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OBJETIVOS

Objetivo General

Identificar polipéptidos inmunodominantes del filtrado de cultivo de
Mycobacterium tuberculosis H37Rv obtenido del medio liquido Sauton, utilizando los
sueros de pacientes pediatricos con tuberculosis del Hospital Infantil del Estado de

Sonora.

Objetivos Especificos

1. Cultivar la cepa de Mycobacterium tuberculosis H37Rv en medio liquido Sauton,

para obtener el filtrado proteico.
2. Obtener los perfiles electroforéticos, en una dimensién, del filtrado proteico.

3. Identificar polipéptidos inmunodominantes mediante ensayos inmunoquimicos
con los sueros de pacientes con tuberculosis del Hospital Infantil del Estado de

Sonora.
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RESUMEN

En los ultimos afios, la investigacion del proteoma de Mycobacterium
tuberculosis H37Rv se ha centrado en las proteinas que esta bacteria libera al medio de
cultivo en el que crece in vitro. Las proteinas secretadas o CFP (Culture Filtrate
Proteins) son antigenos con un alto potencial serodiagnostico y preventivo, pero para
evaluar su inmunodominancia se requieren estudios en distintas poblaciones, ya que los
resultados obtenidos en poblaciones adultas sugieren que no hay un antigeno o un grupo
de ellos que sea reconocido por todos o la gran mayoria de los pacientes con
tuberculosis. En las poblaciones pediatricas es escaso el conocimiento de la
inmunodominacia de las CFP. Por esta razdn, en este trabajo se realizo la identificacion
de antigenos inmunodominantes en el filtrado proteico de Mycobacterium tuberculosis
H37Rv, utilizando el suero de pacientes pediatricos con tuberculosis. Para lograr esto, se
ensayo el suero de 19 pacientes pediatricos con tuberculosis pulmonar, 8 pacientes post-
tratamiento, 9 casos de tuberculosis extrapulmonar (6 tuberculosis Gsea, 1 caso de
tuberculosis intestinal, 1 caso de tuberculosis renal y 1 caso identificado por PCR), 9
contactos y 15 controles. Los resultados obtenidos en el patrén de reconocimiento por el
grupo control mostraron un amplio reconocimiento hacia las CFP de 16 a 138 kDa, sin
variaciones interindividuales, pero distinto de los reportados previamente en paises en
los que no se vacuna sistematicamente a la poblacion pediatrica. EI grupo de contactos
mostr6 mayor reactividad hacia una banda de 23 kDa, que no fue reconocida por el
grupo control y podria corresponder a la superéxido dismutasa, una proteina
inmunodominante entre pacientes con tuberculosis activa, pero que no se habia mostrado
inmunorreactiva en contactos. ElI grupo de tuberculosis pulmonar mostrd intensa
seroreactividad hacia las bandas de 66 y 82 kDa; estos resultados son similares a los
reportados previamente. El 33% del grupo de pacientes con tuberculosis extrapulmonar
mostrd reactividad hacia una banda de 17 kDa, que podria corresponder a la proteina de
choque térmico 16.3, reconocida como un factor de virulencia esencial para la

supervivencia del bacilo en ambientes hostiles del hospedero e inmunogénica en las
ix



formas extrapulmonares de TB. Finalmente, el grupo de post-tratamiento reaccion6 con
bandas en el rango de 14-20 kDa; no se han publicado reportes utilizando sueros de
pacientes post-tratamiento, por lo que la informacién obtenida en este caso, podria
representar una avenida para el avance de la respuesta inmunoldgica de los pacientes que
concluyeron el tratamiento.



INTRODUCCION

La tuberculosis es un grave problema de salud tanto a nivel mundial como
nacional (Herranz y Bernaola, 2007; Moreno y col., 2009). La Organizacion Mundial de
la Salud estima que anualmente se presentan 9.2 millones de casos nuevos de
tuberculosis (Guio y col., 2010), provocando la muerte de dos millones de personas, de
las cuales 400,000 ocurren en la poblacion infantil; el 90% de estos decesos se presentan
en los paises en vias de desarrollo (Herranz y Bernaola, 2007). En Meéxico, la
tuberculosis infantil representa el 5.3% del total de casos reportados (Orozco y col.,
2009) y se expresa con una diversidad de manifestaciones clinicas, tanto pulmonares
como extrapulmonares (Hermmann y col., 2009), siendo la tuberculosis miliar y

meningea las formas mas graves (Herranz y Bernaola, 2007).

La tuberculosis infantil es un gran desafio en términos diagndsticos (Lawn y
Zumla, 2011) debido a la naturaleza paucibacilar de la enfermedad (Herranz y Bernaola,
2007). La confirmacion bacterioldgica de Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis)
en nifios sélo es posible en menos del 40% de los casos sospechosos. En la practica, a
pesar de la alta prevalencia de la enfermedad en los paises con recursos limitados, el
diagndstico se basa en los antecedentes clinicos (familiares y personales), radiogréaficos
y en la prueba dérmica de la tuberculina (Hatherrill y col., 2006). Esta Gltima, es una
prueba inespecifica para el diagndstico de la tuberculosis, por su incapacidad de
distinguir entre pacientes infectados con M. tuberculosis e individuos sensibilizados con
otras micobacterias, incluyendo a los individuos vacunados con el bacillo de Calmette
Guerin (Herranz y Bernaola, 2007). En cambio, los métodos moleculares, tales como la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) son muy sensibles y
especificos para la identificacion de especies micobacterianas (Hatherrill y col., 2006),
pero son dificiles de aplicar para el diagnéstico de rutina en los paises en vias de

desarrollo (Castro y col., 2005).



Por tales razones, es necesario continuar en la busqueda de métodos de
diagnostico alternativos para el control de la tuberculosis. Ademas, el desarrollo de una
nueva vacuna, que sea efectiva contra la tuberculosis, es la méas alta prioridad en
investigacion a nivel internacional (Lawn y Zumla, 2011; Weldingh y col., 2005).
Debido a la gran heterogeneidad de la respuesta de anticuerpos en pacientes con
tuberculosis, uno de los pasos mas importantes para el progreso en el disefio de vacunas
y nuevos meétodos serodiagnosticos es la identificacion de antigenos inmunodominantes
micobacterianos en distintas poblaciones. En los dltimos afios, dichos estudios han
demostrado que algunas de las proteinas que M. tuberculosis libera al medio liquido en
el que se cultiva (filtrado de cultivo o CFP por sus siglas en inglés), son blancos de la
respuesta inmune del hospedero infectado. De este modo, los filtrados de cultivos
liqguidos de M. tuberculosis constituyen una fuente importante de antigenos con
potencial valor diagnéstico e inmunoprotector (Abebe y col., 2007; Weldingh y col.,
2005).

Entre los medios liquidos mas empleados en este tipo de investigaciones se
cuenta con el medio Sauton, que contiene componentes necesarios para el crecimiento
optimo de M. tuberculosis. Hasta ahora, se han podido identificar 510 proteinas entre
las mas de 1,000 proteinas presentes en los filtrados de cultivo (Proteome 2D-PAGE
Database, 2011), de las cuales, mas de 33 proteinas, con pesos moleculares en el rango
de 14-112kDa (Andersen y col., 1991; Samanich y col., 2001), tienen un valor
serodiagnostico comprobado en pacientes adultos con tuberculosis (Samanich y col.,
2001). Sin embargo, se desconoce cudles de estas proteinas son inmunogénicas en la
poblacion pediétrica.

Por lo anterior, en el presente trabajo se cultivd Mycobacterium tuberculosis
H37Rv en medio liquido Sauton para obtener proteinas solubles, separarlas por
electroforesis de una dimensién, y realizar ensayos inmunoquimicos con muestras de

suero de pacientes pediatricos con tuberculosis, para identificar polipéptidos



inmunodominantes con potencial valor serodiagnéstico y preventivo en poblacion

peditrica.



ANTECEDENTES

Tuberculosis
Definicion
La tuberculosis es una enfermedad infecto contagiosa de naturaleza cronica, que
afecta a seres humanos de todas las edades (Palma-Nicolas y col., 2007). Es causada por

bacterias del Complejo M. tuberculosis, pero principalmente por la especie M.
tuberculosis (Zenteno-Cuevas, 2003).

La tuberculosis continia siendo un problema de magnitud mundial, ya que es la
primera causa de muerte de origen infeccioso en el mundo y ha sido declarada como
una emergencia global por la Organizacion Mundial de la Salud (Moreno y col., 2009;
WHO, 2008). Se creia que la tuberculosis era una enfermedad controlada, sin embargo
se ha observado una reemergencia en nuestro medio (Moreno y col., 2009) debido a
diversos factores como la aparicion de cepas multidrogo-resistentes y su co-existencia
con el virus del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (Rosas y Arce, 2007; Lawn y
Zumla, 2001) y la diabetes (Dooley y col., 2009), que se han sumado a factores
socioeconémicos y genéticos, determinando una mayor susceptibilidad de la poblacion

a esta enfermedad (Herrera y col., 2005).

A pesar de la amplia disponibilidad de la vacuna antituberculosa (BCG), la
incidencia de la tuberculosis ha ido en aumento; por ello, en los Gltimos afios se ha
cuestionado su eficacia, aunque esta claro que las personas vacunadas tienen menor
riesgo de desarrollar las formas extrapulmonares de la enfermedad, especialmente la

tuberculosis meningea en los nifios (Palma Nicolas y col., 2007).



Epidemiologia

La tuberculosis es todavia una importante causa de morbilidad y mortalidad en
todo el mundo (Orozco y col., 2009), estimaciones realizadas por la Organizacion
Mundial de la Salud indican que una de cada tres personas se encuentra infectada por M.

tuberculosis (Herranz y Bernaola, 2007).

En el afio de 2009, se presentaron alrededor de 9.4 millones de nuevos casos por
tuberculosis alrededor del mundo, causando la muerte de 1.7 millones de personas en
este periodo (WHO, 2010). En ese afio, la incidencia global fue de 137 casos por
100,000 habitantes, después de alcanzar un maximo en el 2004 de 142 casos por 100,000
habitantes (WHO, 2010), siendo mucho mayor en ciertas zonas geogréaficas, como en
Africa y Asia, con una pequefia proporcion de casos en la region europea mediterranea
oriental y en América (Lawn y Zumla, 2011).

Dentro del contexto nacional, el comportamiento de la tuberculosis respiratoria
ha experimentado una disminucion tanto de su morbilidad como mortalidad. De acuerdo
con el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica de la Secretaria de Salud, en el
2007 México registrd una tasa de 16.3 por cada 100,000 habitantes, con un total de
17,143 casos nuevos, lo que refleja una disminucién del 11% respecto a la tasa
registrada en el afio 2000, fecha en la que se identificaron 18,434 casos con una tasa de
18.3 por cada 100,000 habitantes. Del total de casos notificados en el 2007, la forma més
frecuente fue la tuberculosis pulmonar, con un total de 14,422 casos nuevos (SINAVE,
2008). Los estados que presentaron las tasas mas altas de tuberculosis en la poblacion
pediatrica fueron: Baja California (18.5); Tamaulipas (7.9); Baja California Sur (7.5);
Colima (7.5); Sonora (7.2); Guerrero (6.9); Chiapas (6.8) y Nayarit (5.7) (Orozco y col.,
2009). La tuberculosis infantil esta intimamente ligada a la del adulto y el riesgo de
desarrollarla varia en funcion de la edad, siendo més alto en mayores de 10 afios, aunque
las formas de tuberculosis mas graves predominan en menores de 5 afios (Orozco y col.,
2009).



Patogenia

La infeccion tuberculosa se produce cuando un sujeto entra en contacto con M.
tuberculosis, desencadenandose en su organismo una respuesta inmune (Garcia y col.,
2003). Esta interaccion esta determinada por la virulencia de la cepa y la resistencia del
hospedero, en la que la inmunidad mediada por células juega un papel importante en la
prevencion de la enfermedad activa. La infeccion primaria por tuberculosis suele ser el
resultado de la inhalacién de pequefias gotas que contienen bacilos viables de M.
tuberculosis, desde un individuo con una infeccién pulmonar activa. Las bacterias
inhaladas se depositan en los pulmones, pero el hospedero responde en la mayoria de los
casos con una respuesta inmune frente a la bacteria, que origina una reaccién de
hipersensibilidad tardia y la formacion de agregados de macrofagos activados
denominados tubérculos (Madigan y col., 2009). Cuando los bacilos ingeridos por estos
macrofagos alveolares tienen la habilidad de sobrevivir y multiplicarse intracelularmente
por la inhibicion de la formacion del fagolisosoma (Kindt y col, 2007) la infeccion
pulmonar se convierte en aguda, ocasionando una destruccién masiva del tejido
pulmonar (Madigan y col., 2009). Al lisarse estos macréfagos infectados, como
eventualmente ocurre, un gran numero de bacilos son liberados y pueden diseminarse
por la sangre y vasos linfaticos hacia la cavidad pleural, huesos, sistema urogenital,
meninges, peritoneo y piel (Kindt y col., 2007) y provocar la muerte. Sin embargo, en la
mayoria de los casos no se evidencia una infeccién aguda, ya que ésta permanece
localizada y no muestra progresion clinica (Madigan y col., 2009). A diferencia de la
infeccion en adultos, los nifios que sufren de infeccidn tuberculosa progresan més rapido
a la enfermedad, y tienen un mayor riesgo de presentar formas graves y diseminadas de
tuberculosis, debido a la inmadurez de su sistema inmune que provoca la acelerada

multiplicacién de los bacilos (Herranz y Bernaola, 2007).



Mycobacterium tuberculosis

Caracteristicas Generales

Mycobacterium tuberculosis es un patogeno intracelular obligado que puede
infectar a varias especies animales, aunque los seres humanos son su principal hospedero
(Lawn y Zumla, 2011). Es un bacilo recto y delgado con dimensiones de 0.4 x 3 um, no
forma esporas y es inmovil, (Brooks y col., 2008), aerobio (Lawn y Zumla, 2011). Es de
crecimiento lento, ya que sus colonias son visibles hasta las tres semanas de incubacion;
cuando éstas crecen en medio sélido, se observan colonias densas, compactas y rugosas
(Madigan y col., 2009). En medios liquidos las micobacterias crecen en cimulos debido
al caracter hidréfobico de su superficie celular (Brooks y col., 2008). Sus necesidades
nutricionales son relativamente sencillas, ya que puede crecer en un medio sencillo, con
sales minerales con amonio como fuente de nitrégeno y glicerol o acetato como Unica

fuente de carbono (Madigan y col., 2009).

Este bacilo resiste condiciones alcalinas y acidas y también es resistente a los
fenoles debido a su alto contenido de lipidos en su pared celular; de ahi surge su
propiedad acido-alcohol resistente (Brooks y col., 2008). La envoltura de M.
tuberculosis es una estructura compleja, constituida por capsula, pared celular y
membrana plasmatica. La capsula es su capa mas externa, que le sirve de proteccion
contra los multiples factores externos y estd compuesta principalmente de &cidos
micolicos y glicolipidos; estos ultimos son los responsables principales de las
caracteristicas antigénicas de la micobacteria. La pared celular se localiza debajo de la
capsula y esta separada por un espacio periplasmico, posee un elevado contenido de
lipidos y esta constituida por el complejo macromolecular formado por &cidos
micolicos-arabinogalactano-peptidoglucano. Los acidos micélicos son acidos grasos
formados por cadenas de 70-80 carbonos, a los cuales se les atribuye el caracter
hidroéfobico de la envoltura micobacteriana. Su membrana celular tiene las

caracteristicas bioldgicas y bioguimicas de cualquier membrana, con la diferencia de que



los derivados de los fosfolipidos micobacterianos se caracterizan por estar altamente
glicosilados dando lugar a moléculas como el lipoarabinomanano (LAM), que tienen un

papel fundamental en la patogénesis de la tuberculosis (Gorocica y col., 2005) (Fig. 1).

Genoma

El genoma de Mycobacterium tuberculosis H37Rv consiste en 4.4 x 10° pares de
bases, conteniendo aproximadamente 4,000 genes, que muestran las caracteristicas
Unicas de esta bacteria (Fig. 2). Alrededor de 200 de estos genes codifican enzimas
relacionadas con el metabolismo de 4&cidos grasos, entre estos se encuentran
aproximadamente 100 genes que codifican enzimas que intervienen en la 3-oxidacion de
acidos grasos. EI gran nimero de enzimas micobacterianas puede estar relacionado con
la habilidad de este patdgeno para crecer en los tejidos del hospedero infectado, donde
los &cidos grasos pueden ser la mayor fuente de carbono. Asi mismo, otra caracteristica
del genoma de M. tuberculosis es la presencia de genes codificadores de proteinas ricas
en glicina y de las familias de proteinas PE y PPE, nombres que derivan de las
secuencias de aminoacidos Pro-Glu (PE) y Pro-Pro-Glu (PPE) encontradas en las
regiones N-terminal de cada una de estas proteinas, que tienen entre 110 y 180
aminoécidos (Smith, 2003). La funcion de estas grandes familias proteicas es
desconocida, pero se ha observado que son de tamafio variable y se encuentran en la
pared celular y en la membrana celular. Con esta informacién y sabiendo de la
antigenicidad de estas proteinas, se ha sugerido que al menos algunas de ellas estan
involucradas en las variaciones antigénicas del bacilo durante la infeccién (Banu y col.,
2002).
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Figura 1. Representacion esquematica de la pared celular de Mycobacterium

tuberculosis (Gorocica y col., 2005).
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4,411,529 bp

Figura 2. Genoma de Mycobacterium tuberculosis H37Rv (Smith, 2003).
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Al culminar la secuenciacion del genoma de M. tuberculosis se logré un gran
avance en el conocimiento de la biologia de esta especie, pero ain con ésto no se puede
explicar la diversidad en la secuencia gendémica entre especies, ni tampoco en la
expresion proteica, ya que diversos estudios han demostrado que existen proteinas no
identificadas por los analisis gendmicos que en cambio se pueden detectar eficazmente
por medio de andlisis protedbmico (Fleischmann y col., 2002; Jungblut y col., 2001).

Proteoma

El proteoma es definido como la expresion proteica total de cualquier organismo
(Starck y col., 2004), ya que este no solo representa los productos génicos, sino también
sus modificaciones cotraduccionales y post-traduccionales (Jungblut y col., 1999). El
proteoma, en analogia al genoma, se utiliza para describir el conjunto de proteinas
expresadas por un organismo bajo un conjunto de condiciones definidas. EI genoma es
considerado estatico, pero el proteoma es dindmico y mucho més complejo, ya que es
constantemente alterado en respuesta a los cambios del ambiente (Hitchen y Dell, 2006).
La protedmica es el estudio del proteoma que intenta correlacionar la diversidad
funcional y estructural de las proteinas con los procesos bioldgicos asociados a ellas.
Esta disciplina ha creado oportunidades para identificar e investigar proteinas claves que
son expresadas diferencialmente en la salud y la enfermedad. Las ramas de la
protedmica incluyen: la separacién de las proteinas, su identificacion y cuantificacion,
analisis secuencial proteico, interaccion protedmica y modificacion proteica. En su
sentido més amplio, involucra la actividad de las proteinas, sus modificaciones,
interacciones y localizacion dentro de un organismo ¢ célula (Kavallaris y Marshall,
2005).

La gran cantidad de informacion disponible actualmente sobre el contenido
protedmico micobacteriano, ha proporcionado nuevos conocimientos sobre los procesos
bioquimicos y fisioldgicos que rigen la vida del bacilo de la tuberculosis (Tekaia y col.,

1999). En los proximos afios, el anlisis protedbmico de cepas del Complejo M.
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tuberculosis sera fundamental para la comprensién de las bases moleculares de su

virulencia y patogenicidad (Jungblut y col., 1999; Rosenkrands y col., 2000).

Hasta ahora, se ha logrado la separacion de alrededor de 1,800 manchas proteicas
por electroforesis en dos dimensiones (2-DE), y a pesar de la similitud de los patrones en
general, se han logrado observar diferencias claras y reproducibles comparando cepas
virulentas de M. tuberculosis con cepas vacunales atenuadas (Jungblut y col., 2001).
Estos reportes acerca del proteoma de varias cepas micobacterianas se han realizado en
proteinas citosolicas asi como de proteinas de la pared celular y proteinas de filtrado de
cultivo (Starck y col., 2004). En un estudio realizado por Mattow y col., en el 2003,
aplicando 2-DE, se observaron 1,250 manchas proteicas a partir del filtrado de cultivo de
M. tuberculosis, para la comparacién del analisis proteémico de la cepa H37Rv y la cepa
vacunal Mycobacterium bovis BCG, identificandose 39 manchas proteicas
correspondientes a 27 proteinas unicas de M. tuberculosis. En el 2007, otro estudio
permitié la identificacion de 257 proteinas presentes en el filtrado de cultivo de M.
tuberculosis H37Rv, de las cuales 159 contienen un péptido sefial N-terminal, 25 poseen

un dominio transmembranal y 36 son lipoproteinas (Malen y col., 2007).

Datos mas recientes del proteoma micobacteriano, obtenidos por métodos
bioinformaticos, sugieren que éste posee 99 lipoproteinas que representan el 2.5% del
proteoma; ademas, a partir del analisis de los primeros 40 aminoacidos de la regién
amino terminal de estas lipoproteinas se encontrdé que 35 poseen sitios O-glicosilados
(Gonzélez y col., 2009). Esta altima informacién es de gran importancia en el estudio
del proteoma de M. tuberculosis porque las modificaciones post-traduccionales son las
claves de la funcionalidad proteica (Del Portillo y col., 2007). Hasta el momento, se han
identificado por 2-DE, 290 manchas asociadas con proteinas celulares y 510 con
proteinas de filtrado de cultivo; sin embargo, se cree que estos dos conjuntos proteicos
representan una fraccion del proteoma (Proteome 2D-PAGE Database, 2011). Todos
estos estudios tienen como finalidad completar el conocimiento acerca de las proteinas

de M. tuberculosis, su funcion y sus vias de secrecion, permitird fin de desarrollar
12



nuevas técnicas diagnosticas y disefiar una nueva vacuna contra la tuberculosis (Mattow
y col., 2003).

Proteinas de Filtrado de Cultivo de Mycobacterium tuberculosis

Las proteinas de filtrado de cultivo de M. tuberculosis son aquellas que la
bacteria libera al medio de cultivo en el que crece (Smith, 2003). Estas proteinas, han
sido tradicionalmente caracterizadas como importantes antigenos y moduladores del
sistema inmune. Antes de ser liberadas, algunas de estas proteinas residen en la pared
celular donde su funcién sigue siendo desconocida (Wolfe y col., 2010) asi como su
mecanismo de secrecion (Smith, 2003). Sin embargo, un numero significativo de
publicaciones sugieren que estas proteinas son blanco de inmunorespuestas en el
hospedero infectado (Ramirez y col., 2002), de tal manera que el filtrado de cultivo de
M. tuberculosis constituye una fuente importante de antigenos con enorme potencial en
términos de su valor diagndéstico (Lyaschenko y col., 1998) y con capacidad de inducir
inmunidad protectora (Gomez y col., 2000).

La mayoria de los estudios con estas proteinas estan encaminados a la
identificacion de blancos moleculares con utilidad potencial para el desarrollo de una
prueba diagnostica (Samanich y col., 2001) y el desarrollo de nuevas vacunas; se cree
que una de las posibles estrategias para el desarrollo de una vacuna mejorada contra la
tuberculosis involucra el uso de proteinas secretadas por M. tuberculosis durante su

crecimiento in vitro (Attanasio y col., 2000).

Proteinas de Potencial VValor Serodiagnostico

La glicoproteina inmunodominante de 38 kDa ha sido identificada como un
componente de los filtrados obtenidos en plazos cortos (21 dias) (Andersen y col.,
1991). Este antigeno es una lipoproteina (Chang y col., 1994) que al parecer esta

involucrada en el metabolismo de fosfato en la micobacteria y presenta una homologia
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significativa con la proteina PhoS, una proteina unidora de fosfato localizada en el
espacio periplasmico de Escherichia coli. La presencia de este antigeno en los filtrados
de cultivos jovenes, implica que es una proteina de secrecion con funciones asociadas a
la membrana celular, de la que se libera gradualmente (Andersen y col., 1991). Es
conocida como un potente inmundgeno (Chang y col., 1994), ya que posee diferentes
epitopes capaces de inducir la proliferacién de anticuerpos especificos contra M.
tuberculosis (Ramirez y col., 2002). La proteina de 38 kDa ha sido empleada en ensayos
inmunoadsorbentes ligados a una enzima (ELISA, por sus siglas en inglés) detectando
del 40 al 80% de los casos de tuberculosis con baciloscopia positiva, en diferentes
cohortes de pacientes. Ademas, diversos estudios han demostrado que los anticuerpos
anti-38-kDa estan presentes en pacientes con enfermedad avanzada, recurrente y cronica
(Samanich y col., 2000) y por esta razon ha sido empleado para el desarrollo de ensayos
comerciales para la deteccién de tuberculosis (Hougthon y col., 2002); Sin embargo, este
antigeno no es el ideal para crear una prueba serodiagndstica 6ptima (Dillon y col.,
2000), ya que aungue su sensibilidad puede ser tan alta como del 80% (Samanich y col,
2000), la especificidad de los ensayos que usan este antigeno es muy baja como del 40%
(Mukherjee y col., 2004; Abebe y col., 2007).

Las proteinas ESAT-6 (Rv3875) y CFP-10 (Rv3874) son miembros que
pertenecen a la familia Esat6, relacionada con las proteinas de bajo peso molecular
secretadas por M. tuberculosis (Smith, 2003). Diversos descubrimientos han mostrado
que ESAT-6 y CFP-10 estan presentes en todas las cepas virulentas de M. tuberculosis
(Dillon y col., 2000), debido a que estas dos proteinas tienen su cddigo dentro de la
region RD1 del genoma micobacteriano, regién que se encuentra ausente en las cepas de
Mycobacterium bovis BCG y micobacterias no tuberculosas (Ravn y col., 2005). Estas
dos proteinas son inmunogeénicas en humanos (Ernst y col., 2007), ya que ambas son
antigenos inmunodominantes (reconocidos por la gran mayoria de pacientes con
tuberculosis) (Smith, 2003). Por esta razén, tanto ESAT-6 como CFP-10, han sido

utilizadas para el desarrollo de ensayos diagnosticos que emplean estas proteinas como
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antigenos para la deteccion de respuestas inmunes especificas de M. tuberculosis (Ernst
y col., 2007). El antigeno ESAT-6 ha sido empleado en el inmunodiagnostico de la
tuberculosis (gracias a que induce la produccion de IFN-y) y porque es una proteina
expresada por la micobacteria durante la infeccidn primaria y es indispensable para la
supervivencia de la bacteria y su propagacion in vivo. Este antigeno estimula respuestas
inmunes protectoras en modelos murinos (Abebe y col., 2007). En el caso de la proteina
CFP-10, se sabe que es reconocida por el sistema inmune de un gran porcentaje de
individuos infectados con M. tuberculosis, tanto por pacientes con la enfermedad activa
como por aquellos que han desarrollado una respuesta protectora. Los datos demuestran
que la respuesta inmunoldgica protectora hacia CFP-10 y la susceptibilidad individual a
la tuberculosis son cuantitativamente diferentes al momento de la medicion. Esta
dualidad de respuestas hacia este antigeno le confiere una potencial utilidad
serodiagndstica para la tuberculosis activa, asi como para detectar la exposicion a M.
tuberculosis (Dillon y col., 2000).

La proteina de 16 kDa es codificada por el gen hspX (Hu y Coates, 1999); es una
proteina citosolica reguladora (factor de virulencia), especifica del Complejo de M.
tuberculosis, esencial para la supervivencia del bacilo en ambientes hostiles del
hospedero, particularmente en el estado de latencia (Abebe y col., 2007). Esta proteina
es sintetizada en bajo nivel durante la fase logaritmica de crecimiento en cultivo, pero su
sintesis se incrementa marcadamente durante la transicién de la fase logaritmica hacia la
fase estacionaria. Esta proteina se convierte en una de las mas abundantes durante la fase
estacionaria de crecimiento, por lo que se ha propuesto que la proteina de 16 kDa es
esencial durante la supervivencia de la bacteria en su fase estacionaria (Hu y Coates,
1999) asi como en condiciones adversas, como privacion de oxigeno, agotamiento de
nutrientes, bajo pH o acumulacion de productos toxicos (Abebe y col., 2007). Es uno de
los antigenos de M. tuberculosis que sufre de modificaciones post-traduccionales. En
presencia de adenosin trifosfato radioactivo, se ha demostrado que esta proteina se
autofosforila en los residuos de serina (Abebe y col., 2007). Esta proteina que también
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recibe el nombre de proteina homologa a-cristalina y es reconocida por el suero de una
alta proporcion de pacientes con tuberculosis (Smith, 2003), por lo tanto ha sido
empleada para la deteccidn de isotipos de anticuerpos ya sea sola o en combinacién con
otros antigenos (Abebe y col., 2007). Con la proteina de 16 kDa y la proteina
recombinante de 38 kDa, la sensibilidad y especificidad de los ensayos serodiagndsticos
es hasta del 59% en pacientes con cultivo positivo, y la especificidad es del 98% en
pacientes con tuberculosis pulmonar. En pacientes con formas extrapulmonares, la
sensibilidad es de 56%, 65%, 40% y 43% en pacientes con tuberculosis dsea, renal,
linfatica y pleural, respectivamente, con una especificidad de 98%. Un reciente estudio
sugirio que el antigeno de 16kDa puede ser de utilidad para la deteccién de la
tuberculosis latente (Abebe y col., 2007).

Proteinas con Potencial VValor Preventivo

El complejo antigénico 85 (Ag85) es el principal constituyente de las proteinas
secretadas por M. tuberculosis (Wiker y Harboe, 1992; Malen y col.,, 2007) y
Mycobacterium bovis BCG (Nagai y col.,, 1991). Este complejo estd formado por
proteinas conservadas que pertenecen a la familia de proteinas unidoras de fibronectina,
que han sido consideradas factores de virulencia potenciales (Armitige y col., 2000).
También es conocido como antigeno de 30/32kDa, porque estd compuesto por las
proteinas Ag85A (31 kDa), Ag85B (30 kDa) y Ag85C (31.5 kDa) (Kashyap y col.,
2007) codificadas por los genes fbpA, fopB y fbpC, respectivamente (Armitige y col.,
2000). Los tres elementos que lo constituyen muestran una gran reactividad
inmunoldgica cruzada; diversos estudios estructurales revelan una amplia homologia asi
como caracteristicas diferenciales entre los componentes individuales (Nagai y col.,
1991). Los miembros del Ag85 son secretados hacia la pared celular de M. tuberculosis
(Armitige y col., 2000); de los tres componentes, la proteina 85C es cuantitativamente
menor, con relacion a las fracciones 85A y 85B. ElI complejo antigénico 85 induce una

inmunidad protectora contra la tuberculosis en cobayos, pero también la proliferacion
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intensa de células T y produccion de interferon gamma (IFN-y) de células
mononucleares de sangre periférica obtenidas de personas sanas con reactividad a la
tuberculina. En otros estudios en los que se ha ensayado la inmunoreactividad de las tres
proteinas nativas 85B, 85A y 85C, se han obtenido sensibilidades de 76, 50 y 12%,
respectivamente. Sin embargo, el valor diagndstico de la proteina 85B parece ser mayor
al de la proteina 85A, porque la reactividad de los anticuerpos de personas sanas hacia la
proteina 85A es mucho mayor que la reactividad hacia la proteina 85B (Lim y col.,
1999). En un estudio realizado en la India, por Kashiap y col., en el afio 2007, utilizando
el método de ELISA indirecto, inmovilizando el complejo 85A, se obtuvo una
sensibilidad del 82% y 86% de especificidad. Ademéas, a escala experimental, otra
investigacion realizada con cobayos susceptibles a la tuberculosis pulmonar, demostrd
que la inmunizacion con la proteina de 30 kDa, sola o en combinacion con otras
proteinas de secrecion abundantes, induce una fuerte respuesta inmune celular protectora
ante a la exposicion a aerosoles con bacilos de M. tuberculosis virulentos. La
inmunoproteccién se estim6 por la disminucion de la enfermedad clinica, a través de
variables como la pérdida de peso, la mortalidad y el crecimiento de M. tuberculosis en
los pulmones y el bazo de los animales inmunizados, en comparacion con sus controles
(Horwitz y col., 1995).

La proteina de 19 kDa (Ag 19 kDa) o Rv3763, es un antigeno inmunodominante
que es capaz de estimular la inmunidad celular y humoral de los pacientes con
tuberculosis (Smith, 2003). Este antigeno fue originalmente identificado utilizando un
conjunto de anticuerpos monoclonales murinos afines a M. tuberculosis,
subsecuentemente se evalud su capacidad para estimular respuestas inmunes celulares y
humorales en ratones y en pacientes con tuberculosis. Los resultados de los analisis de la
secuencia de nucle6tidos vy la caracterizacion bioquimica de dicha proteina, sugieren que
la proteina madura es una lipoproteina de secrecion de M. tuberculosis (Hermmann vy

col., 1996). El Ag 19 kDa es una glicoproteina, cuya glicosilacion se ha estudiado con
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ensayos con la lectina Canavalia ensiformis (Con A) (Fifis y col., 1991), pero aun no se
ha comprobado si esta modificacion post-traduccional afecta su actividad inmunoldgica.

El complejo antigénico de 45/47 kDa (complejo Apa, por sus siglas en inglés) es
una glicoproteina dimérica codificada en el gen apa (Romain y col., 1999) con una masa
molecular de 28,780 Da por cadena polipeptidica. Con la excepcion del complejo Apa,
todas las proteinas glicosiladas de M. tuberculosis son lipoproteinas (Gonzalez y col.,
2009). Este complejo esta presente en los filtrados de M. tuberculosis y ha sido
identificado y aislado por su habilidad de interactuar principalmente con linfocitos T y/o
anticuerpos inducidos por inmunizacion de cobayos con utilizando la bacteria viva
(Romain y col., 1999).

De acuerdo con los resultados obtenidos por la reactividad de la proteina con la
lectina Con A, los glicanos que posee Apa estan constituidos solo de manosas,
incluyendo el azucar covalentemente unido a la proteina; este tipo de glicosilacion es
conocido como O-manosilacion (Gonzalez y col., 2009). Entre los productos de la
protedlisis de Apa se encuentra un glicopéptido con una masa molecular promedio de
1,515 Da (Dobos y col., 1995). El analisis detallado de los glicopéptidos demostr6é que
habia cuatro sitios de glicosilacion construidos sobre residuos de treonina. Los
carbohidratos de Apa pueden ser o-manosa, a-manobiosa, 0 a-manotriosa, y se enlazan
al aminoacido con uniones de tipo O; las con uniones glicosidicas son de tipo a-1,2. De
los cuatro sitios de glicosilacion, s6lo uno muestra heterogeneidad en el nimero de
residuos de manosa las glicoformas de 5, 6, 7 y 8 residuos de manosa son las mas
abundantes. También se ha detectado la presencia de otros glicopéptidos pero aun no
estan totalmente caracterizados. Se desconoce el papel de los oligosacaridos de las
proteinas micobacterianas, pero la unién de manosa a estas proteinas puede ser
importante para la respuesta inmune, ya que a diferencia de la Apa recombinante, la Apa
nativa induce una respuesta de hipersensibilidad retardada y ha mostrado estimular in

vitro a las células T (Romain y col., 1999).
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El antigeno de 29 kDa, denominado CFP29, se caracteriza por desencadenar la
liberacion de altos niveles de IFN-y en células de memoria efectoras de raton,
provocando inmunidad protectora contra la tuberculosis. Este antigeno es una proteina
ampliamente distribuida en la especies micobacterianas y su expresion ha sido
demostrada tanto en los filtrados de cultivo de especies patdgenas, como de especies no
patdgenas de origen ambiental, sugiriendo su papel fisiolégico en la micobacterias.
Investigaciones de las fracciones subcelulares de M. tuberculosis muestran que la CFP29
esta presente tanto en la membrana como en los filtrados de cultivo, pero no dentro de la
fraccion citosélica. Esto conduce a la conclusion que este antigeno es exportado y
probablemente gradualmente liberado de la envoltura celular, haciendo posible el
reconocimiento inmunoldgico en la fase temprana de la enfermedad. El analisis en dos
dimensiones (2DE) de CFP29 muestra tres diferentes puntos puntos isoeléctricos (pl) en
el rango de 5.0-5.2, con una misma secuencia N-terminal. La causa de esta
heterogeneidad ain no se conoce, pero puede ser explicada por la amidacion, la
oxidacion de aminoacidos, o por modificaciones post-traduccionales como la

fosforilacion proteica (Rosenkrands y col., 1998).

También las proteinas de choque térmico (HSPs) como la HSP 90, HSP 70, HSP
65 y HSP 10 han demostrado desencadenar una fuerte respuesta inmune en el hospedero
durante la infeccion tuberculosa. Pero entre éstas, la proteina inmunodominante HSP 65
(de 65 kDa), presente en una amplia variedad de especies de M. tuberculosis, es capaz

de desencadenar las respuestas inmunes celulares y humorales (Mudaliar y col., 2006).
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Metodos para el Estudio del Proteoma de Mycobacterium tuberculosis H37Rv

Electroforesis en Una Dimensién

Al aplicarse un campo eléctrico a una solucién, las moléculas de soluto con carga
neta positiva se desplazaran hacia el catodo y las moléculas con carga neta negativa se
desplazaran hacia el anodo. A este desplazamiento se denomina electroforesis. La
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) es una
técnica empleada en bioquimica, genética y biologia molecular para separar proteinas
segun su movilidad electroforética. Con esta técnica se logra descomponer la estructura
secundaria, terciaria y cuaternaria de las proteinas, desplegandose la cadena
polipeptidica que sera rodeada por las moléculas de SDS. Las numerosas cargas
negativas transportadas por las moléculas de SDS unidas a la proteina hacen que la carga
que ésta transporta sea insignificante, asi la cadena polipeptidica plegada se transforma
en un objeto alargado, cuya carga y longitud son proporcionales al peso molecular de la

cadena polipeptidica (Fig.3) (Mathews y col., 2010).

Al finalizar la electroforesis, los polipéptidos son tefiidos con nitrato de plata o
con azul de Coomasie brillante, o detectados con tincioén fluorescente. Las bandas
separadas en el gel de poliacrilamida pueden ser identificadas extrayéndolas, mediante
cortes selectivos del gel de poliacrilamida. También es posible transferir las bandas
proteicas a un soporte inerte de facil manipulacion, por ejemplo a una membrana de
nitrocelulosa o de polivinildenedifluoruro (PVDF, por sus siglas en inglés). Estando en
las membranas, las bandas pueden ser sometidas directamente (0 después de su
rompimiento enzimatico o quimico), al analisis inmunoquimico, para identificar
antigenos especificos gracias a su deteccion con anticuerpos monoclonales especificos o

con lectinas (Gorg, 2007).
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Figura 3. Representacién esquematica de la separacion de los componentes de una
mezcla proteica, en SDS-PAGE.

Fuente: http://homepages.strath.ac.uk/~dfs99109/BB310/WesternBlotting.html (Fecha
de acceso 26 octubre 2011)
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Electrotransferencia e Inmunodeteccion (Western blot)

Este método se refiere a la transferencia biologica de muestras puras o semipuras,
de un gel (por ejemplo: poliacrilamida) a una membrana o soporte inerte, y su
subsecuente deteccidn sobre la superficie de la membrana, con anticuerpos, lectinas u
otra sonda molecular. Este método también es Ilamado en inglés “immunoblotting”
debido a que en muchos casos se usa un anticuerpo especifico para detectar a su
antigeno. Fue introducido por Towbin, y col., en 1979 y ahora es una técnica de
rutina para el analisis de proteinas, y es cominmente empleada para identificar una
proteina especifica dentro de una mezcla compleja de ellas asi como para obtener datos

cualitativos y semicuantitativos acerca de la proteina (Gravel, 2008).

Para realizar una electrotransferencia, es necesario que la mezcla de proteinas
haya sido sometida primero a una separacion analitica, generalmente por electroforesis
en condiciones desnaturalizantes, en una o dos dimensiones, de forma que las
posiciones finales de las distintas proteinas en el gel dependen del tamafio de sus
moléculas. A continuacidn, se transfiere el conjunto de proteinas separadas desde el gel
de poliacrilamida de separacién a una membrana de soporte, lo que hace que la
membrana adquiera una réplica del conjunto de macromoléculas separadas en el gel.
Durante el proceso de transferencia, el dodecil sulfato de sodio se separa de la proteina y
a menudo se recuperan los determinantes antigénicos originales cuando la proteina
vuelve a plegarse. La posicion del antigeno proteico en la membrana puede detectarse
gracias a su unién con un anticuerpo marcado, especifico hacia esa proteina, lo que
proporciona informacién sobre el tamafio y la cantidad de antigeno (Abbas y Lichtman,
2003).

Antes de hacer la inmunodeteccién de las moléculas separadas y transferidas a
una membrana de nitrocelulosa o PVDF, es necesario bloquear la membrana para
prevenir la union inespecifica de los anticuerpos en la superficie de la membrana. De

esta manera, al realizar la inmunodeteccion de las proteinas transferidas, el anticuerpo
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marcado con una enzima, formara solamente un complejo con la proteina a la que esté
dirigido. Después, se afiade un sustrato apropiado para la enzima, a fin de producir un
precipitado cromogénico o fluorogénico sobre la membrana que permita la deteccién
(colorimétrica o fluorimétrica, respectivamente) de la proteina que se busca. EI método
de deteccion mas sensible usa un substrato quimioluminiscente, que produce luz como
subproducto; la luz puede ser capturada utilizando una pelicula o una cdmara disefiada
para la deteccién quimioluminiscente, pero cualquiera que sea el sustrato usado, la
intensidad de la sefial esta relacionada con la abundancia de antigeno sobre la membrana
(Fig. 4) (Gravel, 2008).
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Figura 4. Esquematizacion del método de electrotransferencia e inmunodeteccion.

Fuente: http://nomepages.strath.ac.uk/~dfs99109/BB310/WesternBlotting.html (Fecha
de acceso 26 octubre 2001).
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MATERIALES Y METODOS

Muestras Séricas de Pacientes

Se ensayaron muestras séricas de pacientes pediatricos con tuberculosis (TB),
que asistieron a la Consulta Externa del Hospital Infantil del Estado de Sonora. Los
pacientes donadores de las muestras fueron: 19 pacientes con tuberculosis pulmonar, 8
pacientes post-tratamiento, 9 casos de tuberculosis extrapulmonar, entre los cuales
fueron identificados 6 casos de TB 6sea, 1 TB intestinal, 1 TB renal y 1 un caso
identificado mediante la técnica Reaccion de la Polimerasa en Cadena (PCR, por sus
siglas en inglés). Ademas, fueron incluidos 9 contactos y 15 nifios aparentemente sanos

como controles.

Cepa de Mycobacterium tuberculosis

Se utilizd la cepa de referencia Mycobacterium tuberculosis H37Rv (Andersen y
col., 1991; Castillon, 2008; Carcamo, 2011), que fue tipificada en el Instituto Nacional
de Diagnostico y Referencia Epidemiolédgica (INDRE) de México y proporcionada para
este trabajo por el Departamento de Micobacterias del Laboratorio Estatal de Salud
Publica (LESP) de Hermosillo, Sonora.

Cultivo de Mycobacterium tuberculosis H37Rv

Los procedimientos que involucraron la manipulacion de cepas fueron llevados a
cabo en el Departamento de Micobacterias del LESP, utilizando una campana de
bioseguridad tipo 2. La reactivacion de la cepa, se realizé en tubos para cultivo con el
medio de Lowenstein-Jensen en plano inclinado (Castillon, 2008; Carcamo, 2011); la
cepa fue sembrada en el medio e incubada a 37°C hasta observar el desarrollo del
microorganismo (Castillén, 2008). La identificacion de la cepa se realiz6 mediante
pruebas bioquimicas para micobacterias y tincion de Ziehl-Neelsen (Castillon, 2008).

Una vez identificada la cepa, se procedio a la inoculacion de frascos de 400 mL de
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medio de cultivo liquido Sauton (Salazar, 2008). Los frascos fueron incubados a 37°C en
reposo durante 4 semanas (Andersen y col., 1991; Castillén, 2008; Salazar, 2008). La
pureza de la cepa fue comprobada cultivando (en agar sangre) una asada del desarrollo
bacteriano, e indirectamente por la ausencia de turbidez del medio de cultivo liquido
(Castillon, 2008).

Filtrado de Cultivo

Para la obtencion del filtrado proteico, cada cultivo fue filtrado en un sistema de
filtracion estéril acoplado a una bomba de vacio, utilizando una membrana de nylon con
punto de corte de 0.2 um (Millipore, Billerica, Ma, USA). Los filtrados se sometieron
después a un proceso de diafiltracion tangencial, utilizando centricones con membranas
de nitrocelulosa con corte de 10,000 Da, en una centrifuga refrigerada a 4°C y 2,500 rpm
(Sigma Chemical Co, St Louis Mo, USA). Después, el filtrado proteico concentrado fue
dializado exhaustivamente contra agua tridestilada (Andersen y col., 1991; Castilldn,
2008). Por ultimo, el filtrado proteico fue liofilizado (Labconco Corporation, Kansas

City, Mo, USA) y almacenado en refrigeracion a 4°C hasta su procesamiento.

Estimacion de la Concentracion Proteica del Filtrado de Cultivo

Se prepardé una solucion acuosa del filtrado proteico de Mycobacterium
tuberculosis H37Rv, para estimar la concentracion proteica de filtrado de cultivo por el
método de Bradford (Bradford, 1976) en microplaca, utilizando albdmina de suero
bovino (BSA, por sus siglas en inglés) como proteina estandar para obtener una curva de

calibracion con rango de concentracion de 3.125 pg/mL a 100 pg/mL (Monge, 2008).

Electroforesis SDS-PAGE de Filtrado de Cultivo

La masa de los componentes proteicos de los filtrados de M. tuberculosis, se
estimé por medio de electroforesis vertical en condiciones desnaturalizantes y reductoras

(Laemmli, 1970) en geles al 15% de poliacrilamida. La corrida electroforética se realizo
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a 80 volts constantes, cargando 10 pg de proteina por pozo (Monge, 2008).
Posteriormente el gel se tifio con azul de Coomassie y la masa de las diferentes cadenas
polipeptidicas, se estimd empleando como marcadores de peso molecular a las proteinas
estdndares para electroforesis de Bio-Rad, No de catdlogo: 161-0317; (Bio-Rad,
Richmond, CA).

Inmunoensayos en una Dimension

Una vez realizada la electroforesis de las proteinas de filtrado de cultivo, en geles
de poliacrilamida en una dimensidn, se llevé a cabo la electrotransferencia de las bandas
proteicas a las membranas de nitrocelulosa, en una camara semi-htimeda (Towbin y col.,
1979) (Bio-Rad, Richmond, CA), a 120 mA constantes y 24 V por 1.3 horas. Para la
inmunodeteccion, las membranas fueron bloqueadas con leche al 5%, BSA al 0.5% y
Tween 0.02%, de 14-16 horas a 4°C. Se realizaron 5 lavados de 5 minutos en agitacién
moderada, con PBS/Tween 0.05%. Después se incubaron las membranas con los
distintos sueros (pacientes, controles y contactos), en dilucion 1:100, a temperatura
ambiente, en agitacion moderada por 1.5 h. El antisuero secundario anti-human IgG (Fc
specific) (Sigma Chemical Co, St Louis Mo, USA) conjugado con peroxidasa fue
utilizado en dilucion 1:4,000, incubando las membranas con el antisuero a temperatura
ambiente, en agitacion por 1.5 horas. La reaccién fue revelada con diaminobencidina
(DAB) tras la adicion de peroxido de hidrégeno como sustrato (Sigma Chemical Co, St
Louis Mo, USA).

Plan de Analisis

Se realizaron comparaciones individuales y por grupo (pacientes, contactos y
controles) de cada una de las inmunodetecciones en una dimensién para identificar las
diferencias cualitativas en los patrones de reconocimiento hacia las proteinas de filtrado
de cultivo, ademas se compararon estos perfiles con respecto de los reportados en la
literatura por otros autores.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Estimacion de la Concentracion Proteica del Filtrado de Cultivo de
Mycobacterium tuberculosis H37Rv
La curva estdndar con la que se estimo la concentracion proteica del filtrado de
cultivo tuvo un coeficiente de regresion lineal de 0.994. Con esta curva se estimé la
concentracion de proteina en el cultivo de M. tuberculosis filtrado (sin células),

obteniéndose una concentracion promedio de 11.66 pg/mL de cultivo.

Electroforesis de Filtrado de Cultivo en una Dimensién

El andlisis electroforético en SDS-PAGE al 15% de filtrado de cultivo de
Mycobacterium tuberculosis H37Rv mostro la presencia de 35 bandas proteicas con
masas moleculares relativas que van desde los 14 hasta los 138 kDa (Fig. 5). Entre las
35 bandas presentes, se encontraron algunas que son fuertemente antigénicas, como el
complejo antigénico 85, de 30/32 kDa (Lim y col., 1999), la proteina de 38 kDa
(Samanich y col., 2000) y la proteina HSP de 65 kDa (Mudaliar y col., 2006).
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Marcadorde PM

Figura 5. Perfil electroforético del filtrado proteico de Mycobacterium tuberculosis
H37Rv obtenido del desarrollo en medio liquido Sauton después de cuatro semanas de
incubacion. Carril 1: Marcador de peso molecular; Carril 2: Proteinas de filtrado de

cultivo.
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Inmunodeteccién en SDS-PAGE de una Dimensién

En los ultimos afios, se han realizado diversos estudios para evaluar el potencial
valor serodiagnoéstico y preventivo de las proteinas de filtrado de cultivo de M.
tuberculosis, (Samanich y col., 2001; Lyaschenko y col., 1998). Los estudios, realizados
en una poblacion adulta estadounidense, mostraron una marcada homogeneidad en el
patron de reconocimiento antigénico, tanto de los pacientes con tuberculosis como de
adultos controles (Samanich y col., 2001). No hay estudios analogos en poblaciones
pediatricas, motivo por el que los resultados derivados del presente estudio pueden
aportar informacion para el proceso de identificacién de proteinas inmunorreactivas de
Mycobacterium tuberculosis H37Rv, con potencial valor serodiagndstico y preventivo
pediéatrico.

Para identificar polipéptidos inmunodominantes en el filtrado de cultivo de
Mycobacterium tuberculosis H37Rv, la mezcla de proteinas del filtrado fue separada por
SDS-PAGE en una dimension y electrotransferidas a nitrocelulosa. Los inmunoensayos
se llevaron a cabo con los 15 sueros controles pediatricos y los 45 sueros de pacientes
pediatricos. De los 45 sueros obtenidos de pacientes, 19 provenian de pacientes
pediatricos con tuberculosis pulmonar, ocho fueron de pacientes post-tratamiento, nueve

de casos de tuberculosis extrapulmonar y 9 de contactos.

En el caso de los inmunoensayos realizados con los sueros control, se
encontraron diferencias cualitativas con relacion a los datos publicados por otros
investigadores. Por ejemplo, a diferencia de los resultados obtenidos por Samanich y
col., en el 2001, que demuestran que el suero de adultos controles norteamericanos
solamente reacciona con las proteinas de 30/32kDa y el antigeno de 65 kDa, en los
resultados obtenidos en este trabajo con los sueros pediatricos control (Fig. 6) se observo
un perfil de reconocimiento muy amplio, que va de la banda de 22 kDa hasta la banda de
130 kDa. Estos resultados, podrian deberse a que todos los nifios incluidos en el grupo
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Figura 6. Inmunodeteccion en SDS-PAGE con el grupo de sueros control. Puede
observarse que la reactividad es amplia (en el rango de 16-132 kDa), pero de baja

intensidad. (M) Marcador de peso molecular de amplio rango, (kDa) kilodaltons.
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control fueron vacunados a edad temprana con la vacuna BCG, de manera que al estar
expuestos a los antigenos micobacterianos contenidos en la vacuna, desarrollaron una
respuesta cruzada amplia frente a los antigenos micobacterianos comunes entre
Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium bovis (Andersen y col., 1991). Ademas,
no se observaron diferencias interindividuales en el reconocimiento antigénico, lo que
demuestra el alto grado de homogeneidad en la respuesta inmunoldgica de la poblacion

control estudiada.

En el grupo de contactos (Fig. 7), los inmunoensayos mostraron un patrén de
reconocimiento similar al patréon observado en controles, con elevada reactividad hacia
las bandas de la region que va desde los 22 kDa hasta los 137 kDa aproximadamente,
Sin embargo, fue posible detectar una diferencia en el reconocimiento, que radica en la
reactividad de una banda de alrededor de 23 kDa que se encuentra ausente en el grupo
de controles. Esta banda, reconocida Unicamente por el grupo de sueros de los contactos,
puede corresponder a la proteina de 23 kDa denominada superéxido dismutasa, una
metaloenzima que interviene en la patogénesis de la tuberculosis, inhibiendo la respuesta
inmune del hospedero (Edwards y col., 2001). Se tiene conocimiento de la
seroreactividad hacia esta proteina, entre pacientes con tuberculosis activa (Deshpande y
col., 1993), pero hasta ahora no se habian reportado estudios que demuestren la

seroreactividad de los contactos.

Dentro de los resultados obtenidos con el grupo de 19 pacientes con tuberculosis
pulmonar (Fig. 8), se pudo observar una region de elevado reconocimiento antigénico en
el rango de 30-45kDa. En este rango, se encuentran proteinas inmunodominantes para
los pacientes con tuberculosis pulmonar, como el complejo de 45/47 kDa (Romain y
col., 1999), L-alanina deshidrogenasa de 38 kDa (Samanich y col., 2000) y complejo
antigénico de 30/32kDa (complejo 85) (Limy col., 1999).
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Figura 7. Inmunodeteccion en SDS-PAGE con el grupo de sueros de contactos. Aunque
el patron de reconocimiento es amplio (en el rango de 22-136 kDa), se observa la

reactividad intensa con una banda de 23 kDa que no reaccioné con los sueros control.
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Figura 8. Inmunodeteccién en SDS-PAGE con el grupo de sueros de pacientes con
tuberculosis pulmonar. Los sueros 1, 4, 5, 7, 9 y 11, presentaron alta reactividad en el
rango de 30-45 kDa. Los sueros 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 y 19,
reconocieron intensamente una banda de alrededor de 66 kDa y los sueros 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18 y 19, reaccionaron intensamente con una banda de aproximadamente 82 kDa.
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Este dltimo, lo expresan tanto las micobacterias patdgenas como las no
patdgenas, por lo que la exposicion ambiental a estos Gltimos organismos provoca el
desarrollo de reacciones inmunologicas cruzadas hacia el Ag85 de Mycobacterium
tuberculosis. Aun asi, la fuerte reactividad de los sueros de pacientes con tuberculosis
pulmonar hacia estos antigenos, sugiere que las proteinas micobacterianas poseen
epitopes serodominantes especificos (Samanich y col., 2001) que pueden tomarse en
cuenta desde un punto de vista cuantitativo. Ademas de estas tres proteinas, se observo
un patron de inmunorreactividad amplio, que va desde las bandas de alrededor de 21
kDa hasta las de més de 135 kDa.

De los 19 sueros de pacientes con TB pulmonar, 16 reaccionaron con una banda
de 66 kDa, que se encuentra ausente tanto en el grupo control como en el grupo de
contactos; esta proteina puede corresponder al antigeno TB66, una proteina
inmunodominante para los pacientes con tuberculosis pulmonar pero que no es reactiva
con los sueros de individuos sanos (Deshpande y col., 1994). Ocho de los 19 sueros
reconocieron una banda adicional, de alrededor de 82 kDa. Esta misma banda se
encuentra presente también en el patron obtenido por el grupo de tuberculosis post-
tratamiento, y puede corresponder al antigeno MTB81 (malato sintetasa), que se ha
reportado como un potente antigeno, capaz de desarrollar una fuerte respuesta de
anticuerpos en pacientes con tuberculosis (Abebe y col., 2007). Estos resultados son
similares a los publicados por Samanich y col. en el 2001, quienes destacan que los
sueros de pacientes con tuberculosis reconocen bandas en el rango de 26 a 120 kDa
aproximadamente, con una reactividad predominante en la region de 30/32 kDa, 38 kDa,
el antigeno de 65 kDa, la malato sintetasa, asi como un gran ndmero de bandas

intermedias.

Por otro lado, los patrones obtenidos con los sueros de pacientes con tuberculosis
extrapulmonar no revelaron diferencias en el reconocimiento antigénico con respecto a
los obtenidos con el grupo control; los pesos moleculares de las bandas reconocidas

oscilan entre los 20 y 130 kDa (Fig. 9). Unicamente en el caso particular de tres sueros
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Figura 9. Inmunodeteccion en SDS-PAGE con el grupo de sueros de pacientes con
tuberculosis extrapulmonar. (1-6) tuberculosis 6sea, (7) tuberculosis renal, (8)
tuberculosis intestinal y (9) PCR+. Se observa reactividad hacia una banda de 17 kDa,

que no fue reconocida por los sueros de otros pacientes.
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de este grupo (33% de los pacientes de este grupo), se pudo observar el reconocimiento
de una banda adicional de alrededor de 17 kDa, la cual podria estar relacionada con la
proteina de 16 kDa, una proteina de choque térmico (HSP 16.3) conocida como un
factor de virulencia esencial para la supervivencia del bacilo en ambientes hostiles del
hospedero y reconocida intensamente por el suero de pacientes con formas
extrapulmonares de TB (Abebe y col., 2007).

Finalmente, dentro de los resultados obtenidos con el grupo de tuberculosis post-
tratamiento podemos observar la ampliacion en el rango de reconocimiento de las
proteinas de filtrado de cultivo (de 14-130 kDa). Sin embargo, en este grupo de
pacientes, destaca la presencia de un grupo de proteinas de bajo peso molecular
reconocidas exclusivamente por este grupo, que van de los 14 a los 20 kDa (Fig. 10).
Entre las proteinas que podrian estar siendo reconocidas por este grupo de sueros se
encuentran la proteina HSP 16.3, asi como la lipoproteina de 19 kDa, que han sido
reportadas como antigenos inmunodominantes en los pacientes con tuberculosis (Abebe
y col.,, 2007). No se han publicado reportes utilizando sueros de pacientes post-
tratamiento, por lo que la informacion obtenida en este caso, podria representar una
avenida para el avance del estudio de la respuesta inmunoldgica de los pacientes que

concluyeron el tratamiento.
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Figura 10. Inmunodeteccion en SDS-PAGE con el grupo de sueros de pacientes post-
tratamiento. Se observa intensa reactividad hacia el grupo de bandas de 14 a 20 kDa.
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CONCLUSIONES

El perfil electroforético (SDS-PAGE) del filtrado proteico del cultivo liquido
Sauton de Mycobacterium tuberculosis H37Rv de cuatro semanas de incubacion,
mostro la expresion de 35 bandas proteicas en SDS-PAGE, con pesos moleculares
de 14 kDa a 138 kDa.

Los sueros del grupo de nifios control, mostraron un patrén de reconocimiento muy
amplio y homogeéneo, en el que se observaron bandas entre los 16 y 132 kDa, sin
variaciones interindividuales, pero distinto de los reportados previamente en paises
en los que no se vacuna sistematicamente a la poblacion pediatrica.

En el grupo de contactos, se observd una fuerte sero-reactividad hacia las bandas en
el rango de 22 a 136 kDa, con intensa sero-reactividad hacia una banda de 23 kDa
que no se observé en el grupo control y que podria corresponder a la superéxido
dismutasa, una proteina inmunodominante entre pacientes con tuberculosis activa,
pero que no se habia mostrado inmunorreactiva en contactos.

Los resultados obtenidos con el grupo de tuberculosis pulmonar mostraron que 16
sueros poseen intensa reactividad hacia una banda de 66 kDa, y 8 sueros hacia la
banda de 82 kDa. Ninguna de estas bandas fue reconocida por los sueros del grupo
control pero los resultados son similares a los de trabajos publicados previamente.

El 33% del grupo de pacientes con tuberculosis extrapulmonar mostro reactividad
hacia una banda de 17 kDa, que podria corresponder a la proteina de choque térmico
16.3, reconocida como un factor de virulencia esencial para la supervivencia del
bacilo en ambientes hostiles del hospedero e inmunogénica en las formas
extrapulmonares de TB.

El patron de reconocimiento obtenido por el grupo de TB post-tratamiento fue
amplio (entre 14 y 130 kDa), pero destaco la reactividad de los sueros con bandas
en el rango de 14-20 kDa; no se han publicado reportes utilizando sueros de

pacientes post-tratamiento, por lo que la informacion obtenida en este caso, podria
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representar una avenida para el avance de la respuesta inmunoldgica de los

pacientes que concluyeron el tratamiento.
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