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_RESUMEN.

En este trabajo se anahzo la capamdad de cinco fracciones obtenidas a

partir. de MHSE por eI ctro"l

lon a partlr de geles - desnaturalizantes de

reto en for v

M habana ¥ 10

cobayos sensmlllzados con M., habana como en los senmbtllzados con Mleprae

cony sin colorante azul de‘bromofenol



Introduccion

La Iepra es una. enfermedad que se reconoclo desde la mas remota'

antlguedad debldo a sus obvuas manlfestaclones en la plel Hasta hace poco mas

de un s:glo Ia humamdad atribula’ Ia Iepra a una ternble herencla oaun mandatoA

que la lepra era causada po

Exlsten registrados en el mundo alrededor de 5. 5 mlllones de enfermos de

lepra sin embargo debido a defeclos de’ reglstro y nolmcacion se estlma que ol

numero lotal de casos ascnende a'11.5 mitlones (1),

La Iepra ‘es una enfermedad cosmopolita, actualmente predominar en
reglones troplcales y subtropicales, pero anteriormente existié en zonas de cllma
frio siendo endémica en algunos paises europeos. Ei problema es mas frecuente

en Africa Central y en el Sudeste Astatico (1) .

La forma de transmision no ha sido esclareclda por completo ‘la




Se sabe  que de todas las personas expuestas al agente causal solamente

una pequena parte desarro!la la enfermedad cl nica y que 'a pesar de que no se

han demostrado dlstmtas 'cepas de M. 'prae kd‘ uede presentar

mamfestacuones clmlcas muy variadas que son el resultado_de Ia |nteracclon de

la bactena con el hospedero atnbuyendose fundamentalmente a Ias diferencias

lnflltramon
infiltracion

parestesia, ulceras troflcas reabsorcién’ 6sea’'y’ aconamienlo devios dedos La

desfiguracién deblda a la infiltracion cutanea’y a la con cac:on de los troncos

nerviosos puede ser extre

La enfermedad es polar y con un amplio espectro y se Mde en dos hpos

pnncipales muy dlferentes Iepromatoso y.tuberculoide, asn como en varlas etapas



La lepra leproma(osa constituye el tlpo progreswo. sistémico, relativamente
transmisible .y espontaneamente lncurable de . la en(ermedad Invade
extensamente la plel y las mucosas en forma de nodu)os Yo infiltracion difusa,
lesiona los nervios periféricos y todos los organos y sistemas excepto el nervioso
cén;ral, se caracteriza por la presencia de numerosos bacilos de Hansen, tanto en
el raspado de la mucosa nasal como en el de las lesiones cutaneas, la inmunidad
mediada por células es notablemente deficiente para el germen y la piel esta
infiltrada por finfocitos T citotéxicos, presenta formas clinicas de imporiancia

variable: lepromatosis nodular y lepromatosis difusa (27),

La lepra lepromatosa nodular comprende no solo a la lesién caracteristica
(el noduto), sino a ofras lesiones circunscritas fales como manchas
hipoplgmentadas, placas eritematohipocromicas o francamente eritematosas e
infiltradas, nédulos foliculares de estructura leprosa que preceden, acompafian o
se presentan en lugar del nédulo tipico. Todo lo antelrior se haya asentado sobre

la infiltracion difusa mas o menos acentuada.

La lepra lepromatosa difusa se caracteriza por un tipo especlal de reaccion

“leprosa: eritema necrosame o fenémeno de Luclo.



Lé lepra tuberculdide constitu‘ye el tipo regresivo, no sistémico, no tan
transmnsrble y espontaneamente curable del padeclmlento Este tipo de lepra se
caractenza porque sus mamfestaciones tienden a localizarse exclusivamente en
la plel y ‘en los nerv:os periféricos, por la ausencia o escasez de bacilos de
Hansen. por su estructura tuberculoide tipica con células gigantes multinucleadas

- tipo Léﬁgérhéhs. células epiteloides, linfocitos e histiocitos y porque se presenta

en individuos cuya inmunidad tanto celular como humoral son normales (16.27),

Los casos indeterminados son aquellos en donde no es posible evidenciar
clinicamente, por lo menos durante algln tiempo, caracteristicas francas de uno
de los dos tipos polares. Estos casos se caracterizan por su situacion indefinida:
Inmunidad celular normal o aumentada si el paciente se ha orientado hacia el
polo tuberculoide, o bien, deprimida, si lo estd haciendo hacia el polo
lepromatoso. Sus manifestaciones se localizan en la piel y en los nervios
periféricos; hay ausencia o escasez de bacilos, esto Gltimo sdlo si el caso no es

ya lepromatoso, y se presentan infiltrados inespecificos.

Los casos dimorfos, bordeline, fronterizos intermediarios o interpolares se
designan a un grupo de casos, que como los indeterminados son inestables y
suelen posteriormente pertenecer en general, al tipo lepromatoso. Estos casos se
caracterizan porque sus manifestaciones se localizan aparentemente solo en la
piel y en nervios periféricos, por la presencia de bacilos de Hansen. por presentar
infiltrados que recuerdan a los de la lepra tuberculoide, solo que no se pegan
como ésta a la epidermis y muestran ademas algunos histiocitos vacuolados. con
bacilos escasos aislados o formando globias, Son casos indefinidos, inestables y
cambiantes. que a veces se muestran como lepromatosos y otras como

tuberculondes



Debido a la gran variedad de manifestaciones en ia lepra, ésta ofrece
grandes posibilidades para el entendimiento de {os mecanismos
inmunorreguladores en el hombre, ya que la respuesta inmunoldgica a M.leprae
correlaciona directamente con las manifestaciones clinicas, bacterioldgicas e

histopatolégicas de la enfermedad (11),

La multiplicacion de M./eprae en medios de cultivo no ha sido posible (26),
sin embargo, la blsqueda de modelos animales ha permitido !a obtencion de

pequedias cantidades para su estudio.

La primero transmision experimental del bacilo de Hansen a un animal se
logré en 1960, cuando Shepard obtuvo una multiplicacion limitada del
microorganismo en el ratén, aungue la infeccion solo se limita al cojinete plantar
es posible la vacunacion del animal quedando este 100% protegido contra la
enfermedad (33.13), E| problema del desarrollo del bacilo de Hansen en el

cojinete plantar del raton es que es moderado y solo llega a un cierto limite.

En 1971, por primera vez, Kirchheimer y Storrs lograron una infeccion
experimental diseminada con M./eprae al inocular armadillos de nueve bandas. A
partir de entonces este animal se ha convertido en el mejor modelo experimental
que existe hasta la fecha para la multiplicacion de este microorganismo, pero es
muy dificil conservar a los animales, y para tener bacilos abundantes pueden

necesitarse hasta dos afos de cautiverio (1).



Debldo ague el uso del bacuo de Hansen como vacuna tlene la desventaja

de que ‘no se pueden ob(ener abastos importames del mlsmo se ha puesto

vivo,’ ol M b w G/ s conflrio protec

n parclal del 60%, mnentras que
M habana conﬁr p cclon enun 100% (15, 32 33).

';E-r’l el caso de M.habana, por existir un alto grado de reactividad antigénica
cruzada' con M/eprae no se conoce que caracteristica de esta micobacteria le de

la capacldad de proteccién en el modelo murino contra la |nfeccvon con Mleprae
(32). :

M.habana fue aislada por primera vez en esputos‘de pacientes con

diagnéstico de tuberculosis pulmonar. Los bacilos son acld alcohol resis:_ n(es o

no esporulados y carecen de movilidad, se observ n Igunos yelementos' !

cocobacilares y otros con granulaciones mono y bipélareg: (38),



Cuando M. habana se slembra en medno Lowenstem Jensen enlre los 10 y

los 14 dlas de cultlvo se observan colonlas de aproxlmadamente 5 mr

|as 3 o 4 semanas aparecen como colonlas de 1'a3 mm, redondas convexas de‘

bordes regulares y de superﬂcle‘ Ilsa de consnstencla cremosa‘y facnlmente

dispersables en agua E ‘color de las colonias jovenes (2 a 3 semanas)

corresponden al No. 1 de | escala de Juhlin (YRS-0-4- Hesselgren) o sea unv ‘

color amarillo l|gero A 37°C y 'a temperatura ambiente, puede observarse
crecimiento a los 14 dlas. pero en general el crecimiento es mas destacado a
370C, no habiendo crecimiento a 450C (39), :

M.habana no desarrolla pigmento en la obscuridad ni inducldorpbr ia Juz,
Presenta una potente actividad de catalasa y es incapaz de reduéif elk nitfato a

nitrito, no provoca hidrélisis del Tween 80, en el medio de Lowenstem-Jensen, -

cuando se dispersa el crecimiento en solucidn salina no se observa formaclon de

cordon, sin embargo, en microcolonias en medlo de Pr

tendencia a la formacion de éste, pero no se defme [¢]

como en el caso de M.tuberculosis (39).

En general los cobayos cuando son lnocnladc;évcr:
las 8 semanas un aumento de peso promedlo d 1 00 g.
en todos Ios anlmales no presenta una huella‘leslonal
reglonales como los dlstales se encuentran sl

bazo hlgado y pulmones aparecen sln ningun tlp de a



La caracteristica mas importante de esta micobacteria es la -fuerte
positividad que presenta a la niacina en una micobacteria de crecimiento lento y
no cromdgena. Estas caracleristicas se habian considerado hasta 1971
exclusivas de M.tuberculosis, Las caracteristicas bioquimicas mas importantes
que la diferencian del bacilo de la tuberculosis son la prueba de la niacina, que es
fuertemente positiva, y fa de ia catalasa, que ain a 689C se conserva. A
diferencia de M.tuberculosis las colonias de esta micobacteria son lisas, de facil
dispersion en agua, la actividad de catalasa es muy fuerte, es nitrasa negativa,

crece a temperatura ambiente, no es v:rulenta en cobayos y es resistente a {as

principales drogas antifimicas y a las d r caorr; investigadas (39),

En estudios recientss se ha ue esta 'éépa' de Mycobaclen'um

habana TMC 5135 conﬂere proteccion’ contra la infeccion - con Mycobactenum

ulcerans en ratones (30);

de antlgenos (G) cuy numero obsta ullza la‘i ent‘flcaclon de los epnopos mas

Imponantes



La inmunidad celular que muy frecuentemente se correl :

hlpersenSIbmdad tardia’ mterv:ene de manera crucial ‘en Ia der ns

contra - mlcobaclerlas incluyendo Mleprae y otros mlcroorganlsmos que se

repl:can dentro de Ia céiula (5.25

La hvpersensnbllida rdia o DTH es una reaccion inmumtarla medaada por e

células que puede ser p a por la myeccnon subcutdnea de anugeno on"

un inflltrado celular subs e y edema que son maximos 24-48 horas ¢ espues

de la provocacion con nhgeno El infiltrado inflamatorio que o urre 24-48

horas despues de’ la myecccon intradérmica de un antugeno”'consta

primordialmente de células mononucleares. El infiltrado celular a produccnon de )

fibrina y el edema acompanante dan por resultado la Induracion de:la'piel y el

diametro de esta reaccidon es un indice dela hlpersensmlllda

induracion de 5 mm o mas de diametro es el cnteno generalme e aceptado de‘ I

cutanea La i



Por otra parte, cobayos sensnblhzados con bacnlos muertos de M. habana y‘

'presentan g respuesta de

M.leprae retados con - habanina = y lepromma.

hipersensibilidad tardia tanto al antlgeno homologo como al heterologo;(31)
M.habana es capaz de inducir posmwdad a la Iepr lina e'n'ellv 50% de los
monos Rhesus y Langures mdios mmumzados con una sola dosns. ésta

sensibilizacion persiste por mas de 1 afo (34)

La reactlwdad c;f zada entre Mhabana y M.leprae podria deberse a la

presencia de determinantes\ antlgenlcos comunes entre ambas micobacterias, ya

que en estudms postenores‘ se ha comprobado que M.habana presenta epitopos

comunes a Mlepra en(re los que se encuentra el epitopo de la proteina de 18
kDa (4 18)

Las ca}actevriétiéas' antes mencionadas de M.habana la convierte en un
candidato paré el désarrollo dé una vacuna contra Ia‘ lepra, o un reactivo para la
prueba cutanea de hipersensmllldad tardua basado en determinantes antigénicos

especificos de M. Ieprae y M habana como lnslrumento de d|agnostlco (29),



JUSTIFICACION.

Las micobacterias son organismos complejos con una gran cantidad de
antigenos, cuya complejidad obstaculiza la identificacion de epitopos relevantes
para inmunoprofilaxis. Ei desarrollo de nuevos métodos para el diagnostico y la
prevencion de la lepra se basa en el aislamiento de componentes inmunogénicos
del bacilo de Hansen. Debido a que el M./leprae no se ha podido cultivar in vitro,
se ha puesto mucho énfasis en encontrar otra micobacteria que proteja en forma
semejante. En estudios recientes se ha encontrado que M.habana confiere 100%
de proteccion al reto de bacilos vivos de lepra en el ratén, por lo que
consideramos de gran importancia identificar antigenos de M.habana que puedan
inducir respuesta de hipersensibilidad tardia (DTH) en animales sensibilizados
con M.leprae y M.habana, ya que la respuesta inmune de tipo celular es la

responsable de la proteccion en contra de la lepra.



OBJETIVO.

Identificar antigenos de M.habana capaces de inducir reaccionés} de
hipersensibilidad tardia (DTH) en cobayos sensibilizados con Mycbbac?erium :

leprae y Mycobacterium habana.



MATERIAL Y METODOS.

Micobacterias.

La cepa de Mycobactyerium habana TCM 5135 fue cultivada en medio de
Youmans, modificado por Proskauer y Beck (PBY) en condiciones estacionarias
durante 5 semanas a 37°C. Esta cepa fue donada por e| Dr. M. J. Colston del

National Institute for Medical Research Mill H||I Londres Gran Bretaiia.

- Los bacilos de Mycobactenum Ieprae btuvieron a partir de tejidos

infectados de armadillo, proporclonados por el DraFaus(o Quesada Pascual Del

Departamen(o de |nmuno|og|a de Ia Escuela Naclona| de Ciencias Bioldgicas,
IPN. s '

Los extractos solubles de estos bacilos fueron obtenidos por sonicacién

{100 W/15 minutos) segulda de centnfugacmn a 12 500 g en una centrifuga

Beckman J2-MC durante 15 mmutos a ‘4°c Al sobrante se le determmo la

concentracion de proteinas por el metodo‘de Lomy 09 y se’ conservo a -70°C

hasta su uso.



Electroforesis de proteinas en geles desnaturalizantes de

poliacritamida (SDS-PAGE).

Se realiz6 la electroforesis de proteinas de acuerdo al metodo descrlto por

Laemmili (17) de un ststema discontinuo de reguladores

Los geles se prepararon mezclando las soluclones ndlcadas en el




Se corrieron geles de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) de 3 mm de
espesor y 12 cm de longitud, a una concentracion de 5%/13.5% (gel concentrador
y de resolucién, respectivamente) y §%/17.5% con extracto soluble de M.habana
y marcadores de peso molecular conocido. Se utilizé un peine ciego con 2
carriles, ﬁhb de 0.8 cm de longitud en donde se colocaron los marcadores, y el
otro de 12 ¢cm de longitud, en donde se colocd el MHSE, colocandose una
cantidad de 600 mcg de antigeno, las muestras fueron tratadas con regulador de
la muestra (ver apéndice) (v/v) previamente al corrimiento electroforético, el cual

se realizo con una corriente constante de 30 mA por placa .

" Para realizar el corte del gel y separar las fracciones proteicas, se cortd el
carril con los marcadores, se enjuagdé con agua bidestilada y posteriormente se
sumergio en una solucion de CuCly al 4%, apareciendo los marcadores en 5
minutos, ésta es una tincion negativa, ya que el gel se tifie de azul, no asi las
proteinas. Posteriormente, la parte con los marcadores fue acoplada al resto del
gel y con referencia a ésta fue cortado el gel en las siguientes fracciones

proteicas: >60 kDa, 60-30 kDa, 30 kDa y < 30 kDa.



Electroelucion.

Con el fin de purificar las proteinas se utilizé la técnica de electroelucién, la
cual consiste en una electroforesis que tiene como propésito aislar la proteina del

resto del gel.

Cada una de las fracciones proteicas se trato en forma independiente; el
gel se corté en pedazos pequefios los cuales se introdujeron en  los tubos de una

camara deelectroelucion modelo BIORAD 422, los cuales constaban de un

! contenedor con una membrana que era removida de acuerdo a Ia fraccion tratada.

una vez montada Ia ca ara, esta s

llend ‘con el regutador de corrimiento.

: El‘corrimlentd electroforético se realiz6 con una corriente constante de 40

inas: se oectaron en‘




Se determind la concentracién de proteinas de cada fraccion por el método
de Lowry (19), posteriormente se corrieron geles al 3%/10% para comprobar que
las fracciones ¢6rres§ohdian a su peso molecular, y se tifieron con azul brillante
de Coomassie R-250 durante una hora, quitando el exceso de c‘olqran'tekcon

solucion destedidora.
Inmunoelectrotransferencia (Western Blot) (12,38).

Cada una de las fracciones proteicas de M.habana obtenidas fueron

sometidas a electroforesis y transferidas a papel de nitrocelulosa.

La electrotransferencia se llevé a cabo colocando sobre la rejilla del equipo
de electrotransferencia tres papeles filtro previamente empapados en regu’ladbr
de‘lrahsferéncla, inmediatamente se colocé el gel y "sobre éste el pa‘pe.lk' cié
nitrocelulosa cortada al tamario del gel evitando la formacion de burbujas ent:reA
ellors; sobre el papel de nitrocelulosa se colocaron otros tres papeles filtro y una
esponja empapados también con regulador, se cerrd la rejilla y se coloco en la
cdmara de electrotransferencia sumergido en regulador, verificando que el gel
quedara orientado hacia el polo negativo y la membrana de nitrocelulosa hacia el

polo positivo. La transferencia se realizé a 300 mA durante 2 horas.

La nitrocelulosa fue tefiida con una solucidn de amido negro.en alcohol
isopropilico ‘al 0.1% .y el: exceso de colorante fue eliminado_con /solueién . :
desterildora, ~ para” ‘comprobar ‘que la - transferencia ‘se -habia  realizado

correctamente.



Poslenormente otra membrana de nltrocelulosa que contenia también las
fraccmnes prote:cas de Mhabana se corto en pequenas tiras para analizar las

fracciones por separado

1 los _marcadores ‘de peso.

molecular fuerc gro al 0.1% y el exceso de

colorante fue e

Postenormente se lavaron las membranas dos vecas con PBST y una vez con

PBS..

Por Gltimo, se procedid al revelado de las transferencias con 3-amino-9-etil-

carbazolona como cromégeno y peroxido de hidrégeno como sustrato,



Inmunizacién,

Se formaron tres grupos de 5 cobayos hembra de la cepa abierta Hartley

de 300-350 g cada uno el pr"' er grup ' fue inmunizado intradérmicamente en §

sitios dlferentes de Ia base del cuello con una suspensmn que contenia 5 x 109

bacllos muertos por calor d ‘M/eprae, el segundo grupo fue inmunizado de la

misma forma con-una suspension que contema 5 x 109 bacilos de M.habana

muertos por calor y el tercer grupo no fue inmunizado

K os tres grupos de cobayos fueron inoculados

ccion proteica de M.habana a concentracaones de

‘en lugar de extracto mucobacterlano (MHSE) para verificar que el gel por.si solo

Mo |nduc|a DTH

La lnduraclén se mldlo a las 24 y 48 horas conslderandose posmva si el

dlametro de Ia mvsma era lgual o mayor a 5 mm

s
©



ESQUEMA DE INMUNIZACION

5 X 109 M.leprae DTH i.d. con:

muertos por calor i.d. 5 meg de MLSE.
6 S ,lo R 3

5 X 109 Mhabana 5 mcg de MHSE ‘

muertos bbr célor id.
’ FRACCIONES PAGE
(01 1. Oy 10 mcglo 1 ml)

o A P s
L4 M .
» f : \ ‘ : 4’semanas > .>_>“Ir>1duracior‘1

S . ) ! I comvy e S : 2‘1 h.

Cobayos Hartley G f 48h

Fig.1. Esquema de inmunizacion Protocolo uhluzado para sen5|b|hzar a ‘
los cobayos con M habana 6 M leprae y posterlormente retarlos ..on Ias fracclones

protelcas dthabana (Merha et al., lnfect Immun 1979 23; 787)




Resultados.

Se obtuvneron los s:guientes grupos de fracciones protelcas a partlr de‘

MHSE: >60 kDa, 60-30 kDa, 30 kDa, <30 kDa y >30 kDa.

Para venflcar |os pesos molecu|ares de las fraccione proteicas de M.

habana obtenldas se corrieron las fraccuones en geles de pohacnlamlda a'una

concentracion de 3%/10%, . posteriormente se transflrleron vmembranas de
nitracelulosa, una de las cuales fue tefiida con amido negro (Fig 2) en donde se

observa que las fracciones corresponden a los pesos moleculares esperados.

ta otra membrana fue revelada con drferentes anlicuerpos (Fig.3),

encontrandose que las fracciones >60 kDa y 60-30 kDa contenian Ia protema de.-. .

60 kDa. y las fracciones >30 kDa y 30 kDa contenlan la protelna de 30 kDa, noi

asf la fraccién < 30 kDa.

Para probar la capacidad de dichas fracclones pa'ra Iﬁdu’cir DT’HV‘ se

inmunizaron grupos de 5 animales de 1 afio de edad y de 450-500 g de peso coni

bacilos de M.leprae o M.habana, respecnvamente. muertos pori al

de 4 semanas todas ias fracciones fueron probadas Inyectandose en fo

tres diferentes concentraciones: 10 mcg/0.1 mi, 1 _mcg/0, 1mi y 0.1 mcglo 1mi (8) o

Como controles de este experimento se utilizaron MHSE, MLSE soluciéh :
salina (0.1 ml i.d.), asi como un testigo obtenido del corrimiento de un gel al 10%,

con solucion salina como muestra.



Como grupo control se utilizé un grupo de 5 ammales no mmumzados
todas las fracciones, asi como el MHSE y. el MLSE se umlzaron a las mlsmas

concentraciones que en Ios experlmentos antenores para mdu if




En este expenmento nlnguna fraccion fue capaz de inducir respuesta de

DTHa concentraclones de 0. 1 mcg/O 1 mlry 1 mcglo 1 mI

Todas las fraccmnes a una concentraclon de 10 mcg/O 1 m| 1ueron capaces

de inducir DTH tanto en cobayos senslblllzados co M. habana como con

M. Ieprae. snendo mayor en los animales |nmun|zados con M habana (Tabla 3).

‘Ninguna fraccion fue capaz de inducir respde‘éiﬁa dé' DTH en cobayos no

inmunizados a ninguna concentracién (Tabla 3).

- Ni la solucién salina ni el testigo fueron capaces dq ir{d

DTHen ninguno de los cobayos (Tabla 3).

La fraccion <30 kDa fue capaz de inducir la mayor respuesta de DTH en

ambos grupos de cobayos causando necrosis (Tabla 3. Fig. 4).

Debido a que dicha fraccion <30 kDa tenia residuos del colorante (Azui de
bromofenol 0.03%) presente en el regulador de la muestra se procedio a analizar
si la induccién de DTH fue provocada por la fraccion proteica o por el colorante,
para ello, se corrié un gel mas concentrado (5%/17.5%) para obtener la misma
fraccion sin residuos de colorante (<30 s/c) la cual fue capaz de inducir respuesta

de DTH casi de la misma magnitud que la que contenia colorante (Tabla 4).
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Fig. 2. Inmunoelectrotransferencia de las fracciones proteicas de
M.habana, teilidas con amido negro al 0.1%. Carril 1 fraccion >60 kDa. carril 2
fraccion de 60-30 kDa, carril 3 fraccion >30 kDa, carriles 4, 5 y 6 fraccion de 30
kDa, carril 7 fraccion <30 kDa, carril 8 gel sin antigeno, carriles 9 y 10 marcadores
de peso molecular: Miosina (205 kDa), B-galactosidasa (116 kDa), fosforilasa
(97.4 kDa), BSA (66 kDa), ovoalbtimina (45 kDa), G3PDH (36 kDa), Anhidrasa
carbdnica (29 kDa), tripsindgeno (24 kDa), inhibidor de tripsindgeno (20 kDa),
lactalbumina (14 kDa).
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Fig. 3. Inmunoe!ectrotransferencla de fracciones ~protéicas de

M.habana reveladas con dnferentes sueros Carnles 1 2 y 3 revelados con
suero de raton contra la protelna de choque termmo de 60 kDa, carriles 4, 5y 6

revelados con anucuerpo monoclonal de ralon contra el doblete 28/30 kDa de
BCG (Complep 85)

FALLA DE ORIGEN



‘4 8% & pz S © SOPIPSW UOISNI UQTOBINDUT OP SOIISWETP
so1 - (TW) 2exdaT W 3p IIANTOS oadeaaxs ap 57 ¢ £ (uW) euegey ‘W Sp 2TqNTOS 03DBIIX3 3p B g
‘eueqey "W P SeD19301d ssuorddexz sef @p b7 ot £ T ‘1°0 UOD "P°T BwxOJ uad 0381 3s odnib epeo
seuewas y 9p sendsaq oIrend Top 2Seq B UD SOTITS ODUTD US SOPTNQTIIASTP ’ (10Ted xod solxanum)
sexdsT "W O BUBQEY "W 9P SOTTOBQ 0TXS uOD sopeziunuut uoxan3 osad . sp: 6. 005  8p-sofeqod
v op sodnin ‘euwqey "N 9p SEITP3I03d EIUOTOOVIF SEY UOD BOPRIIX A Iwader.'W. O BURQRY W
uoo sopeziunamT o£3d Ip 6 005 IP £0AvqOO TP eIPIP] PEPITIqISUIsIadiy Sp souoTOOwWSH: T eIqRl

0°0%0°S € TFE"9 v/e 0°1¥0°L v 0¥8°L v/T
8 T¥Z €T | ¥ ZFE’6 /v 6°T¥0°2T| 6°TFE"6 v/v
Z2'T¥0°8T| Z°T¥L €1 1 7A% 6°T¥E"TZ | 2°1¥9°ST v/v
¥°0¥B°ZT| S TFL 0T v/v € IFE" VT | ¥°2%9°6 v/v

6°1¥2°6 0°0 v/v

T I¥s°L 00 v/v

zFoczT | w/v 1 176 €T

,<\mu

0

L 0F0"ET
6°0FL"8
0°o
8 0FL VT
8°0%L°9
0°0

euERqRy eexdor W woexdoT R Voexdsr W

R ; ..mwn. ,vN,
sopeztunuut sokeqod |-
*ep 1e3or / +iHla ) - .-UOTOOE1Z

*8ay gy ‘pasa‘asap | . v Tivsaugy : S e
¥ ww Us UQTIEINPUT sopezTunuuy safeqod | HZ 'PIse -Assp F uw us
sp oTpsuwoxd ep Te301 /+ HIA | UQTORINPUT 9p OTpamolg




‘Y 8% & ¥z SET. B SOpPTPaW, UOISNI . UDTIRINPUT ISP SOIIBWETP
soT - (W) @eIdST “H Sp PTUNTOS 03DRIIXD 2p b § A (HW) PUBqEy °j 9P . 9IQNTOS 03DBIIXd ap br
g 'Pueqey ‘i 3D sedTload SBUOTIDRIF Sel Ip BripT- 4 T ‘T°0 UOD . pP:T: EPWIOI US SOPERISI uoIany
osad ap B 005 ®p sofeqoo v sp sodniy ‘eueqey ‘j 3p Seor3joxd SIUOTOORIF SeT UWOD sope3ladxr £
sopezrunuut ou osad sp 6 005 3p sodeqoo ua eIpxe} PEPITIqrSuasiadry 9P seuocTODEINW T BIJEL

51s 1M
Bris’ HW

B 0701
B o't

bl T

- eayi0g>
Brl 0:01
61 01

= Bl-1:0
‘e@f:0€<
B 0701

s/ B T°0

S/S 67 0 0t
s/0 B o1
s/0 B 170

s/s
s/0
s/0

Ay be "83Y g% 83y b TEIY Pl

©18% "ASRp T sopeztunuu{ ‘pasa ‘asap ¥ HopezTunui Y

Wy us UgTIeANPUT ou sofeqod &p mu Ua ygylelnpui ou schAeqos ~p
“p oTpRWAg riel / ¢ Kid Hp OTF SWOd] 1ra0L /4 HLG uoTOdRIg




‘B QT 9p UQTORIZUSDOUOD PUR B SBUOTIOEAI SET UOD SCPRIT UOISNI IIUBWEITUN sexdst
‘W UOD SOpERZTUNWUT SSTRWTUE SOT 'Y gy A $Z SB[ B SOPIPSW UOISN3 UQTIIRINpUT SP SOIlawerp
SOT " {1W) 9BIAST W Op STQNIOS 031deIIXS °p B § & (MW) EUERqEY "W SP 9TQNIOS O3DEAIND 3p B ¢
‘pupqey ‘W 9P SeoTs30ad ssuorodexy sey op BY oT A T ‘T°0 u0OD "pPTT BWIO] UI 0321 O odnib eped
seuewss v op sendssg -oT19ND 9P 9Seq B UL SOTITS OOUTD UD SOPTNGIIISIP ’{Iofed xod soilrsnu)
spxda] "W © PBURQRY ‘j{ 9P SOTIORqG OIS UOD sopeziunuwur uoxan3 osad =p 6 gpg 9p Sodeqod
y 9p sodni) -eueqey ‘W 9P SEOT930xd SIUOTDOERF ST UOD Sopeldx A serder "W O PUBRQRY R

uoo sopeziunuut osad ap 5 gof op soAeqoo us wIpae3 PRPITIqIsuasiadig op ssuoIdIEdy £ BIJP,
§°1%5°5 S 0¥5°§ 1744 v/v ol €1TFLie | LT0F0TL v/Y 1744 bris W
8-0¥sL°8| 8'0%e8 v/p v/%. | 8 TFL T | §TTIFE"6 v/v v/y Bris Hw
£70%0°TT| T°T¥8°11 v/y 8ITFG.GT | T TFS €T| ¥/% 242 57 001
§70%5°8 - - FEITT - v/v - B o1
0°0 - - Bl 10
oeay i 0E>
Q"9 744
00 -
00
9°TF0"L
(138" ]
0°0
T 1¥5° 9
a'a
0o
6:0¥€°9
6°0%5°0
[+ R
eueqey N © aerdaT W eueqey ' | Sexder W vueqey T orIdal N euRqEY [ arxdar W
*a3 % -°18a *ASSp s8Iy ¥ s8Iy 83y $T
«HEM wv uoTIRINPUT sopezTunuuT mo»unau ¥Z "P1S® °"ASIp ¥ um ud sopePZTUNUUT sokeqod ugrodRIg
sP OTPAWOId op (30l / + HIQ | UQIOBINPUT ap OTpswolg ap Te30l / + HiQ




‘ygy &
¥Z SBY B SOPTPSW UOI3NJI UOTIRINPUT SP SOIIBWETIP $OT ° (W) 9rxdeT W Sp 2TQNTOS 03IDLIIXd °p
B ¢ A (uW) PueqEy W 9P STANTOS 03I2LIIXD =p BH § ‘TOUSIOWOI P TNZE UTS edY Of> BPUEqEy X
op edT@301d ugrodexy e 8p b1 0T uod ‘P T ewroy uD 038X 3s odnxb eped seuewds y ap sandssg
*OTTSNO T3P 3Seq eT U@ SOTITS OJUID U3 SOPINQTIISTP ’‘(IX0Ted xod sojxsnw) seidsar i o pueqey
‘W 3D SOTIOEq OIXS UOD sopezrunuut uoxany osad ap 6 0o¢ ap sodeqod ¥ ap sodnio pouszomoxq
9p INz® TFS vQY 0€> PURGRY N 9P wOTP0oxd uUQTOORIZ ®T UOD SOPRIIX £ Ierder ‘N o EuRqey ‘N
uod sopezionmut 083d Ip 5 00¢ 9P S0Aeqod UL VIPIPI PEPTITAISuLIsIadIy P SSUWOTOOWSY ‘p wIqRL

ST 0FL"9 §°0¥S°S €/€ 1 744 ¥"0%¥9°9 h.omo.h €/€ v/ Brg qw
9°T¥£°0T| 8- 0Fe"8 €/€ v/v P O0F9TIT | SIFE6 €/€ v/v Brs HW
S°Q¥E"0T | ¥ 0¥2°0T £/¢€ v/v S'QF¥E'ET | 8°0¥8°0T €/¢ v/v b1 oot
: o/8
W waqy 0€>

aeader W

ruRqEy KN oexdor R | . BuPqEy N | . 9BIdOL N | .\ EUBqEY N | . oeIdaT'H

“say gy c3m0 -asep | .l oiilemaylgy |fag tiin Uoccmag) il Sty
F ww ua uQTOEINpUT | . sopeziunuur sodeqod | $Zicpiss ‘Assp ¥ ww ua - sopezunuuy gofeqos .
ap oTpamoxd ®p Te301 7/ + H1qQ | .uoroeanpur sp orpauwoxg w.;.3P telel 7 wl:.w_u - UOTI0Rad




DTH EN COBAYOQS INMUNIZADOS CON MICOBACTERIAS (24 H)

induracién (mm)
>
1

o 0 v
>60 60-30  30. <30 >30 <30sfc MH ML

Proteinas (kDa) Extractos

$5 mycabacterium habana M Mycobacterium lepras  {T_] NO INMUNIZADOS

Fig. 4. DTH en cobayos inmunizados con M.habana o M.leprae y
retados con fracciones proteicas de M.habana. Grupos de 4 animales de 300-
350 g de peso fueron inmunizados con 5x10° bacilos de M.habana o M.eprae
muertos por calor en la base del cuello. Después de 4 semanas cada grupo se
reté en forma intradérmica con 0.1, 1 y 10 mcg de las fracciones proteicas de
M.habana, 10 mcg de la fraccién proteica de < 30 kDa s/c (sin colorante azul de
Bromofenol), 5 meg de extracto soluble de M.habana (MHSE), 5 mcg de extracto
soluble de M./eprae (MLSE). Cada barra es el promedio de induracion de los 4
animales a las 24 h. NOTA: Los cobayos no inmunizados no aparecen en la
gréfica porque no hubo respuesta de DTH.
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Fig. 5. Induccién de DTH (48 H) con fracciones proteicas de M.habana
en un cobayo sensibilizado con M.Jeprae. Las fracciones proteicas se

encuentran a una concentracion de 10 meg/0.1 mi en el siguiente orden;

> 60 kDa 60 - 30 kDa > 30 kDa

30 kDa < 30 kDa < 30 kDa sic
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DISCUSION.

Puesto que se desconoce la existencia de un resewérlq paré el M.leprae
excepto el hombre puede sugerirse que los individuos infeétédds sin diagnostico,
son la fuente pnnclpal de la propagacion de la enfermedad por o que la clave del
control y erradicaclon de |a lepra es Ia ldenhflcamon y fratamiento de los

enfermos .

A pesar del desenvolwmiento de una mu ud de procedamlentos complejos

para 1 evaluaclon de:la respues nmune celular, la’ prueba cutanea de

hlpersenslbilidad tardia se considera como un Gtil instrumento de d'agnostlco (37,

ersisten como paras:tos

iempre se correlacmna

con la hipersensiblhdad lardna interwen de manera crucial

n la defgnsé;del
hospedero (10,21,25), ;

En estudios recientes se ha encontrado que M habana protege en un 100% :

a ratones contra la infeccién con M.Jeprae, ademas de ser culhvable in
la intencion de identificar antigenos de M.habana que puedan lnduclrvrre

de hipersensibilidad tardia (DTH) en animales sensibilizadoé con ‘M.Ie})r é,o y

M.habana, se obtuvieron fracciones proteicas de MHSE. Las fracciones Qﬁtéhidés
fueron las siguientes: >60kDa, 60-30 kDa, 30 kDa, <30 kDay >30 kDa. i
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Todas las fracciones fueron probadas a concentraciones de 01 1y 10

mcg/o 1 ml tanto en Ios cobayos sens;bmzados con Mhabana oM. Ieprae como

_enlos cobayos na mmunizados
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Se repitio_el experlmento con cobayos mas jovenes y: nmguna de las
fraccmnes indujo respuesta de DTH en: cobayos no. mmumzados a nmguna

concemracion conflrmando Ia es ecuf:cudad de Ias DTH

el testlgo de gel indujeron respuesta de’ DTH en‘

ba S, en nlngun experimento,

lo cual confirma que las

cobayos y e ambos experlmentos fue la fraccion <30 kDa.

‘grupﬁb “de 'proteinas <30 kDa existen epitopos comunes  entre :

Mhébahé 'y M.Jeprae como el epitopo de la proteina de 18 kDa (18), el cual

padria ser.un 'antlgeno de reaccion cruzada entre ambas micobaterias, ya que es
una protem :de choque térmico.” También se sabe de la existencia de otra
protelna “de choque termlco de 10 kDa que presenta M./leprae, la cual tambien

podria estar presente en M.habana y presentar epitopos de reaccién cruzada
(20), S

Estrada Garcia y colaboradores analizaron la capacudad de 0. pepudos‘

para mduclr respuestas de hipersensibilidad tardia en cobayos s

Mleprae o con BCG. Los péptidos corresponden a la secuen
de Ias proteinas de M.leprae de 65 kDa, 28 kDa, 18 kDa, eI pept A
de 18 kDa fue capaz de inducir reacciones positivas de DTH 'm s del 40% de'

los ammales inmunizados con M./eprae, lo cual conﬁrma Ia capamdad de lav'v

proteina de 18kDa de inducir DTH (8).
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Andersen y Heron estudiaron |a respuesta inmune celular de memoria
contra diferentes fracciones de Mycobacterium tuberculosis en ratones infectados
con Mycobacterium tuberculosis, las cuales fueron purificadas de acuerdo al
método descrito por Sadamu Nagai y colaboradores (23) y encontraron que las
fracciones < 20 kDa fueron las que mostraron una mayor respuesta celular, en
especial la fraccion de 14.4 kDa @), 1o cual coincide con nuestros resultados de

la fraccion < 30 kDa.

También es importante considerar la fraccién de 30 kDa, ya que aunque la
respuesta de DTH fue menor que con la fraccion <30 kDa, la respuesta de DTH
es acepfable, y esta fraccion es importante ya que en trabajos anteriores,
estudiando (a respuesta inmune humoral de pacientes con lepra hacia antigenos
de M.habana, se encontraron anticuerpos de la clase IgG contra una proteina de
aproximadamente 28/30 kDa, los cuales no fueron encontrados en pacientes con
tuberculosis pulmonar activa ni en individuos sanos. En el caso de M.tuberculosis,
se ha observado un alto titulo de IgG contra el doblete 28/30 kDa en pacientes

con lepra lepromatosa, no asi en pacientes con lepra tuberculoide (6.8.26),

Como pudimos observar, la fraccion > 30 kDa, a pesar de tener mayor
cantidad de proteinas no fue capaz de inducir una respuesta tan alta como la
fraccion < 30 kDa, lo mismo podemos observar con el extracto completo MHSE, la
cual induce una respuesta parecida a la fraccion > 30 kDa. por lo que suponemos
que algunas fracciones > o = 30 kDa pueden estar suprimiendo el efecto

protector.
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Desde el descubrimiento de la tuberculina por Koch, el cobayo ha sido
reconocido como el mejor animal de experimentacion para el estudio
inmunolégico de micobacteriosis, Las bases de este hecho, son su elevada
suceptibilidad a la infeccion con tuberculosis y el alto grado de hipersensibilidad
tardia que desarrolla después de la infeccion con Mycobaterium tuberculosis o
inmunizacion con antigenos de micobacterias, Este hecho coloca al cobayo como
el modelo experimental ideal para ensayar posibles reactivos para pruebas

cutaneas de hipersensibilidad tardia.

La capacidad de montar respuestas inmunolégicas de tipo celular contra
antigenos de micobacterias puede encontrarse bajo control genético, y por lo
tanto es importante considerar este hecho junto con la futura caracterizacion y
desarrollo de antigenos definidos para uso diagnostico. Con base en lo anterior,
es facil suponer que la variabilidad en nuestros resultados y las respuestas de
DTH positivas en los cobayos no inmunizados en el primer experimento pueden
deberse a la edad (a mayor edad, mayor exposicion a las micobacterias, en

general) y al uso de una cepa abierta de cobayos Hartley.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que las fracciones de
MHSE pueden ser utilizadas para el estudio de reacciones inmunologicas a
antigenos de M./eprae. Existen otras preparaciones como la lepromina y la
leprosina A (mezcias complejas obtenidas a partir de bacilos de M./eprae muertos
por calor o radiacion) ampliamente utilizadas para este fin, aunque dichas
preparaciones son utiles bajo muchas condiciones, carecen de especificidad para

la deteccién de DTH hacia M.leprae.
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CONCLUSIONES.

1.~ Todas las fracciones a una concentracién de 10 mcglo1 ml fueron

capaces de inducir respuestas de DTH, tanto en cobayos sensnbmzados con

M.habana como con M./eprae, lo que demuestra reactmdad cruzada en(re ambas

micobacterias

2- La induccién de DTH fue
M.habana,

nimales inmunizados con
3. La fra <30 kD4 I ' cir 6»f résbﬁes?a de DTHen- .

4,’.‘ Nnngun d o apaz de mduclr respuesta de DTH a

concemraclones de 0.1 mcg/0. mly1 mcglO1 ml,

5.- Todas las fraccnones a' una concentracion de 10 mcg/0.1 ml indujeron
respuesta de DTH en cobayos no Inmunizados de 400-500 g de peso de un afio
de edad.

6.~ Ninguna dé Ias fracciones fue capaz de inducir respuestas de DTH en

cobayos de 300- 350 9 no inmunizados a ninguna concentracién, confirmando la

especificidad de las respuestas de DTH.
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7.- Ni la solucion salina ni el testigo de gel fueron capaces de inducir
respuestas de DTH en ningln grupo de cobayos, lo cual confirma que las
respuestas de DTH fueron causadas por las fracciones proteicas y no por la

solucidn salina ni por algin componente del gel.

8.- Nuestros resultados sugieren que todas las fracciones obtenidas fueron
buenos reactivos para la induccion de DTH en cobayos sensibilizados con
M.leprae o M.habana. Aunque la fraccion <30 kDa es la que indujo mejores

respuestas de DTH.
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APENDICE.

1.- MEDIO DE CULTIVO.

- Medio de Youmans modificado por Proskauer y Beck (PBY).

Asparagina 05¢g
KaHoPO4 : 05g
K2S04 0.05g
Glicerol i 2ml
Ho0 desmaaa cbp. . 100ml

Dlsolver Ios |ngred|entes en el agua en el orden descnto. asegurandose que
men antes de agregar el sngulente Ajustar el pH
a7.0 con NaOH al 40%

1210C duranle 20 mmutos

y agregar 0. 15 g de cltrato ‘de magnesm Estenlizar a

2.- DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE LOWRY.

Reactivo A.
Tartrato de sodio y potasio al 4% 2mi
Carbonato de sodio al 3% en NaOH al 0.1% ~~ 94 ml

Sulfato de cobre al 1% 4ml



Adicionar 3 mi del reacuvo A a la muestra y mezclar Despues de 10 minutos
adicionar 0.5 ml del reactlvo de Folm dllwdo 1 2 con agua desnlada y mezclar
Preparar una curva de callbraclon con’ una solucion de albumma con un llmlte de
concentracion de 20 a 200 mcg de proteina lncubar por 30 mlnutos y leer la -

densidad dptica a 650 nm.
3.- ELECTROFORESIS DE PROTEINAS (SDS-PAGE).
- Acrilamida/bisacrilamida 30%/0.8%.
Acrilamida 150 g

Bisacrilamida 49

Disolver la acrilamida en 200 ml de agua deshlada y deslonizada Dlsolver la

bisacrilamida en 100 ml de agua bldestllada p"ev -C alenta jento Mezclar las

soluciones y ajustar el volumen a 500

Conservar a 4°C en frasco am

-SDS 10%
Dodecll sulfato de sodio (SDS) 10g
Agua bidestilada c.b.p. 100 m!

- Solucion de Ditiotreitol 1M (DTT). .
En un tubo Eppendorf pesar entre 0.1542 y 0. 2313 g de DTT Calcular porr o

regla de tres el volumen requerido para tener una s' uclon 1' M (PM—154 24) En ; »

otro tubo Eppendorf medir el volumen anterior y hacer una marca‘que serwrab :

como guia para el aforo del tubo con el DTT Aforar, dlsolver y conservar a -20°C ¢
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- Reguladores para geles de poliacrilamida en condiciones

desnaturalizantes con SDS y DTT (PAGE).

a) RB 5X (Regulador para el gel de resolucion). i ’
Tris-HC! 2M pH 8.8, Pesar 121, 1 <] de Tr|s base, d|so|ver en un volumen

menor a fos 500 m! y a]ustar el pH a B 8 con HCl concenlrado Aforar a 500 ml con

agua bidestilada.

b} SB 5)( (Regulador para el gel concentrador)
Tns HCI M pH 8.8, Pesar.121,
pHa6.8 con HCI

g de Tris-base, dxsolver en 120 ml y ajustar

- Regulador de corrimiento 10X

>D|lu 1:10 con agua bidestllada, agregar 100 ml de re « dor de corr|m|ento

10X, 890 ml de agua bidesmada y 10 ml de SDS 10% Me cIar Ios reacuvos en’

orden.

- Regulador para la muestra 2X.

Solucién conc, para 100 ml
Tris-HCI 200 mM pH 8.4 Mo 20m
Sacarosa 05M  17115¢
EDTA 5 mM pH 8 05M° A
Azul de bromofenol 0.03% % 3w
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Para utilizarse con la muestra en el gel:

Regulador de la muestra 400 mcl
SDS al 10% 90 mcl
DTT1M 10 mcl

- Butanol saturado con agua.

Mezclar 80 m! de n-butanol conk100 ml de agua. Mezclar enérgicamente y

dejar que se separen las dos: capas. Colocar la capa superior (butanol) en una

botella con 15 mi de agLia.

- Geles al 3%/1 0% (gel concentrador (S)/gel de resolucion (R)).

para 10 mide R

Agua - - » 45 ml
RB S 20m
SB e -
Acrilbis . 3.335mi
SDS 10% o1 ml
TEMED  50me
APS 10% 500 mel
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paraSmide S
3.178 m!

1.25 m!

0.5ml

50.0 mel

2.5 mel
20.0mel



- Geles al 5%/17.5% (gel concentrador (S)/gel de resolucion (R)).

para 10 mi de R paraSmide S

Agua 201 mi 2.84ml

RB 2ml -

SB - 1.25ml
Acril/bis 58 ml 835 mel

SDS 10% 100 mcl 50 mcl
TEMED 5 mel 2.5 mel

APS 10% 50 mcl 25 mcl

- Solucién de tincién para geles.

Azul de Coomassie RG-250 0.2% 029
Acido acético glacial 10% 10.0 m!
Metanol 20% 20.0ml
Aforar con agua destilada 100.0 mi

- Solucidn fijadora y desteiidora para geles.
Metanol 30% 30.0 mi
Acido acético glacial 10% 7.0ml

Aforar con agua destilada 100.0 ml
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4.- INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (WB).

- Regulador de transferencia 5X (6XTB)

Tris-base 125 mM 15.15¢g
Glicina 960 mM 7209
Agua destilada c.b.p. 1000.0 m!

Para usar preparar regulador 1X TB:

5X T8 200 mt
Metanol 20% - 200 m!
Agua destilada 600 ml

- Regulador de fosfatos y salina (PBS) 10X

NaCl 80.0g
KCH 2049
NagHPO412H20 8649
KHoPO4 20g
Agua destilada c.b.p. 1000.0 ml

Para usar diluir 1:10 con agua bidestilada.

- Regulador de fosfatos y salina con Tween (PBST 1X).
5X PBS 200 mi
Agua destilada 800 mi
Tween 20 0.5 mi
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- Solucién de bloqueo.

Lech'e,descrémada al 5% en PBS 1X.

bafﬁazolbna‘ ‘en . 1.25 ml de NN

dimetilformamida

s Mezclar 25 mi de regulador. de acetatos 0. 05 M pH 5. 0 con 25 mcl de H202
T alaow, S :

- Mezclar las so|uclones preparadas

- Parar la reaccion con agua ;

2) Regulador de acetatos, " *
Solucién A: Acido acético 0,"2>"M
Solucién B; Acetato de’sodio 0.2M

Mezclar volumen a volumen para obtener pH 5.

- Solucidn de tincidn para transferencias (amido negro al 0.1%).

Amido negro 108 30 mg
Acido acético glacial 3mi
Alcohol isopropilico 13.5mi
Agua destilada 13.5 mi
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- Solucion destenidora,

Metanol 45 ml
Acido acético glacial 10ml
Agua destilada 5mi
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