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I. RESUMEN

En nuestro laboratorio y mds recientemente en otros, se han venido caracterizando
antfgenos de M. ruberculosis que poseen carbohidratos. Estos antigenos son de mucho
moléculas biol6gicamente muy

interés pues es bien sabido que las glicoprotefnas son

activas.
Por lo anterior en esta lesis nos propusimos caracterizar la respuesta inmune celular

a los antfgenos glicoproteicos de M. ruberculosis. En un primer esfuerzo se obtuvo una
fracciéon enriquecida en glicoprotefnas usando el fraccionamiento de Seibert. Primero se
obtuvo una lfnea celular en contra de dicha fraccién derivada de células de sangre periférica
de un donador sano vacunado con BCG. De la lfnea, se obtuvieron clonas por dilucién
limitante estimulando con el mitégeno fitohemaglutinina; posteriormente se analizé la
especificidad de las clonas contra la Gp 38 y la Gp 50-55 purificadas por elucién con urea 6
M., no observdndose proliferacién en contra de ellas o de la fraccién enriquecida, 1o que

podria atribuirse a inestabilidad de las cé€lulas por tiempo prolongado de cultivo.

Ante estas dificultades se 6pto por trabajar tinicamente con Gp 50-55, aprovechando

la disponibilidad de un anticuerpo monoclonal obtenido en el laboratorio. Con este

anticuerpo se purificé la Gp 50-55 por cromatograffa de afinidad. obteniéndola con un alto

grado de pureza. La glicoprotefna purificada se determiné que posefa un 9.2% de

carbohidratos. y se demostré retenfa su reactividad con Con A.

Para caracterizar inmunolégicamente a la Gp 50-55 se investigé su capacidad para
inducir la sintesis de anticuerpos y la activacién de linfocitos T. En primer lugar, se realizé

un ensayo de ELISA con 79 sueros de pacientes enfermos con tuberculosis puimonar y 54



sueros de donadores sanos, encontrdndose una especificidad del 95% y una sensibilidad del
33%. En seguida se realizaron ensayos de transformacién bldstica con células mononucleares
de sangre periférica de donadores sanos no vacunados con BCG, donadores sanos
vacunados con BCG y de pacientes con tuberculosis pulmonar. Se observé un indice de
proliferacién positivo en 3/4 pacientes tuberculosos y en 5/8 donadores sanos vacunados, no
observ.andose una respuesta proliferativa en los dos donadores sanos no vacunados. De lo
anterior se puede pensar en la Gp 50-55 como un antfgeno capaz de inducir una respuesta
inmune celular en individuos que por infeccién o vacunacién han sido previamente expuestos
al complejo M. tuberculosis. Lo anterior mds el hecho de que este antfgeno es un inductor
pobre de respuesta humoral, le sugieren un potencial en el desarrollo de inmunidad

protectora y por lo tanto en el disefio de nuevas vacunas.



II. INTRODUCCION

1. HISTORIA DE LA TUBERCULOSIS

La tuberculosis es una enfermedad causada por Mycobacterium tuberculosis, un
bacilo aerobio estricto, intracelular facultativo y 4cido-alcohol resistente. La expresién
clinica de la infecci6én es variada y depende de factores del hospedero como malnutricién,
factores genéticos. inmunodeficiencia, vacunacién con el bacilo de Calmette y Guérin
(BCG) y de la virulencia del microorganismo. La enfermedad se desarrolla principalmente
en pulmén, de donde puede dispersarse al sistema genitourinario, ganglios linfiticos,
pleura, peritoneo y meninges (Farer, 1979)

Existen registros que indican que la tuberculosis pulmonar se conocié en Europa
antes del cristianismo. Hipé6crates describi6é la enfermedad en la antigua Grecia y hay
evidencias arqueolégicas de lesiones tuberculosas en momias egipcias
(Zimmerman,1979). Aunque la tuberculosis ya s¢ conocfa en Europa desde la edad
media, la infeccién era rara hasta antes de la Revolucién Industrial. El explosivo
incremento en la incidencia de la tuberculosis durante esta época se debié a la gran
urbanizacién. a la alta densidad de la poblacién, mala nutricién, malas condiciones de
trabajo e ignorancia. La enfermedad alcanzé proporciones epidémicas durante los
primeros afios del siglo XIX. cuando se le llamé "l1a gran plaga blanca” (Collins, 1984)

Aunque Villemnin en 1865 fue el primero en describir las lesiones de la tuberculosis
con detalle y demostré el caridcter infeccioso de la enfermedad, no fué¢ sino hasta el
estudio cldsico de Koch (1882) que se aislé el agente causal en un medio de cultivo
artificial y se demostré que produce en animales experimentales un tubérculo andlogo al
observado en la enfermedad humana.

En 1906 Calmette observé que la infeccién oral de cobayos con una cepa atenuada
del bacilo de la tuberculosis conferfa resistencia a la reinfeccion por vfa intravenosa.

Calmette y Guérin, después de 39 pasajes en medio de cultivo, lograron aislar una cepa



atenuada de AMycobacterium bovis (BCG) que se ha administrado como vacuna desde
1921 hasta la fecha, con resultados muy variables. Los estudios epidemiolégicos
realizados en varias regiones del mundo indican que la proteccién varfa de un 0% a 80%
para tuberculosis pulmonar (Bloom, 1994); sin embargo, a pesar de la inconsistencia en la
proteccién para tuberculosis pulmonar, la vacunacién con el BCG previene otras formas
de la enfermedad como son la tuberculosis menfngea y 1a diseminada (Rodriguez, 1995).
Adn no se ha establecido el porqué de esta variabilidad; se ha propuesto que
diferencias en las cepas de el BCG utilizadas para vacunacién podrfan ser imponantes,
pero no hay informacién de peso para considerar este factor como determinante
(Weigeshaus, 1989). Otra posibilidad estd relacionada con factores genéticos, por
diferencias observadas en 1a susceptibilidad a 1a tuberculosis entre grupos raciales (Stead,
1990; 1992), 1o que hace suponer que puede haber diferencias genéticas en la respuesta a
la vacunacién con BCG. Se ha observado mejor respuesta en individuos de raza blanca
que en individuos de raza negra en Georgia y Alabama, pero no hay bases
epidemiolégicas suficientes que apoyen a las diferencias genéticas como responsables. La
hipé6tesis mds aceptada seiiala que la infeccién previa con micobacterias ambientales o
atipicas proporciona proteccién contra la tuberculosis (Bloom, 1994). Por lo anterior es
urgente desarrollar nuevas vacunas que permitan controlar y erradicar la infeccion con M.
tuberculosis, por 10 que es relevante identificar antfgenos inmunoprotectores. Se ha
sugerido que las proteinas de superficie y las activamente secretadas por Mycobactrerium
tuberculosis son importantes blancos para el sistema inmune durante la primera fase de la
infeccién (Andersen, 1992; 1993; 1994; Orme, 1988; Pal, 1992). Por lo tanto, tales

ant{genos son buenos candidatos para ser inclufdos en vacunas vivas, por ejemplo el BCG
genéticamente modificado.



2. EPIDEMIOLOGIA
La infecci6én con M. tuberculosis es una importante fuente de morbilidad y

mortalidad en el mundo, particularmente en los pafses del trépico y en vias de desarrollo.
Casi 2 billones de personas (una tercera parte de la poblacién mundial) estdn infectadas
con el bacilo y aproximadamente 3 millones de personas mueren cada afio por esta
enfermedad (Shinnick, 1985). En la tabla I se muestran datos promedio de casos de
tuberculosis notificados a nivel mundial en el periodo 1974-89.

En 1990, la regién con mayor prevalencia es el oeste del Pacifico donde 44% de la
poblacién estd infectada y la de menor prevalencia es el este del Mediterraneo (19% de 1a
poblacién infectada). I.a mayorfa de los individuos infectados se localizan en el sureste de
Asia (25%) y China (22%); en Europa y cinco pafses industrializados solo se concentra
el 22% (Sudre, 1992).

Se estima que la incidencia global de tuberculosis se incrementard de 7.5 millones de
nuevos casos en 1990 a 10.2 millones de nuevos casos anuales para el afio 2000, es decir
un aumento del 36%. El 70% de estos nuevos casos afectardn a personas en edad
econémicamente productiva entre 15 y 59 afios. Para el periodo de 1990-99, se calcula
que 88.2 millones de personas desarrollardn la enfermedad, de los cuales 8 millones
estardn relacionados con la infeccién por VIH. Durante el mismo periodo se estima que
30 millones de personas morirdn de tuberculosis, 2.9 millones de las cuales estardn
coinfectadas con el VIH (Dolin, 1994).

En México, los datos presentados por la Secretarfa de Salud (Informe Epid. anual
SS. 1993) en el periodo 1985-1993 muestran un paudén ascendente en los fndices de
morbilidad de la tuberculosis (Fig. 1). La tasa de morbilidad mds alta se registr6 en 1988
(13.83 por 100 000 habitantes) y la mds baja en 1987 (8.56 por 100 000 habitantes).

Para conocer las tasas de incidencia y mortalidad en los estados de la Reptiblica Mexicana
para 1993, los valores de ambos indicadores epidemiolégicos se dividen en tres grupos:

baja, media, y alta. La incidencia baja (0 a 1.5 por 100 000 habitantes) se presenté en 17



estados: Sonora, Durango, Zacatecas, Aguascalientes, San Luis Potosf{, Jalisco,
Guanajuato, Querétaro, Colima, Michoacdn, Estado de Meéxico. Tlaxcala, Distrito
Federal, Morelos, Puebla, Yucatdn y Quintana Roo.

La incidencia media (4.1 a 8.0 por 100 000 habitantes) se observé en Chihuahua,
Coahuila, Sinaloa, Nuevo Leén. Guerrero. Veracruz, Oaxaca, Tabascé. Chiapas y
Campeche. Una incidencia alta (8.1 y mds por 100 000 habitantes) se observé en 5
estados: Baja California Norte y Sur, Tamaulipas. Nayarit e Hidalgo. Como se puede
observar, mas de la mitad de los estados, preferentemente del centro del pafs, se ubican en
1a incidencia baja.

L.a tasa de mortalidad fue baja en Zacatecas, Aguascalientes, Jalisco, Guanajuato.
Michoacdn, Estado de Meéxico. Tlaxcala, Distrito Federal, Morelos. Campeche y
Quintana Roo.

La mortalidad fue media en 15 estados. Baja California Sur, Sonora, Chihuahua,
Coahuila, Sinaloa, Durango, Nuevo Le6n, Nayarit, Querétaro, Hidalgo, Colima,
Guerrero, Puebla, Tabasco y Yucatdn. La mortalidad alta se presenté en Baja California
Norte. Tamaulipas, San Luis Potosf. Veracruz, Oaxaca y Chiapas (Tuberculosis en
México 1993. Ciencia Médica. boledn de la divisibn de estudios de posgrado e
investigacién de la facultad de medicina. UNAM 1995).

A pesar de la importancia que ocupa la tuberculosis dentro de los problemas de salud
en el pafs, la red de laboratorios que practican estudios bacteriolégicos no es suficiente
para dar cobertura a la necesidades, ya que existen s6lo 200 laboratorios que realizan
microscopfa y 19 que realizan microscopfa y cultivo, siendo este tltimo el método mas
sensible y especffico de los que se conocen (Instituto Nacional de Diagnéstico y
Referencia Epidemioldgicos. 1992), por lo consiguiente no es raro que las estadfsticas de
wberculosis en el pafs estén subestimadas, ya que en 1994 se registraron 16 353 casos en
todas sus formas, con una tasa de 18.1 por cada 100 00O habitantes; sin embargo,

algunos autores han llegado a estimar una cifra tres veces mayor (INDRE., 1992).



Tabla I reulosis notifi n el mun

19741979 1980-1984 1985-1989

Regidn Casos Tasa! Casos Tasa" Casos Tasa'
Africa 187 084 56 230 063 57 210695 5
América 11220 N 203 345 54 173 654 4
Mediterrdnco (Este) 274 643 108 427832 143 224302 67
Sureste dc Asia 696931 B 943 140 87 1023 850 85
Pacifico (Oeste) 288 885 174 337907 183 304 238 154
Europa 219 905 54 179941 34 213 166 3
Otros” 132701 35 96617 5 82224 2
Total 2032369 6 2418 845 68 2239694 58
* Tasa por 100 000 habitantes.

Y USA, Canada, Jap6n, Australia y Nueva Zelanda,
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Fuente: Registro Nacional de casos detuberculosis. DGE/SSA

Figura 1.



3. PATOGENESIS DE LA TUBERCULOSIS
El desarrollo de la tuberculosis puede dividirse en cuatro etapas. En la primera el

bacilo es destruido o inhibido en su crecimiento por los macréfagos alveolares que 1o han
fagocitado; si el bacilo no es destruido, se multiplica y destruye al macréfago. Durante la
segunda etapa. considerada de simbiosis, el bacilo crece logarfmicamente dentro del
macrofago inmaduro para formar la primera lesién. Durante la tercera etapa, el nimero de
bacilos viables es estacionario, pues el crecimiento es inhibido por 1a respuesta inmune

formdndose centros caseosos dentro de los cuales el bacilo no puede

celular
inmaduros permiten la

multiplicarse; alrededor de este centro, los macré6fagos
multiplicacién intracelular pero los activados la inhiben y destruyen al bacilo. La
evolucion de la enfermedad en esta etapa depende del tipo de macré6fagos que predomine
en el centro caseoso. Durante el cuarto estadio, el bacilo evade la respuesta inmune del
hospedero y la lisis del centro caseoso es frecuentemente seguida por cavitacién. En el
centro caseoso destruido, el bacilo se multiplica extracelularmente. Se cree que aun si la
inmunidad celular estd presente, es inefectiva para controlar la carga bacilar. Los bacilos
entran al 4drbol bronquial, se esparcen a otras partes del pulmén y en esta etapa son
eliminados al ambiente. El desarrollo de la enfermedad en esta etapa depende de si el

nimero de bacilos y sus productos antigénicos exceden la capacidad de respuesta del

hospedero (Dannenberg, 1991).

4. RESPUESTA INMUNE HUMORAL

individuos tuberculosos desarrollan tftulos altos de anticuerpos anti-M.

Los
ruberculosis, pero hay evidencias de que éstos no confieren proteccién, pero se ha tratado

de utilizar esta herramienta inmunoldégica para el desarrollo de pruebas de diagndstico, ya
que las mds utilizadas en los centros médicos actualmente no son muy practicas.
El diagnéstico de uso comiin de la tuberculosis depende de la identificacién del

bacilo en secreciones o lejidos del paciente; sin embargo, no es f4cil aislar al bacilo en



casos de enfermedad pulmonar circunscrita, extrapulmonar o en nifios. Ademds, las
micobacterias son organismos de crecimiento lento y el cultivo frecuentemente toma de 2

a 6 semanas. La evidencia obtenida por radiograffa de t6rax y la tuberculino-reaccién son

litiles pero no contundentes, por lo que son necesarias otras pruebas de laboratorio

capaces de detectar la enfermedad temprana, lo que podrfa ayudar a iniciar la terapia
precozmente. Hay que seiialar, sin embargo, que las pruebas serolégicas como el ELISA
se enfrentan a problemas de sensibilidad y especificidad (Daniel, 1987; Nassua. 1976).
Actualmente se estd trabajando con pruebas de serodiagndstico que involucran la
participacién de anticuerpos monoclonales especificos para antigenos de M. ruberculosis.
Se estdn aplicando a ensayos de competencia con sueros de tuberculosos identificando
antigenos de 16, 19 y 38 kD (Gp 38) (Letter to the editor, 1986; Daniel, 1982; Morten,
1992). Entre los antfgenos mds importantes para el inmunodiagnéstico estd la Gp 38,
cuyos epftopos TB71 y TB72 estdn restringidos al bacilo de la tuberculosis. En una
prueba de ELISA utilizando la combinacién de estos epftopos se encontr6 una
especificidad del 84%. Se han observado tftulos de anticuerpos contra esta protefna solo
en personas con baciloscopfa positiva (Benjamin, 1982). Otros antfgenos que se han
ensayado son el de 19 kD que da reactividad cruzada con M. avium (Nair, 1992) y el de
16 kD, con el que se detecté un gran nimero de personas sanas infectadas. Se han

encontrado anticuerpos contra la protefna que une fibronectina (30-31 kD) los cuales
1987). Por lo

tienen reaccién cruzada con otras especies micobacterianas (Daniel.
util para el

anterior es importante identificar un ant{geno especffico de especie,

diagnéstico.
En la actualidad se estdn probando técnicas de biologfa molecular para el

diagndéstico, utilizando MPT40, I1S6110 y la subunidad ribosomal 23s de M. ruberculosis

por PCR con resultados aun no muy claros (Noordhoek, 1996).



RESPUESTA INMUNE CELULAR
La mayorfa de las personas que se infectan con M. ruberculosis controlan la

S.
infeccion primaria y desarrollan inmunidad celular manifestada por hipersensibilidad
retardada. Aproximadamente del 5 al 10% desasrollardn una infeccion primaria progresiva
en dos afos postinfeccién o la reactivacién de la tuberculosis después de un periodo
latente (American Thoracic Society, 1990). En base a estudios realizados en animales, se
ha demostrado que la respuesta inmune protectora a la tuberculosis implica a células T y
fagocitos mononucleares que actian conjuntamente para el control de la infeccion
(Nathan, 1983; Omme, 1993b). Se cree que las células T CD4" son las responsables de
regular la respuesta inmune celular en contra de M. ruberculosis. Se toma como evidencia
de la participacién de células T, el hecho de que la respuesta de hipersensibilidad
retardada se observa en personas sanas después de que se ha controlado la infeccion

berculosis 'y ésitas retienen la actividad in virro a antigenos

primaria con M.
micobacterianos después de varios aiios, lo que indica el establecimiento de una

inmunidad de memoria, que se cree proporciona proteccién a reinfecciones exégenas.
Existe relacién entre la respuesta de células T y la extension de la enfermedad (Toossi,
1986): se¢ ha observado anergia a la prueba de tuberculina en pacientes con enfermedad
diseminada y escasa proliferacién de células T CD4" in virro a antfgenos micobacterianos,
en contraste con la respuesta observada en pacientes con enfermedad mfnima o
controlada, quienes tienen una vigorosa respuesta de hipersensibilidad retardada y cuyas
células T responden a antgenos del bacilo in virro. Las protefnas del PPD y del filtrado
del medio de cultivo de M. wuberculosis estimulan a las células T CD4" y se pueden
obtener clonas T CD4" de personas sensibilizadas utilizando estos antigenos. Al estudiar
los perfiles de citocinas de las clonas T CD4" se observé que secretan principalmente
IFN-vY y que hay una escasa o nula produccién de IL-4 o IL-5. El patrén de produccién
de citocinas de éstas clonas coincide con el llamado de tipo Th-1 de las células T de

ayuda. Estudios posteriores han mostrado la produccién de diferentes patrones de
10




citocinas a diferentes antfgenos micobacterianos. En humanos no era clara la divisién de

la dicotomfa de las células T CD4" en Thl y Th2, como la observada entre clonas T

murinas (Hannen, 1991; Salgame. 1991; Boom, 1991), pero recientemente se ha

observado la participacién de citocinas en la diferenciacion de células Thl y Th2 en
humanos (Manetti, 1993; Maggi, 1992; Parronchi. 1992).

La participacién de las células T en la tuberculosis consiste en ser una fuente de
citocinas que activan a los fagocitos mononucleares para matar o inhibir eficientemente el
crecimiento del bacilo de la tuberculosis. Los linfocitos T CD4" secretan citocinas tales
como INF-v, que es considerado un potente activador de macréfagos para su actividad
microbicida en el modelo murino y en el humano.

Los datos publicados acerca de la produccién de citocinas en respuesta a M.
tuberculosis son controversiales. Algunos estudios muestran que la mayorfa de las células
CD4" que responden a M. tuberculosis son de tipo Thl, produciendo altas
concentraciones de INF-y pero bajas de IL-4 e IL-S. En contraste otro estudio demostré
que la mayorfa de las clonas T que reconocen antigenos micobacterianos secretan INF-y e
IL-4 y hay ademds reportes que indican que las clonas producen citocinas de tipo Thl y
Th2, incluyendo IL-2, IL-5, IL-10 e INF-y (Primepares, 1992). Aunado a la produccién
de citocinas, la poblacién de células T CD4" aisladas de individuos infectados con M.
tuberculosis son directamente citotéxicas para monocitos pulsados con antfgenos
micobacterianos (Mustafa., 1987; Hancock, 1989).

En la infeccién experimental del ratén con M. tuberculosis se ha observado que en la
respuesta inmune celular participan los tres subtipos de células T: CD4*, CD8* y ¥5
(Ome, 1993a). Poco después de la inoculacién de ratones con dosis subletales de M.
tuberculosis, 1a poblacién de células T CD4" se hace evidente; en una primera fase de la
respuesta se han caracterizado células productoras de INF-vy, la molécula efectora mds
importante en la proteccién en infecciones intracelulares en el ratén. Hay también

evidencias de la produccién de MIF, un potente inductor de la fusién fagolisosomal e
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inductor del reclutamiento de monocitos (Orme, 1993b). Posteriormente en una segunda
fase se identifican células productoras de IL-4 (Orme. 1993c). Esta respuesta temprana
de células T protectoras parece ser de corta duracién. ya que se ha observado que la
transferencia de proteccién decae con el tiempo, asimismo, la produccién de INF-y decae
después de 20 dfas de infeccién (Orme, 1992; 1993c). Otras células CD4" detectadas 20
6 40 dfas postinoculacién poseen actividad citolftica cuya funcién aparente es actuar
como un mecanismo de vigilancia, viajando a través del granuloma en busca de bacilos
vivo, asf esta poblacién de células CD4* actia lisando a células infectadas (Orme, 1994).
Cuando la respuesta de las células CD4" citoliticas es débil, 1a poblacién bacteriana puede
permanecer y posteriormente recrudecerse la enfermedad.

Una tercera clase de células CD4" son de memoria. La respuesta de estas células a
retos secundarios es muy rdpida, lo cual implica que actidan directamente sin interactuar
con células intermediarias o bien que el antfgeno es presentado muy rdpidamente por la
célula infectada. Se ha observado que la micobacteria muerta por calor no genera
inmunidad de memoria (Orme, 1986) a diferencia de las protefnas secretadas (Andersen,
1993).

En la infeccién tuberculosa s¢ ha demostrado la participacién de células CD8"
restringidas por moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) de clase I,
lo que implica funcién citot6xica. En el modelo de tuberculosis en ratén la transferencia
de células CD8" confiere resistencia a la .enfermedad (Orme. 1987) y la administracién de
anticuerpos monoclonales anti-CD8 disminuye la resistencia, lo que indica un papel en
proteccién antimicobacteriana (Orme. 1994). Se ha observado que células CD8" de
ratones infectados con M. bovis y retados con PPD producen INF-y y en cocultivos de
células CD8* y macr6fagos infectados con M. bovis inducen tuberculostasis
independiente de INF-y y probablemente dependiente de la lisis de la célula blanco
(Kaufmann, 1988).



Se han realizado estudios con ratones a los que se les ha eliminado un gen, con los
que se ha demostrado un papel relevante de células CD4" (restringidas por el complejo
mayor de histocompatibilidad de clase 1I: CMH II) en infeccién con M. bovis BCG.
Pero los ratones deficientes en las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
de clase I (CMH 1) fueron mds susceptibles a in6culos de M. bovis BCG. Se cree que las
células T CD4" son importantes para contener a la bacteria dentro del granuloma. pero no
pueden eliminar al patégeno intracelular, por lo que es probable que esto corresponda a
las c€lulas CDS8"* (Ladel, 1995a).

Las evidencias de la participacién de células CD8" en la inmunidad contra patégenos
intracelulares en el humano son escasas. En el andlisis inmunohistolégico de lesiones
inducidas con PPD en individuos PPD"* se ha observado la presencia de células CD8"
(Kaufmann, 1988). En estudios realizados con células de lavado pleural de pacientes con
tuberculosis se logro6 aislar clonas de células CD8" que reconocen a la protefna de choque
wérmico de 71 kD en presencia de células presentadoras de antfgeno (CPA) e IL-2 (Rees.
1988).

El descubrimiento reciente de una tercera poblacién de linfocitos T que expresan el
receptor para antfgeno y3 ha generado interés en su posible papel en enfermedades
infecciosas. incluyendo las micobacterianas. Por su distribucién en dreas como la piel.,
estémago y en el tracto respiratorio superior se ha sugerido que representan una primera
Ifnea de defensa. Es de interés su acumulacion en tejidos infectados por micobacterias.
También se ha observado una rdpida acumulacién preferencial de células y8 en la cavidad

peritoneal de ratones inyectados con BCG (Inoue, 1991). La inmunizacion de ratones con

M. ruberculosis en el cojinete plantar incrementa la poblacién ¥8 en los nédulos

linfiticos y en ratones expuestos a PPD en aerosol esta poblacién se eleva en el pulmén
(Born, 1990). ademais de que las células ¥8 de rai6n son estimuladas in virro después de
1a inmunizacién con micobacterias. En estudios recientes utilizando ratones deficientes en

el receptor ¥8, se compard6 la sobrevivencia a la infeccion con M. ruberculosis y con
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BCG, observdndose que los ratones deficientes en dicho receptor sobreviven durante mas
tiempo que aquellos que presentan defecto en el receptor afd. pero en los primeros se

observé un nimero mayor de unidades formadoras de colonias en comparacién con los V
ratones control, lo que sugiere una funcién auxiliar de los linfocitos ¥S en la proteccion
contra M. wuberculosis 'y BCG (Ladel. 1995b). En el humano se ha encontrado que el
porcentaje de células ¥3 en sangre periférica es de 1 a 9%, aunque después de la
estimulacién in virro el porcentaje aumento de 12 a 42%; también se ha encontrado que la
estimulacién con M. tuberculosis induce a la célula ¥8 a producir IL-2 y a expresar el
receptor para IL-2; tambi€n presentan actividad citolftica contra blancos pulsados con M.
tuberculosis (Munk, 1990). Se han generado lfneas de células ¥5 de fluido sinovial de
pacientes con artritis reurmnatoide, de lesiones de lepra. y en pacientes con tuberculosis
pulmonar, que reaccionan con PPD. Una gran porcién de las células y8 reconocen
protefnas de chogue térmico, las cuales son altamente conservadas en todos los
organismos. Algunos hibridomas ¥8 reconocen a la protefna de choque térmico de 65 kD
y PPD de M. ruberculosis, varios de estos hibridomas reaccionan con la GroEL de E. coli
(Born, 1990). De estas dos observaciones se desprende la teorfa de que las células ¥8 han
sido seleccionadas durante la evolucién para responder rdpidamente a ciertos antigenos

microbianos mientras que la poblacién oy responde mds tardfamente (Janis, 1989).

6. ANTIGENOS MICOBACTERIANOS

Las protefnas secretadas en el medio de cultivo por M. tuberculosis han sido el
principal blanco de la investigacién por considerarlas vitales para entender la interaccién
de patégenos con el sistema inmune y con el propésito de identificar aquellas que puedan
ser importantes en la inmunoproteccion (Young, 1992). La eliminacion de los
carbohidratos de este material por precipitacion‘ con sulfato de amonio o 4cido
tricloroacético di6 como resultado el extracto protefnico purificado (PPD). que se utiliza

todavfa en algunas regiones para el diagnéstico. En 1965 Florence Seibert desarrollé un
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método para separar el filtrado del medio de cultivo de M. ruberculosis en fracciones de
protefnas y polisacdridos. Estc método separé a las protefnas en las fracciones A, By C y
a los polisaciridos en 1 y 11 (Fraccionamiento de Seibert). Janiki. en los setentas siguiendo
una serie de fraccionamientos bioqufmicos. reconocimiento con sueros hiperinmunes y
por un sistema de inmunoelectroforesis propuso un sistema de clasificacién en el que se
identificaron 7 antfgenos (Sistema de referencia US-Japén). Actualmente los antigenos
micobacterianos (Tabla 11 y III) se designan con base en su peso molecular aproximado
obtenido mediante geles SDS-PAGE (Young. 1992). Desde el descubrimiento del bacilo
por Roberto Koch los antfgenos micobacterianos han estado sujetos a investigacién para
tratar de discemir cudles de ellos provocan la respuesta inmune protectora, y si €s un
pequeiio grupo de antfgenos involucrados o son diferentes los antigenos responsables en
diferentes individuos inmunes.

Se conoce que un gran nimero de prolefnas micobacterianas son capaces de inducir
respuesta inmune y muchas de ellas han sido seleccionadas para estudiar diferentes
aspectos de la enfermedad. Para el inmunodiagnéstico por ejemplo, se han buscado
antfgenos inductores de respuesta inmune especffica de especie, capaces de producir
anticuerpos o hipersensibilidad retardada (Ivanyi, 1988). La seleccién de antfgenos para
una vacuna es mads complicada, ya que el reconocimiento de diferentes antfgenos puede
estar asociado con aspectos de proteccién o patolégicos de la respuesta inmune. Para
dilucidar esta situacién se ha comparado la respuesta inmune a los diferentes antigenos en
individuos sanos, enfermos y probando el efecto protector en modelos de animales
infectados después de la inmunizacién con alguna protefna micobacteriana (Young,
1992).

Hay interés en estudiar la posibilidad de que la micobacteria viva secrete ciertos
antigenos que ‘ puedan ser relevantes para el rdpido reconocimiento de los focos
infecciosos; esta posibilidad ha sido vislumbrada por el hecho de que muchas clonas T

que reconocen sonicado de micobacterias no reconocen bacilos vivos (Rook, 1986). Los
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antfgenos liberados por el bacilo vivo o expuestos en su superficie son potencialmente

importantes en la respuesta inmune mediada por células, por ejemplo, los polipéptidos

asociados con la pared celular de M. leprae inducen reaccién de hipersensibilidad e

inducen proliferacién de células T en individuos sanos lepromina-positivos (Brennan,
1988). Es probable que la pared celular de M. ruberculosis contenga antigenos
inmunodominantes para células T que puedan inducir inmunidad protectora contra el
desarrollo de la tuberculosis. Se ha sugerido que los antfgenos secretados por la bacteria

viva son importantes para estimular la respuesta inmune protectora (Ribi, 1966; 1982).

6.1 Antigenos secretados y de pared

Las bac;.erias patégenas interactiian con su hospedero en diferentes formas. Cada
especie bacteriana ha evolucionado en forma inica. ya sea para atacar al hospedero o
para evadir la respuesta inmune. Mycobacterium hace uso de un mecanismo sutil pero
efectivo para vivir dentro del hospedero. No se han descrito exotoxinas pero mucho del
tejido dafiado se debe a la respuesta inmune del hospedero en el intento por combatir la
infeccion.

En 1986 Rook observé un pawurdén variable de reactividad de lineas T humanas a
sonicados del BCG y sugirié que el bacilo vivo puede liberar antfgenos protectores o que
pueden ser expuestos en su superficie (Rook, 1986). Con base en observaciones de que la
resistencia especifica a la micobacteria fue dificil de inducir usando bacilos no viables, se
sugirié que las protefnas protectoras contra M. tuberculosis pueden ser metabolitos del
organismo en divisién y no las proteinas constitutivas que siempre estdn presentes en la
preparacién de bacterias muertas (Orme, 1993b). La micobacteria secreta protefnas que
son extremadamente potentes para inducir respuesta inmune celular en ratones infectados
con M. ruberculosis viva‘ (Tuberculosis). Se ha observado en este modelo animal que
solamente la micobacteria viva en divisién induce una efectiva inmunidad protectora

(Orme. 1988). La inmunizacién de cobayos con una fraccién de protefnas secretadas
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induce inmunidad mediada por células e inmunidad protectora contra un reto de M.

tuberculosis por aerosol (Pal, 1992). En humanos se ha observado respuesta de contactos

sanos y de pacientes con tuberculosis pulmonar mfnima a protefnas del filtrado del medio

de cultivo y se ha probado que esta respuesta se debe a la poblacién CD4™ productora de
IFN-y (Boesen, 1995). Estos hallazgos han sido fundamentales para suponer Que las
protefnas secretadas en la primera etapa de infeccién son responsables de inducir células
T protectoras (Andersen. 1991; Orme, 1993). La amplia variedad de moléculas secretadas
por M. tuberculosis son de gran interés por sus caracterfsticas para el inmunodiagnéstico,
¥y por su posible papel en la proteccién contra la enfermedad las protefnas de 10. 19, 30-
31, 38, 50-55, kD.

6.2 Glicoproteinas de M. tuberculosis

Aunque la presencia de glicoprotefnas en organismos procariontes es rara, estas han
sido observadas en arqueobacterias como: Halobacterium salinarium. Las _glicoprotefnas
bacterianas mejor caracterizadas son aquellas presentes en la superficie cristalina de las
arqueobacterias (Dobos, 1995). una de las caracterfsticas de las glicoprotefnas
bacterianas es su localizacién en la superficie de la célula, aunque se han reportado
glicoprotefnas solubles en Srreprococcus faecium, Streptomyces spp. En M. ruberculosis
se ha reportado, principalmente dentro del filtrado de cultivo la existencia de un grupo de
protefnas que se han definido como glicoprotefnas con base en su unién con Con A.
Espitia y Mancilla (1989) demostraron que las protefnas de 38 kD (Gp 38) y 50-55 kD
(Gp 50-55) son reconocidas por Con A, y que la Gp 38 purificada por métodos
fisicoquimicos posee el 25.7% de carbohidratos. mientras que la Gp 50-55 presenta el
34.6%. Espitia observo que 1a Gp 50-55 induce hipersensibilidad retardada en ratones

BALB/c. posteriormente demostré que la digestion de la Gp 50-55 con a-D-manosidasa
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inhibe la unién a esta lectina. Garbe (1993) demostré que la protefna de 19 kD posee un

péptido sefal que se glicosila al expresarla en M. smegmatis. Recientemente Dobos

presenté evidencias de glicosilacién en la protefna de 45 kD de M. ruberculosis por '

espectémetria de masas, en esta protefna se encontré6 el 4% de carbohidratos (peso/peso)

y se encontré que posee el 75% de homologfa en la porcién N-terminal con la Gp 50-55.
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TABLAT
Antigenns de M, txberoulosis con funclén conoclda. (Young, 1992)

Nombre Peso (kDa) _ Funcién Caracteristicas Inmunologis

DK 70 -Proteina de choque térmico involucrada ->50% deidentidsd con DraK - Respuesta de anticuerpos en ratdn y
en plegamiento y traslocacién de  de E. coli'y con In proteina hurnanos.

proteinas humana - Proliferaci6n de células T en bumanos
- Proteina de adhesion a macréfagos(*) - sanos y enfermos,

GroEl 65 - Proteina de choquetérmico involucrads - > 50% de identidad con GroEl - Respuestade anticuerpos ea ratbn.
en plegamiento y traslocacion de deE coliyconlaproteina - Respuesta prolifecativa de ofulas T

. proteinas, . humans citotbxicas en pacientes y controles
: 8004,
- Es reconocida por c&ules Ty
- Respuesta de autoreactividad
en roedores y humanos.
B4} 43 -Piridina nucledtido transhidrogenasa - Implicada en virulencia - Antigeno potencial para el diagnistico.
PhoS 38 - Participa enel transporte de fosfatos. - Posee péptido sefial y consenso - Respuesta de anticuerpos especificos
\d] delipoproteina. ‘ para ¢l complejo M. tuberculosis en
- Seasocia con carhohidratos.  pacientes con baciloscopia positiva.
- Respuesta de clulas T en pacientes
tuberculosis y controles sanos después

de la vacunacidn con BCG.




Continuacitn de la tabla 1l

Nomiee _ Peso (kDa) Funcién ' istica Inmunologia
3 - Protefna de unién a fibronectina. ND - Induce DTH en cobayos.

: - Induce 1a produccitn de IFN-yen

enfermos tuberculosas.
- Respuesta cruzada en pacientes con
lepra y tuberculosis.
SodA 23 - Elimina radicales libres de oxigeno ->50% de identidad con la
SoddeE. coliy MnSOD de ND
mitocondrias humanas.

GroES 12 - Protefna de chogue térmico
involucrada en plegamiento y
trastocacién de protefnas funciona

junto con GroEl

44 -L-alanina dehydrogenasa ND ND

¢ Gosahes, 199
e Eapiia, 191



TABLA TN
Antigenes de M. tuberculosis con secuencla conocida pero sin funcién destificada (Young, 1992).

Peso (kDa) Caracteristicas Caracteristicas Inmunolégicas
84 - Presente eneel citoplasma - Reactividad del 60% con sueros de

pacientes leprosos y baja reactividad
con sueros de pacientes tuberculosos,

35 - Protefna asociada a la membrana, ND
19 - Posee secuencia consenso - Respuesta de anticuerpos en humanos y ratones
de lipoprotefna. - Respuesta inmune celular en individuos sanos y
- Glicoprotefna en pacientes fuberculosos.
4 ND - Antfgeno especffico de especie.
- Induce la produccidn de anticuerpos y la prolifera-
cién de células T en pacientes tuberculosos.
10 - Protefna de secrecidn. - Induce respuesta DTH en cuyos.
- Presenta homologfa con GroES - Induce la producci6n de INF-yen células T
de E. coli.

de individuos sanos y en pacientes con tuberculosis.




IIL. OBJETIVOS

El objetivo principal de este proyecto fué la caracterizacién de la inmunogenicidad de las

glicoprotefnas de M. ruberculosis.
Los objetivos secundarios fueron la obtencién de fracciones enriquecidas con las
glicoprotefnas (Gps) de 38 y 50-55 kD, a partir del medio de cuitivo, desarrollar métodos

para su purificacion, evaluar la sintesis de anticuerpos y la respuesta celular in virro en

individuos sanos y pacientes.



IV. MATERIALES Y METODOS

1. CULTIVO DE M. tuberculosis Y MEDIDAS DE SEGURIDAD

La cepa de M. ruberculosis H37/Rv se obtuvo de la Escuela Nacional de Ciencias
Biol6gicas del IPN. La bacteria se cultivé en el medio liquido sintético de Proskawer y Beck
modificado por Youmans (Youmans, 1949) (apéndice 1) durante 4-6 semanas a 37°C. La
siembra se hizo por asada. tomando una pequefia fraccién de la pelfcula formada por el
crecimiento de la bacteria en condiciones de esterilidad en una campana de flujo laminar
vertical.

El personal que trabaja con M. ruberculosis, tiene alto riesgo en adquirir la enfermedad.
Afortunadamente hay métodos para el manejo de M. ruberculosis, que por su patogenicidad
estd clasificado en el grupo 3 de seguridad biolégica por el Departamento de Salud y
Servicios Humanos de los Estados Unidos de América (National Institute of Health, 1986).
Los patégenos clasificados en este grupo requieren de manejos especiales para evitar el riesgo
de infeccidn, ya que en el caso de M. ruberculosis las personas pueden adquirir la enfermedad
por inhalacién de menos de 10 bacilos, por lo que para la manipulacién de la bacteria el
personal debe observar medidas de seguridad como:

1) Todo el trabajo que implique el manejo del bacilo debe realizarse en un drea especial y en
campana de seguridad biolégica de flujo laminar vertical de tipo II.

2) En la misma 4rea también debe encontrarse la incubadora y todo lo necesario para la
manipulacién del patégeno.

3) El personal debe trabajar con cubrebocas, bata, cofia y guantes.

4) Evitar la formacién de aerosoles, escurrimientos y salpicaduras.

5) Nunca pipetear con la boca.

6) No comer, beber ni fumar en el 4rea de trabajo,

7) Evitar al mdximo el uso de jeringas. agujas, pipetas Pasteur, tubos capilares y bisturfes;

cuando éstos deban ser usados manejarlos con precaucion para evitar accidentes.
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8) El drea de trabajo debe limpiarse después de haber trabajado, usando cloro y fenol.
9) Todo el material que haya estado en contacto con la bacteria debe ser puesto en bolsas

para esterilizar, sellado y colocado en luz ultravioleta, para después esterilizarlo en autoclave

(Barkley, 1994).

2. OBTENCION DE PROTEINAS DEL MEDIO DE CULTIVO (EP)

El medio de cultivo se filtré por vacfo utilizando una trampa con fenol al 10%. a través
de un filtro Whatman No. 3 y posteriormente y de manera sucesiva a través de filtros de 1.2,
045 y 0.22 pm (Millipore Corporation, Bedford, MA). El filtrado se precipité
inmediatamente con 0.5 g/ml de (NH4).SO, a 4° C en agitacién durante toda la noche. Se
centrifugs a 10 000 g por 15 min, el extracto protefnico (EP) se resuspendié en un volumen
mfnimo de PBS pH 7.4 (apéndice 2) y se dializ6 exhaustivamente contra el mismo
amortiguador. La concentracién de protefna se determiné por el método de Lowry (Lowry,
1954) (apéndice 3). El EP se almacené en alfcuotas a -20°C hasta su uso y se analizé por

electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio en condiciones

desnaturalizantes (SDS-PAGE).

3. ANALISIS DE PROTEINAS

3.1 Electroforesis (SDS-PAGE)
Las protefnas se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil

sulfato de sodio bajo condiciones reductoras (SDS-PAGE) de acuerdo con el método descrito
por Laemmili (Laemmli. 1970). La separacién electroforética se llevé a cabo en geles de
acrilamida al 10% para el gel separador y 3% de acrilamida para el gel concentrador (apéndice
4). Las muestras se diluyeron 1:1 en c6ctel de electroforesis (125 mM Tris-HCl pH 6.8, 0.1%

SDS y 0.1% glicerol) y se hirvieron durante 5 min en bafio Marfa. La electroforesis se corrié a
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7.5 mA/gel durante toda la noche. Los geles se tifieron con azul de Coomasie (apéndice S) o

se transfirieron a papel de nitrocelulosa.

3.2 Electroforesis en geles de acrilamida no desnaturalizante
Se realiz6 también electroforesis en geles de acrilamida al 7.5% en condiciones no

desnaturalizantes y no reductoras (apéndice 9). El gel se monté en una cdmara de

electroforesis de 0.75 mm de grosor, vertical y constituida por 2 placas de vidrio de 18 x 16
cm. Después de vaciar la solucién de acrilamida, se colocé el peine y se dejé polimerizar. La
muestra de Ilfquido de ascitis se diluy6 1:4 en solucién de muestra (apéndice 9) y se aplicé al
gel, el cual se corrié a un voltaje constante de 200 V hasta que €l colorante alcanza la parte
inferior. Ya finalizada la electroforesis se tifié el gel con azul coomasie G250 (apéndice 10)

por 3 h y se destifié con una solucién de dcido acético al 10% (Saavedra, 1985).

3.3 Inmunotransferencia

Para los estudios de inmunotransferencia. el gel se monté en una cdmara -de
elecurotransferencia (Idea Scientific, Corvallis. PA. USA) y se transfirié a nitrocelulosa (Bio-
Rad, Laboratories Richmond, CA) a 1 A durante 1 h, en buffer de glicina pH 8.35 (apéndice
6), siguiendo el método descrito por Towbin (Towbin, 1979). La transferencia se comprobé
por tincién de los marcadores de pesos moleculares con rojo Ponceau (apéndice 7). La
membrana de nitrocelulosa se bloqueo por incubacién con BSA 1% en PBS pH 7.4 + Tween
20 0.3% a temperatura ambiente durante 2 h. Después de 3 lavados de 5 min con PBS +
Tween 20 0.3%, la membrana se incub6 con los anticuerpos a la concentracién adecuada
diluidos en PBS pH 7.4 + BSA 1% + Tween 20 0.3%. durante toda la noche a 4° C. Se
realizaron 2 lavados rdpidos con PBS pH 7.4 + Tween 20 0.3%. y otros 3 durante 10 min en
la misma solucién. El inmunoblot se revel6 por incubacién con protefna A (dilucién 1:1 000)

o anticuerpo anti-IgG de rat6n (1:2 000) marcados con peroxidasa (ambos de Sigma

(8]
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Chemical Co., St Louis Mo), por 2 h a temperatura ambiente. Después de lavar como en el

paso anterior, se revelé con H:O; y 4-cloro 1 naftol. (apéndice 8).

4. PURIFICACION DE PROTEINAS
4.1 Fraccionamiento del extracto proteico por el método de Seibert

Florence Seibert (Seibert, 1949) utilizé en 1946 el fraccionamiento 4cido alcohélico en la
purificacién de protefnas del filtrado del medio de cultivo de M. tuberculosis. La metodologia
consiste en una precipitacion inicial del EP (extracto proteico) por ajuste del pH a 4 con 4cido
acético glacial a 4° C; al precipitado obtenido se le denominé Fraccién 1 (F,). El sobrenadante
de esta precipitacion se ajusté a pH 7 con NaOH 5 N y se le agregé etanol hasta obtener una
concentracién del 30%; al precipitado se le denominé Fraccién 2 (F3). El sobrenadante se
ajust6 a pH 4 con HCI1 1 N, obteniéndose un precipitado al que se le llamé Fraccién 3 (F»). El
sobrenadante se llevé a una concentracién de 70% de etanol denomindndose al precipitado
Fraccion 4 (F,) y al sobrenadante se le denominé Fraccién S (Fs). Las fracciones obtenidas se
dializaron contra PBS pH 7.4 y se les determiné la concentracién de protefna por el método
de Lowry (Lowry, 1954). Cada fraccién se analiz6é por tincién con azul Coomasie (apéndice

5) e inmunoblot. En la figura 2 se esquematiza el fraccionamiento dcido alcohélico de

Seibert.

4.2 Obtencion de Gp 38 y de Gp 50-55 de geles preparativos
La Gp 38 y la Gp 50-55 se obtuvieron de la Fs y de la F, respectivamente, obtenidas del

fraccionamiento de Seibert. Las fracciones se cargaron en geles preparativos de acrilamida de
3 mm de espesor al 10% para el gel separador y 3% para el concentrador (apéndice 4) con
una concentracién de 2-6 mg de protefna/éel. La electroforesis se corrié durante 4 h a 40 mA
segiin el método de Lacmmli (Laemmli, 1970). Los geles se tifieron con acetato de sodio 4 M

(Higgins, 1970) a temperatura ambiente durante 20 min. Los geles se observaron en una
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cAmara oscura y la banda comespondiente al peso molecular seleccionado se corté y
posteriormente se trituré pasdndola a través de una jeringa de 10 ml sin aguja. El material
triturado se recibié en una solucién de urea 6 M (Lamb, 1988) (apéndice 11), con volumen
suficiente para cubrirlo. y se incubdé durante toda la noche a 37°C. Posteriormente se pasé por
un filtro Whatman No. 4 con vacfo; el filtrado se dializ6 contra PBS pH 7.4 y se determind la
concentracién de protefna por el método de Lowry. Se confirmé la identidad del antfgeno por

inmunoblot revelando con sueros de conejo anti-EP H37/Rv, anti-Gp 38 y anti-Gp 50-55.

4.3 Obtencién de una fraccién enriquecida en glicoproteinas por una columna de Con A

Para obtener una fraccién enriquecida en Gp 38 y Gp 50-55 del EP, se utilizé
1974). El1 EP de M.

cromatograffa de afinidad a Concanavalina A (Con A) (Daniel,
wuberculosis H37/Rv se dializé contra un buffer de acetato de sodio 0.1 M pH 5 (apéndice 12)

a 4°C durante 24 h con 2 cambios y se centrifugé a 10 000 g por 15 min. El sobrenadante se
incub6 con Sefarosa-Con A (Sigma C-9017) en una columna de 20 cm x 18 mm, (lavada
previamente con 5 voliimenes de columna con PBS pH 7.4 y 10 volumenes de columna con
buffer de acetato de sodio 0.1 M pH 5) a razon de 14 mg de protefna/ml de gel durante toda
la noche a 4°C en agitacion. El material no acoplado se lavé con el buffer de incubacién y el
material acoplado inespecfficamente se lavé con NaCl 0.5 M. La eluci6n se realiz6 con -
metilmanésido 0.01 M (Espitia, 1991) (apéndice 13), colectando fracciones de 80 gotas. Se
determiné la DOsso nm, cuando esta bajé a 0.02 se hizo el cambio de cada solucién. Las
fracciones del pico se dializaron contra PBS pH 7.4, se determiné la concentracion de
protefna por el método de Lowry, se verific6 el patrén electroforético por inmunoblot y por

tincién con azul Coomasie (apéndice 5). La columna se lavé con PBS pH 7.4 y se conservé a

4°C en buffer catiénico (apéndice 14).
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S. PURIFICACION DE Gp 50-55§ POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD CON UN
ANTICUERPO MONOCLONAL
5.1 Obtencién del anticuerpo monoclonal en contra de Gp 50-55

Durante el curso de esta tesis Rafacla Espinosa y Rafacl Saavedra produjeron un
anticuerpo monoclonal en contra de la Gp 50-55, de la siguiente manera: el hibridoma 6A3
obtenido por 1a fusién de células de mieloma SP2/0-Agl4 y células de bazo de ratones hembra
BALB/c (Espitia. 1995), se cultivé en medio DMEM complementado con 10% de FCS, 0.1
mM de aminoicidos no esenciales. 1 mM de piruvato de sodio y 50 U/ml de penicilina-
estreptomicina. Se mantuvo en cultivo hasta un crecimiento 6ptimo de 4x10° células/ml

aproximadamente, 1o cual se logré diluyendo 1:5 diariamente (Saavedra, 1985).

5.2 Obtencién del liguido de ascitis

Las células a inocular se centrifugaron. se lavaron una vez con medio DMEM sin FCS y
se resuspendieron en el mismo a una concentracién de 10’7 células/ml. Ratones de la cepa
BALB/c de 6-8 semanas inyectados 1 semana antes por vfa intraperitoneal con 200 ul de
pristano (2.6.10,14-tetrametilpentadecano), se inocularon con aproximadamente 2x10° células
en 200 1l de DMEM sin FCS via intraperitoneal. Cuando los ratones presentaron los sintomas
de tumor se obtuvo el liquido de ascitis por puncién de la cavidad peritoneal. El l{quido se
dejé 2 h a temperatura ambiente para que se formara el codgulo de fibrina y para que
sedimentara el material celular. Se centrifugé a 830 g por 10 min y el sobrenadante se guardé

a -20°C hasta su uso. Se repitié la operacién cada tercer dfa hasta la muerie del animal
(Saavedra, 1985).

5.3 Precipitacion de inmunoglobulinas del liquido de ascitds

El l{quido de ascitis (ver 6.1 y 6.2) se diluy6 1:4 con PBS pH 7.8 (apéndice 15) y se
centrifugé durante 30 min a 50 000-100 000 g a 4°C para eliminar lfpidos. Posteriormente se

agregé un volumen equivalente de solucién saturada de (NHL)2:SO4 a 4°C, lentamente y con
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agitacion. Se dejé a 4°C durante 1 h en agitacién y se centrifugdé a 12 500 g por 15 min. E}
precipitado se disolvié en solucién A y se dializé contra 100 volimenes de precipitado con
solucién B (apéndice 15) en una probeta sin agitacién; 1a solucién se cambié 3-4 h después y
se dializé 8 h mis como mfnimo. Posteriormente se centrifugé a 15 000 g durante 15 min a
4°C, se recuperdé el sobrenadante y se determiné la DOago nm; la lectura se dividié entre el
factor 1.4 (Hybridoma-Technigst, 1980) y se obtuvo la concentracién de inmunogiobulina

como mg/ml. Se recuperaron aproximadamente de 8 a 12 mg de protefna/ml de ascitis
(Saavedra, 1985).

5.4 Purificacion del AcMn 6A3 por cromatografia de intercambio iénico

DEAE-Celulosa (Sigma D-3764) se resuspendié en la solucién B (apéndice 15), retirando
las partfculas finas varias veces. Se conservd a temperatura ambiente en suspension al 25%
aproximadamente, con NaN; al 0.1%. La columna de 30 cm x 18 mm se monté con 1 ml de
resina por cada 5 mg de protefna, y se equilibré con solucién B. La muestra se diluyé con un
volumen ijgual de solucién D (apéndice 15) y se aplic6 sobre la columna. colectando
fracciones de 9 min con flujo de 0.33 mVmin. Se lavé con 2 volimenes de columna de
solucién B y se eluyé con un gradiente de NaCl 20-200 mM (soluciones B-C), usando de 5 a
10 volimenes de columna. Se detertniné la DOs»go N de las fracciones, se reunieron aquellas
que presentaron absorbancia, se dializé contra NaHCO, 0.1 M pH 8, y se verificS la pureza
del AcMn en un gel de acrilamida PAGE-SDS (ver 4.1) tefiido con azul Coomasie (apéndice

5) (Saavedra, 1985). La columna se lavé con NaCl 1 M y se conservé en solucién B + NalN,
0.1% a 4°C.

5.5 Acoplamiento del AcMn 6A3 al soporte de Affi-gel 10

Para montar la columna de afinidad, el AcMn puro se acoplé a un gel de agarosa (Affi-
gel 10, Bio-Rad), siguiendo las recomendaciones del fabricanie para €l acoplamiento. El

AcMn se incub6 en agitacion con el gel durante 4 h a 4°C, a raz6n de 10 mg/ml de soporte; se
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centrifugé a 500 g durante 5 min y se recuperé el sobrenadante para determinar el porcentaje
de eficiencia en el acoplamiento. Se bloquearon los sitios no ocupados por incubacién con

etanolamina 0.1 M pH 8 a 4° C durante 1 h. Se lav6con PBS pH 7.4a4°C, y la columna se

almacené en PBS pH 7.4 + NaN3; 0.1% a 4°C".

S.6 Purificaciéon de Gp S0-55
El1 EP en PBS pH 7.4 se incubé durante toda la noche con 1.5 ml de agarosa-AcMn 6A3

a razén de 17 mg de protefna/ml de soporte en una columna poly-prep (Bio-Rad) de 0.8 x 4
cm, haciéndolo circular con una bomba peristdltica con flujo de 0.3 m¥Vmin. Con el mismo
flujo y colectando fracciones de 6 min se eliminé todo el material no acoplado y acoplado
inespecificamente a la columna lavando sucesivamente con 15 voldmenes de columna de PBS
pPH 7.4; con 5 volimenes de columna con Tris 25 mM pH 7.5 + NaCl 0.5 M + Tritén X-100
al 2% (Staehelin, 1981), y 20 voliimenes de columna de PBS pH 7.4. La elucién se realizé
con 10 voliimenes de columna de NH,OH 0.1 M neutralizando inmediatamente con HCI1 1 N.
Se dializ6 exhaustivamente con agua megapura a 4° C. La concentracién de protefna se
determiné por el método de Lowry. La eficiencia de la purificacién se comprob6é por
electroforesis tifiendo con azul Coomasie (apéndice S) y por inmunoblot revelado con suero
anti-EP H37/Rv y con el AcMn 6A3. La columna se lavé exhaustivamente con PBS pH 7.4 y

se conservé en PBS pH 7.4 + NaN; 0.1%. para reusarla dos veces mds.

6. METODO DE DUBOIS PARA LA DETERMINACION DE CARBOHIDRATO

La determinacién del porcentaje de aziicares en la glicoproteina Gp 50-5S5 purificada por
aﬁnidéd se determiné por el método de Dubois. Para la curva estdndar (apéndice 21) se utilizé
manosa en un volumen final de 200 ul a diferentes concentraciones. La protefna liofilizada

(250 ug) se resuspendié en 200 ul de agua destilada, se adicionaron 200 ul del reactivo A
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(apéndice 21), rdipidamente se adicioné 1 ml del reactivo B cuidando que la solucién no tocara

las paredes del tubo. Se dej6é reposar durante 10 min antes de agitar vigorosamente. Se

determind Ja absorbancia a 490 nm después de 30 min (Chapli, 1986).

7. RESPUESTA INMUNE HUMORAL ANTI-Gp $50-55 EN PACIENTES CON
TUBERCULOSIS PULMONAR POR ELISA

Se obtuvieron 54 sueros de pacientes adultos con tuberculosis pulmonar comprobada y
42 sueros controles de donadores sanos. La Gp 50-55 purificada por cromatograffa de
afinidad se diluyé en el buffer de carbonatos (apéndice 19) a 5 ug/ml y se colocaron 100
ul/pozo en una placa de 96 pozos. Se incubé a 37°C durante toda la noche y se lavé 3 veces
con PBS pH 7.4 + Tween 20 al 0.05% durante 3 min en agitacién. Se agregaron 200 ul de
PBS pH 7.4 + BSA al 1% y se incubd durante 1 h a 37°C. Se incub6 con 100 ul de suero
dilufdo 1:500 en PBS pH 7.4 + BSA al 1%, durante 1 h a 37°C. Se lavé 5 veces y se incubé
con 100 ul de Protefna A- Peroxidasa dilufda 1:1 000 en PBS pH 7.4 + BSA al 1% a 37°C
por lh. Se lavé la placa 5 veces con PBS pH 7.4 + Tween 20 al 0.05% por 3 min en
agitaciéon. Se agregaron 50 ul de solucion reveladora (apéndice 20), se dejé 4 min en

oscuridad y se paro la reaccién con 200 ul de 4cido sulfiirico 1 N. Se leyé la DOswonm en un

lector de ELISA.

ANALISIS DE LA RESPUESTA INMUNE CELULAR in viro A LAS

8.
GLICOPROTEINAS

8.1 Obtencion de células monc
Se obtuvo sangre periférica de voluntarios por puncién venosa aséplicamente. La sangre

se recibié en un tubo de poliestireno con 100 U de heparina por ml de sangre y se diluyé 1:1

es de sangre periférica (CMP).

29



con solucién de Hank's (Sigma). Las células mononucleares se separaron por un gradiente de
Ficoll-Paque (Pharmacia) en tubos de 15 ml con 3 ml de Ficoll; 8 ml de sangre diluida se
vertié lentamente y sin mezclar sobre el Ficoll y se centrifugé a 1 500 g durante 30 min a
temperatura ambiente. Al final de la centrifugacion. se colectaron las células de la interfase
Ficoll-plasma con ayuda de una pipeta Pasteur y se lavaron con 20 ml de solucién de Hank's

(1000 g por 10 min). Se repiti6 el lavado una vez mds con 20 ml solucién de Hank's(1 200 g

por 10 min) y posteriormente las células se resuspendieron en medio RPMI-1640

suplementado (Saavedra, 1991) (apéndice 16). Se determiné la viabilidad celular con azul

tripano al 0.4% en un hematocitémetro y se ajustd a la concentracién deseada

8.2 Ensayos de proliferaciéon
Las células se cultivaron in vitro por triplicado. en placas de 96 pozos de fondo plano

(Costar) a razén de 10° células/pozo con el antfgeno. en un volumen final de 200 pl en medio
RPMI-1640 suplementado. Se incubaron durante 7 dfas con el antfgeno o durante 3 con el
mitégeno fitohemaglitinina (PHA) 1:300 (Gibco), a 37°C con 95% humedad y 5% de COs. La
proliferacién se determiné por incorporacién de [H*]-timidina (NEN), agregando 0.5 uCt en
20 ul de medio por pozo e incubando durante las lltimas 18 h. La radioactividad incorporada
se determiné en un contador de centelleo. Los resultados se reportaron en fndices de

estimulacién (IE = proliferacién en presencia de antigeno/proliferacién en ausencia de

antfgeno). considerando positivos los IE = 3.

8.3 Obtencién de una linea T en contra de F4
La lfnea T se estableci6é de células mononucleares de sangre periférica con fndice de
estimulacién positivo a la F,. Se obtuvo sangre periférica y se separaron las células

mononucleares como se describe en 9.1. Se incubé con el antigeno en las condiciones ya

establecidas en placas de 24 pozos en un volumen final de 2 ml. Al dfa 7 de incubaci6n se
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recuperaron las células viables por Ficoll-Paque y se resuspendieron a 2x10° células por
pozo en RPMI-1640 suplementado, se incub6 con el antgeno y con células presentadoras de
anifgeno autSlogas tratadas con mitomicina C (CPA) (apéndice 17) a raz6n de 10° por poio
e IL-2 (Boehringer Mannheim) a 10 U/ml en un volumen final de 2 ml. Se sigui6 el mismo
procedimiento 2 veces mds y se probé la especftficidad de 1a inea. La especfificidad de la lfnea
se determiné por un ensayo de transformacién bldstica, colocando 20 000 células de la linea
T por pozo, en placas de 96 pozos en presencia de 50 000 CPA autSlogas y bajo el estfmulo
de la F4 o el mitégeno PHA (1:300). La proliferacién se determiné por incorporacién de

[H?]-Timidina como se describe en 9.2 (Ver figura 3).

8.4 Clonacién de la linea T anti-F, por dilucién limitante

La lfnea de células T en crecimiento se expandi6 en placas de 6 pozos (Costar)
hasta que mostraron confluencia, para posteriormente realizar la clonacién por dilucién
limitante. Se diluyeron a 6 células/ml (0.3/pozo), 20 células/ml (1/pozo), 60 células/ml
(3/pozo). 200 células/ml (10/pozo) y se agregaron 100 pl de estas diluciones en placas de 96
pozos junto con CPA (1x10°/pozo). PHA (1:300) e IL-2 (2 U/pozo). Semanalmente se
alimentaron con IL-2 (2 U/pozo) y quincenalmente con PHA y CPA en las condiciones ya
mencionadas. Se verificé el crecimiento de las clonas periédicamente. De los pozos en los que
se observ6 crecimiento se sacaron las cé€lulas y se expandieron en placas de 24 pozos con

CPA (1x10%poz0), PHA (1:300) e IL-2(20U/pozo) en un volumen final de 2 ml. (Ver figura
3).

8.5 Ensayos de proliferacion de las cionas a Gp 38 y a Gp 50-55

Para los ensayos de estimulacién in virro de las clonas, las células de la clona T se
cultivaron en RPMI-1640 suplementado en placas de 96 pozos (20 000 células/pozo), en
presencia de CPA autélogas (50 000/pozo) y ante el estimulo de las Gps de 38 y 50-55 eluidas
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por urea 6 M (Lamb. 1988), a diferentes concentraciones (10, 3, 1, 0.3 y 0.1 pug/ml) o con el
mitégeno PHA (1:300) durante 3 dfas. La proliferacién se determiné por incorporacién de

[H?)-Timidina como se describe en 9.2.

8.6 Caracterizacion de la linea anti-F, por citometria de flujo

Se colocaron 10° células de la linea T por tubo (Falcon 2054) y se lavaron con 2 ml de
PBS pH 7.2 (apéndice 18) + NaN; 0.1% + FCS 2% a 4°C (2 000 g x 10 min). Para la
inmunofluorescencia indirecta, se incubaron las células con 100 pul de sobrenadante de cultivos
de hibridomas productores de anticuerpos anti-CD3 (AcMn OKT3), anti-CD4 (AcMn OKT4),
anti-CD8 (AcMn OKTS8) y con 100 ul de ascitis de rat6n anti-y/8 (Anti-TCR <1 donado por el
Dr. Brenner) diluido 1:1 000, en PBS pH 7.2 + NaN3 0.1% + FCS 2% durante 40 min a 4°C.
Se lavaron 3 veces con 3 ml de PBS pH 7.2 + NaN3 0.1% y se agregaron 100 pul de conjugado
GAM-FITC (anti-ratén especffico para la fraccién Fc de IgG de ratén acoplado a isotiocianato
de fluorescefna) diluido 1:100 en PBS pH 7.2 + NaN:0.1% + FCS y se incubaron a 4°C por 40
min en oscuridad. Para la fluorescencia directa se incubaron con 20 ul del anticuerpo anti-TCR
o/P obtenido en ratén (Becton Dickinson, San José CA. USA) acoplado a fluorescefna durante
40 min a 4°C, en oscuridad. Se lavaron 3 veces con 3 ml de PBS pH 7.2 + NaNi: 0.1%. Las
células se resuspendieron en 200 ul de PBS pH 7.2 + p-formaldehfdo 1% fresco y se leyeron
en un citémetro de flujo (FACScan, Becton Dicknson, San José CA. USA).
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METODO PARA OBTENER CLONAS DE CELULAS T

Clonas T vs gps de 38 y 50-55 kD
de A1 rwbercuwosss :

Linfocitos de sangre peritérica de
persona(s) inmune(s) aislados por
Ficoll-Hypaque

|

Cultivo 7 wiro +Fa
1 sensibili i

1 semana

4
Fa
CPA
-2
2% sensibilizacion

1 semana
1 semana Clonacién por dilucidn limitante en
; presencia de PHA, CPA o IL-2
-2 .
Cada 3 dias Cada 2 semanmas

iL-2

Figura 3.
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V. RESULTADOS
1. OBTENCION DE FRACCIONES ENRIQUECIDAS EN Gp 38 Y Gp 50-55.
El fraccionamiento 4cido-alcohélico de Seibert ha sido ampliamente utilizado en el
laboratorio. Este método permite el enriquecimiento en algunas protefnas. Como primer paso
en la obtencion de lfneas T especfficas de la Gp 50-55 y la Gp 38. se procedié a buscar una

fraccion de Seibert enriquecida en estas glicoprotefnas. En la Figura 4 se muestra el

fraccionamiento dcido-alcohdlico de Seibert del EP de la cepa H37/Rv (carril A). En la Fy, se
pueden apreciar en su gran mayorfa las mismas bandas observadas en el EP, aunque algunas
se hicieron menos evidentes como las de 70, 62 y el doblete de 50-55 (Gp 50-55); en esta
fraccion permanecen las protefnas de 45, 38 y en el doblete de 30-31 kD. En la F, y Fa, se
observan pricticamente las mismas bandas que en la F;. solo que en éstas se aprecia
nuevamente el doblete de la Gp 50-55 y de manera abundante la protefna de 23 kD en la Fa.
En la F, estdn presentes principalmente las protefna de 30-31 kD y las Gps de 38 y 50-55. En
la Fs se observan de manera abundante la Gp 38 y la protefna de 30-31 kD, en compaiifa de
otras bandas menos evidentes de menor peso molecular. En 1a F; estdn presentes las protefnas
de interés con escasa presencia de otras protefnas. Para comprobar que en la F, estdn
presentes las Gps de 38 y 50-55 se realiz6 un inmunoblot revelado por sueros policlonales
anti- Gp 38 y anti-Gp 50-55 monoespecificos. En la Figura 5 se observa el inmunoblot
revelado con suero anti-EP (carril A), en el que se pueden apreciar las Gps 38 y 50-55,
ademds del doblete 30-31 y la protefna de 23 kD. En el carril B la reaccién del suero anti-Gp

38 y en el carril C, la del suero anti-Gp 50-55. En vista de lo anterior, la Fa fué seleccionada

como fuente de antfgeno.



: Figura 4.

Anidlisis del fraccionamiento icido alcohélico de Seibert del EP de M. ruberculosis por
inmunoblot, incubado con suero de conejo anti-EP y revelado con Proteina A-

peroxidasa.



Figura S.
Inmunoblot de F, revelada con suero de conejo anti-EP (A); F,4 revelada con suero anti-
Gp 38 (B) y F4 revelada con suero anti-Gp 50-55 (C).




2. OBTENCION DE LAS Gps 3B Y 50-58.
Como se menciond en el pdrrafo anterior la F, se seleccioné para estimular linfocitos in

virro. derivar Ilfneas y clonas T en contra de las Gps 38 y 50-55. de estas Ifneas
posteriormente se obtendrfan clonas contras estas Gps. Para lo anterior era necesario obtener
fracciones enriquecidas en estas Gps, por lo que se aproveché también el fraccionamiento
dcido-alcohdlico de Seibert, 1a Gp 38 se aisl6 por electroforesis preparativa por elucién con
urea 6 M de l1a Fs. En la Figura 6 se observa un inmunoblot de la Gp 38 revelado con suero
anti-M. ruberculosis y un anticuerpo policlonal monovalente anti-Gp 38.

La Gp 50-55 se obtuvo de la F,. En el inmunoblot de esta fraccién (Figura 5) revelado
con suero anti-EP se identifica el doblete que corresponde a este peso molecular, y se
comprueba la identidad incubando el inmunoblot de la fraccién con suero policlonal
monovalente anti-Gp 5S0-55. En la Figura 7 se muestra ¢l inmunoblot de la Gp 50-55 obtenida
de 1a F4 por elecuroforesis preparativa por elucién con urea 6 M.

Estos estudios muestran un buen grado de pureza con este procedimiento, aunque no se

descarta la posibilidad de algunas protefnas contaminantes no detectadas por el suero anti-M.

tuberculosis

3. ENSAYOS DE PROLIFERACION CON LA F,
Para la obtencién de lfneas y clonas en contra de las Gps 38 y 50-55 se seleccioné la F

por ser rica en estas Gps. Para establecer la concentracién 6ptima de la F,, se realiz6 un

ensayo de proliferacién usando células mononucleares de sangre periférica (CMP) de

personas sanas vacunadas con BCG, una PPD+ y otra PPD-. Se probaron varias

concentraciones de la F, (30, 10, 3, 1, 0.3 y O.1ug/ml) y se utiliz6 como control el EP (100,
30, 10, 3, 1. 0.3 y O.lug/ml) y fitohemaglutinina PHA (1:300). En la Figura 8 se puede
observar que las células de ambos donadores responden al EP y a la F4. de una manera
dependiente de la dosis. LLas concentraciones de antfgeno a las que observamos fndices de

estimulacién maiximos fueron de 10 ug/ml para el EP y =30 ng/ml para la Fo. No se probaron
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Figura 4.
Andlisis del fraccionamiento aAcido alcohdlico de Seibert del EP de Af. tuberculosis por

inmunoblot, incubado con suero de conejo anti-EP y revelado con Proteina A-

peroxidasa.
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Figura 5.
Inmunoblot de F4 revelada con suero de conejo anti-EP (A); F, revelada con suero anti-

Gp 38 (B) y F, revelada con suero anti-Gp 50-55 (C).
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Figura 6.
Inmunoblot de la fraccion enriquecida en Gp 38. Fs incubada con suero anti-EP (A); Gp
38 purificada de Fs incubada con suero anti-EP (B); Gp 38 incubada con suero anti-Gp

38 (O).



Figura 7.
Inmunoblot de 1a fraccién enriquecida en Gp S0-5S5. F, revelada con suero anti-EP

(A); Gp 50-55, tira incubada con suero anti-EP (B); Gp 50-55 purificada e
incubada con suero anti-Gp 50-55 (O).
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Proliferacién de células mononucleares de sangre periférica (CMP) a F4, de dos
donadores sanos, uno con reaccion PPD+ y otro PPD-. 2x10° CMP se incubaron con
diferentes concentraciones de EP y de F4, durante 7 dias. La proliferacién se determiné
por incorporacion de [*H]-timidina (0.5uCUpozo) durante las ultimas 18 h de
incubacién.



concentraciones mds altas de la Fs debido al bajo rendimiento del método de Seibert. Estos
estudios muestran que la F; es inductora de transformacién blistica y llama la atencién la

mayor respuesta bldstica en el individuo PPD-.

4. ESTABLECIMIENTO DE UNA LINEA CELULAR T ANTI- F,

Se derivé una Hnea T en contra de la Fq utilizando CMP de un donador sano PPD-
vacunado con el BCG. cuyas células respondieron al EP y a la Fa. Las células se reestimularon
en 3 ocasiones con la Fs (Ver diagrama en Materiales y Métodos, Figura 3) y posteriormente
se probé su especificidad mediante un ensayo de proliferacion. En la Figura 9 se observa
tnicamente proliferacién al estimular en presencia de Fa pero no en su ausencia, lo cual indica
que la células T son especfficas de antigenos presentes en la F,.

Se determiné el fenotipo de la linea por citometria de flujo usando anticuerpos
monoclonales contra los marcadores de superficie CD3, CD4, CD8 y contra los receptores T
para antigeno o/f y /8. Como se puede observar en la Figura 10, el 94.2% de las células
expresan el marcador CD3, el 71.66% la molécula CD4 y el 29.04% la molécula CDS8. El
94.9% expresan el receptor para antfgeno o/p y el 5.11% presentan el receptor para antigeno

¥/8.

5. ESTABLECIMIENTO DE CLONAS

La Ifnea de células T se cloné por dilucién limitante en placas de 96 pozos sembrando 1.
3 y 10 células/pozo en presencia de fitohemaglutinina (1:300), células alimentadoras e IL-2r.
Se reestimularon por dos meses con IL-2r, fitohemaglutinina y cdlulas alimentadoras, (ver
diagrama en Materiales y Métodos, Figura 3). En la primera clonacién se obtuvieron 4 clonas
(A, A, Ai, Ay) con una probabilidad de monoclonalidad del 88%. Estas clonas se
expandieron con fitohemaglutinina, células alimentadoras e IL-2r en placas de 6 pozos; al dfa
10 de su reestimulacién se realizé un ensayo de proliferacién para probar su especificidad con

las Gps 38 y 50-55 a diferentes concentraciones. LLos resultados se muestran en la Figura 11 y
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Figura 9.
Ensayo de especificidad de la linea T anti-F, (&T). Células de la linea T (2x10%

fueron incubadas con 5x10* células mononucleares de sangre periférica autSlogas
tratadas con mitomicina (CPA), en presencia o ausencia de 30 ug/ml de F;
durante 3 dias. La proliferacién se determiné por incorporacién de [*H]-timidina

(0.5 pCuvpozo) durante las iltimas 18 h.
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Determinaciéon del fenotipo de la linea T por citometria de flujo (FACS). Las células
(1x10°%) de las linea T se incubaron con anticuerpos monoclonales contra los marcadores
celulares CD3 (AcMn OKT3) B), CD4 (AcMn OKT4) C), CD8 (AcMn OKTS8) D) y
v/8(yl) F), como segundo anticuerpo se uso un anti-IgG murino marcado con
isotiocianato de fluoresceina. Para el receptor de antigeno o/B E) se utilizé un Ac

obtenido en ratén acoplado a fluoresceina.

i
|
{
{
:



cpm x 10°

cpm x 10°

30

10

30

20

10

Clona A1

ug/mi

Clona A2

T T T T T

A 3 1 3 10

Figura 11. ug/mi

Clona A3
Gp 38 ®
30 Gp 50~-55 O
PHA a
20 —
2.3
10 -
1 T 1 T L
o 1 3 1 3 10
Clona A4
30
20 —
3
10
1 T T 1 R
o 1 .3 1 3 10

Proliferacién de clonas a las Gps 38 y 50-55. Células de las clonas T (2x10%*) fueron
cultivadas con 5x10? células presentadoras de antigeno tratadas con mitomicina, IL-2r a
20 U/ml y diferentes concentraciones de Ag. Incubadas por 3 dias y marcadas con 0.5
uCt/pozo de [*H] timidina por las ltimas 18 hrs.



se puede observar que las clonas A: y As no responden a los antigenos a las concentraciones
probadas, a diferencia de lo observado con las clonas A; y A, las que respondieron tanto a la
Gp 38 como a la Gp 50-55 y aun en ausencia de antigeno por lo tanto A, y A: no son
especfficas del antfgeno. Hay que seflalar que la respuesta a fitohemaglutinina de todas las
clonas fué normal. De otros ensayos se obtuvieron S clonas, denominadas como Ay, Ag, Ay,
Ai;g Y Az, cOn una probabilidad de monoclonalidad =70%. Las clonas se expandieron en
placas de 6 pozos y se realiz6 un ensayo de proliferacién con las Gps 38 y 50-55 con y sin IL-
2r, en el que no sec observé respuesta especffica a los antfgenos, ya que la proliferacién
inducida por IL-2 r no aumenté cuando se adicionaba antfgeno. De las 9 clonas derivadas

ninguna proliferé contras las glicoprotefnas de interés.

6. OBTENCION DE OTRAS LINEAS T

Ante el fracaso de la clonacién por dilucién limitante de la linea T contra la F,, se pens6
en la posibilidad de derivar lineas contra una fraccién enriquecida en glicoprotefnas obtenida
por una columna de Con A. Esta fraccién se obtiene en cantidades suficientes para realizar
ensayos d_e transformacién bldstica y son abundantes en ella las Gps 38 y 50-55 (Figura 12).
Para determinar la concentracién 6ptima de anugeno y el dfa de proliferacién mdxima, se
realiz6 un ensayo de transformacio6n bldstica utilizando 10, 30 y 100 pg/ml de antigeno. En
este experimento se trabajé con 3 donadores vacunados con BCG, 2 con reaccién PPD+ y 1
sin reaccién al PPD (Figura 13). de los que se obtuvieron 3 lfneas T (una de cada uno).
Obtener una fraccién de Gps utilizando una lectina que a la vez es mitégeno implica el riesgo
de que la fraccidn esté contaminada y de que la estimulacién desarrollada sea en respuesta al
mitégeno. Ante la posibilidad de que Con A desprendida de la columna al eluir con -
metilmandsido estuviera contaminando al antigeno y fuera responsable de la respuesta
bldstica observada, se hizo un ensayo de proliferacién utilizando una de las lfneas obtenidas
para determinar si tal cosa ocurrfa. En la Figura 14 se puede observar que la fraccion

enriquecida en glicoprotefnas estd contaminada con Con A, al inhibirse la respuesta de la linea
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Figura 12.
Inmunoblot de la fraccién enriquecida en Gps del EP de M. tuberculosis. EP revelado

con suero anti-EP (A); fraccién enriquecida en Gps eluida de una columna de Con A
(B); fraccién acoplada inespecificamente eluida con NaCl 0.5 M (C).
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Cinética de la proliferacién de CMP de 3 donadores sanos a una fraccién
enriquecida con Gps obtenida por cromatograffa de afinidad con Con A. 1x10°
células/ml fueron incubadas a tres concentraciones de Ag, la proliferacién se
determiné por incorporacién de [’H]-Timidina (0.5 uCvpozo).
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Figura 14.

Proliferacién de células T a la fraccién unida a Con A. 1x10° CMP/ml fueron
incubadas a distintas concentraciones de la fraccién enriquecida em Gps, en
presencia o ausencia de 0.025 M de oa-metilmanésido, durante 5 dias. La
proliferacién se determiné por incorporacién de [°’H]-Timidina.



en presencia de a-metilmanésido. Por lo tanto, esta fraccién a pesar de poseer casi

exclusivamente Gp 38 y Gp 50-55 no es la adecuada para el desarrollo de lfneas T.

7. PURIFICACION DE Gp 50-55 POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD CON UN
AcMn
Paralelo a este trabajo. en el laboratorio se aislé un AcMn contra Gp 50-55 obtenido en

ratones BALB/c (Espitia, 1995), 1o que permitié purificar por cromatografia de afinidad a Gp
50-55 a partir de EP con un buen rendimiento.

7.1 Purificacién del AcMn

Para obtener grandes cantidades de AcMn, el hibridoma se inyect6 en ratones BALBC/c,
y se obtuvo el liquido de ascitis. Para confirmar que en este iltimo contenfa el anticuerpo, se
someticron las diferentes muestras del liquido de ascitis a una electroforesis en gel de
acrilamida al 7.5%, en condiciones no desnaturalizantes y no reductoras. En la Figura 15 se
observa que en todas las muestras hay una buena cantidad de inmunoglobulina, por 1o que se
reunieron y el anticuerpo se purific6 por cromatograffa de intercambio i6nico (DEAE-
celulosa). En la Figura 16 se muestra el cromatograma de la purificacién de este AcMn el cual
eluye entre 20 y 400 mM de NaCl. La pureza se verificé por electroforesis tefiida con azul
Coomasie (Figura 17). El Ac purificado se acoplé a Affi-gel 10 obteniéndo un 98% de
acoplamiento. La columna se resuspendié al 10% en PBS, pH 7.4. NaN; 0.1%.

7.2 Cromatografia de afinidad con el AcMn 6A3

Para determinar las condiciones 6ptimas del acoplamiento y elucién de Gp 50-55 se
realizaron ensayos preliminares en tubos Eppendorf. En primer lugar se probé la capacidad
del AcMn acoplado a la columna para unir a la protefna, y la factibilidad de eluir al antigeno.
En este experimento, 120 pug de EP se incubaron con 60 ul de gel (correspondientes a 65 pug

de AcMn 6A3) en PBS, pH 7.4 a 4°C, en agitacién durante toda la noche. Posteriormente se
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Figura 15.

Liquidos de ascitis de ratones Balb/c inyectados con el hibridoma 6A3. La electroforesis
se realizd en un gel de acrilamida al 7.5% en condiciones no reductoras y teflido con
azul de Coomassie G250. La flecha indica la posicién de la IgG.
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Figura 16.
Purificacién del AcMn 6A3 en una columna de intercambio i6nico de DEAE-

celulosa por un gradiente de NaCl (20-400 mM)
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Figura 17.

AcMn purificado por cromatografia de intercambio iénico. La electroforesis se realizé
en un gel al 10% SDS-PAGE teilido con azul de Coomassie. Las flechas indican la
posicion de las cadenas pesadas y ligeras de la inmunoglobulina.




realizaron 3 lavados con PBS, pH 7.4 y se eluy6 con el buffer de SDS-urea 8M (apéndice 22);
el sobrenadante de la incubacién, lavados y el material eluido se aplicaron a un gel al 10% y se
analizaron por inmunoblot revelado con el AcMn. En este experimento (Fig. 18) se pudieion
determinar las condiciones de incubacién para la cromatografia de afinidad y ademds se
comprobé la factibilidad de eluir a 1a Gp 50-55 de la columna.

La elucién es usualmente el paso mds dificil en la cromatografia de afinidad. en donde el
objetivo es obtener a la protefna como un producto estable. activo y con alta pureza. Para el
experimento anterior se usé como eluyente un buffer de SDS-urea 8 M que se utilizé s6lo
como control, pues la presencia de SDS imposibilitarfa su uso in virro. Para identificar el
mejor método de elucién se probaron los siguientes eluyentes: buffer de urea 8 M sin SDS,
buffer de urea 4 M sin SDS, agua bidestilada. 4cido acético 0.1 N, NH,OH 0.5 M y glicina
0.1 M+NaCl 0.15SM/HCI1 pH 2.6. Para este ensayo las mini-columnas se incubaron con EP, se
lavé como en el experimento anterior y las fracciones eluidas se analizaron por inmunoblot o
con el AcMn 6A3. En la Figura 19 se puede observar que la tinica solucién exitosa fue la de
NHLOH 0.5 M (carril K). En los demds carriles se observan trazas de protefna, pero esto se
debe probablemente a que se trabajé con excesos de EP que no son completamente
eliminados durante los lavados, o a que los eluyentes logran despegar pequefas cantidades de
protefna, siendo el mejor en este caso el NHLOH 0.5M.

Para establecer la molaridad 6ptima de NH,OH, para eluir a la protefna se probaron
concentraciones menores (0.5, 0.4 ,0.3,0.2, 0.1 M). En la Figura 20 se observa que con
todas las concentraciones probadas la protefna fue eluida. por lo que se determiné usar el
NH.OH a la concentracién mfnima necesaria (0.1 M). En la misma Figura se observan algunos
contaminantes en la fraccién eluida que probablemente se unen inespecfficamente a la
columna, ya que anteriormente se habfa probado que el AcMn 6A3 sélo reconoce a Gp 50-55.
Para eliminar estos contaminantes se utiliié Tris 25 mM pH 7.5 + NaCl 0.5M + Tritén X100

2% como solucién de lavado previa a la elucién. En la Figura 21 se observa que los
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Figura 18. :

Inmunoblot revelado con el AcMn 6A3. El EP se incub6 con la columna a 4°C
durante toda la noche, para posteriormente lavar y eluir. EP (A); sobrenadante de
la incubacién (B); 1°F lavado con PBS pH 7.4 (C); 2° lavado (D); elucién con
SDS-urea 8 M (E).
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Figura 19.
Determinacion del eluyente para Gp 50-55 de la columna de afinidad. Inmunoblot
revelado con el AcMn 6A3. EP (A); sobrenadantes de las incubaciones del EP

con la columna (B, D, F, H, J, L) y de las eluciones con:
SDS-urea 8 M (C); urea 8 M (E); urea 4 M (G); acido 4dcetico 0.1 N (ID; NHLOH

0.5 M (K) y glicina 0.1 M + NaCl 0.15 M/HCI pH 2.6 (M).
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Figura 20.

Ensayo para determinar la concentracién 6ptima del eluyente de la cromatografia
de afinidad. Inmunoblot revelado con suero anti-EP. EP (A); sobrenadante de las
incubaciones del EP (B, D, F, H, J, L); fracciones eluidas con diferentes
concentraciones de NHOH: elucién con SDS-urea 8 M (C); NHOH 0.5 M (E);
NH,OH 0.4 M (G); NH,OH 0.3 M (I); NH,OH 0.2 M (K); NH,OH 0.1 M (M).



Figura 21.

Purificacion de Gp 50-55 por cromatografia de afinidad. Gel teflido con azul Coomasie
de las fracciones de la cromatografia. EP (A); 1o no acoplado (B); lavado con Triton X-
100 al 29 -+ NaCl 0.5 M + Trizma base 0.25 mM pH 7.5 (C); proteina purificada (D).




contaminantes son eliminados durante los lavados con la solucién antes mencionada,

obteniéndose la Gp S0-55 pura.
Una vez determinadas las condiciones 6ptimas para la cromatograffa de afinidad, se

mont6 la columna abierta (como se describe en Materiales y Métodos 6.6) con capacidad
para 19.39 mg de protefna. En la Figura 22 se muestra el cromatograma de la purificacién
donde se observa el pico de elucién. Las fracciones correspondientes a este pico se reunieron,
se verificé la pureza de la protefna por imnunoblot al revelar con suero anti-EP (Figura 23);
se realizé también una tincién con azul Coomasie (Figura 21) y por ambos métodos se
observé la Gp 50-55 sin bandas contaminantes. El inmunoblot de la Figura 24, revelado con
el anticuerpo monoclonal nos muestra que el pico de elucién corresponde a Gp 50-55,
ademds de que ha sido absorbida completamente del EP. Con este método de purificacién se

logré determinar que Gp 50-55 corresponde aproximadamente al 2% del EP.

Para determinar si en la fraccién eluida hay contaminacién con el AcMn, se realizé una
electroforesis (SDS-PAGE) y se transfiri6 a nitrocelulosa, el inmunoblot se incubd

tinicamente con anti-IgG de rat6n marcado con peroxidasa, en la Figura 25 se puede

observar la banda que corresponde a las cadenas pesadas de la IgG.

8. DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS
En vista de que Gp 50-55 ha sido considerada en nuestro laboratorio como una

glicoprotefna con residuos de manosa (Espitia, 1991), en este trabajo quisimos corroborarlo
con la protefna purificada por cromatograffa de afinidad. Para lo que hicimos estudios de
inmunoblot que muestran que la protefna purificada reaccionan con Con A marcada con

peroxidasa (Figura 26) y por el método de Dubois se demostré un 9.2% de carbohidratos.

9. RESPUESTA HUMORAL A Gp 50-55.
Una vez que obtuvimos la Gp 50-55 determinamos la respuesta inmune humoral en

pacientes tuberculosos y en personas sanas vacunadas. Para este fin se realiz6 un ELISA
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Figura 22.
Cromatograma de la purificacién de Gp 50-55 a partir del EP de M. tuberculosis

H37/Rv, utilizando el AcMn 6A3.
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Figura 23.
Verificacién de la pureza de Gp 50-55 obtenida por cromatografia de afinidad.

Inmunoblot de la purificacién, revelado con suero anti-EP; EP (A); fraccién no
acoplada a la columna (B); fraccién eluida con NH,OH 0.1 M (C).
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Figura 24.

Purificacion de Gp 50-55. Inmunoblot de las fracciones de la cromatografia de afinidad

revelado con el AcMn 6A3. EP (A); fraccidn no acoplada a la columna (B) y fraccion
eluida con NH,OH 0.1 M (C).
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Figura 25.

Inmunoblot para determinar contaminacién con €l AcMn 6A3 durante la purificacién de

Gp 50-55. EP (A); fraccidn no acoplada a 1a columna (B); Gp 50-55 (C) y AcMn 6A3
(D), se revelo con anti-IgG murina.
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Figura 26.
Inmunoblot de la reaccién de la proteina purificada por cromatografia de afinidad

con Con A marcada con peroxidasa. Gp 50-55 eluida con urea 6 M de una
fraccién enriquecida en Gps (A); Gp S0-55 purificada por afinidad con el AcMn

6A3 (B).



utilizando 79 sueros de enfermos con tuberculosis pulmonar y 54 sueros de personas sanas
(Figura 27). Se puede observar que la Gp 50-55 al parecer es un anugeno muy pobre para
inducir respuesta inmune humoral, en pacientes con tuberculosis se observaron tftulos de
anticuerpos bajos con una densidad Gptica media de 0.503 con una SD de 0.29 y para los
individuos sanos fue de 0.261 y una SD de 0.11. El punto de corte se establecié con dos
desviaciones estindar por encima del valor de la media; con lo que se obtuvo una
especificidad alta de 0.95 pero la sensibilidad fué muy baja (0.33).

En los resultados obtenidos con el EP el 64% de los sueros de enfermos tuberculosos
sobrepasan la media (x = 0.78) y algunos de ellos alcanzan lecturas > 2.9; el 94.5% de los

sueros de personas sanas dan lecturas menores a la media (x =0.78).

10. RESPUESTA INMUNE CELULAR A Gp 50-5S

Se analiz6 la respuesta de células T a Gp 50-55 en 14 individuos: 4 pacientes con
tuberculosis pulmonar y 10 individuos sanos; 8 de estos ultimos vacunados con BCG y 2 sin
vacunacién con BCG. Para los ensayos de transformacién bldstica se utilizaron 1 pg/mil de Gp
50-55 y como control EP (10 ug/ml) y fitohemaglutinina (1:300). Las células se cosecharon a
los 7 dfas. 18 horas antes se marcaron con [°H]-Timidina (0.5 pug/ml) los resultados se
expresan como fndices de estimulacién (IE). Los resultados (Figura 28) muestran que todos
los individuos sanos vacunados con BCG responden al EP (X = 15.86) y S de 8 a Gp 50-55 (x
= 5.2). De los 4 pacientes tuberculosos uno fue anérgico tanto al EP como a Gp 50-55 y los
tres restantes respondieron a ambos antfgenos (EP X = 22.97, Gp 50-55 x = 5.4), Wl vez esto
se relacione con la gravedad de la enfermedad. ya que el paciente anérgico presentaba un
cuadro clinico de dafio severo, en tanto que el enfermo con mayor respuesta al EP y a Gp 50-
S5 respondié satisfactoriamente al tratamiento. Ninguno de los 2 individuos sanos no
vacunad;)s con BCG respondié a Gp 50-55 (X = 2.14) y solo uno de ellos respondié

deébilmente al EP (X = 2.5)..
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Figura 27.

ELISA con Gp 50-55. Se utilizaron 79 sueros de pacientes con tuberculosis
pulmonar. El grupo control estuvo constituido por 54 individuos sanos. L.os pozos
1:500.
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los sueros

se diluyeron



T W -
-
9—
8 4 .
7-—1
®
6 4
6 A
] .
4 4
3 1 . -
.
2 .
L2
']
Tb SNV Sv
50 hd
40 °
[
°
30 -
M B
-
ZOﬂ
L ]
-
w - L J
H
- —a
A d [ ]
Tb SNV Sv

Figura 28.

Respuesta celular a Gp 50-55 (A) y al EP de M. ruberculosis (B). Se utilizaron
CMP de individuos enfermos con tuberculosis pulmonar (Tb) e individuos sanos
vacunados (SV) con o0 no (SNV) con BCG. Las células se estimularon con 1
ug/ml de Gp S50-55 y con 10 pg/ml de EP. Los resultados se expresan como



VI. DISCUSION

Durante los ultimos afios ha habido un inter$s creciente en caracterizar a nivel molecular
al agente causal de la tuberculosis. S¢ piensa que este conocimiento permitirfa identiticar
moléculas involucradas en diversos aspectos de la patogénesis de la tuberculosis como son la
virulencia. infectividad y la capacidad de inducir una respuesta inmune. En particular ha
habido interés en identificar antfgenos que permitan desarrollar nuevos métodos de
diagnéstico y de vacunacién. En la dltima década hubo un considerable adelanto en el
conocimiento de la estructura molecular de M. ruberculosis gracias al advenimiento de
técnicas modernas de purificacion de protefnas, la disponibilidad de anticuerpos monoclonales
y mdas recientemente la biologfa molecular ha permitido la clonacién de genes y la obtencién
de protefnas recombinantes.

En nuestro laboratorio ha habido mucho interés en estudiar antigenos micobacterianos.
Asf, en 1989 se hicieron observaciones pioneras que indicaban que algunas de las protefnas
de M. ruberculosis estaban glicosiladas. Especfficamente se demostré que las proteinas de 38
y 50-55 kD posefan carbohidratos que reaccionaban de manera especffica con Con A
indicando la presencia de residuos de manosa o de glucosa ( Espitia y Mancilla, 1989 ).
Estudios posteriores mds retinados usando endoglicosidasa vinieron a apoyar la tesis de que
Gp 50-55 era una glicoprotefna (Espitia y col., 1995) y mds recientemente se demostré en
otro laboratorio 1a unién covalente de carbohidratos y polipéptidos en la Gp 50-55. También
se han obtenido evidencias de que las protefnas de M. ruberculosis de 19 y 10 kD estdn
también glicosiladas (Garbe, 1993). Estos hallazgos son importantes, pues aun cuando se ha
demostrado claramente la presencia de glicoprotefnas en archacobacterias, en eubacterias son
recientes las evidencias de glicosilacién (Wu, 1986). Por ejemplo, después de la hidrélisis
suave de una presunta glicoprotefna de Bacillus stearothermophilus con &cido fluorhidrico,
se identificaron residuos de rhamnosa. La tincién de Schiff y la unién a lectinas después de
una electroforesis (SDS-PAGE) también se han usado para sugerir la presencia de
glicoprotefnas y se han encontrado entre los antigenos de pared de Streptococcus sanguis
(Morris, 1987; Weerkamp. 1982), Streptococcus faecium (Kawamura, 1983) y Streprococcus
pyogenes (Benchetrit., 1978), Myxococcus xanthus (Maeba. 1986). Micrococcus
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lysodeikticus (Andreu. 1978), Clostridium acetobutvlicum (Erickson, 1993), Bacillus
stearothermophilus (Messner, 1988), Bacillus magaterium (Taku, 1976) y Bacillus
thuringiensis (Bulla, 1977). Debido a que 1a unién a lectinas y la tincién con PAS, pueden
identificar una asociacién carbohidrato-protwefna, esto no garantiza que se tratc de una unién
covalente, por lo que se ha trabajado en obtener evidencias directas de uniones covalentes
entre protefnas de eubacterias y carbohidratos. En la proteina purificada de 115 kD de S.
sanguis se encontré €l 39% de carbohidratos por HPLC. La asociacién covalente de
carbohidratos en esta protefna de pared se demostré usando inhibidores especificos de la
sfntesis de carbohidratos, por el tratamiento con glicosidasas y el analisis de aminodcidos y
carbohidratos en glicopéptidos pequeiios por resonancia magnética nuclear (Erickson, 1993),
Recientemente se¢ han obtenido evidencias de glicosilacién en una protefna de M.
tuberculosis de 45 kD por espectometrfa de masas (Dobos, 1995). Esta glicoproteina es
reconocida por el anticuerpo monoclonal 6A3 obtenido en nuestro laboratorio en contra de
Gp 50-55 lo que al podrfa indicar que la protefna de 45 kD es parte del complejo que
nosotros hemos estudiado. En la protefna de 45 kD se encontré 4% de carbohidratos
{peso/peso) (Dobos, 1995) y en el doblete de 50-55 kD purificado por cromatograffa de
afinidad encontramos un 9.2% de carbohidratos. En la protefna purificada por elucién con
urea 6 M se determiné el 34.6%, lo que indicarfa una probable contaminacién con
lipoarabinomanana unida no covalentemente.

El objetivo inicial de esta tesis era estudiar la inmunogenicidad de las glicoprotefnas de
38 y 50-55 kD, sobre todo a nivel celular. Para lo anterior, se obtuvo in virro. a partir de
células de sangre periférica de donadores sanos vacunados con BCGQG, una lfnea celular que es
estimulada por una fraccion rica en glicoprotefnas. Esta fraccién se obtuvo del extracto total
del medio de cultivo por el método de Seibert. Una vez establecida la lfnea se determiné su
respuesta a la fraccién enriquecida y se observé proliferacién celular. De la lifnea, se
obtuvieron clonas por dilucién limitante estimulando con fitohemaglutinina; posteriormente
se analiz6 la especificidad de las clonas contra las glicoprotefnas nativas purificadas, no
observandose proliferacién en contra de la fraccién enriquecida, del extracto proteico o de
las glicoprotefnas de 38 y 50-55 kD purificadas por elucién de geles preparativos. El no haber

aislado clonas especfficas podrfa deberse a que las condiciones de clonacién no fueron
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apropiadas o al tiempo prolongado de cultivo. ya que se ha observado que después de dos
meses puede haber “crisis" durante las cuales baja el rango de crecimiento y si las células
sobreviven y se cxpanden inespecificamente responden s6lo a IL-2 lo cual puede reflcjar
inestabilidad del cultivo asociado a anormalidades cariotfpicas (Hudson, 1989; Coligan, 1991)
. Otra posibilidad serfa una baja frecuencia de células especificas en contra de las
glicoprotefnas en sangre periférica. Esto es apoyado por la observacién en enfermos
tuberculosos. en los que se encontré baja trecuencia de células especificas a PPD en linfocitos
de sangre periférica, en contraste a su alta frecuencia en linfocitos de lavado pleural (Manca,
1991).

Los problemas que se tuvieron para establecer las clonas T especfficas para las
glicoprotefnas de 38 y 50-55 podrian eliminarse si se trabajara con protefnas purificadas por
cromatograffa de afinidad. lo que descartaria la posibilidad de que la proliferacién de células
T que responden a otras prow(nas o lipoglicanos presentes en las fracciones probadas
interficra con la respuesta a los antfgenos de interés.

Ante las dificultades para obtener clonas especificas en contra de las glicoprowfnas
presentes en la fraccién enriquecida se opté por trabajar tGnicamente con Gp 50-55
aprovechando que en el laboratorio se cuenta con un anticuerpo monoclonal. Por otra parte,
esta protefna posee atributos suficientes para considerarla biol6gicamente relevante. Hay
observaciones que indican que se trata de un antfgeno de secrecién inmunodominante tanto a
nivel celular como humoral (Romain, 1992; 1993). Otra evidencia que indicarfa un papel
relevante en la interaccién huésped-pardsito es su localizacién y abundancia en la pared de la
bacteria como se ha demostrado en nuestro laboratorio por digestién con lisozima y por
inmunoelectromicroscopia ( Espinoza R. y col., datos no publicados).

El contar con el anticuerpo monoclonal hizo factible purificar Gp 50-55 por
cromatograffa de afinidad directamente del extracto proteico de manera rdpida, eficiente y
con un alto grado de pureza, debido esto a que el monoclonal reconoce tnicamente a esta
protefna. Cuando se seleccioné el eluyente y se afinaron las condiciones de purificacién, se
traté de mantener el menor tiempo posible al antigeno en contacto con el NHLOH que fu€ el
eluyente seleccionado. neutralizando inmediatamente, la proteina purificada retuvo su

antigenicidad y su capacidad para reaccionar con Con A.



Los antfgenos secretados, como parece ser Gp 50-55. podrfan jugar un papel
importante en la virulencia y en la induccién de respuesta inmune celular y humoral. Asf
mismo hay datos que indican que los antfgenos secretados por Mycobacrerium tuberculo_sis
son imponantes en la induccién de respuesta inmune protectora, como lo demuestra el hecho
que la bacteria viva es mds eficiente que la bacteria muerta induciendo inmunidad_ protectora
(Orme, 1988). Se ha observado que las protefnas de 10 y 19 kD, las cuales son secretadas
por M. tuberculosis, inducen proliferacién de células T en humanos (Bames, 1992; Torres,
1994).

Una vez purificada la protefna se procedié a analizar su antigenicidad. En primer lugar se
estudié la respuesta humoral de pacientes con tuberculosis 1o cual se realizé por ELISA,
Nassau y colaboradores fueron los primeros en reportar la técnica de ELISA para el
serodiagnéstico de la tuberculosis (Daniel, 1987) usando el filtrado del medio de cultivo de
M. tberculosis H37/Rv, encontrando una especificidad de 0.979 y una sensibilidad de 0.565;
Otros investigadores han reportado resultados similares utilizando diversas preparaciones
antigénicas asf como protefnas puras. En nuestro laboratorio hemos demostrado niveles muy
altos de especificidad y sensibilidad utilizando diversas protefnas purificadas del medio de
cultivo. Para utilizar con amplia confiabilidad el ELISA se necesita mejorar al maximo la
especificidad, usando antfgenos no compartidos con micobacterias ambientales o con otros
patégenos. Se pensé que Gp de 50-55 podrfa ser un buen candidato para el
inmunodiagndéstico, ya que al parecer el epftopo reconocido por el AcMn 6A3 estd presente
solamente en M. ruberculosis y BCG (Espitia. 1995), 1o que podria indicar restriccién de
especie.

En el ELISA realizado con Gp 50-55 purificada por afinidad se obtuvo una especificidad
muy alta (0.94) y una sensibilidad muy baja ( 0.33), por lo que podria concluirse que este
antigeno no es un buen candidato para el inmunodiagnéstico de la tuberculosis, a diferencia
de lo reportado con otros antigenos purificados. En estudio de ELISA previo realizado con
Gp 50-55 se obtuvieron tftulos diagnésticos con 70% de los sueros de pacientes con
tuberculosis y con solo el 2% de sueros de individuos sanos (Espita, 1995), esto podrfa
deberse que en ese estudio la Gp 56-55 se¢ obtuvo por elucién de geles preparativos con
urea, lo cual podrfa haber resultado en contaminacién con otros antfgenos, especfficamente
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esta protefna migra a la misma distancia en los geles de acrilamida que glicoconjugados no
proteicos, gue reaccionan con sueros de individuos tuberculosos (Sada. 1990)
En los estudios de transformacién bldstica se encontré que Gp 50-55 es buena inductora

de inmunidad celular, ya que las células de 3 de 4 pacientes con tuberculosis pulmonar

proliferaron intensamente in virro. Hay que mencionar que estos pacientes estaban

respondiendo adecuadamente al tratamiento. En cambio el paciente que no respondié. tenfa
tuberculosis muy activa y extensa. En cuanto a 1a respuesta de los controles sanos, 5 de 8
vacunados con BCG respondieron, mientras que los no vacunados no respondieron. Nuestros
hallazgos difieren de otros reportados en la literatura en los cuales se ha encontrado
generalmente una respuesta inmune celular mucho mayor en sujetos sanos que en enfermos.
Sin embargo hay observaciones que concuerdan con nuestros hallazgos. En un eswudio
reciente (Torres, 1994) no se encontraron diferencias en la respuesta a diferentes fracciones
de antfgeno de M. tuberculosis en pacientes con tuberculosis activa y en contactos sanos; una
excepcién fue la fraccién 14-19 kD la cual indujo una respuesta mayor en pacientes
tuberculosos. En cambio la respuesta a la protefna de choque térmico de 64 kD fue
semejante en pacientes y contactos sanos, por lo que podrfa pensarse que tiene un papel
limitado en la respuesta inmune protectora (Torres, 1994). El antigeno 6/a el cual
corresponde a la protefna de 30 kD no induce transformacién bldstica en pacientes con
tuberculosis, pero sf en donadores sanos, por lo que se podrfa especular sobre su
participacién en inmunidad protectora (Havlir, 1991).

Se ha pensado que las protefnas secretadas. asf como las proteinas somadticas son
esenciales para la induccién de resistencia a la infeccién por M. ruberculosis. Recientemente
se compard la respuesta de CMP a protefnas secretadas de 10 y 38 kD y a protefnas de
choque térmico de 65 y 71 kD. Se observé que las células mononucleares de sangre periférica
de donadores sanos tuberculina positivos responden a ambos antigenos secretados, pero en
mayor intensidad a la protefna de 10 kD y de las protefna de choque wérmico de 65 kD fue la
mads inmunogénica. También se observé que la reactividad inducida por el antfgeno de 10 kD
fue similar a la inducida por el BCG completo, se cree que esta protefna posee epitopos T
compartidos con micobacterias ambientales (Bames, 1992; Mendez, 1995).



Podrfa concluirse que la Gp 50-55 es un antfgeno buen inductor de inmunidad celular en
sujetos que han sido expuestos al bacilo, ya sea por vacunacién con el BCG o por infeccién,
aun cuando hay que sefialar que la respuesta es mds intensa en sujetos sanos que en enfermos.

De este estudio no es posible concluir si la inmunidad inducida por la Gp 50-55 es
inmunoprotectora. Para avanzar en este sentido serfa conveniente caracterizar
cualitativamente la respuesta en los dos grupos. determinando si es Thl o Th2.
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VII. CONCLUSIONES

Las conclusiones obtenidas en este estudio acerca de la Gp 50-55 son las siguientes:

Estd abundantemente representada en el el medio de cultivo ( 2 % ) 1o cual sugiere que se

que se trata de una protefna de secrecién.

Es posible purificar la Gp 50-55 por cromatograffa de afinidad con un anticuerpo

monoclonal con un alto grado de pureza. ademds se logré determinar que esta posee

9.2% de carbohidratos. que conserva su reactividad con Con A y preserva su
antigenicidad.

e Esta glicoprotefna es capaz de inducir in virro la proliferacién de linfocitos de individuos

sanos vacunados con BCG, asf como de pacientes con tuberculosis pulmonar.

e La Gp 50-55 es poco inmunogénica a nivel humoral, ya que solo el 33% de los sueros de

pacientes con tuberculosis pulmonar tuvieron titulos altos de anticuerpos por ELISA.
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IX. APENDICE

1. MEDIO DE CULTIVO PBY (Proskauer and Beck, modificado por Youmans).

ASPARAGINA 37.80 mM
KHPO, _ 36.00 mM
K:SO. 2.80 mM
CITRATO DE SODIO-2H,0 2.00 mM
MEgCl;-6H0 0.96 mM
GLICEROL 0.68 mM

Ajustar el pH a 6.8 con NAOH S N. Se esteriliza en autoclave.

2. PBS (BUFFER DE FOSFATOS) 10x pH 7.4.

NaCl 0. 15M- Fosfatos 0. I5SM
Preparar las siguientes soluciones: ’ .
A) NaCl . 1.5M

B) Na2HPO4 1.5M

C) NaH2PO4 1.5M )

Ajustar el pH de la solucién B a 7.4 con la solucién C A 900 m! de solucién A agregar 100 ml

de la solucién B Ajustada.

Nota: El fosfato de sodio dib4sico se disuelve solamente calentando ligeramente el agua.

3. METODO DE LOWRY PARA DETERMINACION DE PROTEINAS.

SOLUCIONES

C. Na;CsH.Os-2H;0 2%
D. CuSO,4.5H-0 2%
E. Na;COsen NAOH 0.1 N 2%

REACTIVO A
Mezclar: 0.5 ml de C + 0.5 ml de D llevar a 50 ml con E



REACTIVO B
Folin-ciocaltew/H,O destilada 1:1

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

TUBO BSA (ml) H;0(ml) Protefna (ug/ml)

[4] - - -

1 0.050 0.2 200.0
2 0.025 0.225 100.0
3 0.025 0.475 50.0
4 0.25 0.250 25.0
s 0.25 0.250 12.5

Adicionar 1 ml del reactivo A, agitar vigorosamente y dejar reposar por 10 min a temperatura

ambiente. Agregar 100 ul del reactivo B, agitar vigorosamente e incubar 30 min a temperatura
ambiente.

Se lee la absorbancia a 600 nm.

4. PREPARACION DE GELES SDS-PAGE.
GEL SEPARADOR AL 10%

Acrilamida 30%-
Bis-acrilamida 0.8% 10.00 ml .
Tris-HCIpH 8.8 1.5M 7.50 ml
H,0 Bidestilada 11.65 ml
SDS al 10% 0.60 ml
Persulfato de amonio al 10%*

" (100 mg/ml) 0.20 ml
TEMED 20.00 ul

* Agregar el persulfato de amonio y desgacificar durante 2 min, después agregar el
TEMED.

Colocar el gel e inmediatamente poner unas gotas de isopropanol, dejar que polimerize y
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enjuagar con agua bidestilada.

GEL CONCENTRADOR 3%

Acrilamida 30%-

Bis-acrilamida 0.8% 1.00 ml
Tris 0.5 M pH 6.8 2.50 ml
H.0 6.36 ml
SDS al 10% 0.10 ml
Persulfato de amonio al 10%*

(100 mg/m1l) 33.00 pul
TEMED 5.00 pul

*Agregar el persulfato y desgacificar por 2 min, después agregar el TEMED.
Colocar el peine y agregar la mezcla, esperar 20 min a que polimerize.

5. COLORACION RAPIDA DE COOMASIE PARA GELES DE ACRILAMIDA.
Solucién fijadora:

CH3;COOH 5% (V/V)

CH3;0H 10% (V/V)

Solucién colorante:
Azul de Coomasie brillante G250 al 1% en agua

Solucién decolorante:
CH>COOH 7% (V/V)

1. Lavar el gel con suficiente solucién fijadora para cubrirlo durante 15 min a 50-55°C.

2. Reltirar la solucitn, agregar un volumen suficiente de solucién fijadora para cubrir el gel
conteniendo 10% de solucién colorante. Dejar 15-20 min a 50-55°C.

3. Retirar la solucién y agregar un volumen suficiente de solucién decolorante; dejar a 50-
55°C por 15 min,

4. Cambiar la solucién cuantas veces sea necesario.



6. BUFFER DE TRANSFERENCIA pH 8.35.

A 800 ml de buftfer Tris-base 0.025 M + Glicina 0. 193 M desgacificar mfnimo durante 30
min y adicionar 200 ml de metanol.

7. TINCION CON ROJO PONCEAU.

Colorante: Rojo Ponceau (0.3%) en 4cido tricloroacético (CC1,COOH al 3 %).
Teilir 1a tira de nitrocelulosa durante 10 min y lavar con dcido acético al 10%.

8. SOLUCION DE REVELADO PARA INMUNOELECTROTRANFERENCIA.
(se prepara al momento de usarla)
A 50 ml de PBS pH 7.4 se agregan 8 ml de metanol, 50 plde H,O: al 30% y 2 ml de 4-cloro-1-

naphthol (30 mg en 2 ml de metanol). Incubar las tiras de nitrocelulosa a temperatura ambiente y
parar la reaccién con agua.

9. ELECTROFORESIS NO DESNATURALIZANTE EN GELES DE
ACRILAMIDA.

SOLUCIONES

Solucién A: Acrilamida al 30%, Bis-acrilamida 0.8%

Solucién B: Preparar Tris-base a 1.5 M en 24 ml de HCI 1 M y adicionar 230 pl de

TEMED, ajustar a pH 8.9 y aforar a 100 ml.
Solucién C: Preparar 10 ml de persulfato de amonio 0.061 M.

Solucién D: Preparar SO0 ml de Tris-base 0.049 M + Glicina 0.38 M y ajustar a pH 8.3.
Solucion de

ra: 2 ml de solucién B + 6 ml de glicerol al 10% + 20 ul de azul de
bromofenol al 1%.

Solucién de corrida: Diluir 1:10 la solucién D al volumen que sea necesario.
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PREPARACION DEL GEL:

Mezclar 3 ml de solucién A y 3 ml de solucién B; desgacificar con vacfo y agrepar 6 ml de la

solucién C recientemente preparada. El gel queda a una concentracion final de 7.5% de
acrilamida y 0.2 de bisacrilamida.

10. TINCION CON AZUL DE COOMASIE G250.

Colorante: azul de Coomasie G250 al 0.04% (P/V) en HC1O, al 3.5 %. agitar 1 h a temperatura
ambiente y filtrar. Conservar en oscuridad a 4°C.

Teiiir el gel por 3 h a temperatura ambiente y destefiir con 4dcido acético al 10%.

11. UREA 6 M.

Urea 6M

K:HPO, 50 mM
KH>PO, 50 mM
EDTA 20 mM

12. ACETATO DE SOD10 0.1 M pH S.
SOLUCIONES

A: Acido acético 02M

B: Acetato de sodio 0.2 M

El acetato de sodio 0. 1 M pH 5 se obtiene mezclando 140 ml de la solucién A con 352 ml de 1a
solucién B y aforando a 1 000 ml.

13. BUFFER DE ELUCION PARA LA COLUMNA DE Con A.
Alfa-metilmanosido 0.01 M
aforar con acetatode NaO. I M pH S



14. BUFFER CATIONICO pH 6 PARA CONSERVAR LA COLUMNA DE Con A.
CH>yCOONa 0.1 M

NacCl 1 M

MnCl;-4H0 1 mM

MgCl,-6H.0 1 mM

CaCl; 1 mN=*

NaN; 0.01%

*EIl CaCl: se disuelve aparte y se afiade después de ajustar el pH a 6 con dcido acético.

1S8. SOLUCIONES PARA LA PURIFICACION DE ANTICUERPOS
MONOCLONALES DE RATON A PARTIR DE LiQUIDO DE ASCITIS.

PBS Ix pH 7.8

Na;H,PO, 0.02 M

NaCl 0.15M

SOLUCION A: Trizma base 20 mM + NaCl 40 mM pH 7.8
SOLUCION B: Trizma base 20 mM + NaCl 20 mM pH 7.8
SOLUCION C: Trizma base 20 mM + NaCl 400 mM pH 7.8
SOLUCION D: Trizma base 20 mM pH 7.8

16. RPM1-1640 SUPLEMENTADO.

Aminodcidos no esenciales 0.1 mM
B-mercaptoethanol 0.5 mM
Piruvato de sodio 1.0 mM
Suero fetal bovino 10 %
Penicilina-streptomicina 50 U/ml

HEPES 25 mM
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17. CELULAS PRESENTADORAS DE ANTIGENO TRATADAS CON MITOMICINA.

- Obtener células mononucleares de sangre periférica (como se explica en 9. 1),
resuspenderlas a 4x 10° células/ml e incubarlas con 25 p/ml de mitomicina C (Sigma) a
37°C por 30 min.

- Lavar (1 S00 g por 10 m) las células 5 veces con el mayor volumen posible de Hank's en
tubos de polipropileno (Costar) de 50 ml.

- Resuspender las cé€lulas en el menor volumen posible de RPMI- 1640 suplementado y contar
viabilidad con azul tripano 0.4% en un hematocitémetro y ajustar a la concentracién deseada.

18. PBS (BUFFER DE FOSFATOS) Ix pH 7.2.
NaC1 0.13

M
KCI 2.60 mM
Na:HPO, 10.00 mM
KH,PO, 1.4 mM

19. BUFFER DE CARBONATOS PARA ELISA.
Na,CO, 15.0 mM
NaHCO; 34.8 mM

Ajustar el pH a 9.6 con HCI o NAOH.

20. SOLUCION REVELADORA PARA ELISA
(Se prepara al momento de usarla)
1. A 10 ml de 4cido cftrico O. 1 M adicionar citrato de sodio 0. 1 M hasta ajustar el pH a 4.5.

2. Tomar 10 ml de la solucién anterior y adicionarlos a un tubo que contenga 1 mg/ml de o-
fenilendiamina y agregar a 4 pl de H>0, (30%)



21. METODO DE DUBOIS.
Sensibilidad: ~ 1-60 pug de glucosa en 200 pul

REACTIVOS
A. Fenol 5% (p/v)

B. Acido sulfiirico concentrado.

Curva estdandar:

1. Preparar una solucién madre con 0.0250 g de manosa en 50 ml de agua bidestilada.
2. Preparacion de la curva:

Concentracién de manosa (ug) Solucién madre (ul) Hz0 Dest. (ul)
100 200 o
75 150 50
50 100 100
25 50 : 150
10 20 . 180
o (o} . 200

3. Mezclar las muestras con 200 pl del reactivo A.
4. Adicionar 1 ml del reactivo B rdpida y directamente a la superficie de la muestra, cuidando
de no tocar las paredes del tubo.

5. Dejar reposar durante 10 min antes de agitar vigorosamente.

6. Agitar vigorosamente dejar reposar 30 min y determinar la absorbancia a 490 nm.

22. BUFFER DE SDS-UREA 8 M

Tris-Base pH 6.8 62.5 mM
Glicerol 1.0%
SDS 87.0 mM
Urea 8.0M
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