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Caractenizacion del Fenotipo v Citocmas de Linfocitos T

.
RESUMEN

En la estrategia para combatr la tuberculosis tiene prioridad el
desarrollo de nuevas vacunas. El hecho de que fa vacunacion con BCG

presente variabilidad en su eficacia contra la infeccion por M. tuberculosis,

como lo muestran las pruebas controles realizadas que van del 0 al 80% de
proteccion (Fine, P. M. I£., 1989), indica la necesidad de nuevas estrategias
de vacunacion, lo cual requiere entre otros estudios, de la identificacion de
antigenos micobacterianos inmunoprotectores.

En vista de que la respuesta inmune mediada por células es de gran
importancia en la proteccion contra el bacilo de Koch, reahzamos estudios
para caracterizar la respuesta de 4 individuos sanos (2 PPD+, 2 PPD-) y de
cuatro enfermos con tuberculosis, a los antigenos nativos purificados SOD, P

28, In 30-31, Gp 38 y Gp 50-55 de M. tuberculosis cepa H37 Rv. Estas

proteinas se purificaron por métodos desarrollados en nuestro laboratorio y
con ellas se realizaron, curvas de dosis-tiempo-respuesta de linfocitos de
sangre peniférica. En general, la respuesta blastica fue mas mtensa con Gp 38,
sobre todo en los individuos PPD+. En cuanto a la respuesta de los pacientes
con tuberculosis, uno con enfermedad avanzada presento anergia a todos los
antigenos y otro con tuberculosis resistente al (ratamiento presento anergia a
SOD y respuestas leves a los otros antigenos. Otros dos pacientes, uno con
tuberculosis y diabetes y otro con tuberculosis temprana, presentaron
respuestas leves a todos los antigenos. Se obtuvieron lineas celulares de los
controles sanos y de los enfermos con cada uno de los antigenos para

determinar, por FACS los fenotipos CD3, CD4, CDS8, TCRaf y TCRyS y

Resumen I
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por ELISPOT las citocinas secretadas, 11.-2, 1L-4, 11.-5 ¢ 1FNy. Los §
antigenos indujeron predominantemente hnfoeitos CD4 con receptores para
antigeno del tipo off. Las lineas celulares de los cuatro sujetos sanos
produjeron exclusivamente 1FNy e 1L-2, indicativo de un perfil Thi. Las
lineas celulares de los enfermos presentaron heterogeneidad en la produccion
de citocinas: el enfermo con tuberculosis avanzada respondio con un patrén
Thl a Gp 38; con un patron Th2 a P 28 v con un patron ThO a SOD, Fn 30-31
y Gp 50-55. El enfermo con tuberculosis y diabetes presentd un perfil Thi
con SOD, Gp 38 y Gp 50-55 y un perfil ThO a P 28 y Fn 30-31. El paciente
con tuberculosis resistente al tratamiento respondié con un patrén Thi a Fn
30-31 y Gp 50-55 y con un patran ThO a SOD, P 28 y Gp 38. El paciente con
tuberculosis temprana desarrolld un perfil Thi a SOD, P 28, Fn 30-31 y un
perfil ThO a Gp 38 y Gp 50-55.

Resumen
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1. ANTECEDENTES

1.1 Introduccion

La tuberculosis sigue siendo un problema de salud publica a nivel
mundial. Se estima que el bacilo infecta al 33% de la poblacion del mundo,
presentandose alrededor de 8 millones de nuevos casos al aio y de 2 a 3
millones de muertes anuales (Murray, C. J. L.y col. 1990). La enfermedad es
multifactorial en lo que respecta a las causas que la provocan, debiéndo
mencionarse: factores genéticos, deficiencias nutrictonales, hacmamiento y la

Inmunosupresion.

1.2 Historia de la tuberculosis

La tuberculosis es una de las enfermedades mds antiguas y era ya un
problema endémico en animales, mucho tiempo antes que afectara al hombre
(Steele, J. H. y col. 1958). En fésiles de animales del periodo paleolitico se
ha demostrado la enfermedad, y en momias egipcias se han identificado
restos de lesiones tuberculosas (Willet, H., 1992). Posiblemente en aquel

tiempo el agente causal era Mycobacterium bovis o una variante. Al formarse

las aldeas hubo un contacto mas cercano entre los humanos y también con
los animales que domesticaban, facilitandose el contagio de las enfermedades
infecciosas. Posteriormente, el hacinamiento en las ciudades europeas facilitd
que la tuberculosis se tornara epidémica como sucedié en la Europa feudal,
donde se desato la llamada “gran peste blanca™ (Dubos, R. y col. 1952). En
¢épocas posteriores, la tuberculosis se disemind a otras regiones del planeta

debido a la colonizacion.
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Aristoteles, célebre filosofo  griego (384-322 AJC). describio la
enfermedad y desde entonces hay referencias sobre su origen y tratamiento.
En 1679, el médico francés I, Silvius describio las lesiones pulmonares
caracteristicas, los tubéreulos. Villemin, en 1865, moculando congjos con el
esputo de pacientes tuberculosos, reprodujo la enfermedad (Bloom, B. R,y
col. 1992). I:n 1882, Roberto Koch demostrd que la tuberculosis era causada
por una bacteria y reprodujo la infeccion en cobayos (Grange, J. M. y col.
1982). Calmette y Guérin obtuvieron una cepa atenuada del bacilo de la
tuberculosis bovina a la que se denoming bacilo de Calmette-Guénn (BCG),
la cual ha sido utilizada desde 1924 como vacuna en casi todo el planeta.
Esta vacuna, sin embargo ha mostrado una proteccion que varia de 0% a

80% (Fine, P., 1989).
1.3 Patogenia de la tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis s un bacilo aerobio facultativo, mmovil,

que no forma esporas y es acido-alcohol-resistente. Su crecimiento es lento,
con un tiempo de generacion de 15 a 20 h, por lo que tienen que transcurrir
varias semanas para que las colonias sean visibles en cultivo. El tnico
reservorio conocido es el ser humano. Al toser, el paciente con tuberculosis
disemina gotitas de saliva con un diametro de 1 a 5 pum ( gotitas de Fliiger )
que portan al bacilo, y al ser inhaladas pueden transmitir la enfermedad
(Edwards, D. y col. 1986). Para que el bacilo inhalado provoque la infeccion
pulmonar debep tomarse en cuenta otros factores como la virulencia y la
capacidad microbicida del macrofago alveolar que lo ingiere; si el bacilo

supera las defensas iniciales del huesped podra reproducirse dentro del
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macrofago v se desarrollara la enfermedad (Armstrong, 1.y col. 1971
Myrvik, Q. y col. 1984). Sc¢ ha demostrado que el bacilo de Koch puede
cludir los mecanismos microbicidas del macrofago para lo cual se han
propuesto diversos mecanismos (Britton, W. J. y col. 1994). Al no haber
destruccion del bacilo, se¢ desarrolla la respuesta innune celular y la
inflamacion (Armstrong, J. y col., 1975) Linfocitos y macrofagos llegan al
sitio de la infeccion, se forma el granuloma, ¢l cual, pequeiio al principio,
aumenta su volumen por la llegada continua de linfocitos T y de macrofagos
en diversas etapas de activacion; los macrofagos pueden fusionarse y formar
células pigantes multinucleadas (Canetti, G., 1955).

En el granuloma, los macrofagos activados producen enzimas
proteoliticas, peroxido de hidrogeno, radicales libres de oxigeno y oxido
nitrico, para matar al microorganismo ingerido (Nathan, C. F. y col. 1983).
Las enzimas hidroliticas como la fosfatasa acida y Ia lisozima atacan la pared
celular y se producen dcidos grasos libres que inhiben la proliferacion del
bacilo (Jones, G. S. y col. 1990). En individuos con respuesta inmune
normal, la inmunidad celular detiene ¢l progreso de la infeccion, pero pueden
quedar algunos bacilos viables dentro del granuloma. La reaccion positiva a
la tuberculina posiblemente seria el tinico vestigio de esta primo-infeccion, la
cual podria reactivarse, sobre todo en procesos de mmunosupresion
(Damenberg, A. M. Jr. y col. 1989).

Cuando no se controla la proliferacion del bacilos, la infeccion puede
diseminarse a otros organos, dando fugar a pequeiias lesiones granulomatosas
de unos 2 mm, lo que se llama tuberculosis miliar, nombre utilizado por los

patologos debido a que las lesiones pequenas semejan semillas de mijo
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(Uberor, S., 1975). Il desarrollo de la enfermedad y la diseminacion masiva
se presentan en huéspedes con inadecuada inmunidad celular (Sifford, M.,
1991), en lactantes y en nifos menores de 5 anos, ¢n adultos con trastormos
malignos, alcoholismo o sometidos a tratamiento con inmunosupresores, o en
pacientes infectados con el virus de la inmunodeficiencia humana (Fischl, M.

A.ycol. 1992).

1.4 Inmunologia de la tuberculosis

a. Inmunidad humoral. Las infecciones micobacterianas estimulan la
respuesta humoral, sin embargo las inmunoglobulinas tienen una accion
modesta o ninguna en la proteccion en contra de la tuberculosis (Reggiardo,
Z.y col. 1974). La presencia de anticuerpos circulantes puede ser util para
corroborar el diagnostico de la enfermedad (Abou-Zeid, C. y col. 1988;
Bothamley, G. y col. 1992), aunque posiblemente en el futuro la deteccion de
la tuberculosis se realice por amplificacion del DNA bacteriano (Pierre, C. y
col. 1991). La fagocitosis de micobacterias por macrofagos no se ve afectada
de manera importante por los anticuerpos (Mackaness, G., 1954). Se
encuentran complejos inmunitarios circulantes en el suero de individuos con
tuberculosis  (Carr, R. y col. 1980; May, J. y col. 1983), los que estan
compuestos  por IgG, IgM e IgA 'y antigenos micobacterianos.
Concentraciones altas de complejos inmunitarios circulantes se correlacionan
con mal prondstico (Johnson, N. M. y col. 1981). Puede presentarse nefritis
por complejos inmunitarios ¢n individuos con tuberculosis (Shribman, J. H. y
col. 1983; Wadee, A. A.y col. 1990).

b. Inmunidad celular. En infecciones por M. tuberculosis, las células

T con receptores aff y y8 tienen papeles importantes en la respuesta inmune.
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Los linfocitos T con receptores 9 se encuentran en los sitios de la infeccion
durante la respuesta temprana y los «ff predominan en la fase tardia de la
respuesta inmune (Barnes, P. F. y col. 1992). Ademas sc ha observado que si
la infeccion se realiza con la bacteria viva s¢ expanden preferencialmente
células T y5, las que son también  inducidas por las proteinas
micobacterianas de estrés calonico (O'Brien, R.y col. 1989).

En 1992, Orme y col. postularon dos vias por las cuales se adquiria
resistencia a la infeccion tuberculosa. Una via se caracteriza por la activacion
mediada por citocinas liberadas por células T de ayuda (CD4") para inducir al
macrofago a destruir al bacilo que lo parasita y la otra via comprende la
destruccion de células parasitadas con el bacilo por células T citoliticas
(CD8"). La primera via se presenta en las fases tempranas de la infeccion y la
segunda alcanza su maxima actividad de 10 a 20 dias después de iniciada la
infeccion (Kumararate, D. y col. 1990; Orme, 1. y col. 1992). En la inmunidad
protectora mediada por células CD4" de ratones infectados con el bacilo de
Koch se observaron moléculas con el marcador CD44, lo que hace suponer
que estas moléculas son marcadores de células T de memoria (Griffin, J. y
col. 1994). Otros mvestigadores han identificado células T de memoria
inducidas por antigenos micobacterianos de bajo peso molecular en ratones
infectados (Andersen, P., 1994), por lo que estos antigenos podrian ser
considerados candidatos para vacunas (Harris, D. y col. 1993).

¢, Inmunosupresion. Un factor fundamental en la patogena de la
tuberculosis es la capacidad del bacilo y sus productos para suprimir la
respuesta inmune en contra de él. Se han observado estados de anergia en

algunos individuos como una respuesta inmune regulatoria debida
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posiblemente a la inmunosupresion inducida por algunos componentes del
bacilo (Barnes, P. y col. 1993). Existen individuos que presentan
predisposicion para el desarrollo de la infeccion tuberculosa progresiva con
niveles muy bajos de IFNy y por lo tanto una deficiente activacion
macrofigica. Posiblemente por alguna razon se induce una anormal
produccion de la linfocina como se observo en un grupo ético de la India en
los trabajos realizados por J. A. Robinson en 1985, presentando anergia en
casos de tuberculosis progresiva no tratada. En cambio se observo respuesta
proliferativa de sus células mononucleares de sangre periférica con baja
produccion de IFNy (Onwubalili, J. y col. 1985), por lo que la anergia no se
considera generalizada. Se podria pensar en muerte celular en ¢l cultivo o
pérdida de la respuesta celular inducida por el antigeno debido a la
interaccion de células supresoras que inhiban la actividad de las células
sensibles al antigeno originando una secrecion inadecuada de IFNy y que al
no haber activacion de macrofagos la enfermedad progresa.  Existen
evidencias de que moléculas de la pared celular del bacilo tuberculoso son
potentes inmunosupresores (Florentino, D. y col. 1989). Ademis hay
abatimiento en la produccion de IL-2 por células T de ayuda, demostrada por
la anergia presentada por los linfocitos T de pacientes con tuberculosis y que
no se corige al adicionar 1L-2 purificada, lo que indica un  desorden en el
metabolismo regulatorio de la 1L-2 (Toosi, Z. y col. 1986).

Se ha demostrado en cultivos in vitro, que al ser ingerido el bacilo
tuberculoso por células adherentes de sangre periférica se liberan factores de
activacion de células supresoras, induciendo a las células CD8" a inhibir la

proliferacion de los linfocitos T (Sussman, G. y col. 1991)
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1.5 Subpoblaciones de linfocitos CD4”

Los estudios realizados en las tiltimas tres décadas con respecto a los
linfocitos T de ayuda ( CD4" ) han mostrado la existencia de subpoblaciones
primero en ratones y Gitimamente en humanos,

a. CD4" murinos. En 1978, Tada y col. descubrieron dos tipos de
células T de ayuda munnas, las cuales podian actuar independientemente y
también en forma sinérgica para aumentar o disminuir la respuesta mmune, y
que fueron designadas Thi v Th2 (Tada, T.y col. 1978). Las células Thi,
que no cran adherentes al nylon, intervenian en la respuesta lemprana a la
mfeccion y activaban a las células B solo si los determinantes antigénicos
estaban en la misma molécula, un hapteno acoplado a un acarreador
heterologo. En cambio las células Th2 se adherian al nylon, intervenian en la
respuesta tardiamente y podian activar a las células B ain cuando los
determinantes antigénicos estuvieran en moléculas diferentes. Ademas las
células Thi no exhibian antigeno la y las Th2 eran destruidas por antisueros
anti-la mas complemento.

Los estudios anteriores fueron ampliados y profundizados por Mosmann
obteniendo clonas de células T de ayuda de ratones, con las que llevaron a
cabo ensayos que confirmaron la existencia de dos subpoblaciones de
células CD4" y las definieron usando los siguientes criterios:

1) Sintesis y secrecion de linfocinas, correspondiendo a Thi la secrecion
de IL-2 e IFNy, v a Th2 la secrecion de IL-4 e 1L-5.
2) Reacciones de hipersensibilidad de tipo tardio, interviniendo en esta

reaccion la subpoblacion Thi y no asi la Th2
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3) Activacion de las células B estimuladas por clonas Th1 a liberar 1pG-
2ay las estimuladas por clonas Th2 a liberar Ipl=.
4) En eles, las células Thl presentan dos bandas de 17 y 18 kD v las

Th2 unabanda de 16 kD.

(Mosmamn, T. R. y col. 1986)

En estudios posteriores, al inyectar clonas Thi en el cojinete plantar de
raatones sanos se observd una induracion caracteristica de hipersensibilidad
reetardada pues la inflamacion empezo a ser visible a las 16 horas y Hego a su
PEcoa las 24 horas. Las clonas Th2 no mediaron ¢sta respuesta, posiblemente
porque a diferencia de fas Thi no secretan leucotrienos y prostaglandinas que
producen permeabilidad vascular y extravasacion de células inflamatorias (
CErer,D. J.y col., 1987).

Utilizando métodos de hibridizacion de RNA se ha demostrado que en
hs clonas de células Thl se encienden genes para expresar mRNA-IL-2,
WERNA-IFNy y en las Th2 para mRNA-IL-4 y mRNA-ILS. Ademas, ambas
tlsnas expresan mRNAs para otras linfocinas comunes (Cherwinski, H. M.
ycal. 1987). En otros estudios se demostrd que las células Thi inducen la
sheesis de 1gG2a y que las Th2 inducian la produccion de 1gGl e IgE,
(Stevens, T. L.y col. 1988; Finkelman, F. y col. 1988; Kiihn R. y col.
196 1),

En estudios posteriores se ha demostrado una tercera subpoblacion que
o producia 1L-2 o IL-4, denominada de células nulas vy una cuarta
sibpooblacion capaz de secretar 1L-2 ¢ 11.-4 | asi como las demas linfocinas, a
ola - subpoblacion se le denoming ThO, la cual podria ser precursora de Thi

yTh=2 o también una subpoblacion de transicion de Thl a Th2, esto derivado
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de las observaciones en cultivos de largo plazo, en los cuales la estimulacion
con antigeno o mitogeno, inducia la pérdida de la capacidad de seeretar 11.-2
¢ IFNy pero no 1L-4, diferenciandose asi hacia Th2 (Scott, P. y col. 1991;
Haanen, 1.y col. 1991).

En otro experimento se estudio la respuesta proliferativa de las
subpoblaciones Thl y Th2 utilizando diferentes células presentadoras de
antigeno y se observo que las clonas Thi alcanzaban maxima proliferacion
cuando el antigeno era presentado por macréfagos o células dendriticas y las
Th2 cuando la célula presentadora de antigeno era la célula B. Esto podria
deberse a la existencia de cofactores proporcionados por células
especializadas ( Grajewiski, T. y col. 1991).

Street, N. y col. en 1990 propusieron un esquema (ver figura I.1) para

describir las relaciones entre las diferentes subpoblaciones de células CD4":

Fig 1.1. Esquema propuesto por Street, N. y col

~py 4+ . . )
b. CD4" en humanos. Trabajos recientes han demostrado que las
células T de ayuda humanas presentan subpoblaciones con perfil de

produccion de citocinas semejantes a lo observado en el raton. En este
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experimento se obtuvicron clonas de células T especificas para PPD de M.
tuberculosis y para Dermatophagoides pteronyssinus grupo L, v se observo
que todas las clonas especificas para PPD secretaron [L-2 ¢ IFNy pero no 1L-
4 ni [L-5 y las clonas especificas de alergenos secretaron 1L-4 ¢ IL-5. (Del
Prete, G. y col. 1991).

Otros trabajos comprobaron que las células T de ayuda humanas se dividian
en subpoblaciones Thl y Th2 como las células T de ayuda murinas. En un
primer estudio se observd que clonas de células CD4" humanas aisladas del
liquido sinovial de pacientes con artritis reumatoide fueron reactivas a
diferentes proteinas micobacterianas, mostrando un perfil de produccion de
citocinas correspondientes a Thl (Haanen, J. y col. 1991; Burford-Foggs, A.
y col. 1992). En otro estudio se observd que las células humanas tratadas con
PPD sccretaron 1FNy y las tratadas con toxoide tetdnico secretaban IL-4
(ElGhazali, G. y col. 1993). Estos resultados estan basados en experimentos
in vitro, sin embargo las citocinas secretadas por las células T en el sitio de la
infeccion micobacteriana no se conocen bien pero se puede considerar a la
primoinfeccion controlada como un modelo de respuesta inmune protectora
realizada in vivo, resolviéndose la infeccion sin tener que recurrir a terapias,
observandose un incremento de las células T CD4" con el fenotipo de
memoria CDw29 y CD44, asi como una fuerte produccion de IFNy (Orme,
Y., 1988). Esto demuestra la presencia de subpoblaciones de células T de
ayuda con funciones diferentes, que tal vez son adquiridas por las células T
recién cgresadas del timo al ser activadas por el antigeno en diferentes
condiciones ¢ interviniendo factores que inducen su diferenciacion.  Lstos

factores pueden ser: la estructura fisica y quimica del antigeno, la via de
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inmunizacion, la intensidad del estimulo de la célula T de ayuda, los
diferentes tipos de células presentadoras de antigeno, el genotipo HLA, la
activacion por hormonas esteroides y posiblemente el efecto mds importante
es la activacion inducida por las citocinas, asi la 11.-2 promueve la formacion
de células efectoras prescindiendo de las otras citocinas y el IFNy puede
influenciar sobre los precursores de las células T de ayuda para diferenciarlas
en Thl y la IL-4 para inducirlas en Th2 en el mismo precursor dependiendo
de los niveles endogenos de 1Ny ¢ [L-4 (Maggi, E. y col 1992). En la tabla

1.1 se resumen las diferencias entre células Thl 'y Th2.

CITOCINA  Thl Th2

IL-2 1 -
IL.-3 + 1
IL-5 - i
IL-6 - 4
IL-10 1 |
IFNy + -
TNF t 1
GM-CSF 1 1
LT F -
DTH 1 -
1gGl - f
[gG2a | -
IgE - +

Tabla 1.1 Diferencias entre las subpoblaciones CD4 .
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N . . N Y + o PN
1.6 Citocinas y subpoblaciones CD4” en la tuberculosis.

Las citocinas son esenciales en la géunesis de la respuesta inmune
mediada por células contra las infecciones y en este caso contra la infeccion

por M. tuberculosis, con efectos vartados incrementando la atraccion,

agregacion y activacion de macréfagos, estimulando también a células B,
linfocitos T tanto de humanos como de ratones (Sander, B.y col. 1995).
Existe una variedad de estudios que han demostrado la iduccion de la
produccion de IFNy in vitro por antigenos micobacterianos; esta citocina
capacita a macrofagos en la destruccion del bacilo (Onwubalili, J. K.y col.
1985; Del Prete, G. F. y col. 1991; Haanen, J. B. y col. 1991). El factor de
necrosis tumoral beta (TNFP), estudiado por Peter F. Bames y col. en 1992,
induce agregacion de macrofagos mediando la formacion del granuloma y
contribuyendo en la defensa antimicobacteriana (Rook, G. A. y col. 1989).
La IL-2 interviene en la expansion clonal de células T especificas o no de
antigeno y de células efectoras en la respuesta inmune mediada por células
(Toost, Z. y col. 1986; Bames, P. y col. 1993; Boesen, H. v col. 1995). Se lia
observado que en pacientes tuberculosos con anormalidades en la produccion
de 1L-2 o en la generacion de receptores para IL-2, la enfermedad esta mas
extendida. Por su parte la -2 es una interleucina producida por linfocitos T
activados, que en presencia de 1FNy incrementa la resistencia de los ratones
Balb/c contra la tuberculosis (Flynn, J. L. y col. 1995). La IL-4 interviene en
formas progresivas no controladas de la enfermedad tuberculosa (Barnes, P.
y col. 1993). La IL-5 se puede encontrar en algunas personas en el sitio de la
aplicacion de la prueba de la tuberculina sugiriendo que las células, quiza

ThO, responden al antigeno micobacteriano liberando 1L-5. Esta Gltima
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citocina, la [L-4 y la TL-10 activan a células B incrementando la sintests de
anticuerpos (Tsicopoulos, A. y col. 1992). También se ha visto que la 11.-10
limita la respuesta inflamatoria vy que puede disminuir la hipersensibilidad
de tipo tardio y resultar en anergia en algunos pacientes. Entender el circuito
inmunoregulatorio que controla la produccion de citocinas en la infeccion por
la micobacteria in vivo, parece ser fundamental en la patogénesis de la
tuberculosis, pues ayudaria a desarrollar estrategias inmunoterapéuticas.

1.7 Citocinas: Glosario

Las citocinas son polipéptidos secretados principalmente por células T
activadas (aunque también pueden hacerlo células B, monocitos, NK,
macrofagos activados, basofilos, granulocitos, mastocitos, fibroblastos,
keratinocitos, células endoteliales), que afectan el crecimiento y el
metabolismo de otras células y de ellas mismas. El nombre citocinas se le dio
onginalmente para designar las moléculas producidas por las células del
sistema inmune como una respuesta biologica que modifica al mismo sistema
inmune interviniendo en el crecimiento y diferenciacion de las células T.
Diversos estimulos regulan la produccion de las diferentes citocinas
(Dinarello, C. y col 1987).

La mayoria de los receptores de las citocinas tienen caracteristicas
comunes y se encuentran presentes en Ja superficie celular y como receptores
solubles. Las citocinas pueden formar una red compleja y exhibir
interacciones sinérgicas aditivas y antagonicas ya que la respuesta celular es
modulada por otras citocinas ya sea en forma positiva o negativa.

Exactamente como una citocina modula e! efecto de la otra se desconoce, asi
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como la modulacion cruzada de la respuesta celular. Enseguida se describe el

origen y propiedades de algunas citocinas.

IL-1,

IL-2.

IL-3.

IL-4.

IL-5.

Con un peso molecular (PM) de 17.5 kDa. Ls secretada por
macrofagos activados, keratinocitos y células endoteliales. Induce la
proliferacion de linfocitos T y B. Incrementa la sintesis de receptores
para {L-2 y la sintesis de ICAM Eleva la secrecion de 11.-6, TNF,

GM-CSF.

Con un PM de 15 kDa. Es secretada por linfocitos T activados. Induce
proliferacion y diferenciaci.on de linfocitos T y B ¢ mcrementando la
sintesis de anticuerpos y cambio de clase a IgG2a. Activa a

macrofagos, NK y LAK.

Con un PM de 28 kDa. Es secretada por linfocitos T, granulocitos y

basofilos. Activa los precursores hematopoyéticos.

Con un PM de 16.5 kDa. Es secretada por linfocitos T activados.
Induce proliferacion de linfocitos T y B incrementando la sintesis de
anticuerpos y cambio de clase a IgG1. Eleva la sintesis de IgE, la

liberacion de G-CSF y M-CSF. Induce Th2.

Con un PM de 15 kDa. Es secretada por linfocitos T y B activados,
mastocitos. Induce proliferacion de células B y de eosindfilos,

incrementa la sintesis de IgA e IgM. Eleva la actividad de NK.
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1L-6.
Con un PM de 23 kDa. Es secretada por células mononucleares y
linfocitos T activados, fibroblastos, células endotehales.  Induce
proliferacion de linfocitos T'y sintesis de 11.-2, proliferacion de células
B y sintesis de anticuerpos. En macrofagos mcrementa la sintesis de
receptores para Fc. Activa a células NK.

I'NFa.
Con un PM de 17 kDa Es secretado por linfocitos T, macrofagos,
células NK activados, mastocitos. Induce proliferacion de linfocitos T
e incrementa la expresion de receptores para IL-2, Interviene en la
destruccion tumoral.

TNEp,
Con un PM 20 kDa. Induce en los linfocitos T la sintesis de IFNy.
Activa la proliferacion de linfocitos By sintesis de anticuerpos. En los
macrofagos incrementa la expresion de moléculas de clase 11 del MHC,
de 1L-1, de prostaglandinas. En células NK eleva su actividad
citotoxica

IFNy
Con un PM de 34 kDa. Es secretado por linfocitos T activados y por
células NK. Inhibe la proliferacion de la subpoblacion Th2 y favorece
la hipersensibilidad tardia. En los linfocitos B induce su proliferacion y
sintesis de anticuerpos. En los macrofagos aumenta la actividad
microbicida, tumoricida y la actividad citotoxica dependiente de

anticuerpos, eleva la sintesis de receptores para Fe y de moléculas de
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clase 11 del MHC. Incrementa ¢l estallido oxidativo. Induce la
subpoblacion Thl, es antagonista de efectos de 11.-4.

GM-CST.
Con un PM de 22 kDa. Es sceretado por linfocitos Ty fagocitos
activados. En los macrofagos incrementa la actividad tumoricida, eleva
la sintesis del superdxido. Es factor quimiotictico para macrofagos,
basofilos y cosindfilos y favorece su degranulacion.

1L-10.
Con un PM de 35 kDa. Es secretada por monocitos, macrofagos,
linfocitos B activados y por las subpoblaciones Thi, Th2 y ThO. Su
actividad en los linfocitos T disminuye la sintesis de IFNy. En los
macrofagos inhibe la actividad de célula presentadora. Interviene en
hipersensibilidad tardia.

IL-12.
Es secretada por linfocitos B activados. Incrementa la sintesis de [FNy
por los linfocitos T activados.

11-13.
Es secretada por las subpoblaciones Thi, Th2, ThO y CD8". Induce la
expresion de CD23, regula la sintesis de clase 11 del MHC.

1L-15
Con un PM de 14 kDa. Es un factor de crecimiento para las células T y
utiliza las cadenas B y y de los receptores de 1L-2 para realizar su

actividad.
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2. OBJETIVO

¢ Identificar antigenos proteinicos de M._tuberculosis capaces de

inducir Ia proliferacion de linfocitos T con el fenotipo potencialmente
inmunoprotector, es decir linfocitos CD4", con cadenas de receptor

para antigeno «f3, productores de [L-2 e INFy.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Medidas de seguridad del laboratorio.

Seguridad biolégica de micobacterias. Nivel 3.

La cepa de M. tuberculosis H37/Rv pertenece a una especie
estrictamente patdgena v su reservorio esta en el hombre, por lo que su
manejo requiere de medidas de seguridad bioldgica correspondientes al nivel
3 (riesgo de transmision por via adrea; transmision severa que puede ser
mortal). =l cultivo y la obtencion de filtrados se llevarda a cabo en dreas
confinadas para este microorganismo y por personal que conozca el
reglamento de seguridad para realizar este trabajo.

El reglamento de seguridad comprende principalmente:

e El trabajo debe ser organizado antes de comenzar a realizarlo.

e Se debe portar bata especial, guantes de latex, cubreboca.

o La campana donde se efectiia la resiembra y se obtiene el filtrado

del cultivo del bacilo debe ser de seguridad bioldgica clase 11.

e lLaasa de platino se descontaminara solo por autoclave.

o Se deberan usar propipetas y no pipetear con la boca.

o No comer i fumar en el area de trabajo.

o [l procesamiento debe minimizar los aerosoles.

e Las trampas de seguridad de las bombas deberan contener fenol.

e Al final del trabajo, todo el material usado asi como la ropa y los

utensilios para la limpieza de la campana con fenol al 2% se

colocaran en bolsas para esterilizacion y se someterd al autoclave.
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[l laboratorio contara con una depresion barométrica con respecto a las
areas de circulacion general y una zona de acceso controlado.
3.2 Cultivo de bacterias y obtencion de extracto total.

La cepa de M. tuberculosis H37/Rv fue adquirida del cepario de la
Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del 1 P N. Las bacterias se
sembraron en el medio de cultivo sintético de Proskawer y Beck modificado
por Youmans, (PBY), (Youmans, G., 1949). La siembra se realizo por asada.
Se incubo durante 6 semanas a 37°C. Después de este tiempo se separaron las
bacterias del medio de cultivo por filtracion al vacio en papel Whatman
No.3, seguido de 3 filtraciones sucesivas con filtros de 1.20, 0.45y 0.22 um.
(Millipore Corporation, Bedford, MA). Con el ultimo filtro se obtuvo un
filtrado estéril. Las proteinas del filtrado se obtuvieron por precipitacion con
500g de sulfato de amonio por litro de cultivo filtrado, obteniéndose una
concentracion final de 72%; la agitacion se prolongd 3 horas mas y se
centrifugd a 1x10' rpm, por 15 min. El sedimento obtenido en esta forma
constituye el extracto proteinico total (EPT), el cual se disolvio en agua
bidestilada y se dializo contra agua bidestilada hasta la eliminacion total del
sulfato, para lo cual se utilizo como indicador BaCl, al 10%. La
concentracion de la proteina se determing por el método de Lowry (Lowry,
D., 1951), se dividio en alicuotas y se guardd a -20°C hasta su uso. El
filtrado se analizo en geles de SDS-poliacrilamida (Laemmli, U., 1970)
tefiidos con azul de Coomasic y por mmunoblots incubados con suero
hiperinmune (SHI) de conejo dirigido contra el extracto proteinico total de

Mycobacterium _tuberculosis . [n el diagrama 3.1 se resumen las

Materiales y Métodos



Caracterizacion del Fenotipo v Cito<cins de Linfocttos T

metodologias empleadas en la

estudiados.

purificacion de los anliaenos  proteinicos

Cultrra de A pbercuy en el medho de
Proskawst v Beck modificade por Toumans
PRY
Filvactén del medio e enltive
Filtrado
l o Lig «le Asoihs
| (MELp Sy 165 cnn 5055
e ¥ 2% e,
r - \‘\\ [
Sobrenadante Precipitade
l l .\‘\-\.\" DEAE-Celulosa
(MHpO Meéloda de Setbert \“\_\
85% | T
Fracgeciones M
l v raceiones Comatograa
DEAE-Celulosa - 4 ‘. de Afimdad
N ' 7 AIELGel 10
M . ton mAr 3A6
. o Creparative
Sephadex 150 S pagesDs
Superogidodismutasa Elucién con G 50-55 kD
(50D) 23kD "Jrea 6M
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Diagrama 3.}. Se muestralos diferentes métodos de p>urilica cion de proteinas
elaborados en nuestro laboratorio y utilizados enla obtenct Onde antigenos
micobacterianos, siendo el filtrado del cultivo la principal fient € de estos antigenos

3.3 Seleccidn de proteinas a purificar.,

Las proteinas seleccionadas para este trabajo son antigenos que en

estudios previos realizados en nuestro laboratorio 1han demostrado ser

biologicamente relevantes por su  inmunogericida<d en  ensayos de

(33
2
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hipersensibilidad retardada en animales vy por cstudios serologicos — en
humanos (Espitia, C., 1989). Lstas proteinas son las siguientes:

Superdxido dismutasa (SOD). Enzima tetramérica que la micobacteria
secreta para bloquear los radicales oxigeno (Oy) que el macrotago envia al
bacilo para destruirlo (Kusunose, 5. 1970). En condiciones reductoras se
rompe el tetrdmero y cada monodmero tiene una masa de 23 kDa. El
anticuerpo monoclonal D2D, reconoce epitopes tanto en el tetramero como
en el monomero, sin embargo la actividad enzimatica del tetramero la pierde
el mondmero. Este trabajo se realizo utilizandola como enzima.

Proteina de 28 kDa (P 28). Proteina en estudio que ha demostrado, por
biologia celular inducir respuesta blastica. Se sabe que una proteina de 28
kDa de M. leprae es posible reguladora del Fe.

Proteina de 30-31 kDa (Fn 30-31). Se ha observado que esta proteina se
une a fibronectina (In). Es una proteinas secretada por el bacilo que
interviene en la fagocitosis de la micobacteria por el macrofago (Abou-Zeid y
col. 1988).

Glicoproteina de 38 kDa (Gp 38). Por analisis realizados con peryodato
se demostro que es una proteina asociada a carbohidratos. (Espitia, C. 1989).
Interviene en el transporte de fosfatos.

Glicoproteina de 50-55 kDa ( Gp 50-55). La reactividad con Con-A-
peroxidasa sugiere la presencia de carbohidratos unidos covalentemente a

esta proteina (Espitia, C. y col. 1989).

3.4 Fraccionamiento del EPT por el método de Seibert.
Para la purificacion de P 28, Fn 30-31 y Gp 38 se utilizo el

fraccionamiento dcido-alcohdlico descrito por Seibert (Seibert, F. M., 1949),
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el cual produce fracciones enriquecidas en dichas proteinas. Il procedimiento
se esquematiza en el Diagrama 3.2, que indica fas condiciones y reactivos

para cada {fraccionamiento.

Eatracto proteinicp total
|

Ll ‘ .
Ac. uedtico glacial hasta il 4

S
: ¢
SN* Precipitado
NaOV SN hasta pH 7 FRACCION }
+
Titannl 96, conc, Haad 30%
o BNA Precipitado
HLCY 0,8 M hasta piT4 FRACCION2
o She Precipitadn
Etana! 96", cone. final 0% ERACCION 3
I i}
IN® Precipitade
FRACCION 5 FRACCION 4

aN* = sohrenadinte

Diagrama 3.2. Fraccionamiento acido-alcohdlico descrito por Seibert

3.5 Purificacion de P 28 kD.

En la fraccion 2 de Seibert se observo enriquecimiento de la banda de
28 kD, la cual se extrajo de un gel preparativo por elucion con urea 6 M.
Para purificar esta proteina hemos utilizado también el material presente en el
volumen de exclusion de cromatografias con DEAE-celulosa para  punificar

Gp 50-55.
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3.6 Purificacion de la I'n 30-31.
Esta proteina es abundante en la fraccion 4 de Seibert, de la cual se

purificd por electroforesis preparativa. La proteina se eluyo con urea 6M,

3.7 Purificacion de Gp 38.

La fraccion 5 obtenida por el fraccionamiento de Setbert es rica en esta

proteina, lacual se extrajo de geles preparativo con urea 6M.

3.8 Purificacion de Gp 50-55.
Se purifico por cromatografia de afinidad con un anticuerpo monoclonal,
6A3 obtenido en nuestro laboratorio por Rafael Saavedra y Rafaela Espinosa.
L.a purificacion se llevo a cabo en 4 pasos:

1) Obtencion de liquido de ascitis conteniendo el anticuerpo monoclonal
6A3 anti Gp 50-55. Las células del hibridoma 6A3 (obtenidas por
fusion de las células del mieloma SP2/0-Agld y células de bazo de
ratones hembras Balb/c inmunizados con Gp 50-55), se cultivaron en
RPMI suplementado con aminoacidos esenciales 0.1 mM, piruvato de
sodio ImM, penicilina-estreptomicina 50 U/ml y suero bovino fetal
10%. Se obtuvieron clonas por dilucion limitante cultivadas en
RPMIs. Los hibridomas asi obtenidos, se centrifugaron, se lavaron, se
diluyeron a 4x10%/200p1 RPMI/ratén y se aplicod por via peritoneal a
ratones  Balb/c  previamente  estimulados  con: Pristan (200
ul/raton). De 8 a 10 dias después de la inyeccion se obtuvo el liquido
de ascitis, en el cual se comprobd la presencia de anticuerpos
especificos por inmunoblot revelando una banda correspondiente a

50-55 kD. Para purificar la IgG, el liquido de ascitis se diluyo 1:4 con
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PBS. se centrifugd a 33000 rpm por 30 min, utilizando el rotor SW4 1
para la ultracentrifuga BECKMAN 1.8-60M. Al sobrenadante se
agrego un volumen equivalente de una solucion saturada de (NH,);
SO, para obtener una concentracion final de 50 %, que se adiciono
lentamente y en agitacion, manteniéndose asi por 2 h a 4°C, se
centrifugd a 12,000 rpm, 15 min, se decanto y el paquete conteniendo
la IgG impura se disolvio en Tris-base 20 mM mas NaCl 40 mM, pH
7.8. Se dializd contra una solucion de Tris-base 20 mM mas NaCl 20
mM pH 7.8. Se centrifugd a 14000 rpm y se decanto. Al sobrenadante
obtenido se determing la densidad optica a 280 nm y se multiplico por
el coeficiente de extincion que para la 1pG es de 0.7, o se dividio la
D. O. entre 1.4, obteniéndose en ambos casos la concentracion de la
proteina dada en mg/ml. Normalmente se recuperan de 8 a 12 mg de
proteina por ml de liquido de ascitis. Se agrego azida de sodio a una
concentracion final de 0.1 % y se guardo en congelacion hasta su uso.
2) Purificacion del anticuerpo monoclonal 06A3 por cromatografia de
mtercambio 10nico. Se utilizd una columna de DEAE-Celulosa
(SIGMA CHEMICAL COMPANY. San Louis, MQ.), equilibrada
con Tris-base 20 mM mas NaCl 40 mM, pH 7.8 (el volumen de la
columna se determind utilizando la formula 7 x * x altura) a la
columna se agrego la lpG impura dilida al doble con una solucion de
Tris-base 20 mM pH 7.8 y con un flujo de salida de 0.5 ml/min. Se
lavo la columna con 2 volimenes de Tris-base 20 mM mas NaCl 40
mM pH 7.8 y enseguida se eluyd con un gradiente lincal de Tris-base

20 mM, NaCl 20 mM, pH 7.8 (4 volumenes) y Tris-base 20 mM,
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NaCl 400 mM, pH 7.8, (4 volimenes). Se colectaron fracciones de 2
ml a un flujo de 0.5 ml/miny se determing la DOy, de las fracciones.
El pico obtenido contiene la 1gG  purificada que se concentro en
Amicon (Amicon Inc, Beverly MA)) utilizando una membrana de
ultrafiltracion, PM 10. (Amicon, Inc. Beverly, MA.) hasta [0 mg/ml y
se dializd durante 24 horas en una solucion de acoplamiento de
NaHCO; 0.1 M, pH 8.

3) Cromatografia de afinidad por acoplamiento del  anticuerpo
monoclonal 6A3 a un soporte de agarosa activada con N-
hidroxisuccinimida, Se utilizo la resina de Affi-Gel 10 activa,
Agarosa-Ester-N-dihidroxisuccinimida ~ (Bio-Rad ~ Laboratories.
Richmond, CA.), para acoplar ligandos con grupos ammo libres, la
cual se lavo con 8 volimenes de acetato de sodio 10 mM, pH 4.5.a
través de un filtro de 0.22 mn para eliminar el solvente organico en
que se encuentra el gel. Se agrego el gel al anticuerpo monoclonal
(AcMn) purificado, a razon de 10 mg/ml de gel. Se dejo en agitacion
suave por 4 horas a 4°C y enseguida se centrifugd a 500 rpm, 5 min.
El sobrenadante se retird y se determind la concentracion de IgG
(previamente ajustado el pH a 3 para evitar la lectura de la
succinimida) que se sustrae de la IgG inicial, teniendo como resultado
el porcentaje de eficiencia en el acoplamiento. Al paquete de resina
con el anticuerpo acoplado, se agregd etanolanuna, 0.1 M, pH 8 para
bloquear los sitios activos libres; se dejo en agitacion suave toda la

noche a 4°C. Enseguida se transfirio el Affi-Gel, acoplado y
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bloqueado a la colunma determinando su volumen (n x Fx by
lavandola con 8 a 10 volimenes de PBS, pH 7.4

4) Purificacion de Gp 50-55 por cromatografia de afimdad. A la
columna de afinidad obtenida ¢en el paso 3 se le agrego el extracto
total (previamente dializado durante 24 horas en PBS, pH 7.4) y se
mantuvo en recirculacion utilizando una bomba peristaltica a un flujo
de 0.5ml/min. durante 24 horas a 4°C. A continuacion se dejo
equilibrando una hora a temperatura ambiente y en seguida se
colectaron fracciones de 2 ml que contienen las proteinas de M.
tuberculosis que no se han pegado a la columna de afinidad. Se lavo
la columna con 5 a 10 volumenes de PBS pH 7.4 hasta D. O. de 0.02
a 280 nm, enseguida se lavo con 5 volimenes de una solucion que
contenga Triton-X100 2%, NaCl 0.5 M y Tns-Base 0.025 M,
nuevamente se lavd con PBS hasta DO,y de 0.02. A continuacion se
eluyd con 4 volimenes de NH;OH 0.15 M, colectando fracciones de
2 ml en tubos a los que previamente se agregaron 135 ul de HCl I M
para neutralizar al NHyOH y evitar que se deteriore la proteina, las
fracciones se leyeron en un espectrofotometreo. En los tubos con
mayor D.O se encuentra la Gp 50-55 purificada. Enseguida se lavo la
columna con 5 volimenes de PBS pH 7.4 y un volumen de PBS con
azida de sodio al 0.1 % y se guardd a 4°C. La proteina purificada se
dializo contra agua destilada, se concentrd y se dividio en alicuotas
que se guardaron a -20°C. La eficiencia de la purificacion se
determind por immunoblots de acuerdo con el método de Towbin

(Towbin 1979), revelados con SHI anti-EPT y con el AcMn 6A3.
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3.9 Purificacion de la enzima superdxido dismutasa de (SOD).
Se utilizo el método de Kusunose (Kusunose, ., 1976). La purificacion
se Hlevd a cabo en tres pasos:

1) En observaciones previas hechas en nuestro laboratorio se coniprobo
que en el sobrenadante predominaba una banda de 23 kD la cual fue
después identificada como SOD con un anticuerpo monoclonal. Por o
anterior, ¢l sobrenadante obtenido después de la precipitacion del
extracto total con sulfato de amonio fue reprecipitado con sulfato de
amonio a una concentracion final de 85 %, agitando durante una
noche a 4°C. Después de cetrifugar a 1.2x10% rpm por 15 min, el
precipitado se disolvio en buffer de fosfatos 30 mM.

2) Cromatografia de intercambio i6nico. El precipitado disuelto en buffer
de fosfatos 30 mM se aplico a una columna de DEAE-32-Celulosa,
Dietilaminoetil celulosa, Intercambiador Anidnico microgranular,
(SIGMA. Chemical Company. St Louis, MO.), equilibrada con buffer
de fosfatos 30 mM. La proteina se eluyd con 10 volimenes de un
gradiente hneal de buffer de fosfatos de 0.03 M-0.1 M, pH 7.9 y con
un flujo de salida de 0.5 ml/min. Las fracciones se leyeron en un
espectrofotometro. El pico eluido se concentrd en Amicon, utilizando
una membrana de vltrafiltracion PM 10.

3) Cromatografia de exclusion molecular. El material obtenido en el
paso anterior se aplicO a una columna de Sephadex-150, de grano
superfino, (Sigma Chemical Company. St. Louis MQ.), equilibrada
con buffer de fosfatos 20 mM, pH 7.0 y 0.1 M de KCl 'y eluyendo

con este mismo buffer, con un flujo de salida de 0.5 mi/mun. Las
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fracciones eluidas se leyeron en el espectrofotometro para determinar

la densidad optima y conocer el pico con midxima concentracion. Las

fracciones que forman el pico conticnen a la SOD, con las cuales se

formo un pool que se concentrd en Amicon, utilizando una membrana

de ultrafiltracion,

La pureza de la proteina se determind por PAGE-SDS en condiciones
reductoras y no reductoras, tifiendo con azul de Coomasie e incubando con

SHI dirigido contra el EPT de M. tuberculosis y con el anticuerpo monoclonal

D2D (donado por J. Ivanyi, Hammersmith Hospital, Londres, Inglaterra). En
condiciones no reductoras se determind la actividad enzimdtica de la SOD
utilizando un ensayo de foto-reduccion (Beauchamp, CH., 1971) de la
siguiente manera. Se hizo PAGE al 10 % en condiciones no reductoras y se
incubo en azul de tetrazolio  2.45 x 107 M, 20 min, seguida de una
inmersin por 10 min en riboflavina 2,8 x 10° My Temed 0.028 M en
buffer de fosfatos 0.036 M, pH 7.8, incubando este ultimo sobre una fuente
luminosa (5-15 min). La SOD se distingue como una banda incolora, siendo

el resto del gel de color azul.

3.10 Obtencion de células mononucleares de sangre periférica
humana (CMNH).

Donadores. Se obtuvieron células de cuatro individuos sanos, dos
PPD+, uno vacunado y otro sin vacunar y dos PPD-, uno vacunado y otro sin
vacunar y cuatro pacientes con tuberculosis proporcionados por el Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias, con las siguientes caracteristicas:
Enfermo No.l, varon, 23 afios de edad, con tuberculosis progresiva no

tratada; la radiografia de torax mostré fibrosis en pulmon izquierdo y lesiones
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cavitadas en pulmon derecho. Enfermo No.2, mujer, 60 anos de edad,
diabética; radiografia de torax: afeccion localizada, umlateral y apical.
Enfermo No.3, varon, 64 aios de edad, resistente al tratamiento con 6 anos
de evolucion, Enfermo No.4, varon, 25 aios de edad, con infeccion temprana;
un hermano, de 35 aitos de edad murid de tuberculosis.

Se obtuvo sangre periférica por puncion venosa la cual se tratd con
heparina (SIGMA CHEMICAL COMPANY. St. Louts, MO) a una
concentracion de 10 U /ml de sangre, para evitar su coagulacion. Se agrego
un volumen igual de RPMI y la separacion de las CMNH se realizd
estratificando 8 ml de la sangre diluida en 4 i de Ficoll-Hypaque (Pharmacia
Biotech. Uppsala, Sweden), centrifugando a 1500 rpm, 10 min, (Boyum,
1968).

3.11 Curvas dosis-tiempo-respuesta de CMNH.

Las CMNH, obtenidas por centrifugacion con Ficoll-Hypaque, se
lavaron tres veces con RPMI para eliminar el Ficoll, determindndose su
viabilidad con azul tripan (Gibco Laboratories, Grand Island, NY). Se
ajustaron las cuentas a 2x10° células/ml de RPMI suplementado.

Condiciones del cultivo:
Se utilizaron placas de microtitulacion de 96 pozos (Costarcorporation.

Cambridge, MA); a cada pozo se agregaron 2x10> CMNH/100 pl de

RPMI, suplementado con penicilina y estreptomicina (1 %), suero

bovino fetal (10 %), aminoacidos escenciales (1 % ) y piruvato (1 %), (

ver reactivos ).
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Antigenos:
Se utilizo EPT y las proteinas purificadas SOD, P28, I'n30-31, Gp 38
y Gp 50-55 a concentraciones de 1 pg/pozo y 0.25 pg/pozo. Como
control positivo se incubaron células con fitohemaglutinina (PHA)
(Sigma) diluida 0.1 pg/pozo. Como control negativo células incubadas
con RPMI suplementado (100 pl /pozo ). Las determinaciones se
realizaron por triplicado.

Los cultivos se incubaron a 37°C, 5% de CO, y 95% de humedad. por ¢l
tiempo necesario para obtener las curvas de proliferacion celular. Esto se
repitio en 8 placas para los tiempos de 4, 5, 6, 7, 8,9, 10 y 11 dias, marcando
con 0.5 pCi /pozo de [*H]-Timidina (Dupont NEN Products, Boston MA), 20
horas antes de la cosecha de células, la cual se realizo con un cosechador de
células (Skatron Instruments. Sterling, VA.), utilizando filtros de fibra de
vidrio ( Printed Filtermat A, Wallac Oy. Turku, Finland), que se leyeron en
un contador de centellco 3, (Betaplate 1205 de Wallac Oy. Turku, Finland),

para determinar la proliferacion a través de la incorporacion de timidina.

3.12 Obtencion de lineas celulares humanas

Se obtuvieron CMNH de los donadores descritos en el parrafo 3.10.
Las células separadas por centrifugacion con Ficoll-Hypaque a 1500 rpm, se
lavaron y se ajustaron las cuentas a 1x10° células/ml, colocando 1 ml/pozo en
placas de 24 pozos (Costar). Se utilizo una concentracion de antigeno de 40
pg/ml, colocando | ml/pozo. Las células se incubaron a 37°C, 5 % de CO,y
95 % de humedad hasta el dia en que se obtuvo la méixima proliferacién para

cada antigeno, indicada por las curvas dosis-tiempo-respuesta. Las células se
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resembraron después de separarse por centrifugacion con Ficoll-Hypaque a
1500 rpm, se lavaron 3 veces con RPMI suplementado y se centrifugaron por
10 min a 1500 rpm; las cuentas se ajustaron a 8x10”ml, colocando 500
tl/pozo, en placas de 24 pozos.

Como células presentadoras de antigeno (APC) se utilizaron células
mononucleares autdlogas, que se suspendieron en 3 ml de RPMI
suplementado y se les agregd 100 pl  de mitomicina/10células  (la
concentracion de la mitomicina fue de 1 mg/ml) (SIGMA). Las células se
incubaron por 50 min a 37°C y enseguida se lavaron 5 veces con RPMI
suplementado, centrifugando a 1500 rpm; las cuentas s¢ ajustaron a
2x10%ml, colocando 500 pl/pozo.

Los diferentes antigenos se diluyeron en RPMI a una concentracion de
80 pg/ml, usando 500 ul/pozé y la IL-2 recombinante humana, 1L-2rh,
(Boehringer Mannheim. Gmbli. Germany) se utilizo a una dilucion de 160
U/ml de RPMI suplementado, colocando 500 pl/pozo.

Las placas se incubaron a 37°C, con 5 % de CO; y 95 % de humedad
por 5 dias. Las placas se observaron diariamente y al dia en el que hay gran
proliferacion, se resuspendieron las células, dividiendo el contenido de cada
pozo en 2 pozos y agregando a cada pozo I ml de IL-2 diluida a 40 U/ml
incubandose por 4 dias. Al término de este tiempo se repitio el ciclo anterior
con la finalidad de obtener lineas especificas de antigeno.

3.13 Determinacién del fenotipo y de los receptores par:
antigeno de las lineas celulares humanas

Los linfocitos T se caracterizaron por citometria de flujo (FACScan

Becton Dickinson San José, CA) utilizando anticuerpos monoclonales en
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contra de las moléculas de superficic CD3, CDdy CD8 y delos receptores T
para antigeno afd y yo.

La metodologia fue la siguiente: las células se separaron  por
centrifugacion con Ficoll-Hypaque a 1500 rpm, se lavaron con RPIMI se
ajustaron las cuentas a 1x107 células/ml, colocando 100 plitubo, en ur total
de 7 tubos, destinados a determinar CD3, CD4, CD8, TCR off, TCR 8, un
tubo control para el anticuerpo conjugado a fluoresceina  y un  twho
conteniendo células solas . Las células se lavaron con | ml de PBS pua
FACS, (suero bovino fetal al 2% y azida de sodio al 0.1%), centrifiugando a
3000 rpm por 10 min,

Incubacion con el primer antictierpo. Al tubo correspondiente s
agregaron 200 pl del sobrenadante de hibridomas OKT3, OKT4 y OK'18y
50 i del anticuerpo monoclonal anti-TCRoef3 humano conjugado a F11C
(Becton Dickinson, San José CA) diluido 1:1000 en PBS 'y del anticuero
monoclonal de raton anti~TCR 8 humano diluido 1:400. Todos los tubos se
incubaron a 4°C por 40 min. En dos tubos controles se colocaron solamente
células. Después de incubar, se lavaron lies veces con | mi de PBS, ruds
suero bovino fetal al 2%, y azida de sodio al 0.1%, centrifugando a 3000
rpm, 10 min.

Incubacion con el sepundo anticuerpo. Se agreparon 100 pl el
anticuerpo de cabra anti-inmunoglobulina (Fe) de raton conjugado a FI'EC,
dilwido 1:150 (Sigma).

Todos los tubos se incubaron 40 min a 4°C en la obscuridad. Al témmino
de la incubacion se lavaron los tubos tres veces con | ml de PBS para FACS

mas azida de sodio al 0.1%, centrifugando a 3000 rpm, 10 min. El paquete de
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células se resuspendio en 500 pl de paraformaldehido al 1%, recientemente
preparado y se leyeron en un citometro de flujo.

3.14 Determinacion de citocinas en las lineas celulares
humanas por bioensayo

Bioensayo para 1L-2rh,

Se utilizaron los sobrenadante de las lineas celulares, 1L-2 recombinante
humana (1L-2vh), un anticuerpo policlonal de conejo anti-1L-2 humana (Cell
Biology Products) y una clona de linfocitos T dependiente de 1L-2 (CTLL-2)

Se realizd una curva estandar de IL-2rh y una curva de neutralizacion
de la IL-2th con el anticuerpo monoclonal anti IL-2th y como control
positivo un sobrenadante rico en 1L-2. Como control negativo se utilizo
tnicamente CTLL-2 cultivadas en RPMI suplementado. Para la curva
estandar se utilizaron placas de microtitulacion de 96 pozos. En cada uno de
los pozos, menos en el primero, se colocaron 100 plde RPMI suplementado.
Al primer pozo se agregaron 200 pl de IL-2rh (200 U/ml) y en los
siguientes pozos diluciones progresivas de 1L-2rh (1:1, 132, 1:4, 118, 1:16,
1:32, 1:64, 1:128, 1:256 y 1:512) El ultimo pozo fue el control negativo. A
cada uno de los pozos se agregaron 100 pul de la suspension de CTLL-2
(2x10%¢/pozo).

Se incubo la placa a 37°C, 5% de CO; y 95% de humedad, durante 48
h. Se agregdé [’H]Timidina 8 horas antes de la cosecha y se midio la
readioactividad en un contador de centelleo beta.

La curva de neutralizacion se realizo siguiendo el mismo procedimiento
inicial colocando en los pozos el AcMn antilL-2ih a las mismas diluciones

progresivas indicadas arriba. Enseguida se agrego a cada uno de los pozos
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100ul de IL-2rh, dilwida 1:32 y se incubd I h a 37°C para efectuar Ia
neutralizacion. En el siguiente paso se agregaron 20 pul de la suspension de
CTLL-2 a una concentracion de 2x10%/pozo. Se incubé a 37°C, 5% de CO, y
95% de humedad durante 48 h, marcando con timidina tritiada 8 horas antes
del tiempo fijado para la cosecha

Determinacion de I1.-2 en los sobrenadantes de las lineas celulares
humanas.

Se colocaron en 5 pozos menos en el primero 100 pl de RPMI
suplementado. Al primer pozo se agregaron 200 pl del sobrenadante de la
linea celular en estudio y se efectuaron diluciones seriadas como se ha
sefalado antes. Se agregaron a todos los pozos 100 pl de la suspension de
CTLL-2 a una concentracion de 2x10"c/pozo. Se incub a 37°C, 5% de CO;
y 95% de humedad durante 48 h, marcando con timidina tritiada 8 horas antes
de la cosecha.

3.15 Determinacion de 11.-2, 1L-4, IL-5 ¢ IFNy por ELISPOT
en las lineas celulares humanas.

Se utilizo una camara para ELISPOT, de 96 pozos ( Bio-Rad
Laboratories. CA), esterilizada por autoclave y el papel de nitrocelulosa
esterilizado por luz UV. En condiciones de esterilidad se preparo la camara
con el papel de nitrocelulosa y se sensibilizo la placa con los anticuerpos
monoclonales hechos en rata, en contra de las citocinas humanas 1L-2, IL-4,
IL-5 e IFNy, a una concentracion de 0.5 pg/pozo/100ul de PBS estéril,
incubando a 37°C toda la noche (Anticuerpos monoclonales ant-11.-2, anti-

1L-4, anti-1L-5 y anti-IFNy, Genzime. Cambridge. MA).
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En seguida se lavo la placa 4 veces, con 300 pl/pozo de PBS-Tween 20
al 0.05%, estéril, en agitacion durante 3 min.  Se bloqueo la placa agregando
300 pl/pozo de PBS-B3SA al 1%, esténl, incubando 1 h a 37°C. Después de
esto s¢ adicionaron las células de la linea celular correspondiente, a una
concentracion de S5x10%pozo, mas APC, colocandolx10*/pozo, mas el
antigeno correspondiente, usando 2 pg/pozo. Se incubd a 37°C, 5% de CO, y
95% de humedad, durante 24 horas para IL-2, 1L-4, ¢ 1L.-5 y por 48 h para
[FNy. Enseguida y en condiciones no estériles se lavo la placa ocho veces con
300 pl/pozo de PBS-Tween 20 al 0.05% durante 3 min y en agitacion.

Se agrego el anticuerpo policlonal anti-citocina hecho en cabra, a una
concentracion de 0.5 pg/pozo/100 pl de PBS-BSA al 1% (Anticuerpos
policlonales anti-IL.-2, anti-IL-4, anti-IL-5 y anti-IFNy, R&D. Mineapolis,
MN), incubando a 37 °C por 3 h. Se lavo la placa 8 veces con 300 ul/pozo
de PBS-Tween 20 al 0.05%, 3 min en agitacion y se afadicron 100 pl/pozo
del anticuerpo anticabra marcado con peroxidasa, diluido 1:5000 en PBS-
BSA al 1%, incubando a 37 °C por 2 h. La placa se lavo 4 veces con 300
l/pozo de PBS-Tween 20 al 0.05%, en agitacion por 3 miny 3 veces con
300 pl/pozo de PBS diluido 1:3, en agitacion por 3 min.  Se agregaron 50
u/pozo del sustrato filtrado: diaminobencidina 0.01%, NiCl; 0.03%, CoCl,
0.03%, H0, 0.005%, en PBS diluido 1/3. De 10 a 15 min después
aparecen las manchas o "spots" y enseguida se retira el papel de
nitrocelulosa de la cdmara de ELISPOT. Finalmente, se cuentan las manchas
(signo de positividad) en un microscopio de diseccion. Estos ensayos se

realizaron por triplicado.
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3.16 Andlisis de la respuesta de linfocitos T murinos a
antigenos purificados de_M. tuberculosis.

Se utilizaron ratones de la cepa BALB/c de 8 semanas de edad, machos,
los cuales se iInmunizaron dos veces en la siguiente forma:

la. inmunizacion. A cada raton se le inyectaron 30 pg de extracto total
en 10 pl de PBS mas 20 pl de adyuvante completo de Freund's en el cojinete
plantar.

2a. inmunizacion. Diez dias después de la primera inmunizacion, cada
raton se inyecto intraperitonealmente con 30 g de extracto total en 100 ul de

solucion salina isotonica estéril.

3.17 Obtencion de células esplénicas murinas (CEM).

Ocho dias después de la segunda inmunizacion se sacrificaron los
animales. Se extrajeron los bazos, se perfundieron con RPMI suplementado
y se formo un pool que se dejo sedimentar a 4 °C por 20 min, se separo el
sobrenadante para centrifugarse a 1500 rpm, 10 min, agregandose al paquete
celular solucion hemolizante, manteniéndose en agitacion suave por 3 min.
para destruir los globulos rojos, se centrifugd a 1500 spm, 10 min y el
paquete obtenido formado por las células esplénicas se lavo con RPMI 3
veces para eliminar la solucion hemolizante y se determing su viabilidad con

azul trypan. Las células se ajustaron a 2x10%ml

3.18 Curvas dosis-tiempo-respuesta de CEM.
Se siguid la misma metodologia usada para CMNH, usando los
antigenos  EPT, SOD, P28, Fn 30-31, Gp38 y Gp 50-55 a una

concentracion de 1 pg/pozo y se agregaron las CEM colocando 2x107/pozo.
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Para el control positivo s¢ cultivaron las CEM con Concanavalina A
colocando 0.1 pig/pozo y en el control negativo, las CEM se culuvaron con
RPMI suplementado. Los ensayos se hicieron por triplicado. Se ensayaron los
tiempos de 2, 3,4, 5,6, 7 y 8 dias marcando con 0.5 pCifpozo de (*H)-

Timidma 20 horas antes de la cosecha.

3.19 Obtencidn de linecas celulares murinas

Se sigmod la misma metodologia usada para la obtencion de las lincas
celulares humanas. Se utilizaron CEM (2x10%/pozo) y los mismos antigenos
a una dilucion de 40 pg/ml, colocando | ml/pozo. Se incubaron a 37°C, 5%
de CO,y 95% de humedad hasta el dia en que se obtuvo la maxima respuesta
proliferativa para cada antigeno. A ese tiempo se separaron las células por
centrifugacion con Ficoll-Hypaque a 1500 rpm, 10 mm. se lavaron 3 veces y
se ajustaron las cuentas a 8x10° células /ml, colocando 500p/pozo, en placas
de 24 pozos. Las APC se ajustaron a 2x10%ml, colocando 500ul/pozo. Los
antigenos se usaron a una concentracion de 80 pg/ml de RPMI, colocando
500pt/pozo y la 1L-2 se uso a una concentracion de 160 U/ml, colocando
500ul/pozo.
3.20 Determinacion del fenotipo de las lineas celulares
murinas.

Se siguio la misma técnica utilizada para la determinacion del fenotipo
de las lineas celulares humanas con las siguientes condiciones:
Primer anticuerpo:

Sobrenadante de hibridomas 1452¢11 obtenidos en hamster, anti CD3

de raton colocando 100 pl/tubo.
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Sobrenadante de hibridomas 4k1.5  obtenidos en rata anti CD4  de
raton, colocando 100 pl/tubo.
Sobrenadante de hibridonas 83.12.5 obtenidos en raton anti CDS8 de
raton, colocando 100 pl/tubo.
AcMn (1gG) de hamster anti TCR+af de raton  (Pharmingen. San
Diego, CA). utilizando | pl/1x10°células.
AcMn ( 1gG) de hamster anti TCR+yd de raton (Pharmingen),
utilizando 1 pl/1x10°células.
Todos los tubos se incubaron a 4°C por 40 min. Se lavaron.
Segundo anticuerpo:
Anti IgG de hamster hecho en conejo conjugado a FITC (Pierce )
Anti 1gG de rata hecho en conejo conjugado a FITC ( Sigma)
Anticuerpo polivalente anti IgM, [gG e IgA de raton en conejo
conjugado a FITC ( Sigma). De cada uno de ellos se usaron 100
ultubo, diluidos 1:500 con PBS para FACS. Se incubaron 40 min a
4°C. Se lavaron.
Se utilizaron 2 controles, uno con células solas incubadas con los
anticuerpos secundarios y otro control teniendo células solas.
El paquete celular se resuspendio en 500 ul de paraformaldehido al 1%,

recientemente preparado y se leyeron en un citometro de flujo.

3.21 Determinacion de 1L-2, 1L.-4, IL-5 ¢ 1FNy por ELISPOT
en las lineas celulares murinas.

Se siguio 1a misma metodologia usada para la determinacion de citocinas

en las lineas celulares humanas, con las siguientes condiciones: los pozos de
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la camara para Elispot se sensibilizaron con los anticuerpos monoclonales
anticitocinas de raton:

Anticuerpo monoclonal anti 11.-2 de raton. Se utilizo ¢l sobrenadante de
los hibridomas ATCC HB -10968, hecho en rata ( 100 pl/pozo).

Anticuerpo monoclonal anti IL.-4 de raton. S¢ uso el sobrenadante de los
hibridomas ATCC HI3-188 (Ohara, J., Paul, W. 5. 1985 ), hecho en rata
(100 pl/pozo).

Anticuerpo monoclonal anti [L.-5 de raton ( Pharmingen ), hecho en rata.
Se utitizaron 0.5 up/100 pl de PBS-BSA al [%/pozo.

Anticuerpo monoclonal anti IFNy de raton ( Pharmingen ), hecho en
rata. Se colocaron 0.5 pg/100 ul de PBS-BSA al 1%/pozo.

La placa se lavo 4 veces con PBS-Tween 20 al 0.05%, estéril (300
pl/pozo), en agitacion durante 3 min. Se bloqueo la placa con 300 pl/pozo de
PBS-BSA al 1%, estéril, se incubo durante | hora a 37°C y se adicionaron las
células de la linea celular correspondiente a una concentracién de 5x10°/ml
(100 pl/pozo), APC, 1x10°/ml (100 jl/pozo) y el antigeno correspondiente
a una concentracion de 20 pg/ml (100/pozo). La incubacion se llevd a cabo
igual que con las células humanas. Después se lavaron los pozos y se
agregaron los siguientes segundos anticuerpos:

AcMn anti IL-2 de raton, hecho en rata marcado con biotina,
(Pharmingen), colocando 0.5 pg/100 ul de PBS-BSA al 1%/pozo.

Anticuerpo policlonal anti 1L-4 de raton, hecho en cabra ( R&D

Systems), . utilizando 0.5 pg/100 ul de PBS-BSA al 1%/pozo.
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Anticuerpo policlonal anti 1L-5, de raton, hecho en cabra (R&D
Systems). Se colocaron 0.5 pg/100 pl de PBS-BSA al 1%/pozo.

AcMn anti IFNy de raton, hecho en rata, marcado con biotina,
(Pharmingen), colocandose 0.5 pg/100 pl de PBS-BSA al 1%/pozo.

Se incubo la placa durante 3 horas a 37°C y se lavd 8 veces con 300
pl/pozo de PBS-Tween 20 al 0.05%, durante 3 min en agitacion.

Para revelar los anticuerpos se usarons los sguientes reactivos:

Para los AnMc anti 1L.-2 y anti IFNy marcados con brotina se utilizo
estreptavidina-peroxidasa ( Sigma) diluida 1:1000, usando 100 pl/pozo. Para
los anticuerpos policlonales anti IL-4 y anti 1L-5 hechos en cabra, se utilizo
un anticuerpo anti cabra-peroxidasa diluido 1:1000, colocando IOQ ul/pozo.

La placa se incubo una hora a 37°C. Se lavo 4 veces con 300 pl/pozo de
PBS-Tween 20 al 1%, en agitacion durante 3 min y se volvio a lavar 3 veces
mas con 300 pl/pozo de PBS diluido 1:3 en agitacion durante 3 min.

Para desarrollar el color se utilizo una solucion conteniendo:

Diaminobencidina 0.01%
Cloruro de niquel 0.03%
Cloruro de cobalto 0.03%
Peroxido de hidrogeno al 30% 0.005%

En PBS diluido 1:3

Se incubd a temperatura ambiente de 15 a 20 min, hasta la aparicion de
las manchas o "spots". El papel de nitrocelulosa se retird de la camara y las
manchas se leyeron en un microscopio de diseccion. Los ensayos se hicieron

por triplicado.
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4. RESULTADO

Purificacién de antigenos de M. tuberculosis.

La pureza e identidad de los antigenos obtenidos se determind por

inmunoblots, incubados con suero hiperiimune (SHI) dirigido contra EPT 'y
con anticuerpos monoclonales o policlonales, asi como por geles de
poliacrilamida al 10% tefiidos con azul de Coomasie.

4.1 Fraccionamiento del EPT por el Método de Scibert.

Para la purificacion de P28, Fn 30-31 y Gp38, se obtuvicron fracciones
enriquecidas por el método de Seibert. Los resultados obtenidos se pueden
observar en la Figura |, mostrando enriquecimiento de P28 en la fraccion 2
(carril 4); de Fn 30-31 en la fraccion 4 (carril 6); de Gp 38 en la fraccion 5
(Carril 7). En el carril 2 se muestra el perfil proteinico del EPT , pudiendose
observar unas 34 bandas de proteina bien definidas. Ademas, la fraccion 2
se enriquece en las bandas de 14 y 60 kD; Ia fraccion 3 se enriquece en la
banda de 60 kD y la 4 en las bandas de 16, 28, 30-31 y 50-55 kD.

4.2 Purificacion de P 28.

Los resultados del procedimiento seguido se ilustran en la Figura 2. En
un inmunoblot revelado por un suero hiperinmune  de conejo anti-M.
tuberculosis se puede observar que el procedimiento seguido fue exitoso. En
el carril A se muestra el perfil proteinico del EPT, en el B se muestra la
fraccion 2 de Seibert enriquecida con esta proteina y el carril C presenta la

proteina purificada. No se identifican bandas contaminantes. P28 se purifico
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de geles preparativos de la fraccion 2 de Seibert cluyendo con urea 6M,

mismo procedimiento que se siguid para purificar Fn30-31y Gp 38,

4.3 Purificacion de Fn 30-31.

En la Figura 3 se observa un nmunoblot revelado con SHI que muestra
la proteina purificada. El caml A corresponde al EPT de donde se partio, el B
a la fraccion 4 de Seibert de donde se extrajo, por geles preparativos la Fn

30-31 y el carril C muestra la proteina purificada.

4.4 Purificacion de Gp 38

La Figura 4 ilustra los resultados del procedimiento de purificacion de
Gp 38 a partir de geles preparativos de la fraccion 5 de Seibert, donde se
encuentra muy enriquecida cono se observa en el carril A. n el carril B se

muestra la proteina purificada.

4.5 Purificacion de Gp 50-55

En la Figura 5 se ilustran los resultados obtenidos en la punficacion de
Gp 50-55 por cromatografia de afinidad utilizando el anticuerpo monoclonal
6A3, acoplado al Affi-gel 10 al cual se unid la proteina especifica, que se
eluyd con NH4OH 0.15 M. El SHI no reconoce ninguna otra banda (carril B)

a diferencia del patron que se observa en EPT (carril A).

4.6 Purificacion de SOD.

Antes de iniciar la punficacion de la SOD se comprobd su presencia en
la muestra obtenida por reprecipitacion con sulfato de amonio del
sobrenadante del extracto total y también se determind su actividad
enzimatica. Para esto se utilizaron geles de poliacrilamida al 10% realizados

en condiciones no reductoras, evitando asi romper el tetramero que constituye
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la enziina cuyo peso ¢s de 88 kDa. Los resultados obtenidos al someter los
geles a diferentes procesos, se indican en la Figura 6. En el carnl A se
muestra, por azul de Coomasie la abundancia de fa SOD y la presencia de
proteinas contaminantes. El carril B corresponde al inmunoblot incubado con

SHI dirigido contra el EPT de M. tuberculosis, que revela las proteinas

contaminantes pero no a la SOD ya que este SHI no reacciona con SOD
pues los conejos fueron inmunizados con EPT carente de SOD. El carril C
muestra a la SOD reconocida por el anticuerpo monoclonal D2D (Donado
amablamente por J. Ivanyu, Hammersmith Hospital, Londres, Inglaterra). En
el carril D se muestra la actividad enzimatica de la SOD utilizando el método
de fotoreduccion (Beauchamp y Fridovick, l97|). Los geles anteriores se
realizaron en condiciones no reductoras lo que explica la m_igraci(')n a 88 kDa
de la SOD.

Después de efectuar la purificacion de la SOD se realizaron geles de
poliacrilamida al 10% en condiciones no reductoras y reductoras. En
condiciones no reductoras, en el camil E se muestra la pureza de la proteina
purificada al ser tefido el gel con azul de Coomasie, en ¢l que ya no se
observan las proteinas contaminantes. El carril F confirma la pureza al ser
incubado el inmunoblot con SHI y no observarse bandas contaminantes. En
el carril G se identifica a fa SOD por inmunoblot con el anticuerpo
monoclonal D2D. En el cairil H se comprueba que la actividad enzimatica no
se ha alterado a través de los diferentes procesos de purificacion. En cada
corrimiento electroforético de la enzima purificada se obtuvo una sola banda
de proteina la cual coincidio en su movilidad con la banda de actividad

enzimatica.
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En condiciones reductoras en geles de poliaahmida al 10% la
movilidad de la proteina es diferente debido a que el zetrimero que conforma
la enzima se rompe en sus enlaces disulfuro y se pierde la actividad
enzimatica, convirtiéndose en un mondmero de 23 kDacomo se ve en
carril I ent un gef tenido con azul de Coomasie. Esta bandaes reconocida por
el monoclonal anti D2D (carril K) pero no por el SHI (camtl J). Anahzando
geles en condiciones reductoras se demostro que la SOD pierde su actividad

enzimatica (resultados no mostrados).

4,7 Respuesta blistica de CMNH.
Con los antigenos proteinicos purificados s procedio a reahzar

experimentos de proliferacion celular.

a.- Respuesta al EPT
Con el EPT se realizaron ensayos piloto in vifro, para lo cual se
obtuvieron células mononucleares de sangre periférica humana
(CMNH) separadas por centrifugacion con FicolE-Hypaque como se
indica en Materiales y Métodos con la fimlidad de conocer la
respuesta a diferentes  concentraciones y poder determinar los
requerimientos para ensayos posteriores en los que se utilizaran los
antigenos purificados. Se analizaron célilas de de tres individuos
sanos, uno PPD- no vacunado con BCG, uno PPD- vvacmado con BCG
y uno PPD+ no vacunado. Se utilizaron 2x10° célilas por pozo y
concentraciones del EPT de 0.5, 1, 5y 10 pg por pow. En la Figura
7, los resultados muestran una mayor proliferacion dels células del

individuo PPD- no vacunado (A), siendo menor la proliferacion en el
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individuo PPD- vacunado (13). Cabe mencionar que a estos individuos
se les aplico ¢l PPD (intradermoreaccion) dicz dias antes de extraerles
sangre venosa para realizar este experimento. Se observo que con dosis
de 10, 5y I pg de antigeno por pozo se obtuvo la mdxima respuesta
blastica al 8° dia con una cinética similar. En experimentos
subsecuentes se decidio utilizar 0.25 y I pg de antigeno por pozo.
b.- Respuesta blastica de individuos sanos a antigenos purificados.

Con los resultados anteriores se procedio a realizar curvas dosis-
tiempo-respuesta in vitro de CMNH de 4 individuos sanos, 2 PPD+
(uno vacunado y otro sin vacunar) y 2 PPD- (uno vacunado y otro sin
vacunar) con la finalidad de conocer los tiempos de maxima respuesta
a los antigenos purificados para asi determinar el tiempo optimo de
resiembra para obtener lineas celulares. Se usaron 2x10° células por
pozo y de antigeno se utilizaron concentraciones de 0.25 y 1 pg por
pozo. Como control positivo se utilizo la misma concentracion de
células incubadas con fitohemaglutinina, (PHA), diluida a 0.1 pg/pozo.
Los resultados pueden verse en la Figura 8 que corresponde a dos
controles sanos no vacunados (uno PPD+ y otro PPD-) y en la Figura
9 que corresponde a dos individuos controles vacunados (uno PPD+ 'y
otro PPD-). En términos generales se puede decir que todos los
antigenos analizados  inducen respuesta blastogénica en controles
sanos, la cual es heterogenea de individuo a individuo y de antigeno a
antigeno en lo que concierne a la intensidad y al tiempo de maxima
respuesta. En lo referente a la cinética de la respuesta a los diferentes

antigenos se observa una gran heterogeneidad. También se obscrva que
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la respuesta bldstica maxima en los individuos PPD- se presenta al 8°
dia, es decir un dia después de la respuesta maxima de los PPD+ que

se presenta al 7° dia en todos los experimentos.

¢~ Respuesta de individuos c¢on tuberculosis pulmonar a
fitohemaglutinina.

La respuesta a esta lectina se analizo siguiendo las mismas
condiciones usadas para las controles sanos, Figura 10. Los 4
pacientes con tuberculosis mostraron una respuesta a la PHA (0.1pg -
/pozo) muy abatida en comparacion con la respuesta de un individuo
sano PPD+ que presenta a maxima proliferacion al 4° dia mientras que
en 3 enfermos se recorre hasta el 9° dia. n el paciente 3 la respuesta

fué practicamente nula.

d.- Respuesta de individuos con tuberculosis pulmonar a antigenos
purificados de_M. tuberculosis

Los resultados se muestran en la Figura 11. Las CMNH del enfermo |
con tuberculosis avanzada presentan anergia a todos los antigenos
probados incluyendo el EPT. Llama la atencion, sin embargo que las
células de este individuo respondieron, aun cuando modestamente a la
PHA. El enfermo 2 con tuberculosis y diabetes, si presenta respuesta
blastica a los antigenos micobacterianos aunque muy atenuada en
comparacion con los controles sanos. El enfermo 3, con tuberculosis
resistente al tratamiento, presento anergia casi total a SOD, en menor
grado a P 28, Fn 30-31 y Gp 38. se observd una respuesta modesta al
EPT y Gp 50-55, Figura 12; este paciente tuvo una respuesta nula a

PHA, Figura 10. El enfermo 4, con tuberculosis temprana, fue el que
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mejor respondio tanto a la PHA, Figura 10, como al EPT y a los
antigenos purificados, Figura 12, aun cuando estuvo lejos de la
respuesta observada en los controles sanos. Las CMNH de este
paciente respondieron con mayor intensidad a Gp 38. En lo que
concierne a la cinética, la respuesta maxima se presenté en general al
8o. dia de cultivo, exceptuando con Gp 50-55 y P 28, antigenos que
dieron respuestas méaximas al 6o. dia. En estas curvas destaca la
heterogeneidad en la respuesta blastica tanto de un antigeno a otro

como de un enfermo a otro.

4.8 Respuesta bldstica de CEM.

En los ratones la respuesta bldstica, inn vitro de sus células esplénicas a
SQOD, P 28, Fn 30-31, Gp 38 y Gp 50-55, presenta una cinética muy similar
aunque la intensidad de la respuesta varia de un antigeno a otro como lo
muestra la Figura 13: la maxima proliferacion se obtuvo para SOD y P 28,
que se presentd el dia 3, siendo menos intensa la proliferacion para Gp 50-55
la cual se obtuvo el dia 4. Es de notar la respuesta blastica de estas células a
la Con-A que es menor que la inducida por EPT, SODy P 28, posiblemente
se deba a que algunos mitogenos, en particular la Con-A activa a células T
supresoras, las cuales pueden reducir la respuesta proliferativa en tales
cultivos. Gp 38 induce menor respuesta blastica que la Con-A pero es de
notar que esta glicoproteina incrementa la proliferacion de los linfocitos

supresor citotoxicos (CD§").
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4.9 Lineas celulares humanas.

Se obtuvieron las lineas celulares inducidas por SOD, P 28, In 30-31,
Gp 38 y Gp 50-55 de M. tuberculosis de individuos sanos PPD+ vacunados
y sin vacunar y de PPD- vacunados y sin vacunar, de enfermos con
tuberculosis y de ratones sensibilizados con el extracto total del bacilo
tuberculoso para determinar las diferencias en la desviacion fenotipica y el
perfil de citocinas por las lineas celulares obtenidas. Se hizo un ensayo de
especificidad al antigeno, Figura 14, con la finalidad de saber si se presentaba
reaccion cruzada entre Gp 38 y P 28 en la Jinea celular 38 de un individuo
PPD+, Figura 14-A, y la linea celular 38 del enfermo 3 en 14-B. Los
resultados indican que hay una mayor respuesta para Gp 38 que las indujo,
siendo mas intensa en el individuo PPD+ que en el enfermo 3; ademas existe
respuesta aunque con menor intensidad para el medio de cultivo y también
hay respuesta aunque muy atenuada para P 28, posiblemente sea por algo de

influencia del medio de cultivo.

4.10 Fenotipo de las lineas celulares humanas.

Con la CMNH de los controles y los enfermos se obtuvieron lineas
celulares inducidas por los antigenos SOD, P 28, Fn 30-31, Gp 38 y Gp 50-

55 de M. tuberculosis para determinar en ellas la desviacion fenotipica y el

perfil de citocinas. El fenotipo de las lineas celulares de los individuos sanos
se pueden analizar en la tabla | y en la Figura 15 y el fenotipo de las lineas
celulares de los enfermos se observa en la tabla 2 y en la Figura 16. En
términos generales se puede decir que todos presentan el fenotipo protector

CD4" con el marcador TCRap. Las lineas celulares inducidas por Fn 30-3],
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presentan un fenotipo similar en las siguientes personas PPD- no vacunado,

enfermo 3 y enfermo 4.

4.11 Fenotipo de las lineas celulares murinas.

El fenotipo de las lincas celulares murinas se muestra en la tabla [1l,
donde se observa que la mayoria de las lineas presenta el fenotipo protector
CD4" con el receptor para células T aff; sin embargo Gp 38 induce una linea
celular que presenta bastante elevados el marcador CD8" y el TCR v3 en
comparacion con los valores de estos mismos marcadores en condiciones

basales.

4.12 Produccion de 1L-2, 1L-4, 1L-5 e IFNy por las lineas
celulares humanas.

Se realizo un bioensayo para determinar la produccion de interleucina-2
humana (IL-2h) por las lineas celulares inducidas por los antigenos SOD, P
28, Fn 30-31, Gp 38 y Gp 50-55, para lo cual se utilizo una clona de células
T dependiente de 1L-2 (CTLL-2), un sobrenadante (SN) rico en IL-2 humana
(IL-2h), IL-2 recombinante humana (IL-2rh) y un anticuerpo policlonal anti
IL-2h, como se indica en Materiales y Métodos. Se realizd una curva estandar
para IL-2rh y se determind la dilucion de la IL-2rh capaz de mducir el 50%
de proliferacion de la CTLL-2 (1 U) en las condiciones de nuestros ensayos,
resultando ser la dilucion 1:32 como se observa en la Figura 17, misma
dilucion que se utilizo para colocarla en todos los pozos de la placa de
microtitulacion al realizar una curva de neutralizacion, Figura 18, utihzando
un anticuerpo anti [L-2rh, cuya literatura indicé que 10 pg contenidos en 10

ul neutralizan una U de IL-2rh, con estos datos se realizo la curva de
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neutratizacion utilizando la clona CTLL-=2, 3x10%pozo. Los resultados
obtenidos en la Figura 18 indican que la clona si es dependiente de 11L-2, ya
que al disnunuir a concentracion del anticuerpo anti [L-2. hay 1L.-2 libre que
utiliza 1a clona para activarse y proliferar, lo que comprueba que las curvas
estandar, la curva de neutralizacion y los reactivos son correctos.

Se realizo un bioensayo, Figura 19 y Diagrama 3, con los SN de 48
horas de cultivo de nuestras lineas celulares para determinar en ellas la
produccion de 1L-2 usando como control positivo un sobrenadante rico en IL-
2h como se indica en Materiales v Métodos, pero los resultados fueron
negativos, ninguno de los sobrenadantes de nuestras lineas celulares favorecio
la proliferacion de la clona CTLL-2, o que parecia indicar que ninguna de las
lineas celulares era productora de 1.-2,

Se hizo otro bioensayo en las mismas condiciones con los sobrenadantes
de 7 y 10 dias de cultivo de nuestras lineas celulares como se indica en la
Figura 20 y el Diagrama 3, pero los resultados fueron también negativos.
Consideramos que posiblemente esto era debido a la presencia de receptores
solubles en el medio de cultivo que inteaccionaban con las citocinas
secretadas por las células. Existen varios reportes que demuestran la
presencia de receptores solubles para 11.-2 (Nelson, D. L., y col. 1986), IL-4
(Mosley, B., y col. 1989), IL-5 (Murata, Y., y col. 1992). La produccion de
los receptores solubles podria ser debido a que durante el empalme
alternativo del RNAm-receptor de citocina quede truncado antes de la region
que codifica para el dominio transmembrana o que esta region esté suprimida
o también podria deberse al rompimiento proteolitico del dominio extracelular

del receptor. Tomando en cuenta los resultados negativos obtenidos por el

Resuliados 52



Caracterizacion del FFenotipo v Citocinas de Linfocitos T

bioensayo para la deteccion de citocinas recurrimos a otra prueba que fue el
ensayo de ELISPOT.

El ensayo de ELISPOT fue originalmente descrito para determinar las
células secretoras de anticuerpos especificos (Czerkinsky, C., 1983)
posteriormente se ha utilizado para determinar las células secretoras de las
diferentes citocinas en respuesta a su activacion por antigenos especificos o
mitogenos (Taguchi, T. 1990). La metodologia es descrita en Materiales y
Métodos y en el Diagrama 4 s¢ muestra el fundamento del ensayo de
ELISPOT.

Los resultados obtenidos en el papel de nitrocelulosa se observaron en
un microscopio de diseccion. En la Figura 21, el circulo B muestra los spots 0
manchas que indican los sitios en donde el anticuerpo monoclonal especifico
pegado al papel de nitrocelulosa captura a la interleucina en el momento que
es exocitada por la célula, impidiendo que la citocina sea neutralizada por los
receptores solubles que se habran liberado al medio de cultivo. En el circulo
A se muestra un resultado negativo indicando que no hubo produccion de
citocinas,

Los estudios realizados por ELISPOT en las lineas celulares humanas de
individuos sanos se muestran en la Tabla IV y la Figura 22 y de los enfermos
en la Tabla V y la Figura 23 indicandonos que si hay diferencias en los
resultados. Las lineas celulares de los individuos sanos inducidas por SOD, P
28, Fn 30-31 y Gp 38 secretan 1L-2 ¢ IFNy, por lo que se considera que estas
lineas celulares pertenecen a la subpoblacion Thl. En cambio las lineas

celulares de los enfermos inducidas por los antigenos SOD, P 28, Fn 30-31,

Gp 38y Gp 50-55 de M. tuberculosis presentan subpoblaciones ThO o Thl o
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Th2 al secretar 11L-2 ¢ 1L4 o 11-2 ¢ II'Ny o L4 ¢ IL-§ respectivamente,
predominando la subpoblacion ThO. También se observa que en los andlisis
basales de los mismos enfermos presentan subpoblaciones Th2 o ThO, pero
en ningun basal hay produccion de [FNy, en cambio esta citocina si es
secretada por las lineas celulares de los mismos pacientes inducidas por
algunos de los antigenos micobacterianos analizados en este experunento
como se observa en la Tabla VI, en la que se muestra el efecto de los niveles
del 1FNy ¢ 1L-4 para desviar las lineas celulares a las subpoblaciones THI,
TH2 o THO.
4.13 Produccion de 1L-2, 1L-4, IL-5 ¢ IFNy por las lineas
celulares murinas.

En la Tabla VI se observa la produccion de 1L-2, IL-4, [L-5 ¢ 1FNy por
las lineas celulares murinas inducidas por los antigenos SOD, P 28. Fn 30-

31, Gp 38 y Gp 50-55 de M. tuberculosis indicandonos que las lineas

celulares 23, 28, 30-31 y 50-55 pertenecen a la subpoblacion Th0. Gp 38
parece no haber inducido ningin cambio en la produccion de citocinas por
esa linea celular con respecto al apalisis basal, perteneciendo ambas a la
subpoblacion Thl. En los resultados correspondiente a la linea 30-31 se
observa una gran produccion de IFNy (60 puntos) y de 11.-4 solo unos cuantos
spots, sin embargo debido a la presencia de 1L-4 e IL-5 se considera que
pertenece a la subpoblacion ThO en el momento que se realizd este

experimento.
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5. DISCUSION

En vista de la proteccion tan irregular conferida por la vacunacion con
BCG (Fine, P. E. M., 1989), una linea de investigacion importante ¢s en la
actualidad la identificacion de antigenos inmunoprotectores para ser
utilizados en el diseiio de nuevas vacunas. Recientemente, esta necesidad se
ha acentuado por el incremento en las tasas de tuberculosis (American
Thoracic Center for Disease Control. 1992) y por la aparicion de cepas de
bacilos resistentes a multiples drogas antifimicas.

Existen observaciones que sugieren que la bacteria viva libera moléculas
que pueden inducir immunidad protectora y otras que son potentes
inmunosupresores. Por lo tanto es necesario conocer la actividad de los
antigenos micobacterianos antes de proponer su uso como vacunas.

En la actualidad existen evidencias que sugieren que la mmunidad
protectora en tuberculosis se relaciona con las celulas CD4 (Zhang, M.,
1995) en particular con fa subpoblacion Thl productora de IL-2 ¢ IFNy.
Esta ultima citocina capacita a macrofagos para destruir a la micobacteria y
la 1L.-2 expande las poblaciones celulares, incluyendo células efectoras
como las NK y células citotoxicas capaces de destruir a células infectadas por
el bacilo (Bames, P. F. y col. 1993).

Se han identificado fracciones antigénicas de peso molecular menor de
10 kDa con actividad inmunoprotectora que inducen in virro, niveles
elevados de IFNy en controles sanos y en pacientes tuberculosos (Boesen, H.
y col. 1995). Se han identificado miltiples antigenos que inducen

eficientemente una respuesta blastica T in vitro, como son la proteina de
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estrés calorico de 63, ademas I'n 30-31 y P 19 kDa (Mendez-Samperio, P. y
col. 1995). Otras fracciones estudiadas son las de 45-64 y 61-80 kDa (Harris,
D. P.y col. 1993). Mas recientemente s¢ ha observado que macrofagos
transfectados con la proteina de estrés calorico de 65 kDa inducen inmunidad
protectora (Cooper, A. y col. 1995)

En esta tesis hemos tratado de identificar antigenos que induzcan la
proliferacion de linfocitos T productores de 1FNy y de 1L-2 con la hipotesis
de que dichos linfocitos son inmunoprotectores. La estrategia seguida fué
primero purificar antigenos que nosotros consideramos potencialmente
relevantes de filtrados del medio de cultivo de una cepa virulenta de M.
tuberculosis. SOD, fué seleccionada por representar una molécula de estrés
cuya sintesis es modulada por factores tales como la exposicion a radicales
libres de oxigeno. (Kusunose, E., 1976). Fn 30-31 fué seleccionada por su
reconocida capacidad para inducir una respuesta blastica in vitro y la sintesis
de IFNy. Gp 38 y Gp 50-55 se incluyeron en el estudio por representar, la
primera un antigeno inmunodominante y la segunda por ser una proteina
abundante en la pared de la micobacteria (Mancilla, R., datos no publicados).
Asi mismo se obtuvieron células de sangre periférica de individuos con
diferente grado de exposicion al bacilo de la tuberculosis, incluyendo sujetos
PPD+, PPD- y pacientes con tuberculosis pulmonar comprobada de diversos
grados de extension.

Para caracterizar el tipo de respuesta a los antigenos individuales se
cultivaron las células con los antigenos micobacterianos, se determiné la
cinética de la respuesta bléstica, se obtuvieron lineas celulares y se identifico

apropiadamente el fenotipo, el receptor para antigeno y el perfil de citocinas.
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En lo que conciene a la respuesta blastica se puede decir que con la
mayor parte de los antigenos de prueba, los controles PPD+, vacunados o no,
presentan una respuesta mas intensa que los individuos PPD- estudiados. El
hallazgo anterior es de esperarse por la sensibilizacion inducida con BCG
que generaria una memoria inmunologica. Ls de interés la observacion de
que los individuos PPD- desarrotlaron una buena respuesta blastica a todos
los antigenos. La relacion entre la activacion, in vino de los linfocitos y la
hipersensibilidad retardada no siempre es absoluta aun cuando ambos
fenomenos  estan mediados por linfocitos T. Se pueden encontrar individuos
PPD- con respuesta blastica, probablemente debido a que los linfocitos T
podrian activarse por mitogenos como PHA, Concanavalina A y por
lipopolisacaridos. Podria ser también porque los fenomenos de extravasacion
linfocitaria estuvieran alterados o bien que, como se ha reportado en la
literatura, podrian estar involucradas subpoblaciones diferentes de linfocitos
que participan en la respuesta de hipersensibilidad retardada y en la respuesta
bldstica in vitro.

Los pacientes con tuberculosis presentaron respuesta blastica muy
disminuida tanto a PHA como a todos los antigenos, siendo proporcional esta
supresion a la extension y gravedad de la enfermedad. Este fenomeno fue
muy marcado con el paciente 1 el cual tenia tuberculosis muy avanzada,
observandose anergia casi total a todos los antigenos pero no a la PHA, con
la que se observd una respuesta bldstica aunque atenuada; esto podria
deberse a que la lectina es reconocida por los carbohidratos de membrana

mientras que hay impedimento para que, receptores y antigenos del linfocito
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interaccionen apropiadamente. Hay que sedalarque fue con Gp 38 con la que
sc observaron las respuestas bldsticas mas intensas, esto en dos pacientes.

Nuestro hallazgos coinciden con lo repoitado en la hteratura. Existen
multiples reportes en los cuales se ha descrito anergia in vitro a PHA y a
PPD (Toossi, Z. y col. 1986; Méndez-Zamperio, P. y col. 1995), existendo
reportes aislados en los cuales se ha detectado este fendmeno utilizando
antigenos purificados, como en la presente tesis. Las causas de la
inmunosupresion en tuberculosis podrian ser, entre otras, un tmpedimento
estérico por la presencia de complejos mmunes unidos a los linfocitos T a
través de los receptores para el fragmento e delas inmunoglobulinas, o ala
presencia de células supresoras o moléculas supresoras liberadas por el bacilo
que inhiben la actividad de las células. Existen varias observaciones que
implican  a lipidos de la pared bacteriana  en los fenomenos de
inmunosupresion de la tuberculosis (Sussman, G.y col. 1991; Barnes, P. F. y
col. 1992) aun cuando también podrian participar las proteinas de estrés
calorico ( Hernandez-Pando y Mancilla, obser-vaciones no publicadas).

Una observacion de interés fue la demostracion de que la anergia de las
células de los pacientes tuberculosos parece serreversible, pues observamos
que al estimular repetidamente a las c&lubhs con PHA se logro la
proliferacion celular suficiente para obtener lineas celulares. Esto podria
deberse a que las células cultivadas por tienipo prolongado logran liberarse
de complejos mmunes y factores inmunosupre sores.

En las lineas celulares humanas en contra de los antigenos purificados se
determind por FACS el fenotipo y los receptores para antigeno. Los

resultados obtenidos han confirmado la observacion previamente reportada de
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que M. tuberculosis induce la proliferacion preferencial de células T de ayuda

(CD4"). Esto fue notable con controles sanos en los que se observd que con
todos los antigenas, las células CD4" constituian, en general, mis del 90 %
de los linfocitos T. En contraste, en las CMNH de los mismos individuos no
estimuladas por antigeno, las células CD4" constitvian aproximadamante la
mitad de los linfocitos T.

A diferencia de los individuos sanos, en los pacientes con tuberculosis
pulmonar, fa proliferacion  de linfocitos CD4" fue  menos aparente,
observandose una contribucion mayor de linfocitos T supresores-citotoxicos
(CD8"). Lo anterior fue notable en los pacientes 1y 2, los que respondieron
a SOD, Gp 38 y Gp 50-55 con una proliferacion marcada de dichas células.
La respuesta preferencial de células CD4" observadas con células humanas
fué confirmada con las lineas celulares murinas, en las que se observo que 4
de los 5 antigenos probados expandian marcadamente la poblacion CD4".
Una excepeion notable fue la Gp 38 la cual indujo proliferacion marcada de
finfocitos T con el fenotipo supresor-citotéxico (CD8Y); este fendmeno fué
también observado con las células de 3 pacientes tuberculosos. Esta es una
observacion de interés por el papel que recientemente se ha asignado a las
células CD8" en la respuesta antituberculosa. Hay evidencias de que estas
células son capaces de lisar macrofagos que expresan en su superficie
péptidos del bacilo (Flynn, J. L. y col. 1992). Por otra parte no hemos
encontrado reportes en la literatura describiendo 1a expansion preferencial de
estos linfocitos por algim antigeno particular. Lo anterior es ademas
importante por el hecho de que se ha observado que una clona de células T

4 . , S
CD8" aislada de ratones vacunados con células de mamifero que expresan el
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antigeno micobacteriano de 65 kD fue capaz de lisar macrofagos infectados y
de transferir proteccion (Silva, CL. y col. 1994). También es de mterés en
este contexto la abservacion de que ratones deficientes en células T CD8’
presentan mayor destruccion del pulmon al infectarlos con el bacilo
tuberculoso (Flinn, J. L. y col. 1992). Por todo lo anterior seria de interés
intentar expandir en condiciones clinicas o experimentales la poblacion CD8'
con antigenos como Gp 38.

Durante los tltimos aiios el tipo de receptor T para antigeno involucrado
en la respuesta antituberculosa ha adquirido mucha relevancia.  En este
estudio hemos observado, tanto en ratones como en humanos sanos y
tuberculosos, que hay proliferacion casi exclusiva de linfocitos T con el
receptor afd; esto  concuerda con lo reportado en la literatura. Mas
recientemente, han adquirido mucho interés en la inmunidad en tuberculosis
la participacion de linfocitos T con el receptor Y8 (Barnes, P. F.y col. 1992).
Se ha observado que la estimulacion, in vitro con PPD y con la proteina de
estrés calorico de 65 kD induce proliferacion marcada de estas células
(O'Brien, R. L. y col. 1989; Bom, W. y col. 1990). También se ha observado
que en ratones infectados con el bacilo vivo hay proliferacion de linfocitos T
con el receptor y& (Griftin, J. P. y col. 1991) y que ratones deficientes en
estas células son muy susceptibles a la infeccion tuberculosa (Silva, C. L. y
col. 1994). Se sabe que los linfocitos y3 participan en la respuesta temprana
al bacilo de la tuberculosis (Janis, E. M. y col. 1989) En este estudio no
observamos ni identificamos antigenos que indujeran de manera prominente
linfocitos T v3; la proporcion mas alta de estas células se observo en la linea

murina inducida con Gp 38 (16..2%).
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En estos experimentos analizamos la produccion de citocinas por el
método de ELISPOT, por medio del cual se enumeran células que sintetizan
dichas moléculas utilizando anticuerpos monoclonales (Czerkinsky, C. C.y
col. 1983). Este método se selecciond pues en ensayos piloto se observo que
el ELISA daba resultados muy irregulares, probablemente debido a que en
el cultivo puede haber desprendimiento de receptores para citocinas y que al
uiirse con estas dificultarian  su deteccion. En este estudio el método de
ELISPOT resulto ser de gran reproducibilidad.

Un hallazgo interesante realizado en este estudio fue la demostracion de
que las CMNH de controles sanos, de manera regular e independientemente
del antigeno utilizado, presentan un patron THI  de produccion de citocinas,
ya que solo se detectaron células productoras de IFNy e IL-2. Las
observaciones anteriores concuerdan con algunas observaciones publicadas
en la literatura (Barnes, P. F. y col. 1993; Surcel, H. M. y col. 1994). Es de
Hlamar la atencién que los individuos PPD- fueron los que presentaron una
mayor produccion de IFNy e 1L-2. Hay que sedalar que las células de los
mismos donadores presentaron un perfil de tipo THO cuando fueron
estimuladas por un periodo de 24 h por PHA.

El perfil de sintesis de citocinas observado en controles sanos difirid
marcadamente del observado en las lincas celulares obtenidas con los
mismos antigenos de pacientes con tuberculosis y con células esplénicas de
ratones no infectados que habian sido hiperinmunizados con EPT en
adyuvante completo de Freund. En comparacién con los controles sanos, las
lineas de los pacientes tuberculosos se caracterizaron por una marcada

disminucion  de los niveles de produccion de citocinas lo cual fue mas
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aparente en el paciente con tuberculosis muy avanzada. Estos resultados
difieren de un estudio reciente en el cual se observo que el numero de células
productoras de citocinas era mayor en pacientes tuberculosos que en
controles sanos (Surcel, H. M. y col. 1994). Otra diferencia entre controles y
enfermos fue que en éstos se observd en su mayoria un patron de tipo Tho.
Sin embargo hay que senalar que hubo 9 ejemplos de un patron de tipo Thi:
dos inducidos por Fn 30-31, dos por Gp 38, dos por Gp 50-55, dos por
SOD y uno por P28. Conviene decir que  I'n 30-31 fue el antigeno que
indujo el nimero mayor de células Thi, esto en los pacientes 3 y 4, que
eran portadores de formas menos graves de tuberculosis. Es de interés, que
en condiciones basales (es decir estimuladas las células solo con PHA '), en
ningun caso se observaron células productoras de 1FNy

A diferencia de lo observado en los controles sanos, en las lineas
celulares murinas inducidas con  SOD, P28, Fn 30-31 y Gp 50-55 se
observo un patron ThO. Solo la linea inducida por Gp38 presentd un perfil
Thl con produccion exclusiva de 1L-2. Hay que mencionar, sin embargo,
que fue con Fn30-31 que se observo una produccion mayor de 1FNy.

De la discusion precedente podria concluirse que en los enfermos
tuberculosos hay una alteracion dramatica en la respuesta inmune celular que
resulta en cambios cualitativos y cuantitativos tanto en la proliferacion de
Infocitos T como en la red de citocinas lo cual favoreceria la persistencia de

la infeccion tuberculosa.
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CONCLUSIONES

El presente estudio muestra que M tuberculosis es un mosaico complejo
de moléculas de antigenicidad muy heterogénea.

Todas las proteinas aqui probadas poseen epitopes capaces de inducir
una respuesta T, la cual es mas intensa en individuos sanos PPD+ que en
individuos PPD-,

En pacientes con tuberculosis la respuesta blastica esta dismmuida .

Todas las lineas celulares obtenidas son CD3" y CD4" con receptores
para antigeno of3.

Las lineas celulares de individuos sanos presentan un patron de citocinas
del tipo Thl (produccion de IFNy e 1L-2).

Los pacientes con tuberculosis presentan un patron de citocinas
heterogéneo, siendo mayoritariamente de tipo ThO

Los antigenos: SOD, Fn 30-31, Gp 38 y Gp 50-55 inducen en algunos
enfermos proliferacion de linfocitos T con el fenotipo supresor-citotoxico

(CD8Y).
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Apéndice A: Tablas y Figuras
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FIGURA 1. PAGE teiiido con azul de Coomasie mostrando las {racciones
obtenidas del EPT de M._tuberculosis por el método acido-alcoholico de Seibert,
Carril 1, pesos moleculares. Carril 2, con EPT observandose alrededor de 30 bandas
bien definidas. Fraccion 1 (carril 3). La fraccion 2 muestra enriquecimiento de P 28
(carril 4). La fraccion 3 estd enriquecida con la proteina de 65 kDa (carril 5). La
fraccion 4, esta enriquecida con P 28, Fn 30-31 y Gp 50-55 (Carril 6). La fraccion
esta enriquecida en Gp 38 (carril 7).
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FIGURA 2. Inmunoblot mostrando la purificacion de P 28. Se revelo con suero
hiperinmune dirigido contra el EPT, Se observa en A el EPT, en B la fraccion 2 de
Seibert y en C, P 28 purificada.
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A B C

FIGURA 3. Inmunoblot mostrando la purificacion de Fn 30-31. Se revelo con
suero hiperinmune dirigido contra el EPT. En A se observa el EPT, en B la fraccion
4 de Seibert y en C, Fn 30-31 purificada.

Apéndice A: Tablas y Figuras 60
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FIGURA 4. Inmunoblot mostrando la purificacion de Gp 38. Se reveld con el
suero hiperinmune dirigido contra el EPT Se observa en A la fraccion S de Seibert y
en B, la Gp 38 purificada.
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FIGURA 5. Inmunoblot mostrando la purificacion de Gp 50-55. Se reveld con el
suero hiperinmune dirigido contra ¢l EPT del bacilo. Se observa en A el EPT yen B,
la Gp 50-55 purificada.
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FIGURA 6. Purificacion de la superoxido dismutasa, SOD. Geles en condiciones
no reductoras, realizados antes de purificar fa SOD: A, gel tefido con azul de

Coomasie. B, inmunoblot revelado con SHI dirigido contra el extracto proteinico

total. C, inmunoblot revelado con el anticuerpo monoclonal D2D anti-SOD. D, gel
mostrando la actividad enzimatica. Geles no reductores realizados después de

purificar la SOD: E, gel tefiido con azul de Coomasie. F, inmunoblot revelado con

suero hiperinmune anti EPT.. G, inmunoblot revelado con el anticuerpo monoclonal
D2D anti SOD. H, gel mostrando la actividad enzimitica. Geles en condictones
reductoras y utilizando la SOD purificada y reducida a 23 kDa: 1, gel teiido con

azul de Coomasie. J, inmunoblot revelado con SHI. K, inmunoblot revelado con el
anticuerpo monoclonal D2D anti SOD. L, inmunoblot de EPT  revelado con el

SHL
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FIGURA 7. Respuesta blastica, in vitro de CMNH al EPT de 3 individuos: A un
individuo PPD-, sano, no vacunado; B un individuo PPD-, sano, vacunado y C un
individuo PPD+, sano, no vacunado. EI EPT se usd a las siguientes concentraciones:
10 pg/pozo (~o—), 5 pg/pozo (=), 1 pg/pozo (—-), 0.5 pg/pozo (~—). En
cada uno de los pozos se colocaron 2x10° CMNH.
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FIGURA 8. Respuesta blastica, i vitro, de CMNH (2X105/])02()) de un individuo
PPD+, sano, no vacunado, cultivadas con el antigeno indicado, 1 fg/pozo ( —o-)y
0.25 pg/pozo (--b--). Otro individuo PPD-, sano, no vacunado, cultivadas con el
antigeno indicado, 1 [1g/pozo (-e—), 0.25 ng/pozo (--e--). Como controles
positivos s¢c usaron CMNH del individuo PPD+ (—¢-~) y PPD- (--8-), las cuales se

456 789 104

cultivaron con PHA, 0.1 ng/pozo.
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FIGURA 9. Respuesta blastica, in vitro de CMNH (2x1 0’ /pozo) de un individuo
PPD+sano, vacunado, cultivadas con el antigeno indicado, 1 pg/pozo (~0—) y 0.25
Hg/pozo (--o--) y de un individuo PPD-, sano, vacunado, cultivadas con ¢l antigeno

indicado 1 pg/pozo (—e-) y 0.25 ng/pozo (---8-). Como controles positivos se
usaron CMNH del individuo PPD+ (—o~) y del PPD- {--e--), las cuales se
cultivaron con fitohemaglutinina, 0.1 pg/pozo.

Apéundice A: Tablas y Figuras 72



Caracterizacion del Fenotipo y Citocinas de Linfocitos T

260

PPD+ Sano Enfermo 1 Enfermo- 2

200 -

e

150 -

100

o
o

S|/

Incorporacion de *H-Timidina (A cpm x 103)

0 T e R beed AAL""‘IAIJ YU SURES W -
12345678910 34566 789 1011 346 67 89 1011
260
Enfermo 3 Enfermo 4
200 -
160
100 -
60 A
0 s ._4«1\..

34667891011 346678 9101
DIAS
FIGURA 10. Respuesta blastica, in vitro de CMNH (2x10° /pozo), de un individuo

PPD+, sano y de los enfermos con tuberculosis cultivadas con fitohemaglutinina,
0.1 pg/pozo.
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FIGURA 11, Respuesta blastica, in vitro de CMNH (2.\'105/1)020), al antigeno
indicado, 1 mg/pozo, de los pacientes con tuberculosis | (—o—) y 2 (o).
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FIGURA 12. Respuesta blastica, in virro de CMNI (2x10%pozo), al antigeno
indicado, 1 mg/pozo, de los pacientes con tuberculosis 3(—e—) y 4 (-0-).
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FIGURA 13. Respuesta blastica, in vitro CEM (2x10°/pozo), de ratones
sensibilizados con EPT de Mycobacterium tuberculosis a los antigenos indicados, |
ng/pozo. Control positivo: CEM cultivadas con concanavalina A, | pug/pozo.
Control negativo: CEM cultivadas con RPMI suplementado.
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FIGURA 14. Respuesta blastica, in vitro de las lineas celulares inducidas con Gp 38
de un individuo PPD+, sano (A) y de un enfermo tuberculoso (B). Las lineas
celulares, (Sx 105/pozo). presentaron respuesta blastica a Gp 38, 0.25 pg/pozo

(~o0-), al medio de cultivo suplementado (-s—-) y a P 28, 0.25 png/pozo (—»-).
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TABLA I

PPD-2 94.1 91.3 89 10.2 94.3 b1
PPD+3 91.5 845 18.2 4.6 89.8 16.0
PPD-4 959 853 17.8 4.7 94.3 9.7

P28 PPD+1 975 931 4.7 19.8 94.3 0.9
PPD-2 955  86.7 12.8 6.7 94.2 2.1
PPD+3 90.7 857 16.1 53 87.6 10.2
PPD-4 974  90.8 14.1 6.0 96.0 4.0
Fn30-31 PPD+1 845 674 14.0 438 78.9 3.0
PPD-2 688 543 225 24 62.3 8.7
PPD+3 938 909 14.1 6.4 912 0.8
PPD-4 9.8 898 17.9 5.0 94.7 4.4
Gp38 PPD+1 96.5 682 345 1.9 81.8 3.0
PPD-2 900 894 4.8 18.6 89.0 24
PPD+3 96.0 958 10.0 9.5 920 7.6
PPD-4 957 863 10.6 8.1 95.3 6.8

Basal PPD+3 S 346 230 1.5 523 26
Basal PPD-4 595 504 18.3 2.7 62.7 32
Normal 73.0 440 3390 1.2 95.0 5.0
Rango 60-85 24-59 19448 03+

Determinacion por FACS de receptores de células T y de los marcadores de
superficie CD3, CD4, CD8 de las lineas celulares humanas inducidas por SOD, P28,
Fn 30-31 y Gp 38 de M. tuberculosis de los individuos sanos PPD+1 y PPD-2 (ne
vacunados) y PPD+3 y PPD-4 (vacunados). También se muestran los valores
basales del PPD+3 y PPD-4, asi coma los valores normales y sus rangos obtenidos
de 100 individuos sanos. Immunology Today, Junio 1992,
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Linea 23 l.inea 28

T —

PPD+1 PPD-2 PPD+3 PPD-4 PPD#1 PPD-2 PPD+3 PPD-4

Linea 30-31 Linea 38

TV .
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FIGURA 13, FACS de lineas celulares de individuos sanos con anti CD3, CD4,
CD8 y antireceptores aff y v0.

Apéndice A: Tablas y Figuras 79




Caracterizacion del Fenotipo v Citocinas de Linfooitos T

TABLA T

ANTIGENO ENFERMO CD3 CD4 CD8  CD4/CD8  TCRap TCRyS

SOD No.l 928 733 300 24 966 NI
No.2 952 739 301 25 948  ND
No.3 900 786 35 260 718  ND
No.d 951 955 90 106 900  ND
P28 No.l 963 949 51 180 920  ND
No.2 935 915 44 227 858 ND
No.3 857 778 67 116 9.1  ND
No.d 851 735 184 39 831 ND
F3031  Nol 962 924 53 174 81  ND
No.2 928 733 240 30 966  ND
No.3 689 527 106 49 675  ND
No.d 621 432 291 14 540  ND
Gp 38 No.l 996 612 500 12 956  ND
No.2 990 597 491 12 974  ND
No.3 897 846 34 248 872  ND
No.d 783 534 300 17 647  ND
Gps0.s5  Nol 977 688 223 30 975 ND
No.2 973 720 385 18 953 ND
No.3 960 934 35 266 929  ND
No,d 861 799 141 56 890  ND

Determinacion por FACS de los receptores de las células T y de los marcadores de
superficie CD3. CD4, CD8 de las lineas celulares inducidas por los antigenos de
SOD, P 28, Fn 30-31, Gp 38 y Gp 50-55 de los enfermos tuberculosos 1, 2, 3y 4.
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Linea 23 Linea 28
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No. 1 No. 2 No.3 No. 4
FIGURA 16, FACS de lineas celulares de pacientes tuberculosos con anti Ch3,
CD4, CD8 v anfireceptores ¢fy y 6
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TABLA 11}

ANTIGENO CD3 CD4 CD8 CD4/CDS TCRo TCRyS

P28 978 960 14 08.5 2.3 1.3

Fn30-31 955 867 128 6.7 9.2 21
Gp 38 90.6 47.0 349 1.3 B3 16.2

Gp30-55 949 837 141 5.9 %5 1.0
Basal 580 430 140 3.0 N2 27

Determinacion por FACS de los receptores de células T y delos rmrcadores de
superficic CD3, CD4, CD8 de las lineas celulares murinas inducdas por SOD, P 28,
Fn 30-31, Gp 38 y Gp 50-55 de ratones inmunizados con EPTde M. tub erculosis,
asi coma los valores basales.
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LINEAS CELULARES
23 28,30-31, 38Y 50-55
T~
o
CULTIVO DE48 H CLON A CULTIVODE 7Y 10 DIAS
CON Ag, APC Y PHA ChL-2 CONAg Y APCEN RPMI
ENRPMI SUPLEM, SUPLETENTADO
SN* RESEMBRAR SN*
CADA481H
3 VE\CES
CTLL-2
80% VIABLES
DIL.SERIADA DEL § / \DIL. SERIADA DEL SN*
MAS MAS
CTLL-2, 2‘)(1 0'P0Z0Q CTLL-2, 2)1(1 0*P0Z0
CULTIVAR 48 H, CULTIVAR 48H.
MARCAR CON ’H-Timidina MARCAR CON *H-timidina
§ H ANTES DE COSECHAR 8 HANTES DE COSECHAR

DIAGRAMA 3. Se muestranlas vias que s siguieron en la determinacion de 1L-2
en los sobrenadantes (SN*) delas lineas celllares, utilizando una clonade células T
dependientes de 11-2 (CTLL-2).
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FIGURA 17. Curva estandar de 1L-2 recombinante humana, IL-2rh(--a-3.
mostrando que la dilucidon 1:32 induce el 50% (1 U) de proliferacion de la linea de
células T dependiente de IL-2 (CTLL-2), 2x10%pozo (-----). Se usé como control

positivo un sobrenadante rico en 1L-2h (~o-) a las mismas diluciones utilizadas para
la 1L-2sh. El control negativo es expresado por un pozo (*)
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FIGURA 18. Curva de neutralizacion de la 1L-2rh diluida 1:32/pozo con el
anticuerpo monoclonal anti 1L.-2h (—e-), a las diluciones indicadas en el eje de las
abscisas y utilizando la CTLL-2 (2x104/pozo). Se muestra la curva estandar {(~o-+)
y el control positivo que fue un sobrenadante rico en IL-2h (—o-). El control
negativo es expresado por un pozo ().
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FIGURA 19. Respuesta blastica, in vitro de la CTLL-2 (2x10"pozo) a los
sobrenadantes de cultivos de 48 horas de las lineas celulares indicidas por SOD, P
28, Fn 30-31, Gp 38 y Gp 50-55 (—=—). Las diluciones de los sobrenadante fueron
las mismas que se utilizaron para la curva estandar de la IL-2rh (—e»-) Como control
positivo se utilizo un sobrenadante rico en IL-2h (--0--) y el control negativo es
expresado por un pozo (*).
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FIGURA 20. Respuesta blastica in virro de la CTLL2 (2x10‘/pozo) alos
sobrenadantes de los cultivos de 7 y 10 dias de las lineas celulares inducidas por
SOD, P 28, Fn 30-31, Gp 38 y Gp 50-55 (~e--). Las diluciones de los
sobrenadantes fueron las mismas que se utilizaron para la curva estandar de la IL-
2rh (-0--). Se usd como control positivo un sobrenadante rico en 1L.-2h (--0-). El
control negativo es expresado por un pozo (*).
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DIAGRAMA 4. Determinacion de 11.-2, IFNy, 11.-4 ¢ IL-5 por ELISPOT. A,
fondo del pozo de la placa sensibilizado con el anticuerpo monoclonal especitico.
B, cultivo de la linea celular y captura de la citocina por el anticuerpo monoclonal en
el momento que es exocitada por la célula. C, la linea celular es eliminada del pozo.
D, la placa se incuba con el segundo anticuero especifico. E, se adiciona el
desarrollador de color.
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TABLATV

ANTIGENO INDIVIDUO 1L-2 1L-4  IL-5 [IFNy

SOD PO 4 - o T
PPD-2 I - - 13

PPD+3 16 - - 19

PPD-4 23 - - 25

P28 PPD+| 5 - - 8
PPD-2 i4 - - 17

PPD+3 17 - - 23

PPD-4 23 - - 21

Fn 30-31 PPD+1 6 - - 15
PPD-2 20 - - 25

PPD+3 15 - - 17

PPD-4 28 - - 32

Gp 38 PPD+1 3 - - 16
PPD-2 20 - - 28

PPD+3 12 - - 15

PPD-4 15 - - 25

Basal PPD+1 5 - - -
Basal PPD-2 3 2 - 3
Basal PPD+3 2 I - -
Basal PPD-4 3 2 - -

Numero de células productoras de 1L-2, 1L-4, 1L-5 ¢ 1FNy detectadas, in vitro por
el ensayo de ELISPOT de las lineas celulares humanas (5x10"/pozo) inducidas por
los antigenos SOD, P28, n 30-31 y Gp 38 de individuos sanos PPD+1 y PPD-2 (no
vacunados) y PPD+3 y PPD-4 (vacunados). También se muestran los valores
basales (CMNH no cultivadas).
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Linea 23 Linea 28

PPD+1 PPD-2 PPD+3 PPD-4 PPD+1 PPD-2 PPD+3 PPD-4

Linea 30-31 Linea 38

PPD+ PPD-2 PPD+3 PPD-4 PPD+ PPD-2 PPD+3 PPD-4

Basal
-2
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PPD+ PPD-2 PPD+3 PPD-4

FIGURA 22 ELISPOT de lineas celulares de controles sanos para determinar IL-2,
IL-4, IL-5 ¢ IFNy
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NPAMAAAR AR AR AL A

TABLA'Y.

ANTIGENO ~ ENFERMO - 112 1L-4 115 IFNy.
SOD No. | 3 3 - 5
No. 2 3 - - 7
No.3 4 3 - 4
No. 4 5 - - 5
P28 No. | - 3 - -
No.?2 4 2 - -
No. 3 3 4 2 4
No. 4 5 - - 12
Fn 30-31 No. | 3 - 2 -
No. 2 - 4 3 2
No. 3 I - - 14
No. 4 14 - - 14
Gp 38 No. | 7 - - 13
No. 2 4 - - 4
No. 3 2 3 2 5
No 4 4 3 3 11
Gp 50-55 No. | 5 4 - 14
No. 2 5 - - 5
No. 3 7 - - 9
No. 4 3 4 3 5
Basal No. | 3 9 4 -
Basal No. 2 - 4 4 -
Basal No. 3 3 3 - -
Basal No. 4 2 4 3 -

Numero de células productoras de 1L-2, I1L-4, IL-5 ¢ IFNy detectadas, in vitro por
el ensayo de ELISPOT de las lineas celulares humanas (5x10*/pozo), inducidas por
los antigenos SOD, P 28, Fn 30-31, Gp 38 y Gp 50-55, de los enfermos
tuberculosos 1, 2, 3, y 4. También se muestran los valores basales (CMNH no
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Linea 23 Linea 28
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W4 FIGURA 23, ELISPOT de las lineas celulares de pacientes tuberculo sos para
aiL-5 deternmar 1.-2, 1L-4, 1L-5 e lFNy.
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A A MMMV A AR

ENFERMOS

No. |
No. 2
No. 3
No. 4

SQOD, P 28, Gp 50-55
Fn30-31, Gp 50-55

- SOD, P 28, Fn 30-31

TABLA V]

SOD, Fn30-31, Gpil-S5

SOD, P28, Gp 38

T | Tho
P28
- P 28, Fn30-31
- Gp 38, Gp50O-55

Frecuencia de expresion de las subpoblaciones de células Thi. Th2 o ThO irduida s
por los antigenos SOD, P28, Fn 30-31, Gp38 y Gp 50-55 de pacientes tuber—cilsoss.
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TABLA VII

ANTIGENO 112 14 L5 Ny
P28 4 5 2 3

Fn 30-31 7 6 4 60

Gp 38 5 - . -

Gp 50-55 . 4

Basal 4 - - -

P P R R R VAN A AR

} S
N

Células productoras de 1L-2, 1L-4, IL-5 e IFNy detectadas, in vizro por ELISPOT
de las lineas celulares nuwinas (5x10%pozo), inducidas por SOD, P 28, Fn 30-31,
Gp 38 yGp 50-55 de ratones inmunizados con EPT de M. tuberculosis.
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Apéndice B: Reactivos

REACTIVO 1.

Medio de cultivo PBY

ASPARAGINA 37.8mM
KH,PO, 36.0 mM
K250, 2.8 mM
CITRATO DE SODIO 2.0 mM
MgCly-6H,0 0.96 mM
GLICEROL 0.67 mM

Ajustar el pH a 6.8 con NaOH 5N. Aforar al volumen deseado y
esterilizar en autoclave.
REACTIVO 2.
PBS (BUFFER DE FOSFATOS CON ALTA SAL), pH 7.4
Preparar las siguientes soluciones
A) NaCl 0.15 M
B) Na,HPO, 0.15M
C) NaH,PO; 0.15M
Ajustar el pH de la solucion B a 7.4 con la solucion C.
A 900 ml de la solucion A agregar 100 mi de la solucion B ajustada.

Filtrar y esterilizar.

RACTIVO 3.
Método de lowry para determinar proteinas.
Preparar:
A) TARTRATO DE SODIO 2%
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B) CuSO,;-5H-50 2%
() Na,CO;z en NaOH O N 2%

SOLUCION 1
Mezclar 0.5 ml de A + 0.5 ml de By aforar a 50 mt con C.

SOLUCION 2

Mezclar 1 vol. de Folin-ciocalteu + 1 vol. de H,O destilada.

SOLUCION 3
Albtimina sérica bovina (BSA), I mg/ml.

CURVA ESTANDAR DE PROTEINA (BSA 1 mg/ml).

Tubo BSApul HyOpul  Proteina pg/ml
2 200 800 200

3 100 900 100
4
5

50 950 50
25 975 25
6 12,5 987.5 125

Agregar 1 ml de la soluciom 1, agitar, reposar 10 mun.

Agregar 400 pl de la solucion 2, agitar, reposar 30 mun.

Leer en el espectrofotometro la densidad dptica a 600 nm.
REACTIVO 4

Preparacion de PAGE-SDS

GEL SEPARADOR al 10%

Acrilamida 30%-Bis-acrilamida 0.8% 10.00 ml
Tris-HCI, 1.5 M, pH 8.8 7.50 ml
H,0 destilada 11.65 ml
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SDS al 10% 0.60 ml
Persulfato de amonto al 10 % 0.20 mi

Desgasificar durante 3 min.
Temed 0.02 ml
Colocar el gel en la camara de clectroforesis y agregar unas gotas de

isopropanol, Dejar polimerizar.

GEL CONCENTRADOR

Acrilamida 30%-Bis-acrilamida 0.8% 1.00 ml
Tris-HCL, 0.5 M, pH 6.8 2.50 mi
HyO destilada 6.36 ml
SDSal 10% - 0.10 ml
Persulfato de amonio al 10% 33.0 pl

Desgasificar por 3 min.

Temed 50 pl
Colocar el peine en la camara y agregar el gel concentrados. Dejar
polimerizar,
REACTIVO S
TINCION CON AZUL DE COOMASIE PARA PAGE SDS,
Azul brillante de Coomasie 0.06%
Metanol 30.00%
Acido acético 10.00%

Se sumerije el gel en la solucion tefiidora por 4 horas.
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Se destific sumerjiendo el gel en dcido acético al 10% y cambidandolo

cuantas veces sea necesario para observar claramente las bandas de

proteina.
REACTIVO 6
AMORTIGUADOR PARA CORRIDA DE PAGE-SDS,
Glicina 144.00 ¢
Tris-base 30.00 ¢
SDS 10.00 G

Aforar a un litro con agua destilada y filtrar.

REACTIVO 7

BUFFER DE TRANSFERENCIA, pH 8.35.
Tris-base 0.025M
Glicina 0.193 M
En el momento de usarse prepara:
Buffer de transferencia 800 ml
Alcohol metilico 200 ml

Mezclar muy bien y usar,

REACTIVO 8

COCTEL PARA MUESTRAS
Tris-HCL, 0.5 M, pH 6.8 0.5 ml
SDS 10% 0.1 ml
Glicerol 1.0 ml
EDTA 74 mg
Agua destilada para aforar a 10.0 ml
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pironina | pranito
Preparar la muestra y dividirla en alicuotas de T ml
Antes de usar la alicuota agregarle 10 pl de 2-mercaptoetanol.
Mezclar volimenes iguales de coctel y proteina problema. Hervir
durante 5 min. en baio maria. Colocar las muestras en los pozos del
gel y clectroforetizar a 20 mA/gel para el gel concentrador y a 40
mA/gel para el gel separador.

REACTIVO 9.

DESARROLLADOR DE COLOR PARA INMUNOBLOT

PBS pH 7.4 50.00 mi
metanol 8.00 ml
H,0; ;al 30% 50 ul

4-cloro-1-naftol 30 mg disueltos en 2 ml de metanol.
La mezcla se prepara al momento de usarse y se agrega al mmunoblot,
incubandolo hasta que el color de las bandas sea el deseado. IFrenar la

reaccion lavando el blot con agua corriente.

REACTIVO 10
Acetato de sodio 40M

REACTIVO 11

UREA 6 M
UREA 6M
K,HPO, 50 mM
KH,PO;4 50 mM
EDTA 20 mM
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REACTIVO 12,
RPMI-HEPLES, suplementado con:
Aminoacidos no esenciales
Piruvato de sodio
2-mercaptoetano
Penicilina-estreptomicma

Suero fetal bovino

Apéndice B: Reactivos

0.1lmM

1.0 mM
0.5 mM
50 U/ml
10%
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Apéndice C: Abreviaturas

APC Células presentadoras de antigeno

BSA Alblimina sérica bovina

CEM Células esplénicas murinas

CMNH Células mononucleares humanas de sangre periférica
DTH Hipersensibilidad retardada

ELISPOT  Ensayo de ELISA por “spots™

EPT Extracto proteinico total
FACS Clastficacion de cé¢hilas marcadas con fluorescema

Fn 30-31  Proteina de 30-31 que se une a fibronectina

Gp Glicoproteina

H2 Complejo de Histocompatibilidad Mayor en raton
MHC Complejo de Histocompatibilidad Mayor en huniano
Lt Linfotoxina

LT Linfocitos T

LB Linfocitos B

MO Macrofago

PAGE Electroforesis en geles de acrilamida

PHA Fitohemaglutinina

PBS Buffer de fosfatos con alta sal

PBY Medio de cultivo de Proskauer y Beck modificado por Y oumans
PPD Derivado Proteinico Purificado de M. tuberculosis
SOD Superdxido Dismutasa.
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