:

La TB es una enfermedad infecciosa que afecta aproximadamente a una
tercera parte de la poblacion mundial. Recientemente, se ha visto un
incremento en la incidencia de la infeccién en regiones en donde se pensaba
habia sido controlada, pero durante la década pasada aparecieron 90 millones

de nuevos casos, con una mortalidad del 30%.

El bacilo tuberculoso puede regular la expresion de genes que son utilizados
para su supervivencia y crecimiento. Sin embargo, se desconoce las proteinas
que son expresadas por las cepas mas prevalentes, las cuales pueden
participar en la evasién de la respuesta inmune y favorecer su persistencia de

la respuesta inmune generada por vacunacién con BCG.
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3.-HIPOTESIS:

La evasion de la respuesta inmunolégica y de la prevalencia de los
aislamientos de Sud31 y Sud23 pueden estar relacionados con la expresion
diferencial de proteinas de secrecién proteica de estos aislados por lo que se
identificaran proteinas de secrecién expresadas diferencialmente entre el

aislamiento de alta prevalencia Sud31 y el de baja prevalencia Sud23.
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4.-OBJETIVO

Identificar proteinas de secrecidon expresadas diferencialimente en el
aislamiento Sud31 de Mycobacterium tuberculosis en comparacion con el
aislamiento Sud23.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Analizar la expresion diferencial entre los perfiles de secrecion proteica
de los aislamientos Sud31 y Sud23.

2. |dentificar las proteinas expresadas diferencialmente en los aislamientos
clinicos Sud31.

3. Determinar la capacidad de supervivencia de las cepas Sud31 y Sud23
en macrofagos.
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5.-METODOLOGIA.

Aislamientos de Mycobacterium tuberculosis.

Se utilizaron los aislamientos clinicos Sud31 y Sud23 de M. tuberculosis,
ambos provenientes de ciudad del Cabo en el Sur de Africa. Las cepas son
pertenecientes al genotipo Beijing, el cual fue determinado por

espoligotipificacion.

Cultivo bacteriano y cosecha

Las cepas se cultivaron en placas de medio Middlebrook 7H10 suplementado
con 10% de OADC (acido oleico-albumina-dextrosa-catalasa) durante 21 dias a
37°C en atmoésfera con 85% de HR y 5% de CO,. Posteriormente se tomé una
colonia y se resembro en caldo de cultivo Sauton. Los cultivos se incubaron a
37°C en condiciones estaticas durante 21 dias, luego de lo cual se cosecharon
por centrifugacién a 12,000 rpm durante 15min a 4°C, se les adicionér fluoruro
de metilfenilsulfonio (PMSF) 1mM como inhibidor de proteasa y se esterilizaron
por filtracién a través de membranas de 0.45um y 0.22pm (Amicon, Millipore,
USA). Posteriormente, se congelaron a -70°C hasta su uso, y el paquete
bacteriano se inactivé con radiacién gamma en el ININ.

Obtencion de proteinas de filtrado de cultivo (PFC)

El sobrenadante de cultivo se descongel6 gradualmente a 4°C, se le anadio
PMSF 1mM y NaN; al 0.05%. A continuacién se concentré (50X) por
ultrafiltracién, utilizando celdas con agitacién constante AMICON y unidades de
filtraciéon por centrifugacion Centricon (Amicon, Millipore, USA). Para la
concentracion de las proteinas se utilizaron membranas de celulosa
regenerada (PLBC, Millipore, USA) de punto de corte de 3 y 5 kDa. La
cuantificacion de las proteinas se realizd por la técnica de Bradford. Una vez

concentradas, las PFC se almacenaron a -70°C hasta su uso.
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Cuantificacion de las proteinas obtenidas.

La cuantificacién de las proteinas se realizé por la técnica de Micro-Bradford.
Se prepar6 una curva patréon por duplicado con un estandar de BSA 1mg/mL
de 1,2, 3,4,5 6,8y 10 ug de proteina. Se agregé H,Od cbp 50uL y 200 uL
de reactivo de Bradford. Se incubo 5min en oscuridad y se tomo lectura a
Axsgsnm Y Anasonm. EI complejo colorante-proteina es estable hasta por 60min. Se
realizaron las lecturas a los 15 minutos. Se cargaron 1,3 y 5 pl de muestra
para después determinar la cantidad de proteina contenida en la muestra por
interpolacion a partir de una grafica. La concentracion de la proteina se calculd

tomando en cuenta el factor de dilucién y la lectura de las muestras.

Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE)

A partir de los concentrados obtenidos de PFC, se realizaron geles en una
dimensién para confirmar la integridad de las proteinas antes de realizar la
electroforesis en dos dimensiones. Se prepar6 una mezcla de las PFC con
solucién amortiguadora de carga 2X y se realizé6 una SDS-PAGE en geles de
poliacrilamida al 12.5%. Las proteinas se visualizaron por tincién con azul de

Coomassie.

Preparacion de secretomas (proteomas de PFC)

Se utilizaron 100 pg de proteina en solucién amortiguadora de rehidratacién
que contiene Urea 7M, CHAPS 4% w/v y DTT 70 mM; las proteinas se
focalizaron en tiras de gradiente de pH inmovil (IPG) de 4 a 7 de 11cm de
longitud (ReadyStrip™ IPG Strips, Bio-Rad, USA), el isoelectroenfoque (Bio-
Rad Protean IEF Cell) se realizo en 5 pasos a 15°C. Los pasos fueron los
siguientes:

Paso 1: 500V durante 30 minutos.

Paso 2: 1000V durante 30 minutos.

Paso 3:1500V durante 30 minutos.

Paso 4: 2000V durante 30 minutos.
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Paso 5: 2500V hasta completar 5000 V/hora.

Al término del isoelectroenfoque, las tiras IPG fueron equilibradas en el
amortiguador de equilibrio en dos pasos, el primero con DTT (15 mg/mL) y
posteriormente con iodoacetamida (37.5mg/mL). Para la electroforesis de la
segunda dimension, las tiras IPG equilibradas se colocaron sobre geles de
poliacrilamida, se sellé con soluciéon de agarosa y se corrieron a 50 V durante
23 h en una camara de electroforesis (Bio-Rad). Las proteinas fueron

visualizadas por tincién de plata.

Analisis de los geles 2-D

La imagen de los secretomas fue capturada en formato digital TIFF y
posteriormente se realiz6 el analisis comparativo de los geles utilizando el
software PDQuest (Bio-Rad, USA). Para la detecciéon de puntos se realizaron
los ajustes correspondientes de manera que todos los puntos visibles fueran
detectados por el programa. Los dos secretomas obtenidos para cada cepa se
combinaron para crear un gel maestro, de manera que el andlisis comparativo

se realiz6 con los geles maestros de cada cepa.

DIGE.

Para hacer un analisis diferencial mas preciso, se realiz6 un DIGE
(Electroforesis en Gel Diferencial), utilizando una concentracion de CyDye de
400 pmol/U, para marcar las proteinas de interés. De cada una de las muestras
se utilizo 50 ug de proteina, el aislamiento Sud31 se marcé con Cy5 y el
aislamiento Sud23 con Cy3, mientras que el control interno se marcé con Cy2
(Tabla 4)

Tabla 4.- Marcaje de las PFC con los fluoroforos pz;ra
el desarrollo de DIGE.
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El marcaje de las proteinas con los fluoréforos se realizé durante 30 minutos a
4°C en condiciones de obscuridad y la regmién se detuvo adicionando lisina 1
pl (10mM) e incubando a TA durante 5 minutos. Una vez marcadas las
proteinas se realiz6 el procedimiento descrito previamente pero en condiciones
de oscuridad. La imagen del gel se obtuvo en el equipo Ettan DIGE Imager (GE
Healthcare). El analisis del gel se realiz6 utilizando el programa DeCyder v6.5

Espectrometria de masas.

Se prepararon las muestras en un ambiente libre de queratinas y polvo. La
tincion con azul de Coomassie es en todo caso susceptible de analisis por
MALDI, proporcionandonos la seguridad de que la alta cantidad de proteina

presente en el gel es suficiente para la identificacion de la proteina.

Digestion automatica de bandas.

Una vez que se seleccionamos las bandas o ‘puntos’ de interés se recortaron
del gel en el menor volumen posible, ajustando al maximo la extensién de la
proteina. Esta se introdujo en un tubo limpio y se cubrié con agua milli-Q. La
digestion en gel de la banda se llevé a cabo de forma automatica con la

estacién de digestion.

Las proteinas se lavaron con bicarbonato aménico 25 mM y agua, antes de su
reduccién con DDT 10 mM y alquilacién con iodoacetamida 100 mM en
bicarbonato aménico 50 mM. Las porciones de gel se aclararon con
bicarbonato amoénico 50 mM y acetonitrilo y secadas bajo un chorro de
nitrégeno. A la muestra se le afadié tripsina porcina modificada (sequencing
grade; Promega, Madison WI), a una concentracién final de 16 ng/ul en
bicarbonato aménico 25 mM, y la digestion se realizé durante 6 horas a 37 °C.
Finalmente, los péptidos resultantes de la digestion proteica se eluyeron del

gel con acido trifluoroacético 0.1% y bicarbonato aménico 25 mM.
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Obgencién de huella peptidica.

Una alicuota de la solucién de matriz (2,5-acido dihidroxibenzoico) se depositd
manualmente sobre un portamuestras AnchorChip™ MALDI de 400 pm y se
dejé secar a temperatura ambiente. Entonces se afiadié un volumen igual de la
mezcla de péptidos eluidos de cada alicuota y se dejé secar de nuevo a
temperatura ambiente.

La adquisicién de la huella peptidica se realizé en un espectrometro de masas
(Q TRAP® LC/MS/MS System). La huella peptidica se analizé el programa
informaticos MASCOT el cual es un software especifico que se concretan

varios parametros a la hora de la identificacién de cada proteina.

Ensayos de infeccion.

Para determinar si hay diferencia en la capacidad de las cepas de ser
fagocitadas por los macréfagos, se realizaron ensayos de fagocitosis utilizando
la linea celular de macréfagos U937. Los cultivos se hicieron en medio RPMI
1640, enriquecido con glutamina (concentracién final: 2 mM) y 10% de Suero
Fetal Bovino (SFB, BIOSER Argentina, inactivado a 56°C durante 30 minutos),
a 37°C en estufa con atmoésfera controlada de CO, 5% y humedad en
saturacién. Las células se crecieron hasta obtener un cultivo confluente, el cual
se cosechd y colocd en placas de cultivo de 8 pozos a una densidad de
500,000 células por pozo. La viabilidad del cultivo se determiné por tincion con
azul de tripano. Una vez ajustada la densidad celular, los cultivos se
diferenciaron a macréfagos mediante la adicion de PMA (12-miristato, 13-
acetato de forbol). La diferenciacion se evalu6 morfolégicamente por
observaciéon en microscopio invertido. Los monocitos se infectaron con cada
una de las cepas usando una MOI de 1:10. Posteriormente se analizé el

porcentaje de infeccién a tiempos: basal, 24h, 72h y 5 dias; en cada uno de los
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tiempos se hizo la cuantificacion de las unidades formadoras de colonia (UFC)
de MTB.
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RESULTADOS:

Cultivo bacteriano y cosecha

Fernando Vargas R

El aislamiento de alta prevalencia Sud31 y el de baja prevalencia el Sud23 se

cultivé en medio sintético para obtener el patrén de proteinas de secrecién. De

cada cultivo se concentraron las PFC a 50X, obteniendo un rendimiento de 1.5

mg/mL para el lote 1, 1.3 mg/mL para el lote 2 y 1.0 mg/mL para el lote 3. En

todos los casos se observé que no hubo degradacién de las muestras durante

su manipulacién y la integridad de las proteinas era la adecuada para su

analisis en dos dimensiones (Figura 11).
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Figura 11.- Separacién de las PFC en gel de poliacrilamida
a el 12.5 % del aislamiento Sud31; se cargaron 10 ug de
cada lote de la cepa y se empleo como marcador
molecular (MM) el Dual Color, en el panel A esta la Sud31

y en el panel B esta la Sud23.
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Perfiles de secrecion proteica de la cepa Sud31.

Una vez que se tuvieron cuantificadas las proteinas y que se comprobd la
integridad de las mismas, se procedié a realizar las electroforesis en gel de
poliacrilamida desnaturalizante en dos dimensiones. Para este propésito se
utilizaron 100 pg de PFC de cada una de las cepas para realizar los geles
analiticos y crear las plantillas a comparar. En los geles obtenidos se detectd
un promedio de 130 +/- 8.5 ‘puntos’ (Figura 12).

Posteriormente, se procedié a crear la plantilla maestra del secretoma del
asilamiento, utilizando el programa PD-Quest. Después de analizar
individualmente cada gel y hacer la deteccion de puntos fijando como
parametros la intensidad de pixeles del ‘punto’ mas tenue, el mas intenso y el
mas grande, se obtuvieron 124 ‘punto’ para el lote 1, 127 para el lote 2 y 140
para el lote 3. Al superponer las imagenes de las tres repeticiones para
obtener los puntos de coincidencia (Tabla 5) y poder crear la plantilla maestra
de esta cepa se obtuvo un total de 160 ‘puntos’ (Figura 13)

Lote2 127 116 11 83%

Tabla 5.- Comparacion entre tres lotes del aislamiento Sud31
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Figura 12.- Gel de poliacrilamida del perfil de secrecion proteica
para el aislamiento Sud31, tefiido con plata.
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Figura 13.- Gel maestro de la tincién con plata del aislamiento
Sud31 con 160 ‘puntos’.

A partir de la plantilla maestra del secretoma del aislamiento Sud31 se comparé
este patron con los secretomas de M. tuberculosis ya publicados en las bases
de datos, con la finalidad de seleccionar los ‘puntos’ de referencia para asignar
un punto isoeléctrico y peso molecular a los ‘puntos’ restantes. Como
referencia se seleccionaron las proteinas Ag85A (pl de 6.8, PM de 32 kDa) y
alfa cristalina (pl de 4.9, PM de 10.4 kDa). Con los datos obtenidos se
determind la distribucién que presentaban las proteinas en el secretoma del
aislado Sud31 (Figura 14).
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Figura 14.- Obtencion de PM y Pl tedrico de ‘puntos’ del aislamiento
Sud31 mas abundantes, las proteinas de bajo punto isoeléctrico y las
proteinas de bajo peso molecular como se muestra en la gréfica.

Sud23

Se realizé la electroforesis en 2D para el aislamiento Sud23, analizando el perfil
de secrecién proteica por triplicado, donde se visualizaron 85 +/- 20 ‘puntos’
(Figura 15) en el perfil de secrecion proteica; para posteriormente crear la
plantila maestra del secretoma del aislamiento, utilizando el programa PD-
Quest. Después de analizar individualmente cada gel, se obtuvieron 89 ‘puntos’
para el lote 1, 118 para el lote 2 y 78 para el lote tres. Al superponer las
imagenes de las tres repeticiones para obtener los puntos de coincidencia
(Tabla 6) y poder crear la plantilla maestra de esta cepa se obtuvieron un total
de 142 ‘puntos’ (Figura 16). Una vez hecha la comparacion entre los lotes, el
programa generé un gel maestro del asilamiento Sud31 en donde obtuvimos un
total de 142 ‘puntos’.
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Figura 15.- Gel de poliacrilamida tefiido con plata que muestra el
perfil de secrecidn proteica para el aislamiento Sud23.
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Tabla 6.- Comparacion entre tres lotes del
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Figura 16.- Gel maestro del aislamiento Sud23 de la tincién de plata
con 142 ‘puntos’

El perfil de secrecién proteica de la cepa Sud23, al igual que en la cepa Sud31,
se compar6 con los ya reportados, con la finalidad de seleccionar los ‘puntos’
de referencia para calcular los puntos isoeléctricos y los pesos moleculares
tedricos de cada punto visualizado con el programa. Las proteinas
seleccionadas fueron Ag85A (pl 6.8, PM 32 kDa) y la proteina alfa cristalina (p!
4.9, PM 10.4 kDa).
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Se obtuvo un gel con las coordenadas de cada punto y observamos que las

proteinas mas abundantes eran las de bajo punto isoeléctrico y las proteinas

de bajo peso molecular, ademas de que se veian mas acentuadas estas

proteinas en la imagen del secretoma (figura 17).
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Figura 17.- Obtencién de PM y PI tedrico de los puntos del aislamiento
Sud23 que eran mas abundantes mas las proteinas de bajo punto
isoeléctrico y las proteinas de bajo peso molecular.

Analisis diferencial de los aislamientos Sud31 y Sud23

Las plantillas maestras para cada uno de los aislamientos se sobrepusieron

para determinar las diferencias y similitudes mediante el programa PD-Quest,

obteniendo un 77% de similitud entre los secretomas de ambos (Figura 18).

En total se encontraron 92 puntos de interés que coincidieron, 60 puntos que

sélo se observaron en el aislamiento Sud31 y 26 puntos se observaron solo en
el aislamiento Sud23. (Tabla 7).
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Figura 18.- Comparacion entre geles maestros de Sud31 y Sud23

-.- - devern Sudst o sadan

Con tincién de plata

Tabla 7.- Comparacién entre aislamientos Sud31 y Sud23 de la tincién con
plata

Sud23 teiiidos con azul brillante de Coomassie G-250
Se realizd la electroforesis en 2D para el aislamiento Sud23 y se analizé el
perfil de secrecién proteica por triplicado, donde se obtuvieron 46 +/- 7 puntos

(Figura 19); posteriormente se cred la plantilla maestra del secretoma del
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asilamiento, utilizando el programa PD-Quest. Después de analizar
individualmente cada gel y hacer la deteccion de puntos fijando como
parametros la intensidad de pixeles del punto mas tenue, el mas intenso y el
mas grande, se obtuvieron 43 puntos para el lote 1, 51 para el lote 2 y 44 para
el lote tres (tabla 8). Al superponer las imagenes de las tres repeticiones para
obtener los puntos de coincidencia y poder crear la plantilla maestra de esta
cepa se obtuvo un total de 51 puntos de interés (Figura 20).

_pH 4- el

Figura 19.- Gel tefiido azul Coomassie G250 del
perfil de secrecion proteica para el aislamiento
Sud31.
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Tabla 8.- Comparacion entre los tres lotes del
aislamiento Sud23
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Figura 20.- Gel maestro del perfil de de secrecion proteica de
la cepa Sud23 con Coomassie G-250.

Perfiles de secrecion proteica de la cepa Sud37 teiiidos con Coomassie
G-250.

Se realizé la electroforesis en 2D para el aislamiento Sud23 obtuvimos el perfil
de secrecién proteica por triplicado, donde se visualizaron 77 +/- 5 puntos
(Figura 21) en el perfil de secrecion proteica; para posteriormente crear la
plantila maestra del secretoma del asilamiento, utilizando el programa PD-
Quest.
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Después de analizar individualmente cada ge! y hacer la deteccién de puntos
fijando como parametros la intensidad de pixeles del ‘punto’ mas tenue, el mas
intenso y el mas grande, se obtuvieron 76 ‘puntos’ para el lote 1, 81 para el lote
2y 75 para el lote tres (Tabla 9). Después de la superposicién de las imagenes
se pudo crear la plantilla maestra de esta cepa en donde se obtuvo un total de
94 ‘puntos’ (figura 22)
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Figura 21.- Gel de poliacrilamida de el perfil de
secrecion proteica para el aislamiento Sud31, con
azul G250
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Tabla 9.- Comparacién entre tres lotes del aislamiento *
Sud31
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Figura 22.- Gel maestro del perfil de de secrecién proteica de la cepa
Sud31 con Coomassie G-250.
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Comparacion de los geles de los aislamientos Sud31 vs Sud23 tenidos

con azul de Coomassie G250.

Una vez obtenidos los perfiles de secrecion proteica de los dos aislamientos y
los geles maestros de cada aislamiento, se analizaron entonces las diferencias
y similitudes entre los dos aislamientos mediante el programa PD-Quest, para
obtener un gel maestro. (Figura 23) (Tabla 10)

Figura 23.- Comparacién entre geles maestros de
Sud31 y Sud23

De los dos aislamientos en donde se visualizaron diferencias y similitudes entre
los geles, para el aislamiento Sud 31 se encontraron 41 puntos exclusivos en él
mientras que en Sud23 se encontraron 11 puntos sélo en él y ademas se
observé que compartian 40 puntos entre ellos. (Tabla 10)

47



Fernando Vargas R

Diagramade Venn Sud31 ysud23
Con tincion de plata

81 81 4 80%

Tabla 10.- Comparacion entre los aislamientos Sud31 y Sud23

Identificar las proteinas expresadas diferencialmente en los aislamientos
clinicos Sud31.

Se emplearon proteinas que estuviesen presentes en la cepa Sud31 y
ausentes en la Sud23; ademas de que estas proteinas se debian de tefiir con

azul de Coomassie G-250.

Para alcanzar este objetivo teniamos 40 posibles candidatos segun la
comparacion entre Coomassie G-250 presentes en Sud31 y ausentes en
Sud23.

Con la tincion de plata pudimos observar 60 posibles candidatos segun la
comparaciéon entre la tincién con plata presentes en Sud31 y ausentes en
Sud23 (Tabla 11).

TINCION ' ‘PUNTOS’| MATCHED

Tabla 11.- Diferencias entre la cepa Sud31 y
Sud23 de acuerdo a la tincion Coomassie G-
250y con tincién de plata.
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Perfiles de secrecion proteica de las cepas Sud31 y Sud23 por
Electroforesis Diferencial en Gel (DIGE):

Para hacer mas preciso el andlisis comparativo entre estas dos cepas, se
realizd de forma complementaria, una electroforesis diferencial utilizando la
técnica DIGE, en la cual las muestras son corridas bajo las mismas
condiciones, de manera que se reducen las variaciones durante el

procesamiento de la muestra.

Las proteinas se marcaron con los fluoréforos Cy3 (aislado 23), Cy5 (aislado
Sud31) y Cy2 (control de carga utilizado para la normalizacién de la imagen
aislado Sud23 y Sud31). (Tabla 12)

Proteinas ug/ml CyDye [CyDye pmol/ul]

Sud23 50 Cy3 400

Tabla 12.- Condiciones de marcaje de las p}btéfnas para DIGE

Con el uso de esta técnica se lograron resolver 301 ‘puntos’ en el gel maestro;
(Figura 24). En el secretoma de la cepa Sud31 se detectaron 270 ‘puntos’ y
241 ‘puntos’ para el aislamiento Sud23. Ademas 210 ‘puntos’ se encontraron
en ambos aislamientos, 60 so6lo se observaron en el aislamiento Sud31 y 31 en
el aislamiento Sud23 (Tabla 13).

49



nimero | porcentaje

Fernando Vargas R

Figura 24.- DIGE de los aislamientos Sud31y Sud23.

Diagrama de Venn Sud31y sud23
‘puntos’ DIGE
totales 301 100,00%
Decrementos 31 103 %
Similares 210 69.8 %
Incrementan 60 199%

Tabla 13.- Andlisis de ‘puntos’ detectados con DIGE.
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Al comparar la relacién de intensidad de los ‘puntos’ encontramos entre las
imagenes con Cy3/Cy5 que 252 se presentaban en cantidad similar en los dos
aislamientos, mientras que 11 mostraron una menor expresion (9 del
aislamiento Sud31 y 2 del aislamiento Sud23). En el aislamiento Sud31 se

detectd una mayor expresion en 38 ‘puntos’. (Figura 25)

i Wiy

Sander oidpets

Figura 25.- Campana de Gauss en la que se observan las proteinas
que se incrementan de color azul y las proteinas que disminuyen de
olor rojo

De los ‘puntos’ que se vieron incrementados en el aislamiento Sud31, hubo uno
que sobresale de los demas al incrementarse en 11 veces respecto a Sud23
(Figura 26), cabe mencionar que en el aislamiento Sud23 también se observo

esta proteina pero en menor cantidad.
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Figura 26.- Incremento de proteina CPF10 de 11 veces en
Sud31 respecto a Sud23.

Seleccion de ‘puntos’ a secuenciar.
Para identificar a las proteinas que pudieran estar involucradas en la virulencia
del aislamiento Sud31, de las 40 proteinas encontradas sélo en este
aislamiento, se seleccionaron 5 proteinas para su identificacién por
espectrometria de masas (Figura 30). Las proteinas se seleccionaron bajo los
siguientes criterios:

a) que solo estén presentes en el aislamiento Sud31

b) que se encontraran en los tres geles

c) que pudieran detectarse con azul brillante de Coomassie G-250
Adicionalmente se decidié secuenciar el ‘punto’ que se encontré 11 veces mas
expresado en el aislamiento Sud31. (Figura 27)
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Figura 27.- Seleccion de ‘puntos’ en la cepa Sud31 (lzquierda), el
incrementd de cantidad de proteina del ‘puntos’ en Sud31 de acuerdo a
DIGE con punto isoeléctrico y peso molecular tedrico a la (derecha)



Identificacion por espectrometria de masas (MALDI-TOF).

Los 5 ‘puntos’ pudieron ser identificados exitosamente, obteniéndose coberturas
de idéntiﬁcacién que fueron del 12 al 86% (Tabla 14). Las proteinas identificadas
correspondieron a los grupos funcionales de pared celular y procesos celulares
(Ag85B), Virulencia (CPF10) esta proteina fue la que se encontré sobre expresada
11 veces respecto a Sud23, Detoxificacion (TRX) y adaptacién (Factor detonante).

Proteina identificada | Abreviatu ;Masa(Da) Pl | Cobertura (%)

Thioredoxina

Antigeno de

,secrecién qe 85kDa 34728 127 6.8

Tabla 14.- Proteinas identificadas y sus caracteristicas generales.

Ensayos de Fagocitosis

Para determinar si habia diferencias en la capacidad de los macréfagos para
fagocitar estos aislamientos y saber si estas diferencias estan relacionadas a la
prevalencia del aislamiento, se hicieron ensayos de fagocitosis utilizando
monocitos U937 diferenciados a macréfagos, que fueron infectados con la cepa
Sud31 y la cepa Sud23 (inactivada por irradiacion gamma) a una MOI de 1:10
(Tabla 15).
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Macréfagos Porcentaje de
infectados (200) infeccion

Aislamiento

| 81341

Sud23 112+/-1,4 56%

Tabla 15.- Porcentajes de infeccion de
Macroéfagos, empleando una MOl de 1:10

También se hicieron ensayos de fagocitosis a las 4, 24, 48 y 72 horas, utilizando
monocitos U937 diferenciados a macréfagos, que fueron infectados con la cepa
Sud31 y la cepa Sud23 (inactivada por irradiacion gamma) a una MOI de 1:10
para evaluar la capacidad de sobrevivir de los aislamientos en los macroéfagos.
(Tabla 16)

Sud31 Sud23

Porcentaje de
Tiempo de infeccién
infeccion(hrs) (Infeccién +/- Dv/
0/0)

Porcentaje de
infeccion

Tiempo de

infeccion(hrs) | coccion +/- Dvi%)

82.6 +/-9.7 78.6 +/-8.7

a (71.4%) “ (69.9%)
66.63 +/-6.6 42.6 +/-4.5
o (67.6%) 4  (38%)
43+/-7 27 +1-6.3
% (57%)* 12 (24%)*

Tabla 16.-Porcentajes de infeccion de Macrofagos a las 4, 24, 48 y
72 horas, empleando una MOI de 1:10; * p<0.05.
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DISCUSION

La tuberculosis es una de las principales enfermedades infecciosas a nivel
mundial que afecta aproximadamente a una tercera parte de la poblacién mundial;
recientemente, se ha visto un incremento en la incidencia de la infecciéon en
regiones en donde la tuberculosis se pensaba habia sido controlada, pero durante
la década pasada aparecieron 90 millones de nuevos casos de la infeccién, con
una mortalidad del 30%. * ° Adn no estan bien definidos todos los factores que
afectan la etiopatogenia, pero se piensa que estan relacionados a la capacidad de
invasién y adaptacion de Mycobacterium tuberculosis a su célula huésped, ya que
es un patdgeno intracelular que puede residir en el interior de los macréfagos del
huésped.®?

Se ha sugerido que M. tuberculosis puede regular la expresiéon de genes que son
utilizados para su supervivencia y crecimiento. Sin embargo, los mecanismos de
interaccion de micobacteria-macréfago estan poco entendidos tanto a nivel
molecular como celular, por lo que nosotros estudiamos las diferencias de
expresion proteica en dos aislamientos clinicos de Mycobacterium tuberculosis
(Sud31 y Sud 23) ®"Ique pertenecen a la familia Beijing, el cual es un genotipo de
gran relevancia mundial debido a que se le genotipo mas prevalerte en la region

asidtica y se le ha relacionado con brotes epidemiolégicos a lo largo del mundo.

Los aislamientos fueron seleccionados con base a su prevalencia en Ciudad del
Cabo, Sudéfrica y por su virulencia en el modelo murino de tuberculosis pulmonar
progresiva °": siendo el aislamiento Sud31 muy prevalente (12.3 de cada 100000
casos al afio) y ser parte de un cluster que agrupa 148 aislamientos, en
comparacion con el aislamiento Sud23 que es poco prevalente y de mucho menor
virulencia en el modelo murino de tuberculosis pulmonar progresiva; mientras que
el primero induce el 100% de mortalidad a las 5 semanas post-infeccién y la
respuesta inmune se caracteriza por presentar una alta produccién de IL-10 y

FNT-a, el aislamiento Sud23 se muestra poco virulento, incluso con respecto a la
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cepa tipo M. tuberculosis H37Rv. (Hernandez-Pando; datos sin publicar o
comunicacion personal '), Este comportamiento indica que la cepa Sud31 tiene
alguna caracteristica que la hace ser mas virulenta que el ai§lamiento Sud23, por
lo que el presente estudio estuvo enfocado en analizar la expresion diferencial de
proteinas de secrecién para posteriormente determinar si estas pueden estar
involucradas en la virulencia de la micobacteria, ya sea modulando o evadiendo la
respuesta inmune, ya que durante la primera y segunda semana después de la
infeccién el aislamiento Sud31 induce una baja y estable producciéon de IFN-y y
una produccién similar de FNT-a a la observada en ratones infectados con M.
tuberculosis H37Rv. Sin embargo esta respuesta es inhibida por la produccion de
IL-10 y de IL-4, que se ve reflejada en una alta carga bacilar después de los 21 y
28 dias post-infecciéon; en contraste con la cepa Sud23 que induce una baja

produccién de IL-4 y una alta expresion de IFN-y.

Estas diferencias en el comportamiento inmunolégico durante la infeccién con
estos aislamientos pueden ser el resultado de la expresion diferencial de
proteinas, las cuales le han dado ventajas adaptativas al aislamiento Sud31 y a las

cepas relacionadas a esta.

Una vez que obtuvimos las PFC, se analizaron en geles de dos dimensiones para
obtener los perfiles de secrecién proteica de los dos aislamientos. La separacién
de las proteinas en base a su masa molecular y a su punto isoeléctrico permitio
obtener una mejor resolucién de proteinas e identificar la presencia de isoformas y

proteinas solo presentes en uno de los aislamientos.

Para visualizar el secretoma de cada uno de los aislamientos se utilizé la tincién
de plata, obteniéndose para el aislamiento Sud31 un total de 160 ‘puntos’ y 142
‘puntos’ para el aislamiento Sud23, teniendo asi una mayor cantidad de proteinas
en el aislado Sud31. La comparacion entre los secretomas de ambos aislamientos
con tincion de plata nos permiti6 determinar que el 77% es decir 92 de los ‘puntos’

se encontraban en ambas cepas y 26 ‘puntos’ se encontraron en el aislamiento
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Sud23 y 60 el aislamiento Sud31, mientras que con la tincién de azul de
Coomassie G-250, encontramos un 80% de similitud y 11 ‘puntos’ se encontraron
en el aislamiento sud 23 y 41 ‘puntos’ en el aislamiento Sud31. La diferencia entre
el numero de ‘punfos’ encontrados en cada aislamiento es atribuible a la
sensibilidad de las tinciones utilizadas en plata 160 para el aislamiento sud 31y
118 en el aislamiento Sud23 y para Coomassie coloidal para el aislamiento Sud23

se encontraron 51’puntos’ mientras que para el Sud31 se encontraron 77 ‘puntos’.

Los ‘puntos’ expresados diferencialmente que sélo se observaron en el
aislamiento Sud31 (60 ‘puntos’ con plata y 40 ‘puntos’ con Coomassie) pero no en
el aislamiento Sud23 nos podria estar indicando que esas proteinas pueden estar

relacionadas a la prevalencia y virulencia del aislamiento Sud31.

Para la seleccion de ‘puntos’ nos basamos en que estuvieran en mayor cantidad y
que estuvieran presentes en Sud31 pero que no estuvieran presentes en Sud23,
de los 60 ‘puntos’ de Sud31 encontrados diferentes a Sud23 por tincién de plata
se realizé un analisis comparativo con la tincién de azul de Coomassie para ver si
estos ‘puntos’ se tefiian con Coomassie encontrando la presencia de 40 ‘puntos’

presentes en Sud31.

Después se seleccionaron 5 ‘puntos’ del aislamiento Sud31 para identificarlos por
espectrometria de masas, esta seleccion fue en base a que los ‘puntos’ estuvieran
en el aislamiento Sud31, que estuvieran presentes en los tres geles, que pudieran
detectarse con azul brillante de Coomassie G-250, para esta seleccién también se

hizo una inspeccién visual de los geles.

Para confirmar que estas proteinas se expresaban de forma diferencial en el
aislamiento Sud31, y a la vez incrementar la sensibilidad y precisién del estudio,
se realizé un gel DIGE (Electroforesis en Gel Diferencial); ademas de ver de forma
cuantitativa las proteinas presentes en ambos aislamientos. Con este analisis se

pudieron detectar 301 ‘puntos’ expresados en ambas cepas, de los cuales el
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83.7% se encontr6 expresado de forma similar, mientras 49 ‘puntos’ se
expresaron diferencialmente (11 ‘puntos’ disminuyeron, mientras que se

incrementaron 38 ‘puntos’).

Una de las proteinas identificadas, que increment6 su expresion de forma
significativa en el aislamiento Sud31, fue la proteina CFP10 (11 veces respecto al
aislamiento Sud23); ademas de que la proteina era muy abundante en las
tinciones y siempre era la primera en aparecer al momento de realizar las
tinciones; cabe mencionar que esta proteina también se veia en Sud23 pero en
menor cantidad. De igual manera se seleccionaron otros 4 ‘puntos’ expresados
unicamente en Sud31 y que fueron visualizados con la tincién de Coomassie;
entre ellas la proteina Ag85B la cual se observé que tenia coordenadas en
posiciéon distinta a la observada normalmente con respecto a H37Rv; ya que
posiblemente esta proteina esté sufriendo alguna modificacion post-traduccional o
esté sufriendo cambios en su secuencia que hacen que incrementé un poco su
peso molecular y su punto isoeléctrico; con respecto a las otras tres Tioredoxina,
Chaperona teérica y el Factor detonante, se observé que estas proteinas estaban

presente solo en el aislamiento Sud31.

La proteina CPF10 pertenece a la familia de las chaperoninas GroES; las cuales
se requieren para el plegamiento correcto y montaje subsecuente de algunas
proteinas bacterianas dentro de la célula; son inducidas por estrés y actuan
estabilizando o protegiendo de una posible desestabilizaciéon cuando se encuentra

en condiciones de calor (choque térmico).!" %%

CPF10 presenta una gran capacidad de inducir respuestas inmunitarias mediadas
por células T y en la modificacion de la actividad formadora de hueso, inhibe el
crecimiento de osteoblastos y recluta osteoclastos, dando por resultado la
reabsorcion de las vértebras en el caso de la tuberculosis espinal. Esto libera
nutrientes y macréfagos que pueden servir como nuevas células hospederas para
la bacteria[53].
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Como se sabe el aislamiento Sud31 tiene una alta produccién de IL-10 y TNF-a y
se ha demostrado que el antigeno CPF-10 del M. tuberculosis puede unirse a la
superficie de los macréfagos y estimular la secrecion de citocinas pro-inflamatorias
como el TNF- a. El antigeno a diferencia de otros secretados por el M. tuberculosis
tiende a establecer sinergia con el IFN- y, provocando la produccion de agentes
microbicidas por parte del fagocito mononuclear, como lo es el NO. Sin embargo,
si el individuo ha sido expuesto con anterioridad al antigeno, éste va a reducir la
cantidad de NO producida por los macréfagos, aunque exista una gran cantidad
de IFN-y en el medio celular, pero seguira induciendo la produccién de citocinas

pro-inflamatorias como el FNT-a e interleucinas de tipo Th2 como IL-10.%

Otra proteina identificada es el antigeno de 85 kDa, que es uno de los mayores
constituyentes del sobrenadante de los cultivos del M. tuberculosis el cual
pertenece a un conjunto de tres enzimas, transferasas de acido micdlico
expresadas y secretadas por M. tuberculosis, que poseen un peso molecular entre
30 y 32 kDa." %2 Estas enzimas también se conocen en conjunto como el
complejo antigénico 85 de M. tuberculosis y se expresan, en gran cantidad, en
macréfagos infectados con M. tuberculosis. Su expresion dentro de los fagosomas
y sobre la pared celular de la bacteria permite el mantenimiento de la integridad de
la misma y el crecimiento de la bacteria, después de ser ingeridas por los
macréfagos por activacion del proceso de fagocitosis. ['"! Algunas investigaciones
sugieren que sin la presencia de este complejo antigénico la bacteria no seria
capaz de sobrevivir y reproducirse dentro del fagosoma ' Las proteinas del
complejo 30/32 kDa son de los principales candidatos para el desarrollo de nuevas
vacunas contra la TB, ayudan a mantener la alta hidrofobicidad e integridad de la
pared celular de M. tuberculosis, es decir, actua sobre una de las estructuras que
se encarga de la supervivencia de la bacteria en el organismo del huésped. Este
proceso es mediado a través de la transferencia de acidos micdlicos hacia la
pared celular para que interaccionen con las moléculas de arabinogalactano

presente en ella, y la sintesis de factor cordén. !
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La Tioredoxina (TRX) pertenece a la superfamilia de tioredoxinas, que incluye
enzimas que catalizan la reduccion, formacion e isomerizacién de puentes
bisulfuro y ejercen su actividad a través de la activacién redox disulfuro en motivos
Cys-Xaa(1)-Xaa(2)-Cys motif. @ La TRX es una enzima antioxidante la cual
reduce proteinas citoplasmaticas por medio de reacciones redox y que permite el
mantenimiento de la homeostasis redox, la importancia de la proteina es que

ayuda a evitar la lisis de la bacteria por 6xido nitrico *2

La dos ultimas son la proteina Factor Detonante y una Chaperona tedrica. No se
tiene mucho conocimiento de éstas pero se cree que el factor detonante puede
estar involucrado en la promocion de la expresién de algunas citocinas que
pudieran estar involucradas en la respuesta inmune; mientras que de la chaperona
tedrica sélo se conoce que este tipo de proteinas se expresa ante estimulos

estresantes, como la disminucion de nutrientes y el incremento de temperatura.®*?

Para evaluar si los aislamientos estudiados eran fagocitados de forma diferente y
saber si esta era una caracteristica asociada a la persistencia del aislamiento
Sud31, se realizaron ensayos de fagocitosis y se encontré que este aislamiento se
fagocitaba en la misma proporcion que el aislamiento Sud23; por lo que la
persistencia, en este caso, no esta relacionada a la frecuencia con la que es
fagocitada la baéteria, sin embargo una caracteristica del aislamiento Sud31 es
que este mostré ser mas resistente a la degradacién por los macrofagos,
pudiéndose observar bacilos en el 43% de los macréfagos (infectados
inicialmente) a las 72 hrs de infeccién, mientras que en el caso del aislamiento

Sud23 solo se encontraron bacilos en el 24% de los macréfagos infectados.
Estas diferencias podrian reflejarse en la persistencia de la bacteria, ya que el

tiempo de exposicién a las proteinas filtradas del cultivo puede jugar un papel

importante en la modulacién de la repuesta inmune.
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CONCLUSIONES:

Se encontré que el asilamiento Sud31 expresa diferencialmente 60 proteinas en

comparacion con el aislamiento Sud23.

Se identificaron 5 proteinas que aunque estan descritas en el genoma de M.
tuberculosis, presentan puntos isoeléctricos diferentes a los reportados,
posiblemente por cambios en la secuencia o modificaciones postraduccionales
que pudieran variar la presentaciéon antigénica descrita previamente para estas

proteinas.

La sobreexpresién de la proteina CPF10 (11 veces mas respecto a Sud23)
posiblemente la proteina pudiera verse involucrada en la virulencia del aislado
Sud31.

Ambos aislamientos son fagocitados en la misma proporcién, sin embargo el

asilamiento Sud31 presenta una mayor resistencia a la degradacion en el

lisosoma.
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ANEXOS:

A. Medio Sauton

L-asparagina C4HsN203 49
Acido citrico CsHgO7 2g
Fosfato de potasio KsPOg4 0.5g
Citrato férrico de amonio CsHgO7.Fe.HsN 0.05¢g
Glicerol C3HsO3 15mL
Piruvato de sodio C3H3NaO; 0.5% wiv

Disolver en 900mL de H,Od, ajustar el pH a 6.9-7.0 con NaOH 1M vy llevar a
volumen de 1L. Esterilizar por filtracién a través de membrana de 0.22um.

Para el cultivo de la subcepa rBCG38 se adiciond sulfato de kanamicina
0.03mg/mL cada tercer dia.

B. Método de Bradford (microensayo) **
En una microplaca y a partir de un estandar de BSA 1mg/mL, preparar una curva
con1,2,34,5 6,8y 10 ug de proteina. Agregar H,Od cbp 50uL y afiadir 200uL
de reactivo de Bradford. Incubar 5min en oscuridad y leer a Axsgsnm Y Anasonm. El
complejo colorante-proteina es estable hasta por 60min. La cantidad de proteina

contenida en la muestra por interpolacién a partir de una grafica.

C. Solucion amortiguadora de carga 2X
Tris-HCI pH 6.8 (0.125mM), glicerol 20% v/v, SDS 4% w/v, p-mercaptoetanol
20uL/mL, azul de bromofenol 0.01% wiv.
Disolver en H,Od y almacenar protegido de la luz a 4°C. Para preparar la muestra,

se mezcla con en relacion 1:1 y se calienta en bafio maria por 5min.

D. Tris-HCI pH 6.8 (0.5M)
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Para 100mL: disolver 6g de Tris base en 60mL de H,Od, ajustar a pH 6.8 con HCI

6N y llevar a volumen. Filtrar con membrana de 0.45um y almacenar a 4°C.

E. Solucién Amortiguadora de Rehidratacion °>°")

Urea 9M, CHAPS (3-[(3-colamidopropil)dimetilamonio]-1-propanosulfonato) 4%
w/v, DTT 70mM, azul de bromofenol al 0.001%, anfolinas (Bio-Lyte pH 3-10, Bio-
Rad) 0.1%.

Rehidratar el CHAPS, la urea y el azul de bromofenol con la muestra de proteina,
agregar el DTT y H,Od cbp el volumen final deseado de la mezcla. Para tiras
gradiente inmobilizado de pH (IPG) de 11cm, mezclar 180uL de la solucién
amortiguadora de rehidratacion con las anfolinas. Las tiras IPG se rehidratan de

10 a 16h a temperatura ambiente.

F. Solucion Amortiguadora de Equilibrio
Urea 6M, Glicerol 30% v/v, Tris pH8.8 50mM, SDS 2% w/v, Azul de bromofenol
0.002%. Las tiras IPG se equilibran 15min en solucién amortiguadora de equilibrio

con DTT (15 mg/mL) y posteriormente con IAA (37.5mg/mL).

G. Tris pH 8.8 (1.5M) 4X
Tris base al 18.17%, SDS 0.4%.
Disolver en H,Od, ajustar a pH 8.8 con HCI 1M y llevar a volumen con H,Od.

Filtrar con membrana de 0.45um y almacenar a 4°C.

H. Solucién de acrilamida/bis-acrilamida (T30% C3%)
Para 100mL disolver 29.1g de acrilamida y 0.9g de bis-acrilamida y llevar a
volumen con H,Od. Desgasificar, filtrar con membrana de 0.45um y almacenar

protegido de la luz a 4°C.
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I. Solucién de Persulfato de Amonio (PSA) 10%
Para 6mL: disolver 1.2122g de PSA en H,Od, desgasificar y almacenar en
alicuotas de 150uL a -70°C.

J. Solucion de agarosa para sellar
Agarosa 0.5%wl/v, Buffer de corrida 5X 10mL, Azul de bromofenol 0.002%w/v,
H,Od 40mL. Fundir la agarosa en el H,Od y almacenar en alicuotas de 5mL en

tubos de vidrio con tapén de rosca.

K. Buffer de corrida 5X
Glicina 192mM, Tris base 25mM, SDS (Sigma) 0.1%.
Disolver, llevar a volumen con H,Od y filtrar con papel Whatman #1. Almacenar a
4°C.

L. DGGE 10-17%
Los geles de poliacrilamida en gradiente de 10 al 17% se prepararon como se

indica a continuacion:

Reachio Solucién al 10% | Solucién al 17%
de archilamida de acrilamida

Sucrosa  — 8.25¢g
H,Od 22.660mL 4.840mL
Tris pH 8.8 (1.5M) 4X 13.750mL 13.75mL
Solucién de
acrilamida/bis-acrilamida 18.330mL 31.167mL
(T30% C3%)
PSA 10% 250uL 80uL
TEMED* 13uL 13uL
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Volumen final

55mL

55mL |

*N, N, N', N'-Tetrametiletilendiamina

Para preparar mas de un gel simultdneamente, se utiliza un sistema formador de

gradiente. Una vez inyectado el volumen total de la mezcla, se coloca una capa de

isopropanol sobre los geles para que la superficie de los mismos quede plana. Se

dejan polimerizar al menos durante 1h.

M. Tincion con plata

Solucién Tiempo
1. Fijacién EtOH 40%, CH3COOH 5% 4h o toda la noche
2. Lavado EtOH 5% 2x20min
3 Pre- | H,Od 3x5min
tratamiento Na,S,03-5H,0 0.2g/L 2min
4. Lavado H,Od 3x20s
5. Impregnacién | AgNO;3 2g/L, formaldehido 37% 0.4 mL/L 25min
6. Lavado H,Od 2x20s
10min o segun la
NaCO3 30 /L, Na28203-5H20 4m /L, i ez
7. Revelado forenaldehido g./.% 0.4mLIL g aparicion de los
puntos
8. Lavado H,Od 2x2min
9. Paro CH3COOH 10% 10min

Las soluciones de pre-tratamiento, impregnacién y revelado deben prepararse al

instante. No es recomendable rehusar méas de tres veces las soluciones de fijacion

y paro. Los geles pueden almacenarse en la solucién de paro a 4°C hasta por una

semana. Antes de secar los geles entre dos hojas de papel celofan, se

recomienda hacer un lavado con solucién de glicerol al 10% durante 10min.
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PERSPECTIVAS:

Se estudiaran mas afondo los aislamientos Sud31 y Sud23, ademas de ver el
comportamiento de las cepas in vivo.

Se estudiara la expresién de las proteinas identificadas en la infeccion de
macrofagos y en ratones.

Se determinara el efecto de CPF10 en estudios de virulencia.
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