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RESUMEN

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa cronica que afecta principalmente
a los pulmones, causada por Mycobacterium tuberculosis. Actualmente, es una de las
enfermedades de mayor impacto en el mundo. El diagnéstico depende principalmente
de analisis radiografico y examen clinico, confirmado por baciloscopia y cultivo
bacteriano a partir de muestras de esputo. Estos métodos son poco eficaces debido al
bajo indice de deteccion, asi como a los altos riesgos y costos que éstos representan.
Por ello, la disponibilidad de métodos rapidos, simples y eficaces es de primera

necesidad.

La proteina de 38 kDa (P38) es un antigeno glicolipoproteico inmunodominante
del bacilo tuberculoso, involucrado en el metabolismo y transporte de fosfatos. Ha sido
propuesto como uno de los reactivos mas prometedores para el inmunodiagnéstico de

la tuberculosis.

En este trabajo se identificaron 21 mimotopos de la proteina de 38 kDa de
Mycobacterium tuberculosis expresados en fagos y se evaluaron como potenciales
reactivos para el inmunodiagnoéstico serologico de la tuberculosis. A partir de una
biblioteca de dodecapéptidos expresados en fagos se realizd una bioseleccion por
afinidad a anticuerpos policlonales anti-proteina de 38 kDa (P38). Se eligieron al azar
21 clonas y se verificé el mimetismo antigénico de los péptidos seleccionados mediante

reconocimiento del suero anti-P38.

Se secuenciaron las clonas seleccionadas y se compararon con la de la proteina

de 38 kDa de M. tuberculosis, encontrando similitudes de hasta el 75% en dos de ellas.

Mediante la realizacion de ensayos preliminares se evalué la eficacia de los
mimotopos peptidicos de la proteina de 38 kDa para el inmunodiagnostico de la

tuberculosis, proponiéndolo como un método eficaz, seguro, rapido y econémico.



MIMOTOPQOS PEPTIDICOS DE MYCOBACTERIUM TUBER CULOSIS Y SU
USO EN INMUNODIAGNOSTICO DE TUBER CULOSIS

. INTRODUCCION

l.1. La tuberculosis

l.1.1. Generalidades

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa, cronica, que afecta principalmente
a los pulmones, aunque puede infectar a otros 6rganos, causada por Mycobacterium
tuberculosis y ocasionalmente por Mycobacterium bovis (responsable de la TB en
bovinos y humanos que hayan ingerido leche proveniente de animales enfermos).
Existen registros de la presencia de la micobacteria en huesos datados en el ano 5
400 a.C. (Salo et a/, 1994; Crubézy et al/, 1998), cuando la TB se manifestaba
principalmente como una infeccion ésea, llamada enfermedad de Pott. El bacilo M.
tuberculosis fue descubierto por Robert Koch en 1882. El término micobacteria se
derivo de la formacion de colonias parecidas a los micelios de algunos hongos cuando
el bacilo se cultiva in vitro. El término tuberculosis se acuné por la formacién de

estructuras tipo tubérculo en los pulmones durante el desarrollo de la enfermedad.

De acuerdo con el Manual de Bergey de Bacteriologia Sistematica, (novena
edicion, 2005) el bacilo de Koch ha sido clasificado dentro del género Mycobacterium,
orden Actinomycetales, en la familia Mycobacteriaceae. Las micobacterias muestran
caracteristicas particulares que las diferencian de otras bacterias como un alto
contenido de lipidos en la pared celular (hasta el 60%), resistencia a la desecacion,
crecimiento extremadamente lento en cultivo, son bacilos acido alcohol resistentes
(BAAR), altamente hidrofébicas, resisten condiciones de alcalis, acidos y oxidantes
diluidos (Villalba et al, 1999).

M. tuberculosis es una bacteria aerobia, no esporulada, requiere
aproximadamente de 15 a 20 horas para su multiplicacion y puede sobrevivir con

facilidad en el medio intracelular (Figura la). Mide de 0.2 a 0.8um de ancho por 2 a



7um de largo. Forma colonias rugosas, secas y de color crema (Figura 1b). Su
temperatura oOptima de crecimiento es 37°C y necesita medios de cultivo

enriquecidos, como el Lowenstein-Jensen, que contiene glicerol (Villalba et al, 1999).

s -
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Figura |. Mycobacterium tuberculosis. a)Microfotografia. b) Colonia de M.
tuberculosis, formando estructuras similares a los micelios de algunos hongos.

La cepa mas frecuentemente utilizada de M. tuberculosis, denominada H37Ry,
contiene un genoma formado por un cromosoma circular de 4.4 megabases (4 411
529 pares de bases) y aproximadamente 4 000 genes (Figura ll). Las especies del
género Mycobacterium presentan un alto contenido de G+C (61-71%) en su ADN. M.
tuberculosis difiere de otras bacterias por su gran cantidad de genes que codifican
para la produccion de enzimas involucradas en la generacion y catalisis de moléculas
lipidicas (Cole et a/, 1998; Camus et a/, 2002).

M. tubercuiosis

H37Rv
4,411,529 bp

Figura Il. Mapa circular del cromosoma de Mycobacterium tuberculosis H37RV.



I.1.2. Patogenia de la enfermedad

M. tuberculosis es capaz de desarrollar una infeccion en diferentes tejidos. De acuerdo
con el tejido en el que se aloje el bacilo, la enfermedad puede clasificarse como
pulmonar, pleural, linfatica, ésea o articular, genitourinaria, diseminada o miliar,

meningea y peritoneal (American Thoracic Society, 2000).

El principal mecanismo de transmision de la TB es via aérea. Una persona
infectada puede contagiar a otras al momento de toser, estornudar o hablar, ya que, al
hacerlo, produce y libera aerosoles que contienen bacilos (Villalba et a/, 1999; Raja,
2004). Tipicamente, la TB se desarrolla después de una exposicion repetida o
prolongada a la tos de una persona con infeccion activa (Ringold, 2005). Cuando un
individuo ha sido infectado con el bacilo, puede desarrollar inmediatamente la
enfermedad o presentar una infeccion latente. Aproximadamente el 10% de las
personas infectadas desarrollan TB activa (Kaufmann, 2001). Se dice que una persona
tiene TB activa cuando desarrolla la infeccion y se produce una lesion de los érganos.
En caso contrario, el individuo tiene TB latente, es decir, la persona es portadora de la
bacteria pero no presenta signos de infeccion activa. El estado de latencia en el que el
bacilo permanece dentro del tejido infectado refleja una disminucion en el
metabolismo bacteriano debida a la accidbn de la respuesta inmune celular que
contiene, mas no erradica la enfermedad (Bloom, 1994; Young y Robertson, 1998). De
acuerdo con el Comité para la Revision de los Estandares de Diagnostico de la
Sociedad Toracica Americana y el CDC (Centro de Control de Enfermedades) de
Estados Unidos, un paciente con TB activa es aquel con historia clinica y exploraciones
complementarias que conducen al diagnéstico, aunque el criterio definitivo lo
constituye el aislamiento del bacilo de Koch (Flynn y Chan, 2001). Una persona con TB
activa puede contagiar hasta quince personas en un ano con el solo hecho de respirar

o toser cerca de ellas (WHO Global Report, 2006).

Cuando los bacilos infectan los l6bulos pulmonares inferiores provocan
inflamacion y son fagocitados por los macréfagos alveolares. Dentro del macréfago, el

bacilo se multiplica y destruye a la célula del hospedero. Algunos bacilos llegan a la



circulacion linfatica o sanguinea y se diseminan a otras regiones del organismo. Las
lesiones pulmonares y la diseminacion ocurren de tres a diez semanas después de la
infeccion. En este tiempo se monta una respuesta inmune celular en contra de M.
tuberculosis. La gran mayoria de los bacilos son destruidos durante este periodo. Sin
embargo, algunos de ellos pueden quedar latentes dentro de los macréfagos, ganglios
y nédulos linfaticos y desarrollar una TB activa cuando el cuerpo se encuentre en

condiciones de inmunosupresion (Villalba et a/, 1999).

Una vez que el bacilo se ha establecido en los pulmones, se reproduce muy
lentamente sin impedimentos, debido a la ineficacia de los leucocitos
polimorfonucleares para eliminarlos. Ya que se ha desarrollado una respuesta inmune
mediada por linfocitos, los bacilos son rodeados por cuatro capas celulares: células
epiteliales, células gigantes, linfocitos y fibroblastos, para impedir que continden su
infeccion. A esta respuesta del organismo se le conoce como primoinfeccion o lesion
granulomatosa (Gennaro, 2000). Los granulomas y la formacion de cavidades en los
pulmones son el fendmeno clave en la patogénesis de la TB. Los granulomas son un
importante mecanismo de contencion de la enfermedad, mientras que las cavidades
promueven la transmision de M. tuberculosis 'y contribuyen a la persistencia del bacilo

en el organismo (Yew y Leung, 2006).

Los principales sintomas que presenta un enfermo de TB son: fiebre y
sudoracion (particularmente por la noche), tos persistente que puede asociarse con
esputo sanguinolento, pérdida de peso, malestar general, letargo, escalofrios, dolor
auricular, glandulas inflamadas, disnea, inflamacion abdominal y dolor retro esternal
(Ringold, 2005). En el caso de la TB pulmonar, ademas de los ya mencionados hay
otros sintomas caracteristicos como desarrollo de granulomas o tumores granulares y
hemoptisis (tos con sangre), lo cual es sintoma de destruccidbn pulmonar y un
mecanismo de diseminacion de las bacterias a nuevos hospederos (Glickman y
Jacobs, 2001). La mayoria de estos sintomas y signos pueden presentarse en otro tipo
de infecciones, generalmente respiratorias, por lo que el cuadro clinico presente en el
paciente con TB no permite la rapida identificacion de la enfermedad (Chiang et aj,
1997).



I.1.3. Respuesta inmune contra la tuberculosis

Cuando el bacilo de Koch llega a los alvéolos pulmonares de un nuevo individuo,
puede seguir tres rutas (Figura lll). La primera, llamada “curacion espontanea”, se
refiere a los casos en los que la persona no desarrolla una infeccién (Kaufmann y
McMichael, 2005). La segunda ruta es el alojamiento de la micobacteria en las células
humanas y su posterior destruccién a causa de una respuesta inmune eficiente. La
tercera es la infeccion del organismo. Solo el 10% de la gente infectada desarrollara
TB activa por M. tuberculosis (Colston, 1997; Kaufmann y McMichael, 2005). El
desarrollo de una infeccion activa generalmente ocurre en ninos cuyo sistema inmune
es incapaz de controlar la infeccion inicial o en reinfeccion de adultos (Young y
Robertson, 1998). Los individuos que ya han desarrollado TB alguna vez tienen mayor
riesgo de volver a enfermarse si son reinfectados por el bacilo tuberculoso (Yew y
Leung, 2006).

Una vez que M. tuberculosis infecta a un individuo, lo primero que ocurre es la
formacion de granulomas o etapa de primoinfeccion. El individuo es portador de M.
tuberculosis pero no presenta los sintomas de la enfermedad, es decir, tiene TB
latente (Chan y Kaufmann, 1994). Si el individuo se encuentra inmunosuprimido, el

bacilo puede proliferar y la enfermedad se manifiesta.

Los macrofagos son el blanco principal del bacilo y, ademas, son el reservorio
mas importante de la infeccién por especies patégenas del género Mycobacterium
(Russell, 2001). Los bacilos pueden interactuar con su célula hospedera,
preferentemente un macréfago, por receptores tipo toll (TLR), o por receptores que
promueven la fagocitosis como CD14, receptor de manosa, de complemento (CR1,
CR3 y CR4), de la fraccion cristalizable de anticuerpos IgG (FcyRs), “scavenger” o de
rescate y de fibronectina. Durante la respuesta inmune, los macréfagos fagocitan a los
bacilos y procesan los antigenos en un fagolisosoma para después presentarlos a los
linfocitos T CD4* en el contexto del MHC-II, o a un linfocito T CD8* en el contexto del

MHC-I (Colston, 1997). Después de haber sido fagocitado, M. tuberculosis es retenido



dentro de una vacuola fagocitica hasta que la célula hospedera muere por necrosis o
por apoptosis (Russell, 2001). Sin embargo, el bacilo tuberculoso ha desarrollado
varios métodos para evitar que el sistema inmune lo destruya. Las micobacterias
patégenas tienen la capacidad de detener el proceso natural de maduracion de
fagosomas dentro de los macrofagos (Russell, 2001). Ademas, se conoce que los
macroéfagos infectados con M. tuberculosis tienen una capacidad menor para inducir

una respuesta inmune celular en comparacion con los sanos (Russell, 2001).

La inmunidad protectora del cuerpo contra esta enfermedad se da
principalmente por los linfocitos T ayudadores, con fenotipo CD4*. De acuerdo con la
produccién de citocinas por parte de los linfocitos T CD4+, se han diferenciado dos
subpoblaciones de éstos: Thl y Th2. La respuesta de células Thl ejerce un efecto
protector al secretar interferon gamma (IFN-y), una citocina responsable del
reclutamiento y activacion de macréfagos, asi como interleucina 2 (IL-2), que expande
la respuesta inmune antimicobacteriana de IFN-y. Las células Th2 secretan citocinas
como IL-4, IL-6 e IL-10, que son permisivas para la infeccion porque inducen una
respuesta ineficiente que podria inhibir los efectos de la respuesta Thl. Asi, estas
citocinas evitan que la respuesta inmune sea tan fuerte que lesione al individuo
(Demissie et a/, 2004, Villalba et a/, 1999). Ademas, los linfocitos T citotdxicos también

tienen un papel efector en la eliminacion de macréfagos infectados.
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Figura lll. Respuesta inmune contra Mycobacterium tuberculosis.

M. tuberculosis entra al organismo al momento de inhalar gotas que acarrean al bacilo.
Este puede seguir tres rutas. (i) El sistema inmune pulmonar erradica inmediatamente la
micobacteria. Esta ruta es la menos frecuente. (ii) La infeccién genera tuberculosis. Esto
ocurre frecuentemente en individuos inmunosuprimidos como los enfermos de SIDA. (iii)
La infecciébn no genera enfermedad activa debido a que M. tuberculosis es contenido
dentro de granulomas. En un individuo enfermo, el bacilo es liberado debido a la ruptura
de los granulomas llevando a la diseminacién y transmision de la micobacteria. Después
de la inhalacién, M. tuberculosis es fagocitado por los macréfagos alveolares (M@) y
células dendriticas (DC). Estas células presentan los antigenos a diferentes poblaciones
de células T. También ocurre presentacion cruzada, permitiendo la transferencia de los
antigenos micobacterianos de los macréfagos infectados a las células dendriticas. Las
células T restringidas a CD1, células T CD4+, células T CD8* y linfocitos T yo participan en
la proteccion. Los macréfagos son activados con IFN-y y TNF-a. Las células T pueden
eliminar micobacterias dentro de macrofagos mediante perforina y granulosina.

(Kaufmann y McMichael, 2005).




l.1.4. Epidemiologia

Actualmente, se reportan a nivel mundial nueve millones de nuevos casos de TB y dos
millones de defunciones anuales a causa de la enfermedad (WHO Global Report,
2006). En la Figura IV se muestra la incidencia estimada de TB a nivel mundial. En
marzo de 2006, el 80% de las defunciones debidas a TB se reportd en la zona del
Africa Sub-Sahariana. Se calcula que una tercera parte de la poblacién mundial esta
infectada por M. tuberculosis (IWHO Global Report, 2006). Sin embargo, se estima que
en tan solo el 10% de las personas infectadas se manifiesta la enfermedad (Colston,
1997). Mientras el sistema inmune del individuo permanezca en buen estado, la

persona no desarrollara TB activa (Villalba et a/, 1999).

En México, la TB se encuentra entre las 16 enfermedades de mayor impacto.
De acuerdo con la OMS, en marzo de 2006, se reportaron 33 529 casos de TB en el
pais durante 2004 (WHO Global Report, 2006). Segin los reportes del SUIVE?, en el
periodo de enero a diciembre de 2005 se reportaron 17 000 nuevos casos de TB
(todas las formas) y 3 000 muertes a causa de la enfermedad. Aproximadamente el
82% del total de los casos reportados y el 62% de las muertes son por TB pulmonar.
Las zonas mas afectadas son las lineas fronterizas al noroeste y sur del pais, asi como
poblaciones desfavorecidas social y econdmicamente (Figura V). El 60% de los casos
de TB pulmonar se concentran en tan solo nueve estados: Veracruz, Baja California,
Chiapas, Guerrero, Nuevo Le6n, Tamaulipas, Sonora, Oaxaca y Distrito Federal
(SUAVEZ?, SEED 2006, datos preliminares).

1 SUIVE: Sistema Unico de Informacién para la Vigilancia Epidemiolégica, EPI-TB, DGE/SSA, 2006. Datos
preliminares.
2SUAVE: Sistema Unico Automatizado para la Vigilancia Epidemiolégica, EPI-TB, DGE/SSA, 2006. Datos
preliminares.
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Figura IV. Incidencia estimada de tuberculosis (todas las formas, casos nuevos y
recaidas) a nivel mundial en el 2004.
Fuente: WHO Global Report, TB, 2006.
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Figura V. Incidencia estimada de tuberculosis pulmonar en México, 2005.
Fuente: Sistema Unico de Informacion para la Vigilancia Epidemiolégica, EPI-TB,
DGE/SSA, 2006.



A pesar del desarrollo de diversos tratamientos para el control y la erradicacion

de la infeccion, la ineficacia del diagnéstico oportuno de la TB, el desarrollo de la multi-

resistencia a farmacos del bacilo, el surgimiento del SIDA como pandemia, asi como la

pobreza y desnutricion, son factores que no permiten cumplir este objetivo.

l.2. Métodos de diagnéstico

1.2.1 Caracteristicas de los métodos de diagnéstico

Los parametros definidos para determinar la efectividad de los métodos de diagnéstico

son (Thomas y Debanne, 1987):

Sensibilidad: nimero de enfermos que dan un resultado positivo al método/ total de
enfermos a quienes se les aplicd el método X 100.

Especificidad: nimero de individuos sanos que dan un resultado negativo al
método/nimero total de sanos X 100.

Exactitud de prediccion positiva: ndmero de enfermos/nimero de sujetos con
resultados positivos.

Exactitud de prediccion negativa: nimero de sanos/nimero de sujetos con resultados
negativos.

Eficiencia en la prediccion: nimero de sujetos correctamente clasificados/total de
sujetos a quienes se les aplico el método.

Error en la prediccion: nidmero de sujetos erréneamente clasificados/total de sujetos a

quienes se les aplico el método.

1.2.2 Diagnéstico de tuberculosis

Se han desarrollado diversos métodos para el diagnostico de la TB. En caso de

infeccion activa se utiliza el método de la baciloscopia con tincion de Ziehl-Neelsen o el

cultivo de micobacterias mediante el método clasico a partir de muestras de esputo.

Otras pruebas son la deteccion por métodos radiométricos, radiografias, el diagnostico

mediante una reaccion en cadena de la polimerasa o PCR vy, recientemente, el

inmunodiagnéstico (Villalba et a/, 1999).



Las principales caracteristicas de algunos de los métodos utilizados para el

diagnostico de TB activa son (adaptado de Valencia, 2004):

Radiografia de torax. Aunque es que es un método de deteccion rapido, su costo es
elevado, es inespecifico, requiere tanto de infraestructura como de personal

especializado (Bloom, 1994).

Baciloscopia. Es un método rapido. Las principales desventajas son la baja
sensibilidad (50%) ya que requiere de una concentracion de 105 bacilos/ml para
la deteccion, no es (til en el diagnéstico de la TB extrapulmonar, debe ser
reproducido durante los tres dias consecutivos a la infeccion. Puede requerirse un
lavado gastrico o bronco aspiracion, se necesita de personal capacitado y
representa un riesgo de contagio para quien trabaja en €l debido a la exposicion
directa al patégeno. (Bloom, 1994; Warren et a/, 2000; Pottumarthy et al, 2000;
Samanich et af 2000; Chan et a/, 2000).

Cultivo. Las ventajas que ofrece este método son: ser especifico y brindar la
posibilidad de ser combinado con pruebas de sensibilidad hacia farmacos diversos.
Las desventajas son que el crecimiento es muy lento (4-12 semanas), no es (til
para el diagnéstico de TB extrapulmonar, hay posibilidad de falsos positivos,
requiere de personal capacitado y éste tiene exposicion directa al patégeno, por lo

gue hay riesgo de contagio (Bloom, 1994; Bruman et a/, 1997).

PCR. Este es un método rapido y especifico para bacilos del complejo M.
tuberculosis. La PCR en tiempo real también ha sido utilizado para la deteccion
especifica del bacilo en especimenes clinicos. Esta estrategia permite confirmar
diagnosticos y monitorear el progreso de la enfermedad. Sin embargo, el costo de
este procedimiento es elevado, es poco sensible a partir de muestras clinicas,
requiere de personal capacitado e infraestructura especial (Bloom, 1994;
Noordhoek et a/, 1993; Katoch, 2004).



* /nmunodiagnostico. Este es un procedimiento rapido, no requiere infraestructura ni
capacitacion especializadas y da la posibilidad de diagnosticar TB extrapulmonares
e infantil. Los métodos inmunolégicos utilizan respuesta humoral especifica o
celular para inferir la presencia de la enfermedad en el paciente. Las desventajas
de este método son: su sensibilidad puede variar debido a anergia, falta de
disponibilidad de antigenos especificos, sensibles, y las diferencias en el
reconocimiento de antigenos debido a factores genéticos en la poblacion. La
sensibilidad también puede ser baja en casos de TB latente y en poblaciones
infectadas con VIH (Daniel y Debanne, 1987; Bothamley et a/, 1989; Bloom, 1994;
Chan et a/, 2000; Pottumarthy et a/, 2000).

En el caso del diagnoéstico de la infeccion latente, la prueba mas utilizada es la de
Mantoux o PPD (derivado purificado de proteina3), también llamada prueba de la
tuberculina, basada en una reaccion de hipersensibilidad retardada?. En la practica, la
prueba de la tuberculina es la Gnica manera de identificar la infeccion latente ya que, por
definicion, todo el material de cultivo debe ser negativo para calificar como infeccion latente
(Chan et al, 2000). A pesar de su sensibilidad, la prueba del PPD tiene poca especificidad
dada la presencia de antigenos de reaccion cruzada con Mycobacterium bovis BCG y otras
micobacterias (Samanich, 1998; Mustafa, 2002). Su uso es ineficaz debido a los falsos-
positivos y falsos-negativos que se obtienen con esta prueba (Menzies et al, 1994). Los
resultados falsos-negativos pueden deberse a la variacion de la hipersensibilidad retardada.
Este proceso suele ocurrir cuando transcurren largos periodos entre la infeccion y la prueba
(cominmente en adultos mayores), cuando hay tratamiento con farmacos
inmunosupresores o presentan enfermedades que conllevan a imunosupresion (Chan et ai,

2000).

Recientemente se han propuesto nuevos métodos de diagnéstico para la TB

latente. Uno de los mas importantes es la cuantificacion de IFN-y en suero, llamado

3 PPD por sus siglas en inglés.
* Hipersensibilidad retardada (HSR). Reaccién inmunitaria en la que la activacion de los macroéfagos
dependiente de los linfocitos Ty la inflamacion producen lesion de los tejidos (Abbas y Lichtman, 2004).



prueba QuantiFeron-TB Gold (QFT-Gold; Cellestis Ltd., Victoria, Australia). Esta ha
demostrado resultados prometedores, con mayor sensibilidad en contraste con las
pruebas tradicionales (Brock et a/, 2004; Yew y Leung, 2006). Sin embargo, adn no se

ha probado su aplicacion en grandes poblaciones.

Por lo anterior, es esencial desarrollar métodos de diagnostico simples, rapidos,
econdmicos, que no requieran de personal especializado o de infraestructura

avanzada para el control global de la TB.

1.2.3. Diagnéstico seroldgico

Uno de los enfoques mas utilizados en las pruebas para el diagnostico de enfermedades
infecciosas es el serodiagnostico, cuyo objetivo es la deteccion de anticuerpos (Rose, 1998).
Sin embargo, se ha reportado que la sensibilidad y especificidad de esta metodologia puede
variar dependiendo del antigeno utilizado. Antigenos purificados pueden dar mayor

especificidad, pero resultan menos sensibles (Villalba et a/, 1999).

En el caso de la infeccion latente por M. tuberculosis, sbélo se ha podido desarrollar
una técnica de diagnostico serologico para la infeccion latente, ésta es un inmunoblot para
el complejo antigénico AB0. La capacidad de esta prueba para discernir entre pacientes con
TB y personas sanas fue casi del 100%. Sin embargo, su uso no fue posible ya que la
vacunacion con BCG lleva a la formacion de anticuerpos anti-A60, por lo que los individuos

vacunados se vuelven positivos para la prueba (Rovatti et a/, 1996).

Actualmente se han desarrollado diversos métodos de diagnostico serologico para la
TB activa. Son muy efectivos y resultan de mucha utilidad principalmente en los pacientes
que no pueden dar muestras de expectoracion, negativos en cultivo o en baciloscopia y en
los que potencialmente presentan TB extrapulmonar (Chan et a/ 2000). El principal
inconveniente de las pruebas serologicas es la reactividad cruzada con el bacilo BCG u otras

micobacterias.



Para los ensayos serolégicos se han utilizado antigenos puros o mezclas (extractos
glicolipidicos, sonicados, PPD) de antigenos de M. tuberculosis. En la Tabla 1 se muestran
ejemplos de la eficacia de algunos antigenos que se han utilizado para el diagnéstico

serolégico de la TB.

Tabla 1. Antigenos utilizados para el serodiagnéstico de tuberculosis.
(Daniel, 1996; Samanich et a/ 1998; Lyaschenko et a/ 1998;

Samanich et a/, 2000; Lodha y Kabra, 2004)

Antigeno Caracteristicas | % Sensibilidad | % Especificidad
Ag 60 Complejo 71-100 7195
antigénico formado
por lipidos,
proteinas y
polisacaridos
Kp90 Proteina de 63 66
secrecion
Proteina de 38 kDa | Glicolipoproteina 49-89 93-100
de secrecion
Complejo Ag 85 Proteinas de 62-78 78-90
secrecion
Proteina de 19 kDa | Lipoproteina 8
asociada a pared
celular
Complejo antigeno Proteina de 40 98
45-7 kDa secrecion
factor cuerda Glicolipido de pared 81 96
Lipoarabinomanano | Glicolipido 26-81 71-95
asociado a la pared

La principal desventaja del serodiagnéstico es que el reconocimiento antigénico en
la TB es amplio y variable, ya que depende de la fase de la infeccion/enfermedad del
paciente (Pai et a/ 2006). El tipo y el nimero de antigenos que reaccionan con el suero
varia dependiendo de los individuos, ya que, en un suero dado, el nivel de anticuerpos
especificos a un antigeno determinado es distinto con respecto a otros sueros. Ademas, M.
tuberculosis expresa diferentes genes y proteinas durante las diferentes etapas de la
enfermedad (Gennaro, 2000; Gennaro, 2005). Por ejemplo, las proteinas expresadas en la
enfermedad latente pueden diferir de aquellas de la enfermedad activa. Incluso dentro la
misma TB activa, las proteinas pueden variar dependiendo si el padecimiento lleva a la

formacion de cavidades pulmonares o no. Por lo tanto, cualquier prueba que detecte la



respuesta inmune humoral debe incluir antigenos que se expresen durante varias etapas en

la progresion de la TB.

Sin embargo, se han desarrollado muchos ensayos que utilizan un solo antigeno que
pudiera no ser reconocido en todas las etapas de la enfermedad. La heterogeneidad del
reconocimiento antigénico de los anticuerpos en un paciente con TB es la causa de la falla
del serodiagnoéstico en un 30% de los estudios con antigenos puros. Por esto, se ha
propuesto el uso de combinaciones de antigenos para mejorar las técnicas de diagnéstico
(Lyaschenko et al, 1998; Lyaschenko et a/, 2000 Gennaro, 2000; Houghton et a/, 2002;
Weldingh et a/, 2005; Gennaro, 2005; Pai et a/, 2006). Asimismo, se ha propuesto el uso
de moléculas alternativas, naturales o sintéticas, como reactivos de diagnéstico
(Kouzmitcheva et a/, 2001; Valencia, 2004; Robles et a/, 2005).

Uno de los antigenos mas ampliamente estudiado como un potencial reactivo de
diagnéstico serolégico es la proteina de 38 kDa (Espitia et a/, 1989; Espitia y Mancilla,
1989; Chan et a/, 2000; Uma Devi et a/, 2001; Senthil et a/, 2002; Houghton et a/, 2002;
Andersen y Harboe, 1989; Bothamely y Rudd, 1994; Chang et a/, 1994; Lyaschenko et a/,
1998; Samanich et al, 2000; Demkow et a/, 2002; Reed et a/, 2003; Greenway et a/, 2005;
Beck et a/ 2005) e incluso ha sido propuesto como el mejor antigeno para

inmunodiagnéstico de tuberculosis (Daniel, 1996; Samanich et a/, 2000).

I.3. Tratamiento de la tuberculosis

Se han desarrollado diversos medicamentos para el tratamiento de la TB. En 1952,
Waksman descubri6 el primer antibiético eficaz contra el bacilo tuberculoso, la isoniazida.
Sin embargo, a lo largo de la historia ha sido necesario el desarrollo de nuevos farmacos o la
combinacion de ellos para eliminar las nuevas cepas de M. tuberculosis, que se han vuelto

resistentes a los medicamentos tradicionales (Young y Robertson, 1998).



El inicio del tratamiento se basa en sospechas clinicas. Este puede iniciarse adn
cuando no se ha confirmado la infeccion mediante baciloscopia y/o cultivo. El tratamiento
de pacientes con baciloscopia negativa depende de las condiciones clinicas mostradas en la
Figura VI.

Se recomiendan cuatro regimenes para pacientes con TB no resistente a farmacos.
A la mayoria de los pacientes con enfermos con TB activa se les trata inicialmente con
isoniazida, rifampicina, pirazinamida y etambutol durante ocho semanas. La mayoria de
ellos necesitan una fase de continuacion de isoniazida y rifampicina durante 18 semanas
mas (Potter et a/, 2005).

Existen tres grupos de pacientes que deben recibir terapia de continuacion durante
31 semanas: a) los que presentan TB pulmonar con cavidades, susceptibles a
medicamentos y con cultivo positivo de esputo al final de la primera fase; b) aquéllos cuya
primera fase de medicamentos no incluyé pirazinamida; c) quienes hayan recibido un
tratamiento de once semanas de isoniazida y rifampicina durante la fase de inicio y con

cultivo positivo de esputo al final de la primera fase de tratamiento.



Pacientes en riesgo:
Radiografia de pecho anormal
Prueba de tuberculina positiva

Baciloscopia negativa
Falta de otro tipo de diagnéstico

Alta sospecha clinica

Tratamiento con isoniazida,
rifampicina, etambutol y pirazinamida
durante ocho semanas

Evaluacion rapida a las 8 semanas

i

Cultivo inicial negativo; sin
cambios en radiografia de
pecho ni en sintomas

i

Tuberculosis poco probable.
Tratamiento completo

i

Cultivo inicial negativo;
mejora en sintomas o en
radiografia

|

Diagnosticar tuberculosis con cultivo
negativo. Tratar con isoniazida y
rifampicina durante 8 semanas

i

Baja sospecha clinica

|

Sin tratamiento inicial.
Obtencion de cultivos

|

Repetir evaluacion a las 8-12
semanas

|

Cultivo inicial negativo; sin cambios
en la radiografia de pecho

i

Elegir una de las tres opciones
de tratamiento

Rifampicina y/o isoniazida
durante 18 semanas

!

Isoniazida durante 9
meses

Rifampicina y pirazinamida
durante 8 semanas

Figura VI. Tratamiento de pacientes con tuberculosis activa, baciloscopia-negativa y pasiva (Potter et

al, 2005).

Durante la década de los noventas se definid6 como TB multi-restistente a farmacos

(MDR) a aquel bacilo resistente al menos a isoniazida y rifampicina (Goyal et a/, 1997;

Young y Robertson, 1998). Actualmente se ha definido un nuevo tipo de bacilo, el XDR o



extremadamente resistente a los medicamentos. De acuerdo con la OMS, el tratamiento de

la XDR debe ser con al menos cuatro farmacos diferentes (Wright et a/, 2006).

La implementacion de programas especiales para el control de la TB como el DOTS
(por sus siglas en inglés, “Directly Observed Treatment Short-Course”) de la Organizacion
Mundial de la Salud y el Tratamiento Acortado Estrictamente Supervisado (TAES) de la
Secretaria de Salud de México han mejorado los resultados del tratamiento de la
enfermedad y han reducido tanto la incidencia de la TB como la transmision de las cepas
MDR/XDR.

1.4. Vacunacion

Desde hace cincuenta anos se ha utilizado la vacunacion con Mycobacterium bovis BCG
como profilaxis para prevenir la TB clinica y reducir su severidad, especialmente en ninos
(Young y Robertson, 1998; Dannenberg et a/ 2001). Sin embargo, actualmente la
vacunacion con BCG tiene una efectividad muy variable. Se ha propuesto que la variacion
geografica en la eficacia de la vacunacion con Mycobacterium bovis BCG se debe a la
presencia de reacciones cruzadas con otras micobacterias y algunos helmintos, debidas a la

presencia de antigenos en comun (Yew y Leung, 2006).

Desde los 1950’s se propuso la utilizacion de Mycobacterium microti para
vacunacion, y se demostré que era igualmente efectiva que la vacuna de BCG. Ademas, M.
microti es una cepa mucho menos susceptible a mutaciones que M. bovis BCG
(Dannenberg et a/, 2001). Tanto M. bovis BCG como M. microtison cepas filogenéticamente
cercanas a M. tuberculosis y se encuentran dentro de las cepas menos virulentas del
género Mycobacterium. Aunque M. microti dejo de ser estudiada como potencial reactivo de
vacunacion por causar una reaccion severa en la piel en algunas de las personas
vacunadas, recientemente se han retomado los estudios de este microorganismo como

potencial sustitucion de la vacuna con M. bovis BCG (Manabe et a/, 2002).



I.5. Proteina de 38 kDa (P38)

La proteina de 38 kDa, también conocida como antigeno 5, antigeno 78, PstS-1, pab o
proteina antigénica b, es un antigeno inmunodominante importante del bacilo
tuberculoso, involucrado en el metabolismo y transporte de fosfatos (Chang et aj,
1997; Espitia y Mancilla, 1989). Es una de las proteinas mas abundantes de M.
tuberculosis. Es una glicolipoproteina, compuesta por proteina en un 74.3%, y por
carbohidratos en el 25.7% restante. La proteina de 38 kDa contiene un segmento
lipidico en los aminoacidos 21 al 26. Sin embargo, ain no hay una prueba quimica
reportada que demuestre su naturaleza lipidica. El alto contenido de carbohidratos
contribuye a su alta antigenicidad y a la estabilizacién de la conformacion de los
péptidos antigénicos (Espitia y Mancilla, 1989). La identificacion de esta proteina
como una lipoproteina indica que esta unida a la membrana o a otras estructuras
lipidicas en la superficie de la pared bacteriana (Harboe y Wiker, 1992). La P38 es
secretada con alta eficiencia. Una porcion de ella esta anclada a la superficie de la
pared micobacteriana mediante una cola lipidica, también responsable de la unién de

los carbohidratos a la proteina (Harboe y Wiker, 1992; Lefévre et a/, 1997).

La P38 es un homodimero de 350 residuos de aminoacidos. Su estructura,
obtenida por difraccion de rayos X, se muestra en la Figura Vll(Vyas et a/, 2003). En la
Figura Vlla se muestra la molécula monomérica y en la Figura VIlb se muestra el

homodimero que forma a la proteina.

La proteina de 38 kDa es uno de los antigenos inmunodominantes mas
importantes de M. tuberculosis y fue la primera proteina que se demostré estar
involucrada en el metabolismo del fosfato (Figuras Vlic y d) (Chang et a/, 1994; Lefévre
et al, 1997; Torres et al, 2001; Hougthon et a/, 2002). De hecho, el gen que codifica
para la P38 presenta una homologia del 30% con la proteina de union a fosfatos PhoS
(también conocida como PBP o PstS) de Escherichia coli (Andersen et al, 1990; Young
y Garbe, 1991; Lefévre et a/, 1997). La sintesis de la proteina de 38 kDa aumenta
cuando M. tuberculosis se cultiva en bajas concentraciones de fosfato (Espitia et a/,
1992). Se ha propuesto que la P38 también puede estar involucrada en el transporte

especifico del fosfato en las micobacterias (Chang et a/, 1994).



Por ser un antigeno inmunodominante, la P38 ha sido propuesta como una
molécula potencial para el inmunodiagnostico y la vacunacion (Espitia y Mancilla,
1989; Pollock et a/, 1995; Chan et a/, 2000; Uma et a/, 2001; Senthil et a/, 2002;,
Houghton et a/, 2002). Este antigeno tiene epitopos especie-especificos, lo que se
refleja en una muy alta especificidad para la TB (Andersen y Hansen 1989; Houghton
et al, 2002). Incluso, algunos autores consideran a la P38 como el antigeno con mayor
potencial para el diagnostico serolégico de la TB y el mas inmunogénico de M.
tuberculosis (Espitia et al, 1992). Se ha demostrado que personas no infectadas con
TB no responden a este antigeno. Sin embargo, también se ha reportado que no se

detectan anticuerpos contra P38 en algunos pacientes (Espitia et a/, 1989).

Figura VII. Representacion esquematica de P38/PstS-1.

a) Estructura monomérica. b) Dimero. ¢) Representacion grafica del mapa de
potencial electrostatico (PE) de PstS-1. Las zonas de PE negativo en la superficie de
la molécula se marcan en azul y en rojo las positivas. Se remarca la hendidura
donde se une el fosfato con un circulo verde. d) Representacion esquematica de la
estructura del modelo molecular de PstS-1 de M. tuberculosis. El sitio de unién a

fosfato de marca de color rojo.

Se han realizado diversos ensayos en diferentes poblaciones para detectar la

presencia de este antigeno (Espitia et a/, 1989; Andersen y Harboe, 1989; Bothamely y



Rudd, 1994; Chang et al, 1994; Lyaschenko et af 1998; Samanich et a/, 2000;
Pottumarthy et a/, 2000; Demkow et a/, 2002; Reed et al, 2003; Greenway et a/, 2005;
Beck et a/, 2005). En ellos se reporta que, mediante la técnica de ELISA para el
diagnostico de tuberculosis pulmonar, se ha observado mucha variabilidad de reaccion
con la P38 en funcion a las condiciones de la poblacién evaluada. Su sensibilidad en
las pruebas de serodiagnostico varia desde 16% hasta 80% (Espitia et a/, 1989;
Andersen y Harboe, 1989; Lyashchenko et a/, 1998; Harboe y Wiker; 1992; Sorensen
et al, 1995; Uma Devi et a/, 2001), dependiendo del estado del suero del paciente, del
resultado de la baciloscopia y de factores poblacionales. En pacientes con TB activa se
ha encontrado reactividad del 57% y especificidad del 96%. En otros estudios se ha
reportado especificidad hasta del 100% (Uma Devi et a/, 2001). La reactividad baja se
encuentra asociada principalmente a individuos con tuberculosis pasiva o infectados
con VIH (Houghton et a/, 2002; Ramalingam et a/, 2003). Dado lo anterior, algunos
autores han propuesto el uso de la proteina de 38 kDa para el diagnéstico serolégico
de la TB en combinacién con otros antigenos que aumenten su sensibilidad y no
afecten su especificidad (Gennaro, 2000; Houghton et a/, 2002; Weldingh et a/, 2005).

Actualmente se utiliza a la proteina de 38 kDa como componente en dos
diferentes paquetes comerciales de prueba inmunocromatografica (ICT Tuberculosis
AMRAD-ICT [Amrad, Sydney, Australia], RAPID test TB) y en cuatro paquetes
comerciales de ELISA (PATHOZYME-TB complex, PATHOZYME-MYCO IgA, PATHOZYME-
MYCO 1gG y PATHOZYME-MYCO IgM) para el diagnéstico de la TB en pacientes con
baciloscopia positiva y negativa (Pottumarthy et a/, 2000; Perkins et a/, 2003).

La proteina de 38kDA se ha propuesto como el reactivo mas prometedor para
las pruebas de inmunodiagnostico de tuberculosis, sin embargo, su aplicacion ha sido
limitada debido a la falta de disponibilidad del antigeno purificado (Daniel, 1996).
Ademas, se ha demostrado que la proteina de 38 kDa obtenida de manera recombinante
pierde especificidad en los ensayos de ELISA (Samanich et a/, 2000). Dado lo anterior, el
uso de moléculas alternativas similares a la P38, como los mimo6topos, permitiria la
aplicacion del antigeno en pruebas de diagnéstico y vacunacion sin riesgo de exposicion

para el personal que los maneja.



1.6. Mimétopos

Un mimoétopo es un péptido que imita (mimetiza) estructural y/o funcionalmente un
sitio biolégicamente activo y, por lo tanto, es capaz de interaccionar con su ligando.
Los mimotopos de regiones antigénicas pueden ser inmunogénicos o antigénicos, es
decir, pueden desencadenar una respuesta inmune o reaccionar con anticuerpos
generados por el antigeno original sin montar una respuesta inmune especifica
(Geysen et al 1986).

Los mimoétopos pueden ser utilizados como herramientas de diagnostico y como
subunidades de vacunacion (Geysen et a/ 1986). También permiten identificar nuevos
receptores y ligandos naturales. Muchos de los receptores utilizados en la seleccion
por afinidad y sus ligandos peptidicos son blancos para la elaboracion de nuevos
medicamentos. Se ha visto que al usar mimétopos para la inmunizacién de animales,
algunos pueden servir para seleccionar nuevos anticuerpos que reaccionen de manera
cruzada con el epitopo nativo (Smith y Petrenko, 1997). Ademas, se ha reportado que

los mimétopos pueden servir como inmunomoduladores (Sharma et a/, 2006).

Algunas ventajas de los mimotopos sobre los antigenos originales son: mayor
capacidad inmunogénica, existe menor posibilidad de que ocurra una reaccion
inmunoloégica cruzada y permiten identificar epitopos lineales, conformacionales (no
lineales), e inclusive no proteicos como fragmentos glicosidicos o lipidicos de una
proteina (Luzzago et a/, 1993; Sharma et a/, 2006).

Ya se han obtenido mimotopos de epitopos peptidicos de M. tuberculosis
(Valencia, 2004), aunque aln se encuentra en desarrollo su evaluaciébn como
potenciales reactivos de diagnéstico para esta enfermedad®. En diversos trabajos se

han probado diferentes mimotopos como reactivos de inmunodiagnoéstico,
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obteniéndose resultados prometedores (Kouzmitcheva et a/, 2001; Sompuram et &/,
2002; Xu et al, 2003; Yu et al, 2005; Robles et a/, 2005).

La tecnologia mas utilizada para la identificacion de péptidos mimétopos es el

despliegue en fagos.

I.7. Despliegue en fagos

El despliegue en fagos es una tecnologia molecular que permite la expresion de
proteinas grandes, fragmentos de anticuerpos o bibliotecas peptidicas en la superficie
de un fago filamentoso (Smith, 1985). Una biblioteca peptidica es una mezcla
heterogénea de clonas de fagos, en la que cada clona expresa un inserto de ADN
exodgeno diferente, por lo que, despliegan un péptido distinto en su superficie (Smith y
Petrenko, 1997). Las bibliotecas de despliegue en fagos permiten la seleccion de
péptidos y proteinas, incluyendo anticuerpos de alta afinidad y especificidad hacia casi

cualquier blanco.

Esta metodologia simple y funcional se utiliza para producir grandes cantidades
de péptidos y proteinas diversas, estudiar las interacciones proteina-ligando, sitios de
unién de antigeno y anticuerpo y el mejoramiento o modificacion de la afinidad de

proteinas hacia sus ligandos.

El despliegue en fagos es una metodologia muy poderosa debido a que permite
mantener un vinculo entre la proteina desplegada y la secuencia de ADN que codifica
para ella, asi como analizar bibliotecas que contienen miles de millones de péptidos y

proteinas Unicos de manera rapida y sencilla (Mullen et a/, 2006).

La mayoria de los sistemas de despliegue en fagos utilizan como vector de
expresion (vector en el que el inserto de ADN exdgeno es expresado como una
proteina) a los fagos M13 (Figura Vllla), fd y f1. Estos son virus filamentosos de
aproximadamente una micra de longitud y 6nm de diametro. El despliegue en fagos se

basa en la fusion de las secuencias de ADN exdgeno al genoma del fago, de manera



que las proteinas exdgenas se expresen en fusion con otras proteinas de cubierta,
propias del virus (Mullen et a/, 2004). Los péptidos ajenos generalmente se fusionan
con una de las tres proteinas de la cubierta: plll, p VI y pVIll, ilustradas
esquematicamente en la Figura VllIb. Aunque las cinco proteinas de cubierta han sido
utilizadas para desplegar proteinas y péptidos, las mas utilizadas han sido las del gen
VI (pVIIl) y gen 1l (plll) (Russel, 2004). En este trabajo se utilizan bibliotecas de fago
M13 que expresa los insertos en el extremo N-terminal de su proteina plll (Smith y
Petrenko,1997).

a)
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Figura VIII. Fago filamentoso M13.
a) Microfotografia. b)Componentes del fago M13 con péptido exdgeno expresados
en plll.

Existen dos tipos de bibliotecas de despliegue en fagos: las naturales y las que
son al azar (NPL’s y RPL’s respectivamente, por sus siglas en inglés). Las RPL’s estan
compuestas por un repertorio de péptidos desplegados codificados por insertos
oligonucleotidicos, sintéticos, al azar y degenerados, y son las que mas se han utilizado
para identificar epitopos antigénicos lineales. Las NPL’s son construidas a partir de
fragmentos de ADN obtenidos azarosamente de genomas de organismos
determinados, como microbios patégenos. El tipo de construcciones de despliegue en

fagos que mas se utilizan son las bibliotecas peptidicas al azar.

Una de las principales ventajas del despliegue en fagos es que permite obtener
mimétopos peptidicos de antigenos tanto proteicos como no proteicos. La posibilidad

de seleccionar mimétopos peptidicos ha hecho posible su uso para ensayos de



diagnéstico en lugar de varios antigenos, particularmente no proteicos, como los
lipopolisacaridos (Kouzmitcheva et a/, 2001). Ademas, la técnica de despliegue en
fagos tiene la ventaja de poder ser utilizada aun cuando la naturaleza del antigeno es
desconocida. Esto es especialmente importante, ya que muchos determinantes
antigénicos son conformacionales, es decir, que un patron especifico puede funcionar
como determinante antigénico o inmunomodulador, y no como una estructura definida
(Sharma et a/, 20006).

La técnica de bioseleccion mediante afinidad hacia anticuerpos puede utilizarse para
la identificacion de péptidos mimétopos de regiones antigénicas en diversos estudios (Scott
y Smith, 1990; Manoutcharian et a/, 1999; Valencia, 2004; Mullen et a/, 2006; Sharma et
al, 2006). La metodologia de bioseleccion, también llamada biopanning, de péptidos

expresados por despliegue en fagos se muestra en la Figura IX.
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Figura IX. Bioseleccion de clonas que expresan mimétopos de un antigeno (P38).

1) Una biblioteca de fagos que expresa diferentes secuencias de péptidos es
expuesta a una placa cubierta con el blanco. 2) El fago que no se une es eliminado
mediante lavados. 3) Los fagos que se unen especificamente son eluidos al disminuir
el pH. 4) Se conservan solo los fagos eluidos especificos. 5) Los fagos eluidos son
propagados en células de E£. coli. 6) Los fagos propagados son seleccionados. 7)
Después de tres rondas de bioseleccion, la secuencias de las clonas seleccionadas

son analizadas.



Il. JUSTIFICACION

La tuberculosis es una enfermedad responsable de millones de muertes en el mundo
cada ano. La mayoria de los casos de tuberculosis ocurren en paises en desarrollo con
recursos limitados. Actualmente, el diagnéstico de la enfermedad depende principalmente
de analisis radiografico y examen clinico, confirmada por baciloscopia y cultivo bacteriano a
partir de muestras de esputo. El cultivo no es util como un medio de diagnéstico primario
debido al largo tiempo de crecimiento del bacilo, por lo que la confirmacion del diagnéstico
se basa en la baciloscopia, una técnica con sensibilidad de tan solo 50-60% y la tasa de
deteccion en ninos y pacientes coinfectados con VIH es aldn menor. Todo esto hace
necesario el desarrollo de nuevos métodos de diagnostico rapidos, eficientes y econémicos,

que puedan distribuirse en todas las poblaciones.

Para hacer frente a los problemas de baja sensibilidad y especificidad, lentitud o
requerimientos de infraestructura costosa inherentes a las técnicas tradicionales

(baciloscopia y cultivo), se requiere el estudio de métodos alternativos de diagnéstico.

Con el fin de dar un tratamiento eficaz contra la TB, es necesario realizar un
diagnostico oportuno, rapido y acertado de la enfermedad. Las pruebas seroldgicas son un
atractivo método de diagnostico ya que son rapidas, faciles de desarrollar, no invasivas y
pueden implementarse en las condiciones comunes en los paises en desarrollo, ya que no
requieren de células vivas (Lyashchenko et a/, 2000; Potter et a/, 2005). Se ha observado
que las glicoproteinas de algunos patégenos son antigenos inmunodominantes, por lo que
tienen un importante potencial para el desarrollo de vacunas y métodos de
inmunodiagnéstico (Espitia y Mancilla, 1987). En el caso concreto de la TB, la proteina de
38 kDa ha sido propuesta por diversos autores como un antigeno de gran potencial para
el inmunodiagnostico de la enfermedad (Espitia y Mancilla, 1989; Espitia et a/, 1992;
Samanich et a/, 2000; Senthil, et a/, 2002; Uma, et a/, 2001, Houghton, et a/, 2002) e
incluso ha sido considerada el mejor antigeno para las pruebas de diagnéstico serologico
(Daniel, 1996).

Sin embargo, la obtencion de la P38 purificada para el inmunodiagnéstico es dificil

y riesgosa. Ademas, se ha demostrado que la proteina de 38 kDa obtenida de manera



recombinante pierde especificidad en los ensayos de ELISA (Samanich et a/ 2000). El
trabajar con mimoétopos es una herramienta muy Gtil y segura para la identificacion de los
epitopos mas inmunogénicos de la proteina de 38 kDa Utiles para diagnéstico serologico

y, posiblemente, para vacunacion.



lll. HIPOTESIS

Mediante el rastreo de bibliotecas peptidicas es posible la identificacion de mimétopos de la
proteina de 38 kDa de M. tuberculosis, que posteriormente podrian ser utilizados como
reactivos para el inmunodiagnéstico de la TB.



IV. OBJETIVOS GENERALES

1.

Identificar mimétopos de epitopos de la proteina de 38 kDa de M. tuberculosis
mediante la técnica de bioseleccion de péptidos expresados por despliegue en
fagos.

Evaluar la efectividad de mimétopos peptidicos de la proteina de 38 kDa de M.

tuberculosis para el diagnoéstico serolégico de la TB.

V. OBJETIVOS PARTICULARES

Realizar una bioseleccion utilizando una biblioteca de péptidos expresados en
fagos para identificar mimétopos de la P38 que sean reconocidos por un suero
hiperinmune anti-P38.

Seleccionar clonas de fagos que expresen péptidos mimotopos de la P38.
Evaluar la reactividad de los mimo6topos seleccionados con el suero
hiperinmune de conejo anti-proteina de 38 kDa mediante ELISA.

Determinar la reactividad de sueros de individuos con tuberculosis pulmonar
activa y de controles sanos contra las clonas seleccionadas.

Secuenciar las clonas seleccionadas y comparar con la secuencia de P38.



VI. MATERIAL Y METODOLOGIA
VI.1. ESQUEMA METODOLOGICO
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VI.2. Proteina de 38 kDa y suero anti-P38
La P38 y el suero hiperinmune anti-P38 utilizados en este trabajo fueron

generosamente donados por la Dra. Clara Espitia Pinzon. La proteina de 38 kDa de M.
tuberculosis H37Rv utilizada se obtuvo de manera recombinante expresada en

Mycobacterium smegmatis.

El antisuero utilizado para la bioseleccion fue obtenido mediante la
inmunizacion de un conejo con la P381 recombinante de M. tuberculosis expresada en

M. smegmatis.

VI.3. Muestras bioldgicas

Para la evaluacion en sueros humanos se utilizaron muestras biolégicas donadas por
el Hospital de Infectologia Manuel Méndez del Centro Médico Nacional “La Raza” y el
Hospital General del 1.M.S.S., en la Ciudad de México, de individuos enfermos con

tuberculosis pulmonar activa diagnosticados por baciloscopia positiva2.

Las muestras de sangre de individuos sanos utilizadas como control fueron

donados por personal del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la U.N.A.M.

VI.4. Verificacion de la reactividad del suero hiperinmune de conejo anti-P38
con la proteina de 38 kDa mediante la técnica de ELISA

Se sensibilizdé una placa para ELISA (Nunc Maxi Sorp, Denmark) con proteina de 38
kDa y como control se utilizd un extracto de proteinas totales de M. tuberculosis. Se
deposito 1 ug de la proteina de 38 kDa/extracto de proteinas totales, diluido en 100 ul
de buffer de carbonatos (por pozo) en una placa para ELISA, se incubd por 1 hora a

37°C. Se lavd cuatro veces con 200 pl utilizando una solucién de lavado de PBS 0.01

1 Apéndice Il
2 No se tiene ninguna clasificacion de los sueros utilizados, tan solo el diagnéstico baciloscopico positivo
de TB activa.



M-Tween 20 al 0.2%3. Se le agregd a cada pozo 200 ul de solucién de bloqueo (PBS
0.01 M-BSA al 2%) incubandose una hora a 37 °C para evitar el pegado inespecifico de
anticuerpos. Se lavd nuevamente y se incubd con el suero policlonal de conejo anti-
proteina de 38 kDa, diluido 1:100 (en PBS 0.01 M-BSA al 0.1%, Tween 20 al 0.1%) por
12 horas a 4°C. Se lavd nuevamente, se incubd con 100 ul de anti-IlgG de conejo
conjugado a la fosfatasa (Sigma, St. Louis MO., E.U.A.), diluciéon 1:5000 (en PBS 0.01
M-BSA al 0.1%), por 1 hora a 37°C. Se lavdo y se adicionaron 100 ul de 4-
nitrofenilfosfato diluido (Img/ml en solucion amortiguadora de dietanolamina) a 37°C
para revelar la reaccion. Se incubd durante 15 minutos a 37 °C. La densidad 6ptica se
ley6é a 405nm (Crowther, 2001).

VI.5. Titulacion del suero hiperinmune de conejo anti-P38 mediante la técnica
de ELISA

Se sensibilizd una placa para ELISA (Nunc Maxi Sorp, Denmark) con proteina de 38
kDa, depositando 1 ug de la proteina de 38 kDa diluido en 100 pl de buffer de
carbonatos (por pozo) en una placa para ELISA. Se incubd por 1 hora a 37°C. Se lavo
cuatro veces con 200 ul. Se le agregd a cada pozo 200 pl de solucion de bloqueo
incubandose 1 hora a 37 °C para evitar el pegado inespecifico de anticuerpos. Se lavo
nuevamente y se incub6 con el suero policlonal de conejo anti-proteina de 38 kDa, o
con el suero preinmune, en diferentes diluciones (1:100, 1:200, 1:400,... 1:12 000) en
PBS 0.01 M-BSA al 1% por 12 horas a 4°C. Se lavé nuevamente, se incub6 con 100 pl
de anti-IlgG de conejo conjugado a la fosfatasa (Sigma, St. Louis MO., E.U.A.), dilucion
1:5000 (en PBS 0.01 M-BSA al 0.3%), por 1 hora a 37°C. Se lavo y adicionaron 100 ul
de 4-nitrofenilfosfato diluido (1mg/ml en solucién amortiguadora de dietanolamina) a
37°C. Se incubd al abrigo de la luz durante 15 minutos para obtener la reaccion

colorimétrica. La densidad 6ptica se leyd a 405 nm (Crowther, 2001) (Figura X).

3 Se utilizaron las mismas soluciones de lavado (PBS 0.01 M-Tween 20 al 0.2%) y de bloqueo (PBS 0.01
M-BSA al 2%) en todos los ensayos de ELISA 'y en la bioseleccion.
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Figura X. ELISA para verificar la reactividad del suero hiperinmune de conejo con
la P38.

1) Se sensibiliza la placa con proteina de 38 kDa. 2) Se anade el suero de conejo
hiperimune a-P38. 3) Se agrega anticuerpo anti-IgG de conejo acoplado a
fosfatasa. 4) Se revela utilizando 4-nitrofenilfosfato en dietanolamina como
sustrato.

VI.6. Bioseleccion

Para identificar los mimétopos de la proteina de 38 kDa de Mycobacterium
tuberculosis se utilizd una biblioteca comercial de péptidos (de doce aminoacidos de
longitud, dodecapéptidos) expresados al azar en el extremo amino de la proteina plll
de la superficie del fago filamentoso M13 (New England Biolabs, Hertfordshire,

Inglaterra).

La bioseleccion se llevd a cabo utilizando una placa de ELISA (Nunc Maxi Sorp,
Denmark). Cuatro pozos de la placa fueron cubiertos cada uno con 100 ul de una
dilucion 500 ng/ul de anti IgG de conejo H+L (Zymed, San Francisco, CA., E.U.A.) en
solucion amortiguadora de carbonatos, y fue incubada una hora a 37 °C. Los pozos se
lavaron cinco veces con 200 pl de solucion lavado. Posteriormente, se incub6é con 200
ul por pozo de una solucion de bloqueo durante una hora a 37 °C para evitar el pegado
inespecifico de anticuerpos. Se hicieron cuatro lavados con 200 ul de solucion de
lavado. Se agregaron 100 ul por pozo de suero de conejo anti-P38 (1:100) en PBS
0.01 M-BSA al 1%, Tween 20 al 0.1%. Se incubd por una hora a 37 °C. Se lavo cuatro
veces nuevamente. En 450 ul de PBS 0.01 M-BSA al 0.1% con Tween 20 al 0.1% se
diluyeron 10 pl (correspondiente a 1 x 1011/ml) de la biblioteca comercial de fagos
(New England Biolabs, Hertfordshire, Inglaterra). De esta dilucion fueron agregados 10
ul por pozo y se incub6 toda la noche a 4°C. Transcurrido este tiempo se hicieron cinco

lavados y posteriormente se realizaron cinco lavados mas con PBS 0.01 M. Se



agregaron 100 ul por pozo de una solucion de glicina-HCI (0.2 M, Apéndice IV). Se
incubd durante cinco minutos a temperatura ambiente y diez minutos a 37°C. Se
colecto el eluido de los pozos en un mismo tubo y se agregaron 200 ul de Tris base
0.2M (sin ajustar pH) para neutralizar, (segin especificaciones del fabricante del kit
12-mer Phage Display Peptide Library Kit, (New England Biolabs, Hertfordshire,
Inglaterra). A la reaccion obtenida se le llamé “eluido de primera ronda”.

Posteriormente se propago y titulo el eluido.

Para continuar con la segunda ronda de la bioseleccion se repitié el mismo protocolo
pero, en lugar de adicionar la biblioteca comercial, se anadieron los fagos obtenidos de
la primera ronda (después de haber sido propagados hasta alcanzar el titulo
necesario) para obtener el “eluido de segunda ronda”. Se continué sucesivamente el

nlimero de rondas necesarias para terminar la bioseleccion (tres en este caso).

VI.7. Propagacion de Fagos

Los fagos son propagados mediante la infeccion de células de Escherichia coli en el
medio 2xYT4. Previo al experimento se cultivaron células de £. colien medio liquido 2xYT,
se incubaron en agitacion durante cuatro horas a 37 °C. Para realizar la propagacion, se
colocaron 500 pl de bacterias en 50 ml de medio liquido 2xYT, se infectaron con 15 ul de
la muestra con el fago de interés®. Se incub6 durante 15 minutos a 37 °C sin agitacion
para facilitar la infeccion. Posteriormente, se incubd durante cuatro horas y media en
agitacion a 220 rpm a 37°C, hasta alcanzar una densidad 6ptica de 600 nm. Una vez
transcurrido este tiempo, las células se centrifugaron durante diez minutos a 10000 rpm a
4°C. A partir del sobrenadante se precipitaron los fagos con 1/6 del volumen de
polietilénglicol (PEGS, USB Corp., Cleveland, OH) manteniéndose a 4°C durante toda la
noche. Se centrifugd durante diez minutos a 10 000 rpm a 4°C. Se eliminé el
sobrenadante y la pastilla de fagos se resuspendi6é en un mililitro de TBS. Posteriormente,

se transfiri6 la suspension a un tubo de microcentrifuga y se centrifugd por tres minutos a

4 Apéndice IV.

5 En el caso de la propagacion del eluido obtenido al final de una ronda de bioseleccion, se infecta con todo
el eluido.

6 Apéndice IV.



14 000 rpm a 4°C. El sobrenadante fue transferido a otro tubo de microcentrifuga y se
precipitd con 180ul de PEG. Se incub6 a 4°C por una hora. Transcurrido el tiempo de
incubacion se centrifugd por diez minutos a 14 000 rpm a 4°C. Se descarto el
sobrenadante, se resuspendio la pastilla en 200 ul de TBS. Se centrifugd por cinco
minutos a 14 000 rpm a 4°C, para eliminar bacterias residuales. El sobrenadante se

transfirié a otro tubo de microcentrifuga y se obtuvo el eluido propagado.

VI.8. Titulacion de Fagos

La titulacion se lleva a cabo para determinar el nimero de pfu por mililitro. Se hicieron
diluciones seriadas 1:1000 en medio de cultivo 2xYT (Invitrogen, E.U.A.), a partir de los
fagos eluidos. Después de realizar una ultima dilucion, se agregaron los fagos a 200 ul
de bacterias E. coli. Se incubaron por 15 minutos a temperatura ambiente y se le
agregaron 15 ul de XGal/IPTG. Esta mezcla se anadié a un tubo con 4 ml de medio Top
agar fundido a 45°C, se mezcl6 y vacié en una caja de Petri preparada con medio LB
para dejarse incubando toda la noche. Al dia siguiente se obtuvo el titulo contando las
unidades formadoras de placas (seglun especificaciones del fabricante del kit 12-mer

Phage Display Peptide Library Kit, BioLabs, New England).



VI.9. Determinacion de la reactividad de sueros de conejo con péptidos
expresados en fagos mediante la técnica de ELISA

Se realizaron ensayos de antigenicidad de las clonas con el suero hiperinmune anti-P38
utilizado en la bioseleccion, segin Santamaria et a/, 2001. Para esto, se sensibilizd una
placa para ELISA de 96 pozos (Nunc Maxi Sorp, Denmark), con 100ul por pozo de
anticuerpo anti-IgG de conejo H+L (Zymed, San Francisco, Ca., E.U.A.), 5ng/ml (1:200) en
PBS 0.01 M, se incubd por 1 hora a 37 °C. Se realizaron 4 lavados con 400 ul solucion de
lavado, se incubd con 200 ul de una soluciéon bloqueadora, por 1 hora a 37°C. Se
realizaron cuatro lavados y se incubd la mitad de la placa con 100 pl de suero preinmune
y la otra mitad con el suero anti-P38 en dilucién 1:100 (en PBS 0.01 M-BSA al 1%, Tween
20 al 0.1%). Se realizaron cuatro lavados y se agregd a cada pozo (por duplicado, para
ambos sueros) 100 ul de los fagos diluidos en PBS 0.01 M-BSA al 1%, Tween 20 al 0.1%,
partiendo de una concentracion de 5x1010 pfu/ml teniendo por pozo 5x10° pfu), se incubo
durante toda la noche a 37 °C. Se realizaron cuatro lavados y se incub0 la placa con 100
pl de anticuerpo anti M13 (Horse Radish Peroxidase/anti M13 Monoclonal Conjugate,
Zymed, San Francisco, CA., E.U.A.) en una dilucién 1:5000, por 1 hora a 37 °C. Se hicieron
cuatro lavados y se agregd 100 ul por pozo de ABTS como sustrato para la peroxidasa
(Zymed, San Francisco, CA., E.U.A.) y se dej6 incubar por 15 minutos a 37 °C. Se midi6 la

absorbancia en un lector de placas automatico a 405 nm. (Figura XI)
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Figura XI. ELISA para determinar la reactividad de las clonas que expresan mimétopos de la
P38 con suero hiperinmune anti-P38 mediante la técnica de ELISA.

1) Se sensibiliza la placa con anticuerpo anti-IgG de conejo. 2) Se anade el suero de conejo
hiperimune a-P38. 3) Se agrega la clona que expresa al péptido mimétopo de la proteina
de 38 kDa. 4) Se anade anticuerpo anti-M13 acoplado a peroxidasa. 5) Se revela utilizando
ABTS como sustrato.



VI.10. Determinacion de la reactividad de sueros humanos con P38 mediante la
técnica de ELISA

Se realiz6 este ensayo de ELISA para evaluar la reactividad de los sueros humanos
(tanto de individuos sanos como de pacientes con TB pulmonar) con la proteina de 38
kDa.

Se depositaron 100 pl/pozo de una solucion de 1ug/ml de proteina de 38 kDa diluida
en buffer de carbonatos sobre placas Maxisorp (Nunc), y se incub6 toda la noche a
4°C. Después de cuatro lavados se agregaron en cada pozo 200 pl de solucién
bloqueadora y se incub6 durante dos horas a 37° C o cuatro horas a temperatura
ambiente. Después de cuatro lavados, se anadié suero humano diluido 1:100 en PBS
0.01 M/BSA 1%, Tween 0.1% y se incubd durante toda la noche a 4°C. Se lavé cuatro
veces y se anadi6 IgG humano conjugado a fosfatasa (100 ul/pozo de una dilucion de
1:10 000) en PBS 0.01 M-BSA 1% Tween 20, 0.1%. Se incub6 durante una hora a
37°C y posteriormente se realizaron cuatro lavados. Se agregaron 100 ul de 4-
nitrofenilfosfato (1mg/ml) en solucién amortiguadora de dietanolamina en cada pozo
para revelar. Se incubé a 37°C durante 15 minutos y se leyd a 405nm en un

espectrofotometro de microplacas. (Figura XlI)
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Figura Xll. ELISA para determinar la reactividad de suero humano con péptidos
expresados en fagos.

1) Se sensibiliza la placa con proteina de 38 kDa. 2) Se anade el suero humano (de
individuo sano o enfermo). 3) Se agrega conjugado de anti-IgG humano acoplado a
fosfatasa. 4) Se revela utilizando 4-nitrofenilfosfato en dietanolamina como sustrato.



VI.11. Determinacion de la reactividad de sueros humanos con péptidos
expresados en fagos mediante la técnica de ELISA

Este ensayo de ELISA se llevd a cabo para evaluar la reactividad de los anticuerpos
humanos contra los péptidos que mimetizan a la proteina de 38 kDa. Se utilizaron
como controles negativos al fago M13 silvestre, que no expresa ninguna proteina, y al

fago APP 12-3.1, un fago no relacionado.

Se depositaron 100 ul/pozo de una solucion de 1 mg/ml de anticuerpo monoclonal
anti-M13 (Amersham Pharmacia Biotech, U.K. Limited), en buffer de carbonatos sobre
placas Maxisorp (Nunc), y se incubd toda la noche a 4°C. Después de cuatro lavados,
se agregaron en cada pozo 200 ul de solucion de bloqueo y se incub6 durante una
hora a 37° C. Las particulas de fagos se resuspendieron en PBS 0.01 M/BSA 0.1%,
Tween 20 al 0.1% y se anadieron 100 pl de esta suspension a cada pozo (1010
ufp/pozo). Después de cuatro lavados, se anadioé suero humano diluido 1:100 en PBS
0.01 M/BSA 1%, Tween 20 al 0.1% y se incubd toda la noche a 4°C. Se realizaron
cuatro lavados y se anadio 1gG humano conjugado a fosfatasa (100 ul/pozo de una
dilucion de 1:5 000) en PBS 0.01 M/BSA 1%, Tween 20 al 0.1%. Se incub6 durante 1
hora a 37 °C y posteriormente se realizaron cuatro lavados. Se agregaron 100 pl de 4-
nitrofenilfosfato (1mg/ml) en solucién amortiguadora de dietanolamina en cada pozo
para revelar la reaccion. Se incubd a 37°C durante 15 minutos leyendo a 405 nm en

un espectrofotémetro de microplacas. (Figura Xlll)

1 2 3 4 5
¥
Anti- W13 Clona que expresa Suero Anti-lga humano Sustrato
mimétopos de P35 Humano acoplado a
fosfatasa
Figura XIIl. ELISA para determinar la reactividad de suero humano con péptidos expresados
en fagos.

1) Se sensibiliza la placa con anticuerpo anti-M13. 2) Se anade la clona que expresa un
péptido mimétopo de la proteina de 38 kDa. 3) Se agrega el suero humano. 4) Se agrega el
conjugado de anti-lgG humano acoplado a fosfatasa. 5) Se revela utilizando 4-
nitrofenilfosfato en dietanolamina como sustrato.



VI.12. Purificacién de ADN de cadena sencilla

Para la purificacién de ADN de cadena sencilla de las clonas seleccionadas al azar, se
anadieron 400 ul de PEG/NaCl a 1 ml de sobrenadante obtenido en la primera
centrifugacion del proceso de propagacion de cada clona seleccionada, incubando
toda la noche a 4°C para la precipitacion de los fagos. Se centrifugd durante diez
minutos a 14 000 rpm, se deseché el sobrenadante y se centrifugd 30 segundos mas.
Después de desechar el nuevo sobrenadante, la pastilla se resuspendié en 200 ul de
buffer de yodo. Posteriormente se agregaron 500 pl de etanol absoluto, se mezclé e
incubd por 10 minutos a temperatura ambiente. A continuacion se centrifugd la
solucién durante 10 minutos a 14 000 rpm, se retird el sobrenadante y se agregaron
200 ul de etanol al 70%. Después de centrifugar un minuto a velocidad maxima, se tiré
el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 15.5ul de agua bidestilada (segln
especificaciones del fabricante del kit 12-mer Phage Display Peptide Library Kit, New
England Biolabs).

Para verificar la integridad del ADN obtenido, se llevé a cabo una electroforesis en gel
de agarosa al 1% en buffer TBE 1X y bromuro de etidio al 0.2%. Se cargaron 2 ul de
ADN de cadena sencilla de cada una de las clonas en una mezcla de 1 pl de buffer de
carga 5X y 1 pl de agua MilliQ estéril. EI gel se corri6 aproximadamente durante 90

minutos a un voltaje constante de 100V~

VI.13. Secuenciacién de ADN de cadena sencilla

La secuenciacion del ADN de cada clona se realizd mediante el uso del kit de
secuenciacion “Sequenase Quik-Denature Plasmid Sequencing Kit" (Amershan
Pharmacia Biotech, Cleveland, Ohio, USA) y dATP a-35S como se describe a
continuacion. La reaccion de annealing se prepar6é en una mezcla de 12.5 ul de
templado (ADN de cadena sencilla), 2.0 ul de buffer de reaccion y 1.5 pl de primer de -
28pb (sequencing primer -28), que se incubé a 37°C durante 10 minutos vy,

posteriormente, 10 minutos en hielo.

7 Apéndice IV.



A cada tubo con la mezcla de annealing se le anadi6 (reaccion de /abeling) 1 pl de DTT
(dithiotreitol) 0.1 M, 2 ul de mezcla /abeling mix 1:10 (dNTPs de G, T, C; 7.5mMc/u), 0.3
pl de marca dATP a-3°S35 (adenina marcada), y 1 ul de enzima (4 unidades de
polimerasa, sequenase version 2.0 DNA polymerase), dejandose incubar 5 minutos a
37°C. Posteriormente, 4.5 yl de la mezcla annealing-labeling se anadieron a cuatro
tubos por reaccién, precalentados a 37°C, que contenian 2.5 pl de cada uno de los
nucleotidos analogos de terminacion: G, A, T, C (ddNTPs 80 uM). Esta mezcla se incub6
durante cinco minutos a 37 °C. Finalmente, se anadieron 4 pl de la soluciéon de paro
(Stop Mix) y se incubd durante tres minutos a 75°C. Se cargaron 7 pl en los carriles
correspondientes de un gel de poliacrilamida al 8%. El gel se corrio6 a 1500 volts

durante 30 minutos y durante 4.5 horas a 1800 Volts.

Al término de este tiempo se recuperé el gel mediante papel filtro y se coloco en el
secador de geles (Bio-Rad, USA) durante 90 minutos a 80°C. Transcurrido el tiempo de
secado del gel, se colocd en un cassette de exposicion con una placa de rayos X
(Kodak, X.0 mat), se guard6 a temperatura ambiente y se reveld después de 72 horas.
Se llevd a cabo la lectura manual de la placa para determinar la secuencia de
aminoacidos de los péptidos expresados en los insertos de los fagos seleccionados
(segun especificaciones del fabricante del kit Ph.D.-C7C Phage Display Peptide Library
Kit, BioLabs).

VI.14. Analisis de similitud de secuencias
La similitud de las regiones de aminoacidos entre los insertos de péptidos de las clonas
seleccionadas y las secuencias de la proteina de 38 kDa se compararon usando los

programas de computadora BioEdit, ClustalW y BLAST.



Vil. RESULTADOS

Teniendo como objetivo identificar mimo6topos de uno de los antigenos mas
prometedores para el diagnéstico de TB, la proteina de 38 kDa, se procedio a
bioseleccionar fagos M13 recombinantes mediante el rastreo por afinidad a
anticuerpos anti-P38, en una biblioteca comercial de dodecapéptidos lineales

expresados en fagos M13.

El antisuero utilizado fue generosamente donado por la Dra. Clara |. Espitia
Pinzén del I.1.B.M., obtenido a partir de la inmunizacién de un conejo con P38
recombinante de M. tuberculosis expresada en Mycobacterium smegmatist. El uso de
éste permitié la identificacion de mimoétopos de toda una variedad de epitopos de la
P38.

Como primer paso se realizaron ensayos que nos permitieron verificar la
reactividad del suero anti-P38 con el antigeno nativo de 38 kDa y determinar si el titulo

del mismo permitia realizar la bioseleccion de fagos.

VII.1. Verificacion de la reactividad del suero hiperinmune de conejo anti-P38

con la proteina de 38 kDa mediante la técnica de ELISA

Para verificar la reactividad del suero hiperinmune anti-proteina de 38 kDa se
sensibilizd una placa de ELISA con la P38 y con un extracto de proteinas totales como
control. Se probaron los sueros preinmune e hiperinmune anti-P38, un suero anti-
proteinas totales de M. tuberculosis como control positivo y un suero no relacionado

(anti-antigeno lipidico de la micobacteria) como control negativo.

Los resultados (Figura 1) muestran que, al sensibilizar la placa utilizando como
antigeno a la proteina de 38 kDa, el suero anti-proteinas totales si presenta cierta

reactividad. Esto se debe a que el extracto de proteinas totales contiene a la P38, por

1 Apéndice II.



lo que, es congruente encontrar reaccion entre este suero y la proteina. Sin embargo,
tanto el suero no relacionado como el preinmune no presentan reactividad con la P38,
como se esperaba, debido a que en ninguno de los casos deberian existir anticuerpos

contra el antigeno de interés.

1.00- _
1 No Relacionado
0.75 [ Anti-prots totales
o I Preinmune Anti-P38
o) g Inmune Anti-P38
o8 050
=
0.25- ﬂ
0.00 |:_| "‘ . ﬂ
Proteina 38KDa Proteinas totales
Antigeno

Figura 1. Reactividad de diferentes sueros contra la proteina de 38 kDa y
proteinas totales de Mycobacterium tuberculosis.

Las Ultimas dos barra muestran la alta reactividad entre los sueros pre- e
hiperinmune anti-P38 y las proteinas totales. Esta puede explicarse de dos formas: la
primera, el extracto de las proteinas totales contiene a la proteina de 38 kDa, por lo
gue el suero hiperinmune debe de reaccionar con ella. La segunda es porque los
conejos que se utilizan en el Bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas, a
partir de los cuales se obtuvieron estos antisueros, provienen de granjas y no estan
100% libres de patégenos. Dado lo anterior, el suero preinmune ya contenia
anticuerpos reactivos contra proteinas diversas, incluso de M. tuberculosis,
posiblemente como resultado de reacciones cruzadas o de previa exposicion del
animal a micobacterias del medio ambiente, sobre los cuales no se tiene control

alguno.

Dado lo anterior, es posible que algunos de los péptidos obtenidos de la
bioseleccién usando suero anti-P38 no sean mimoétopos de la proteina de 38 kDa. Si

esto ocurre, una vez que se obtengan las secuencias de los péptidos se corroborara



cuales de ellos tienen similitud con el antigeno nativo de 38 kDa o con otros antigenos
de M. tuberculosis. Ademas, los ensayos de antigenicidad con el suero hiperinmune

anti-P38 permitira confirmar la presencia de mimotopos de la P38.

VII.2. Titulacién del suero hiperinmune de conejo anti-P38 mediante la técnica
de ELISA

A fin de caracterizar el suero que seria utilizado para la identificacién de mimétopos de
la P38 se realiz6 la titulacion de los sueros preinmune e hiperinmune mediante la
técnica de ELISA antes de realizar la bioseleccion (Figura 2). Segln trabajos previos,
sueros con titulos de 1:5 600 o superiores pueden ser utilizados como blanco para
seleccionar fagos mediante la metodologia usual (trabajando con el suero en dilucion
1:200).

1.00+
—=— Preinmune
0.75+ —— Inmune Anti-P38
cE
a8 0.50
=}
0.25 \\'\
000 T T T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000

Dilucion

Figura 2. Titulacion del suero hiperinmune de conejo anti-proteina de 38 kDa
mediante ELISA. Lectura observada a los 15 minutos.

En este caso, la diferencia de 0.2 D.O. entre los sueros pre- e hiperinmune se encontrd
por debajo del titulo 1:800, por lo que se decidié utilizar el suero hiperinmune de

conejo en dilucion 1:100, siendo suficiente para la realizacion de la bioseleccion.



VII.3. Bioseleccidn, propagacion y titulacion de fagos

Una vez titulado el suero hiperinmune anti-P38, se realizaron tres rondas de
bioseleccion a partir de una biblioteca comercial de dodecapéptidos lineales
expresados en fago M13, utilizando anticuerpos anti-proteina de 38 kDa. Al terminar la
1a y 22 ronda, se propagd y tituld el eluido obteniendo titulos de 104 y 106
respectivamente. Al finalizar la tercera ronda, solamente se titul6 el eluido obteniendo
una concentracion de 108 pfu/ml. Posteriormente se amplificd hasta alcanzar un titulo

de 1013 para la realizacion de los inmunoensayos.

Tabla 2. Rendimiento de la bioseleccion.

Ronda #pfu/mi #pfu/mi
Entrada Salida
1a 1013 104
2 1013 106
3° 1013 108

El aumento del titulo de los fagos eluidos en cada ronda de bioseleccion muestra el
enriquecimiento del nimero de fagos afines a los anticuerpos anti-P38 obtenidos en el
eluido (Tabla 2).

A partir del eluido de tercera ronda se seleccionaron 21 clonas al azar y cada
una, a su vez, se propago en £. coliy se tituldé obteniendo una concentracion de 1013
pfu/ml para todas las clonas. Estas clonas fueron evaluadas con los anticuerpos anti-

P38 para confirmar el mimetismo antigénico de los insertos de cada una.

VIl.4. Determinacion del mimetismo antigénico de péptidos expresados en fagos
mediante la técnica de ELISA

Para saber si los péptidos seleccionados son mimétopos de la proteina de 38 kDa de
M. tuberculosis, se realizaron ensayos de antigenicidad con las clonas elegidas,
evaluando su reactividad con los sueros preinmune e hiperinmune anti-P38 mediante
ELISA. En este caso se emplearon como controles negativos al fago silvestre M13 (que

no expresa inserto alguno en sus proteinas plll) y un fago que expresa un péptido no



relacionado (epitopo relacionado con el péptido B-amiloide de la enfermedad de

Alzheimer), usando una concentracion de 1010 fagos por pozo en cada caso.

El ensayo se realizd tres veces, probando cada muestra por duplicado. En la
Figura 3 se presenta el promedio de los resultados obtenidos en los tres experimentos.
Se observa que todas las clonas seleccionadas fueron reconocidas por el suero anti-
P38, pero no las clonas utilizadas como controles negativos. Estos resultados indican

que los péptidos seleccionados corresponden a mimoétopos antigénicos de la P38.
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Figura 3. Reactividad de sueros preinmune e hiperinmune anti-P38 con las
clonas seleccionadas y con los controles negativos.
Las clonas seleccionadas (1-21) son reconocidas por el suero hiperinmune

anti-P38, a diferencia de las clonas control (M13 y NR).

Se obtuvo el indice de reactividad de cada clona para determinar el nivel de
calidad de su reactividad en contraste con los controles. El indice se determind
dividiendo el valor obtenido con el suero hiperinmune entre el obtenido con el suero
preinmune en todos los casos (utilizando los mismos valores que para la Figura 3). A
mayor indice, mejor reactividad. En la Figura 4 se muestran los indices obtenidos para
cada clona en comparacion con los controles. Con los resultados anteriores se observa
que todas las clonas tienen un indice de reactividad mucho mayor que los controles

negativos (Tabla 3).
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Figura 4. indices de reactividad de las clonas obtenidas (1-21) mediante la
bioseleccion con suero anti-P38 en contraste con los controles (M13 y NR).

Tabla 3. Porcentaje de bondad de cada clona con respecto a los controles negativos
M13 y no relacionado (NR). El porcentaje se calculé dividiendo el promedio de los
indices de reactividad (obtenidos en los tres experimentos) de cada clona entre el
indice de reactividad del control. Las clonas se presentan en orden descendiente

comenzando por la de mayor bondad.

% de Bondad
Clona &5 m13 Con NR
18 599.1 647.3
20 594.3 642.1
17 581.3 628.1
16 562.5 607.8
8 553.4 597.8
14 531.6 574.3
10 529.6 572.2
21 515.0 556.4
13 509.0 549.9
7 491.9 531.4
6 462.6 499.8
11 453.7 490.1
2 4441 479.8
9 429.8 464.3
12 425.8 460.0
15 405.6 438.2
1 405.6 438.2
19 404.0 436.5
3 394.4 426.1
4 371.1 400.9
5 297.4 321.3




VIL.5. Determinacion de la reactividad de sueros humanos con P38 mediante la
técnica de ELISA

Previo a la realizacion de las pruebas preliminares para evaluar la reactividad de los
sueros humanos con los péptidos mimotopos expresados en fagos, fue necesario
identificar sueros reactivos a la proteina de 38 kDa, a partir de una coleccion de
sueros existente en el laboratorio. Se realizaron ensayos de ELISA (tres veces,
tomando cada muestra por duplicado) para seleccionar una muestra de a/ menos,

siendo diez de individuos sanos y diez de pacientes con tuberculosis activa.

Si bien es cierto que la capacidad de los mimoétopos antigénicos para funcionar
como reactivos de diagnostico podria ser, en algunos casos, superior al antigeno
recombinante, decidimos utilizar suero con reactividad confirmada hacia el antigeno
completo para fines de una evaluacion preliminar. Dado lo anterior, se probd la
reactividad de 13 sueros de individuos sanos y 26 sueros de enfermos con la proteina
de 38 kDa y a partir de estos ensayos se eligieron diez de cada lote para proceder con

una evaluacion preliminar de las clonas como antigenos sustitutos de diagnostico.

Para seleccionar los sueros se utilizaron dos criterios. Primero, se tomaron los
diez sueros de individuos sanos menos reactivos y los diez sueros de pacientes
enfermos mas reactivos. El segundo criterio que se consider6 fue el uso de un
intervalo de aceptacion estadistica, basado en el teorema de la desigualdad de

Chebyshev para distribuciones no conocidas2:

P(u-ko < X < p-ka) > 1 - 1/k2

En donde, i es la media de la reactividad de los sueros sanos
seleccionados bajo el primer criterio, medida en unidades de densidad
Optica, o es la desviacion estandar, & es el nimero de desviaciones
estdndar consideradas y X es la reactividad obtenida

experimentalmente.

2 No se conoce la distribucion de las poblaciones de sueros, por lo que no se puede considerar una
distribucion normal.



Por ejemplo, al considerar tres desviaciones estandar, A=3, ©=0.435 (media de la
reactividad de los sueros sanos, obtenida experimentalmente) y 0=0.123 (desviacion
estandar de la reactividad de los sueros sanos, obtenida experimentalmente), la

probabilidad de que la reactividad se encuentre en el intervalo considerado es:

P (0.435-3(0.123)< X <0.435 +3(0.123) > 1- /9
P > 0.9 — mayor del 90%

Para efectos de determinacion de la calidad del experimento, definimos un
indice del 63.3%. Es decir, consideramos que la reactividad de los sueros de los
individuos probados corresponde a un individuo sano si y solo si el valor obtenido se
encuentra por debajo del valor de corte (VC) definido por y+ko, donde A=2.24. Dada la
desigualdad de Chebyshev, la probabilidad de certidumbre para este indice es del
90%3. Cualquier observacion que quede por encima del valor de corte corresponde a

un individuo enfermo con una probabilidad del 90% de certeza.

En la Figura 5 se muestra la reactividad de los sueros evaluados con la proteina
de 38 kDa. A partir de este resultado, se seleccionaron los diez sueros sanos y diez
sueros enfermos que se utilizaron posteriormente para la evaluacion de las clonas

obtenidas en la bioseleccion (Figura 6).

3 Hacemos notar que la desigualdad de Chebyshev nos otorga el limite inferior de la poblacién, es decir,
la probabilidad de encontrarnos en el intervalo es mayor o igualal 90%. Esto se debe a que no estamos
haciendo ninguna suposicion con respecto a la distribucion. Si consideraramos una distribucion normal,
la probabilidad de estar en este intervalo seria del 97.5%.
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Figura 5. Reactividad de sueros humanos sanos y enfermos de tuberculosis con
la proteina de 38 kDa.
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Figura 6. Sueros seleccionados para la evaluacion de las clonas obtenidas en
la bioseleccion con suero anti-P38.

El mismo criterio estadistico (u+2.240) fue utilizado a lo largo de este trabajo.

Consideramos que el indice definido es suficientemente significativo dado el tamano



de la muestra (n=10 para cada caso). Ademas, nos garantiza (con probabilidad del

0.9) que nuestras conclusiones son estadisticamente validas.

VII.6. Determinacion de la reactividad de sueros humanos con péptidos
expresados en fagos mediante la técnica de ELISA

Para examinar la serorreactividad de las clonas obtenidas en la bioseleccion se llevo a
cabo un ensayo inmunoenzimatico para cada clona. Se consider6 como control
negativo a M13. Se evaluaron dos diferentes fagos no relacionados (que expresan
epitopos relacionados con el péptido B-amiloide de la enfermedad de Alzheimer):

APP12-3.7 y APP12-3.12, referidos en las graficas como NR1y NR2, respectivamente.

Los resultados obtenidos con cada una de las clonas se muestran en las
Figuras 7 a 27, y con los controles negativos en las Figuras 28 a 30. Las graficas que
se presentan corresponden a la lectura efectuada transcurridos aproximadamente 45

minutos de reaccién colorimétrica.

Para determinar la calidad de la reactividad de los sueros enfermos con cada
clona en contraste con la de los sanos, se consider6 un valor de corte de
VCo=p+2.240, donde  es la media de reactividad de los sueros sanos y o es la
desviacion estandar de la misma, de acuerdo con el teorema de la desigualdad de
Chebyshev (ver inciso VII.5). Cualquier valor de reactividad que cayera por debajo del
valor de corte fue calificado como no reactor. Para considerar a un suero
significativamente reactor contra la clona evaluada, su reactividad debié caer por

encima del VC considerado.

En todos los casos, incluyendo a los controles negativos, la mayoria de los
sueros sanos no presentaron reactividad alguna. Tan solo con las clonas 9, 12 y 13
(Figuras 15, 18 y 19) un suero sano reaccion6é de manera significativa, siendo uno
para la clona 9 y otro diferente para las clonas 12 y 13, es decir, se comportan como

falsos positivos. Los sueros enfermos no presentaron reactividad alguna con los fagos



no relacionados NR1 ni NR2. Con las clonas obtenidas por bioseleccion, la reactividad
de la mayoria de los sueros cay6 por debajo del VC. La Tabla 4 presenta el nimero de

sueros enfermos que reaccionaron de manera significativa con cada clona.

Tabla 4. Nimero de sueros enfermos reactivos con cada clona.

% de sueros Clona

enfermos reactivos

10 12,13, 15, 19

20 6,7,9, 14, 16, 17, 18, 20, 21
30 1,2,3,4,8,10,11

40 5

La reactividad observada en la mayoria de las clonas (-67%), asi como de los
controles negativos, se encontré6 en un promedio de 1 a 1.5 unidades de densidad
Optica. La clona que dio la menor reactividad fue la clona 8, por debajo de 0.5
unidades de densidad o6ptica. Sin embargo, estas diferencias no afectaron el

comportamiento de los sueros.
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Figura 7. Reactividad de los sueros evaluados
con la Clona 1.
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Figura 9. Reactividad de los sueros evaluados
con la Clona 3.
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Figura 8. Reactividad de los sueros evaluados
con la Clona 2.
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Figura 10. Reactividad de los sueros evaluados
con la Clona 4.
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Figura 13. Reactividad de los sueros evaluados
con la Clona 7.
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Figura 12. Reactividad de los sueros evaluados
con la Clona 6.
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Figura 14. Reactividad de los sueros evaluados
con la Clona 8.



CLONA9

= Sanos
1.51 - Enfermos
o} E 101
a8
Q
0.5 . .
0.0
Sanos Enfermos
SUEROS
u=0.262
0=0.093
VC,,=0.470
Figura 15. Reactividad de los sueros evaluados
con la Clona 9.
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Figura 17. Reactividad de los sueros evaluados

con la Clona 11.
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Figura 16. Reactividad de los sueros evaluados
con la Clona 10.
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Figura 18. Reactividad de los sueros evaluados
con la Clona 12.
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Figura 19. Reactividad de los sueros evaluados
con la Clona 13.
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Figura 21. Reactividad de los sueros evaluados

con la Clona 15.
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Figura 20. Reactividad de los sueros evaluados
con la Clona 14.
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Figura 22. Reactividad de los sueros evaluados
con la Clona 16.
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Figura 23. Reactividad de los sueros evaluados
con la Clona 17.
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Figura 25. Reactividad de los sueros evaluados

con la Clona 19.

D.O.
405nm

1.5+

1.0

0.54

0.0

CLONA 18

= Sanos
- Enfermos

Sanos Enfermos
SUEROS

p=0.534
0=0.157
VC,,=0.885

Figura 24. Reactividad de los sueros evaluados

con la Clona 18.
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Figura 26. Reactividad de los sueros evaluados

con la Clona 20.
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Figura 27. Reactividad de los sueros evaluados
con la clona 21.
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Figura 29. Reactividad de los sueros evaluados

con el control negativo NR1.
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Figura 28. Reactividad de los sueros evaluados
con el control negativo M13.
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Figura 30. Reactividad de los sueros evaluados
con el control negativo NR2.



VII.7. Purificacién de ADN de cadena sencilla

A partir de las clonas se purific6 ADN de cadena sencilla para secuenciarlo
posteriormente. A través de un gel de agarosa al 1% en TBE 1X con bromuro de etidio
se verificd la presencia y calidad del ADN purificado de las 21 clonas individuales

(Figura 31). Se colocé ADN de una clona en su carril correspondiente.

1 2 3 45 6 7 8 91011 12 13 1415 16 17 18 19 20 21

Figura 31. Muestras de ADN de cadena sencilla obtenidas a partir de las clonas que expresan
mimétopos de la P38 en gel de agarosa al 1%.

Las bandas obscuras muestran la presencia del acido nucleico. En los carriles 5
y 13 (clonas 5 y 13) no se ven bandas, lo que significa que no habia ADN. En estos
casos, se repitid la purificacion y verificacion de la presencia de ADN en gel de agarosa

para proceder con la secuenciacion .

VII.8. Secuenciacion de ADN de cadena sencilla

Se secuenciaron las 21 clonas seleccionadas, ya que todas resultaron reactivas con
los anticuerpos anti-P38 (ver Figura 4). Utilizando el método de Sanger se
determinaron las secuencias de las 21 clonas en un gel de poliacrilaminda 8% con un
primer de -28pb. A través de la lectura del gel en direccion 5 -3’ se sacéd la
secuencia de nucleétidos y a partir de la cadena complementaria 3’ - 5’, se dedujo la
secuencia de 12 aminoacidos expresados en los insertos de cada clona (Tabla 5). No

se encontré ninguna secuencia compartida entre las clonas.



Tabla 5. Secuencias de aminoéacidos de las clonas seleccionadas.

Clona Secuencia de Aminoacidos
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Los asteriscos (*) denotan sitios donde, en la secuencia nucleotidica?, se
encuentra un codon de paro. Estos codones no afectan la expresion del péptido

completo. La expresion de secuencias de ADN con codones de paro es un evento

4 La secuencia nucleotidica completa se presenta en el Apéndice Il



comuln, asi como el cambio de marco de lectura y las “fallas” de los ribosomas
(intercambio de aminoacidos u omisiébn de codones de paro) como mecanismos de
regulacion de expresion génica (Carcamo et a/, 1998). Se conoce que la cepa TG1 del
fago M13 es supresora, es decir, que es capaz de ignorar el codén de término UAG. Por
ello, la presencia de este codén no afecta la traduccion de la proteina completa en el
contexto del fago. Por otro lado, se ha reportado que el codén de paro UGA es el
menos eficiente para la terminacion de la sintesis de proteinas. La insercion un
triptofano (W) en donde se encuentra UGA, e incluso en UAA, es frecuente (MacBeath y
Kast, 1998). También se ha observado que los insertos que expresan los codones de
término UGA y UAA se expresan de manera eficiente en £. coli (Carcamo et a/, 1998;
Manoutcharian et a/, 2003). Otra evidencia de que las clonas seleccionadas expresan
correctamente el péptido (inserto) es que todas ellas reaccionaron de manera eficiente
con los anticuerpos anti-P38 (Figura 3), lo que no hubiera ocurrido si el péptido

estuviera incompleto.

VIL.9. Analisis de similitud de secuencias

Las secuencias obtenidas se compararon con la proteina de 38 kDa haciendo un
alineamiento mdultiple utilizando los programas de computacion BioEdit y ClustalW.
Para realizar el alineamiento, se sustituyeron los codones de término UAA y UGA con
un triptofano (W). Se encontrd6 que todas las clonas tienen al menos cuatro
aminoacidos de similitud con la proteina de 38 kDa. En la Tabla 6 se muestra la region
de la proteina con la que tiene mayor similitud cada clona, asi como el porcentaje de

identidad de cada clona con la P38.



La secuencia de aminoacidos de la proteina de 38 kDa de M. tuberculosis se

presenta a continuacion:
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Tabla 6. Alineamientos de las clonas obtenidas con la proteina de 38 kDa y porcentajes
de similitud. Los aminoacidos iguales se presentan sombreados y los intercambiables
marcados con un recuadro. El nimero en la parte superior indica el sitio de P38 con el
que se estd comparando (Bordo y Argos, 1991). Para calcular los porcentajes se
consideré como 100% a los 11 6 12 aminoacidos del péptido (tomando en cuenta que

el sistema se salta al codon de paro UAG, por lo que algunas clonas tienen tan solo 11
aminoacidos).
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Tabla 6. Continuacion.
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La mayoria de las clonas muestran una similitud del 58.3% (9 de las 21) con respecto
a la P38. Los resultados (Tabla 6) confirman que la bioseleccidon fue exitosa, debido a
gue se obtuvieron 21 clonas reactivas con el suero anti-P38 y, 17 de ellas expresan
mimétopos con similitudes iguales o mayores al 50% con relacién a regiones del
antigeno original. La clona 15 alcanza una similitud hasta del 72.7%. Muchos
dodecapéptidos pueden ser alineados con la proteina y mostrar similitud. Sin embargo,
en algunos casos, como la Clona 15, la similitud es tan clara con ciertos motivos que

sugiere mimetismo de la region.

Se puede observar que varios de los péptidos obtenidos mimetizan a una
misma region o a regiones cercanas. Al comparar los sitios de la P38 en los que se
alinean los mimoétopos, resaltan las regiones del aminoacido 50-76, 193-200, 218-
229 y 232-240 (Figura 32). La presencia de mimoétopos que se sobrelapan en estas
regiones sugiere que son sitios altamente antigénicos, puesto que el antisuero con el
que se llevo a cabo la bioseleccion contenia muchos anticuerpos contra ellos y, por lo

tanto, favorecio la seleccion de los mimétopos de estas zonas.
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Figura 32. Regiones de la P38 mimetizadas por los 21 mimétopos
seleccionados. Se encuadran de diferentes colores las regiones

correspondientes a cada mimétopos



Los resultados de los ensayos de serorreactividad, muestran que no existe una
relacion evidente entre el porcentaje de similitud de los mimétopos con la P38 y su
reactividad con los sueros enfermos. Asimismo, los alineamientos de los péptidos no
relacionados utilizados como controles negativos en los inmunoensayos NR1 y NR2
con la P38 (datos no presentados) muestran cierta similitud. Sin embargo, ninguno de

ellos reacciond con los sueros de pacientes enfermos de TB.

Al realizar un alineamiento mdultiple considerando todas las clonas con el
software Clustal W se encontraron aminoacidos en comudn entre algunas de ellas
(Tabla 7) y se obtuvo un arbol agrupandolas por similitud de secuencias (33). Sin
embargo, adn cuando algunas clonas pertenecen al mismo grupo y/o0 comparten
secuencias de aminoacidos, no mimetizan a la misma region de la P38. Por otra parte,
es evidente que las clonas agrupadas en los mismos conjuntos no muestran ninguna

relacion en cuanto a su serorreactividad (Tabla 4).



Tabla 7. Alineamiento de secuencias obtenido con el programa Clustal W. Los
aminoacidos iguales se presentan resaltados. Las clonas se presentan ordenadas de
acuerdo a la similitud encontrada. El inicio para dar las posiciones de los aminoacidos

se asigno arbitrariamente.
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Figura 33. Arbol obtenido a partir del alineamiento mdaltiple de las secuencias de
las clonas obtenidas por afinidad a anticuerpos anti-P38.

Se encontraron dos grandes grupos, llamados A y B de manera arbitraria, y
cada uno se subdivide, a su vez, considerando a detalle solamente a los primeros
subgrupos: Al, All, Bl y Bll. Se pueden observar secuencias de aminoacidos comunes
entre algunas clonas dentro de los mismos grupos o subgrupos (Tabla 7). Sin embargo,
se encontr6 que en 11 de las 21 clonas se encuentra un aminoacido aromatico en la
tercera posicion, seguido por un aminoacido hidroxilado (S/T/A, intercambiables
también con G) (Bordo y Argos, 1991).



El grupo A incluye once clonas. Es interesante notar que en el grupo Al, todas
las clonas presentan una serina en la cuarta posicion y el mismo aminoacido
intercambiable (A/S/T) en la séptima. En el caso de las clonas 2, 3 y 4, se encuentran
dos aminoacidos compartidos, resultando en una secuencia comun de: S X X [AST] L X
S. En el grupo A1, seis de las clonas presentan una valina en la segunda posicion,
seguida por un aminoacido aromatico y uno hidroxilado. A partir de las clonas 5, 6, 7,
9, 10, 12y 14 se puede mostrar la siguiente secuencia analoga: V [WYF] [ASG] [YX] X X
X WXW. Las clonas de este grupo, ademas, incluyen muchos aminoacidos aromaticos,
lo que podria estar relacionado con el mimetismo de la parte glicosilada de P38 (Jain
et al, 2000; Monzavi-Karbassi et a/, 2002).

El grupo B incluye las 10 clonas restantes. En los subgrupos de B se encuentra
menos similitud entre las clonas que en el grupo A. En Bl se observa que en la posicion
cuatro hay fenilalanina y tirosina, aminoacidos aromaticos intercambiables. Entre las
clonas 20 y 21, ademas, se encuentran compartidos P y R en las posiciones siete y
ocho. En el caso del subgrupo Bll se encontrdé que cinco de las clonas comparten un
aminoacido intercambiable, valina o serina, en la cuarta posicién. Se encuentran

algunos otros aminoacidos compartidos por algunas de las clonas de este subgrupo.



Vill. DISCUSION

Se llevo a cabo la bioseleccion de péptidos expresados en fago segln su afinidad con
anticuerpos anti-proteina de 38 kDa. Se aislaron 21 clonas de fagos al azar, se
realizaron ensayos de antigenicidad de estas clonas con el suero anti-P38 y se observo
gue todas ellas fueron reactivas, a diferencia de los controles negativos utilizados. Es
importante mencionar que el suero policlonal anti-P38 fue obtenido en conejo, a partir
de la inmunizacion con proteina de 38 kDa recombinante de M. tuberculosis expresada
en M. smegmatis. Al probar la reactividad del suero anti-P38 con un extracto de
proteinas totales de M. tuberculosis, éste presentd una alta reactividad (Figura 1)
posiblemente como resultado de reacciones cruzadas o de previa exposicion del animal

a micobacterias del medio ambiente.

Al realizar las pruebas de mimetismo antigénico de las clonas (ensayos de
antigenicidad), se observd que todas ellas son reconocidas por el suero anti-P38. No se
encontro reactividad de los controles negativos (fago silvestre y péptido no relacionado
expresado en fago). Estos resultados indican que los péptidos seleccionados

corresponden a mimoétopos antigénicos de la proteina de 38 kDa (Figuras 3y 4).

Habiendo confirmado el mimetismo de los péptidos seleccionados, se procedi6 a
realizar las pruebas de serorreactividad (Figuras 7 a 27). El estudio de la reactividad
serologica con los mimétopos identificados en humanos fue restringido a individuos
reactores a la P38, por lo que se eligieron diez sueros sanos no reactivos y diez sueros
enfermos de tuberculosis pulmonar activa reactivos con la proteina de 38 kDa (Figura
6). Es importante considerar que los sueros no necesariamente se deben comportar de
la misma forma con la proteina original que con un péptido expresado en fago pero,
para la realizacion de los ensayos preliminares, fue necesario delimitar un lote de
trabajo. Utilizando el mismo lote de sueros, también se evalud la serorreactividad de
tres controles negativos: el fago silvestre M13 y dos fagos que expresan péptidos no

relacionados.

En la mayoria de los casos (Tabla 4), el método mostré un 20% de sensibilidad,

es decir, tan solo dos de los sueros de pacientes enfermos fueron reactivos. Del total de



los experimentos se obtuvo un intervalo de sensibilidad del O al 40%, dependiendo de
la clona evaluada. La mas eficiente fue la Clona 5, que reacciond con cuatro sueros de
enfermos (Figura 11). Solamente uno de los sueros enfermos reaccioné con todas las
clonas incluyendo M13, pero no con los péptidos no relacionados. La falta de
reactividad con las clonas no relacionadas permite descartar una reactividad

inespecifica de dicho suero con el resto de las clonas.

La falta de reactividad de los sueros de individuos enfermos con TB podria
deberse a una anergia del paciente hacia el epitopo mimetizado por el inserto. El suero
hiperinmune anti-P38 utilizado para la bioseleccion fue obtenido en conejo, por lo tanto,
aln cuando una clona haya resultado positiva en los ensayos de antigenicidad con
anticuerpos anti-P38 (Figuras 3 y 4), se debe considerar que los anticuerpos humanos

no necesariamente responderan de la misma forma.

Es muy importante considerar que los sueros de pacientes enfermos de TB
utilizados para la evaluacion de los mimétopos solamente estan clasificados como de
individuos con infeccion activa por baciloscopia positiva. Sin embargo, no se conoce la
fase de la enfermedad, el sexo o edad del paciente, la presencia de otros
padecimientos como infeccion por VIH y otros factores que podrian influir en su

reactividad.

La obtencion de una sensibilidad de hasta 40% de reactividad con el método
evaluado resulta un valor considerablemente alto (la sensibilidad de la baciloscopia es
del 50%), aunque no es posible dar un resultado concluyente con la muestra analizada
(n=20).

En los ensayos realizados con los controles negativos los resultados no
muestran reactividad de los sueros de enfermos de TB con los péptidos no
relacionados, pero si con el fago silvestre M13. En el ensayo con M13 (Figura 28) se
encontré que dos sueros de pacientes con TB dieron una respuesta positiva. Esta se
debe a que el fago es un parasito de E£. coliy esta bacteria, a su vez, es un parasito

intestinal del humano. La presencia de anticuerpos anti-M13 naturales en los humanos



explica la reactividad de los pacientes con este control negativo (Tafi et a/, 1997). Por
otro lado, los sueros de enfermos no reaccionaron con los fagos que expresan péptidos
no relacionados, NR1 y NR2 (Figuras 29 y 30) lo que significa una respuesta especifica

de los sueros reactivos con las clonas que expresan a los mimoétopos de la P38.

Se obtuvieron las secuencias de los péptidos (insertos) de las 21 clonas
seleccionadas y se encontr6 que una de ellas (Clona 15) tiene similitud de hasta el
~73% con la proteina de 38 kDa (Tabla 6). Es importante considerar que la falta de
similitud entre las secuencias del péptido y la P38 no excluye la posibilidad de
mimetismo, es decir, que los insertos expresados podrian ser mimoétopos de epitopos
no proteicos (glicosidicos, por ejemplo) de la proteina de 38 kDa. La presencia de
aminoacidos aromaticos en algunas clonas (Grupo All, Figura 33) podria estar

relacionada con el mimetismo de la region glicosilada de la P38.

En algunos casos se puede proponer cuales son los epitopos mimetizados
debido a la gran similitud con motivos lineales, como con las clonas 6 y 15 Por otra
parte, en la Figura 32 se muestran sitios de la proteina de 38 kDA que podrian estar
mimetizados por varios de los péptidos identificados. Lo anterior sugiere que dichas
regiones son epitopos B, ya que fueron seleccionados preferencialmente por el
antisuero anti-P38. Se han identificado muy pocos epitopos T de la P38 en
Mycobacterium bovis (Haslov et a/, 1990; Pollock et a/, 1995). Ninguno de los epitopos

propuestos ha sido reportado en la literatura.

Al obtener las secuencias de los péptidos mimoétopos seleccionados y analizarlas
junto con los resultados de los ensayos de serorreactividad (Tablas 4 y 6), se observo
qgue no existe una relacion evidente entre la similitud del péptido con la proteina original
y su reactividad con los sueros enfermos. La clona que presentdé mayor similitud con la
proteina de 38 kDa fue la Clona 15, de casi un 73%. Sin embargo, es de las menos
reactivas. La Clona 5 reacciondé con 40% de los sueros, sin embargo, presenta un
66.4% de similitud con la P38. Lo anterior demuestra la falta de relacion entre la

serorreactividad de las clonas y su similitud con la secuencia de la proteina de 38 kDa.



Asimismo, al alinear las clonas que expresan péptidos no relacionados con la P38, se

encontré similitud pero no reaccionaron con los sueros de pacientes enfermos de TB.

Por otra parte, al realizar el alineamiento multiple entre las secuencias de las
clonas se obtuvo un arbol en el que se agruparon por similitud (Figura 33). Las clonas
agrupadas en los mismos conjuntos no presentan ninguna relaciébn en cuanto a su

serorreactividad.

Los resultados obtenidos indican que, si bien los insertos son mimoétopos
antigénicos de la P38, el entorno del fago que los expresa y/o la metodologia utilizada
aln no permite proponerlos como reactivos de diagnéstico especificos. Sin embargo,
estos resultados no pueden ser considerados como definitivos dado el nimero de la
muestra y la falta de una mejor clasificacion de los sueros. Es necesario corroborar los
resultados preliminares con un ndmero mayor de sueros. Asimismo, es interesante
evaluar si al incluir una preadsorcion de anticuerpos anti-M13 se mejora la eficacia del
método, asi como analizar el potencial de los mimoétopos libres de fago (sintéticos)
como reactivos de diagnostico para la TB. Independientemente, es posible identificar y
evaluar otras clonas ya que el pool de fagos derivado de la tercera ronda de
bioseleccion a partir del suero policlonal anti-P38 representa una vasta fuente de

péptidos mimotopos de la proteina de 38 kDa de M. tuberculosis.



IX. CONCLUSIONES

A partir de una biblioteca comercial de dodecapéptidos expresados en fagos, se
obtuvieron satisfactoriamente por bioseleccion 21 clonas reactivas con el suero blanco

hiperinmune anti-proteina de 38 kDa de M. tuberculosis.

Se comprobd la especificidad de los anticuerpos anti-P38 contra las 21 clonas
obtenidas, lo que indica que los péptidos seleccionados corresponden a

mimoétopos/epitopos antigénicos de la P38.

En las pruebas preliminares de serorreactividad se observé que los mimoétopos
expresados en fagos presentan un intervalo de sensibilidad del 10 al 40% con los
sueros probados. Estos resultados sugieren que el uso de mimoétopos expresados en
fago para inmunodiagnostico presenta problemas de sensibilidad con la metodologia
evaluada. Alternativamente se sugiere la realizacion de una preadsorcion de
anticuerpos anti-M13 para limpiar el fondo del fago silvestre y evaluar los mimétopos
libres de fago para mejorar la eficacia del método. Sin embargo, es necesario

corroborar los resultados con un lote mayor de sueros.

Se secuenciaron los insertos de las clonas seleccionadas y realizaron analisis de
similitud con la proteina de 38 kDa, obteniendo porcentajes de hasta el ~73% de
identidad. Sin embargo, los resultados de los ensayos de serorreactividad para evaluar
las clonas y dos controles negativos, mostraron que no existe ninguna relacion entre el
porcentaje de similitud de secuencia de la clona con P38 con la reactividad de los

sueros de pacientes enfermos de TB.

Al realizar el alineamiento de los 21 mimotopos en la secuencia completa de la
P38 se observd que varios de ellos se sobrelapan en cuatro regiones diferentes. Esto
podria indicar que dichos sitios son epitopos B, los cuales no han sido previamente

descritos.



X. PERSPECTIVAS

En este trabajo se obtuvieron 21 mimétopos de la proteina de 38 kDa y se realizaron
pruebas preliminares utilizandolos como potenciales reactivos de inmunodiagnadstico.
Con base en los resultados encontrados, resulta interesante desarrollar los siguientes

aspectos:

1. Corroborar los resultados de las pruebas de serorreactividad utilizando una

muestra mayor de sueros.

2. Evaluar si la preadsorcion de anticuerpos anti-M13 permite mejorar la eficacia

de la metodologia.

3. Evaluar el potencial de los péptidos mimétopos libres de fago (sintéticos) como

antigenos para el inmunodiagnéstico de la TB.

4. Explorar la capacidad de los mimétopos identificados expresados en fago o

libres de éste como inmundgenos protectores contra la TB.

5. Corroborar que las regiones propuestas como motivos mimetizados son epitopos
B de la proteina de 38 kDA.



XI. APENDICES

APENDICE I.

EVALUACION DE MIMOTOPOS ANTIGENICOS DEL ANTIGENO 85 DE WM.
tuberculosis COMO REACTIVOS DE DIAGNOSTICO SEROLOGICO PARA LA
TUBERCULOSIS

A.l. INTRODUCCION

A.l.1.El Complejo Antigeno 85

Los antigenos de M. tuberculosis incluyen proteinas, carbohidratos y lipidos. Esto
permite la existencia de un enorme numero de antigenos y epitopes contra el cual
puede responder el sistema inmune. Un componente importante del bacilo es un
complejo formado por tres proteinas altamente inmunogénicas, de entre 30 y
32KDa. Estas proteinas participan en la transferencia de acidos micélicos,
componentes importantes de la pared celular del bacilo. A este complejo se le

conoce como antigeno 85 (Kremer, et a/, 2002).

El complejo del antigeno 85 (Ag85) se encuentra principalmente en la
capa externa junto con lipidos y polisacaridos, ademas de ser secretado por el
bacilo hacia fuera del fagosoma. Existen evidencias de que el Ag85 ayuda a la
micobacteria a infectar a los macréfagos del hospedero por la via del receptor de

fibronectina, lo que lo hace un candidato ideal para blanco de nuevas medicinas.

Este complejo también es conocido como el antigeno preponderante del
bacilo tuberculoso, ya que se ha encontrado respuesta humoral en la mayor
parte de los enfermos con tuberculosis activa. EI complejo antigeno 85 es el

mayor inductor de respuesta celular protectora (Th1) contra la micobacteria.

El Ag85 ha sido propuesto como uno de los reactivos mas prometedores
para el inmunodiagnostico de la TB ya que se ha reportado que tiene una
sensibilidad del 70% y una especificidad del 95%, por lo que seria una subunidad

de vacunacion y un reactivo de diagnéstico eficaz (Samanich, 1998; Daffé,2000).



A.l.2. Mimétopos disponibles

Se utilizaron las clonas de fago M13 7-2.11, 7-3.3, 7-3.6, 9-2.4, 9-3.10, 12-2.2,
12-2.6, 12-2.21, que expresan péptidos mimoétopos del Ag85 obtenidas por Jorge
Moisés Valencia Delgadillo y Erika Segura en el Laboratorio de la Dra. Luz Ma.
Lopez Marin en el Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, mediante la

metodologia de despliegue en fagos (Valencia, 2004).

A.l. HIPOTESIS
Péptidos que mimetizan al complejo Antigeno 85 de M. tuberculosis pueden ser

utilizados como reactivos para el inmunodiagnéstico de la tuberculosis.

A.lll. OBJETIVO
Evaluar la efectividad de los mimoétopos del antigeno 85 para el diagnostico

serolégico de la tuberculosis.

A.IV. METODOLOGIA
A.IV.1. Esquema Metodolégico

Propagacion de Fagos
v
Titulacion
\

ELISA con suero de conejo

v

ELISA con sueros humanos
v

Determinacion de reactividad de sueros
humanos con péptidos mimétopos del Ag85




A.IV.2. Muestras Bioldgicas
El suero policlonal de conejo fue obtenido por Jorge Moisés Valencia Delgadillo y
Erika Segura en el Laboratorio de la Dra. Luz Ma. Lépez Marin en el Instituto de

Investigaciones Biomédicas, UNAM.

Las muestras biologicas de sangre fueron donadas por el Hospital de
Infectologia Manuel Méndez del Centro Médico Nacional “La Raza” del I.M.S.S.
en la Ciudad de México, de individuos enfermos con tuberculosis pulmonar
activa, y de individuos sanos: PPD+, PPD- y vacunados. Los sueros sanos

provienen del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM.

A.IV.2. Propagacion de Fagos

Ver inciso VI.7.

A.IV.3. Titulacién de Fagos

Ver inciso VI.8.

A.IV.4. Determinacion de la reactividad de sueros de conejo con péptidos
expresados en fagos mediante la técnica de ELISA

Ver inciso VI.9.

A.IV.5. Determinacion de la reactividad de sueros humanos con péptidos
expresados en fagos mediante la técnica de ELISA
Ver inciso V.11.



A.V. RESULTADOS
A.V.1. Propagacion
Se aislaron y propagaron mediante la infeccion de E. col/itodas las clonas?! que se
utilizaran en este trabajo, asi como los controles (M13 y APP 12-3.1) necesarios
para la realizacion de los ensayos de ELISA. Se obtuvo como volumen final 1ml

de cada una.

A.V.2.Titulacién de Fagos
Se obtuvo un titulo de 1013 fagos/ml para cada una de las clonas, asi como de

los fagos control, mediante el conteo de unidades formadoras de placas.

A.V.3. Verificacion de la reactividad de sueros de conejo con péptidos expresados
en fagos mediante la técnica de ELISA

Se realizaron dos ensayos para la verificacion de la reactividad del suero
hiperinmune de conejo anti-antigeno 85 con los mimotopos expresados en los
fagos. En el primero, Figura Ala, se observa que el suero preinmune resultd mas
reactivo ante las clonas que los sueros del animal inmunizado con antigeno 85 a
diferentes tiempos post-inmunizacion para todas las clonas. Ademas, los
controles negativos (fago silvestre sin inserto M13 y fago no relacionado APP)
respondieron de la misma manera que las clonas probadas, lo que nulifica por

completo el resultado del ensayo.

! Se le asigno, de manera arbitraria, un nimero a cada clona (1-7) para facilitar su
manipulacion.
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Figura Al. Resultados de los ensayos de ELISA realizados para evaluar la reactividad
de las clonas con suero de conejo anti-Ag85.

Al repetir el ensayo se encontr6 que las clonas si presentaron mayor
reactividad ante los sueros hiperinmunes con diferentes tiempos de post-
infeccion que con el suero preinmune. Sin embargo, no se encontrd diferencia
significativa entre las reactividades de los sueros preinmune e hiperinmunes

anti-Ag8b. Los resultados de este ensayo se muestran en la Figura Alb.

Posteriormente, se realizé un ensayo en el que se utilizaron dos sueros
como controles negativos: un suero anti-proteinas totales de M. tuberculosisy un

suero no relacionado. Los resultados, mostrados en la Figura A2, muestran que
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las clonas reaccionan tanto con sueros anti-Ag85 como con sueros de proteinas
totales y suero no relacionado. De hecho, en todos los casos se encuentra una

reactividad muy alta de las clonas con el suero no relacionado.

Reactividad de Clonas contra

Diferentes Sueros .
[ Preinmune
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Figura A2. Resultados del ensayo realizado para evaluar la reactividad de las
clonas con suero de conejo anti-Ag85, suero anti-proteinas totales de
Mycobacterium tuberculosisy suero no relacionado.

Dados los resultados negativos en estos ensayos, se considerd la
posibilidad de que los sueros hiperinmunes hayan sido afectados por el paso del
tiempo (obtenidos en el 2004). Por esto, se realiz6 un ensayo de ELISA en el que
se probaron los sueros con dos fracciones diferentes del antigeno 85
recombinante (Ag85r)2, a falta de antigeno nativo. Se sensibilizé la placa con el
Ag85r y con proteinas totales para probar diferentes sueros. Como control
negativo se utilizé un suero preinmune no relacionado y el suero preinmune anti-
Ag85 recombinante. Los controles positivos utilizados fueron el suero anti-
proteinas totales de M. tuberculosis y un suero hiperinmune anti-Ag85

recombinante.

Al sensibilizar la placa con el Ag85r fraccion A (Figura A3) se encontr6 que

tanto el suero preinmune como los sueros hiperinmunes anti-Ag85 reaccionaron

% Las fracciones del Ag85, asi como los sueros preinmune e hiperinmune correspondientes,
fueron donadas por el laboratorio de la Dra. Clara Espitia Pinzon en el I..B.M. de la U.N.A.M.



de la misma manera, mientras que con las proteinas totales si se nota una
diferencia considerable. El suero anti-proteinas totales reacciona tanto con su
blanco como con la proteina recombinante debido a que éste es similar al
antigeno nativo, cuyos anticuerpos estan presentes en el suero probado. El suero
no relacionado no presenta reactividad con ninguno de los antigenos, por lo que
si fue un buen control negativo. Sin embargo, no se puede observar una

diferencia significativa entre los sueros preinmune e hiperinmune anti-Ag85r.

Ag85 Recombinante A
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Figura A3. Prueba de diferentes sueros contra la fraccion A del antigeno 85
recombinante.

Utilizando el Ag85r fraccion B (Figura A4) para sensibilizar la placa se
encontré que el suero preinmune reacciond mas que los sueros hiperinmunes
anti-Ag85 contra el antigeno recombinante. Sin embargo, con las proteinas
totales si se nota una diferencia considerable entre el comportamiento de estos
sueros. El suero anti-proteinas totales reacciond con la proteina recombinante y
con las proteinas totales, debido a que la fraccion B del Ag85r es parecida al
antigeno nativo, contra el cual hay anticuerpos presentes en el suero probado. El
suero no relacionado no presenté reactividad con ninguno de los antigenos, igual
que en el caso anterior. En este caso tampoco se puede observar una diferencia

significativa entre los sueros preinmune e hiperinmune anti-Ag85r.



Ag85 Recombinante B
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Figura A4. Prueba de diferentes sueros contra la fraccion B del antigeno 85 recombinante.

La falta de diferencias entre las reactividades de los sueros preinmune e
hiperinmune anti-Ag85r tanto para la fraccion A como para la B descarté la
posibilidad de utilizarlos para verificar el mimetismo de los péptidos expresados
en las clonas de interés. Ademas, los resultados mostrados por los sueros
preinmune e hiperinmunes anti-Ag85 nativo tampoco presentan reactividad
considerable contra el antigeno recombinante, por lo que no se puede confirmar
el estado de los sueros y confirmar que las clonas obtenidas previamente

mimetizan al Ag85.

Debido a los resultados obtenidos, la falta de antigeno 85 nativo para la
verificacion de los sueros disponibles y la no disponibilidad del suero utilizado
para obtener las clonas por bioseleccion, no ha sido posible confirmar que los
péptidos previamente seleccionados sean mimotopos antigénicos del complejo

antigeno 85 de M. tuberculosis.

A.VI. DISCUSION

Los resultados obtenidos en los ensayos de ELISA (Figura A1) muestran que no
hay la reactividad esperada de las clonas hacia el suero de conejo. Estos
resultados no nos permiten corroborar el mimetismo antigénico para los péptidos

seleccionados como mimétopos del antigeno 85 de M. tuberculosis. Obtener
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nuevamente muestras del suero policlonal de conejo implicaria un trabajo arduo
y exigiria de mucho tiempo. Por otro lado, es posible conseguir anticuerpos
monoclonales anti-Ag85. Sin embargo, estos no permitirian evaluar la capacidad

de mimetizar epitopos diversos.

Dado lo anterior, no ha sido posible concluir esta parte del proyecto hasta
ahora. Sin embargo, se propuso alternativamente utilizar el suero policlonal anti-
glicoproteina de 38 kDa de M. tuberculosis, producido por el laboratorio de la
Dra. Clara I. Espitia Pinzén para obtener los mimétopos de esta proteina y evaluar
su potencial uso en el inmunodiagnéstico en proyectos futuros, asi como obtener
nuevamente fagos que expresen péptidos mimotopos del antigeno 85, para

continuar con su evaluacion.

A.VIl. CONCLUSION Y PERSPECTIVAS

En la literatura se ha reportado que los mimétopos son moléculas con gran
potencial para el inmunodiagnéstico y para la elaboracion de vacunas. En este
trabajo se vio que los antigenos peptidicos de M. tuberculosis son blancos
importantes para la elaboracidn mimoétopos, que a su vez podrian ser utilizados
para el diagnoéstico de la TB. La verificacion de la reactividad de los mimétopos
del Antigeno 85 del bacilo de Koch con sueros de pacientes enfermos de
tuberculosis, permitird que se realice un nuevo método de diagnoéstico eficiente,
rapido, barato y seguro. Esta metodologia puede ser distribuida a nivel nacional
para ayudar a controlar de manera mas eficiente a esta enfermedad responsable

de millones de muertes en México y el mundo.



APENDICE i

OBTENCION DE PROTEINA DE 38 kDa Y SUERO ANTI-P38

La proteina de 38 kDa y suero hiperinmune anti-proteina de 38 kDa utilizados en
este trabajo fueron obtenidos en el laboratorio de la Dra. Clara Inés Espitia

Pinzon en el Instituto de Investigaciones Biomédicas de la U.N.A.M.

I. Obtencion de la proteina de 38 kDa

Se cultivo la cepa H37Rv de M. tuberculosis en medio liquido Sauton. Después
de semanas de cultivo se filtré el medio de cultivo en membranas de 0.22um y
se aislo la proteina de 38 kDa. Esta proteina fue clonada en un vector de

expresion y se incorpord en M. smegmatis.

Se recuperd la masa celular de Mycobacterium smegmatis recombinante y se
pesod resuspendiendo en PBS 0.01 M 1X, 1g/ml. Se sonic6é durante 15 minutos
en frio. Se centrifugd durante 15 minutos a 10 O0Orpm en frio y se recupero el
sobrenadante. Se precipitd en frio con sulfato de amonio (NH2SO4) al 90% en
agitacion. Se centrifugd durante diez minutos a 10 000rpm. Se dializd contra
agua durante toda la noche. Posteriormente, se dializ6 contra solucion
amortiguadora de acetatos pH 5 durante toda la noche. Se centrifugo durante
diez minutos a 10 000rpm y se recuperd. El sobrenadante fue precipitado en
etanol absoluto al 70% en agitacion y en frio. Se centrifugd durante diez minutos
a 10 000rpm. Se dializ6 con agua nuevamente durante toda la noche. Se

concentré a la mitad del volumen.
Posteriormente, se corrié un gel de acrilamida para confirmar la presencia de la

proteina. Se purificé por cromatografia de intercambio aniénico con columna

HiTrap™ (utilizando el equipo AKTA™ prime de Amersham Pharmacia Biotech).
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Il. Obtencion del suero anti-P38

Para obtener el suero anti-P38, se inmuniz6 subcutaneamente un conejo Nueva
Zelanda hembra albina de 2.5kg con 100ug de proteina de 38 kDa en 500l PBS
0.01 M + 500l de adyuvante incompleto de Freund. Se le administré un
refuerzo a la 3a semana, con 200ug de proteina de 38 kDa en 500ul PBS 0.01
M + 500ul de adyuvante incompleto de Freund. Dos refuerzos idénticos fueron
administrados a la 62y a la 102 semana. Al término de la semana numero 12 se

sacrifico y el suero obtenido fue almacenado a -20°C (Dillon et a/., 1999).
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APENDICE Il

SECUENCIAS NUCLEOTIDICAS DE LAS CLONAS SELECCIONADAS

Clona

Secuencia de Nucleétidos
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N
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AAU UUU AUG GAG UCU CUU CCU CGG CUG GGU AUG CAU
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APENDICE IV
REACTIVOS UTILIZADOS

Medio de cultivo Sauton enriquecido

Citrato de fierro y amonio 0.05g

Sulfato de magnesio 0.5g

Fosfato monopotasico 0.5g

Acido citrico 2g

Asparagina 4g

Glicerol 60g (5=1.2584) = 47.7ml
H20 cbp 1000ml

Ajustar pH a 7.3 utilizando NH4OH. Esterilizar 30 minutos a 120°C y enriquecer
en esterilidad con acido pirtvico 0.5% y glucosa 0.5% (w/v)

Medio LB (Luria Beltrani)

Bacto Tryptone 10g
Extracto de levadura 5g
NaCl 5g

Esterilizar por 25 minutos, almacenar a temperatura ambiente.

Top Agar

Bacto Tryptone 10g
Extracto de levadura 5g
NaCl 5g
MgCl>-6H20 19
Agarosa 78

Esterilizar por 25 minutos, almacenar a temperatura ambiente.

Medio 2xYT

Bacto Tryptone 16g
Extracto de levadura 10g
NaCl 5g

Esterilizar por 25 minutos, almacenar a temperatura ambiente.
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Solucién amortiguadora de carbonatos 0.5M, pH 9.6

Solucion  Na2COs  0.05M 31.8mg
Aforar a 200ml

Solucién NaHCO3z 0.05M 21mg
Aforar a 500ml. Mezclar ambas soluciones hasta obtener pH de 9.6.

Solucién amortiguadora de dietanolamina 10% (v/v), pH 9.8

Dietanolamina 100ml
MgCls - 6H20 102mg
NaNs 0.40g

Ajustar el pH hasta 9.8 con HCI. Aforar a un litro. Conservar al abrigo de la luz.

PEG/NaCl (8000)

NaCl 2.5M
Polietilenglicol (PEG 8000) 20% (p/V)
Esterilizar por 30 minutos, almacenar a temperatura ambiente.

TBS
Tris-HCI (pH 7.5) 50mM
NaCl 150mM

Esterilizar por 25 minutos, almacenar a temperatura ambiente.

Solucién amortiguadora de Yodo

Tris-HCI (pH 8.0) 10mM
EDTA 1mM
NaCl 4M

Trietilamina 100mM

Trietilamina 13.85ul
H20 iml

14



X-Gal/IPTG

X-Gal 1g
IPTG 1.25g
Dimetil formamida 25ml
Almacenar a -20°C.

TBE

Tris-HCI 54g
Acido borico 27.5g
EDTA 20ml

Gel de Agarosa 1%

TBE 100ml
Agarosa 1g
Bromuro de etidio 0.5ul

PBS 0.01 M

KH2PO4 0.01Mm
NazHPO4 0.1M
NaCl 1.37M
KClI 0.027M
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GLOSARIO

Antigeno. Cualquier molécula que puede unirse especificamente a un anticuerpo.
Su nombre procede de su capacidad de generar anticuerpos. Sin embargo,
algunos antigenos no generan anticuerpos por si mismos; aquellos que pueden

inducir su producciéon se denominan inmunégenos (Janeway et a/, 2003).

Inmunégeno. Antigeno que induce una respuesta inmunitaria. No todos los

antigenos son inmunoégenos (Abbas y Lichtman, 2004).

Epitopo. Porcion especifica de un antigeno macromolecular a la que se une un
anticuerpo (Abbas y Lichtman, 2004).

Mimétopo. Péptido que imita (mimetiza) estructural y/o funcionalmente una

region (Geysen et al, 1986).

Granuloma. Acumulaciones de macrofagos activados que rodean las particulas
antigénicas, que producen nodulos de tejido inflamatorio (Abbas y Lichtman,
2004).
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