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RESUMEN

El conocimiento de la biologia de Mycobacterium tuberculosis, el agente causal de la
tuberculosis humana, se ha desarrollado rdpidamente permitiendo que varios genes
hayan sido aislados y caracterizados. Esto ha sido posible en gran parte, a que
actualmente se cuenta con la secuencia completa del genoma de varias especies de
micobacterias incluyendo a las del complejo Mycobacterium tuberculosis. Dentro del
genoma de estas Ultimas, se ha establecido la existencia de una familia de genes
denominada PE/PE_PGRS, a la cual pertenece el gen Rv1759c, En el presente trabajo
determinamos que la region carboxilo-terminal de la proteina Rv1759c se uni6 a
fibronectina y fue reconocida por los sueros de pacientes infectados con M.
tuberculosis. Aunado a esto, utilizando un modelo experimental de tuberculosis crénica
en ratones B6D2F1, se observo la expresion constante de este antigeno en la pared de
las bacterias fagocitadas por macréfagos activados localizados en los granulomas
pulmonares. La proteina, indujo la produccion de IFN-y después de la estimulacién de
cultivos celulares procedentes de linfonodos mediastinales. Interesantemente,
encontramos que la inmunizacién con la proteina Rv1759c a ratones infectados
cronicamente previa al tratamiento con corticosterona para inducir la reactivacion,
previno el incremento en las unidades formadoras de colonias, en comparacion con los
animales no vacunados tratados con corticosterona, los cuales mostraron un
incremento significativo en las unidades formadoras de colonia. Estos resultados
sugieren que el gen Rv1759c de la familia PE-PGRS es expresado por el bacilo
tuberculoso en la infeccién crénica y por lo tanto, este antigeno pudiera jugar un papel
importante en la respuesta inmune generada durante el desarrollo de la enfermedad, lo
gue hace a este antigeno un buen candidato como subunidad vacunal con el fin de

prevenir la reactivacion de la enfermedad.



SUMMARY

The knowledge of the Biology of Mycobacterium tuberculosis, the casual agent of human
tuberculosis is developed rapidly, allowing the cloning and characterization of several
genes. This has been possible due to the availability of mycobacterial genome
sequences, including those of Mycobacterium tuberculosis complex. The genome
analysis of the members of the M. tuberculosis complex has shown, the existence of a
gene family called PE/PE_PGRS, being the Rv1759c a member of this familiy. In this
work, it was found that the C-terminal region of this protein is able to binds to fibronectin
and be recognized by sera of Mycobacterium tuberculosis infected individuals. In
addition, by using an experimental model of chronic tuberculosis in B6D2F1 mice, the
expression of this gene was persistently observed during the infection. The protein was
detected in the cell wall of bacteria phagocyted by activated macrophages, located in
granulomas. The antigen was able to induce the IFN-y production, after stimulation of
cells from mediastinal lymph nodes. It is a worth of note, that the immunization of chronic
infected mice with the antigen, before corticosterone treatment to reactivate the
diseases, prevents the increased of Unit Forming Colonies, when compare with no
vaccinated corticosterone treated animals, which showed a significant increased in Unit
Forming Colonies compare with vaccinated animals. Together these results, suggest
that the PE-PGRS Rv1759c gene is expressed during the chronic infection with
tubercles bacilli and it be possible that the product of the gene could be playing an
important role in the immune response generated during the chronic infection and
therefore, it could be considerer a good candidate for a subunit vaccine for reactivation

diseases prevention.
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I. INTRODUCCION.
1.1 Historia de la tuberculosis

La tuberculosis es una enfermedad que ha afectado a la humanidad desde hace
muchos siglos, las primeras referencias documentadas sobre ésta se encuentran en los
jeroglificos hallados en Egipto, Babilonia y China. También, existen evidencias
morfoldgicas de lesiones de tipo tuberculoso en fragmentos de la columna vertebral en
momias egipcias que vivieron entre 1550 y 1080 A.C. Las primeras descripciones
anatomo-patolégicas de la enfermedad comenzaron a realizarse en el siglo XVII. En
1679, Franciscus de la Boe fue el primero en identificar y caracterizar las lesiones
macroscopicas asociadas con la enfermedad, denominandolas tubérculos.
Posteriormente, Manget en 1702, describié los rasgos anatomo-patolégicos de la

tuberculosis miliar?.

En 1720, Marten fue el primero en afirmar que la tuberculosis podria ser causada por
criaturas diminutas, que serian las responsables de generar las lesiones y sintomas de
la enfermedad. El término tuberculosis, derivado del latin tubercula (protuberancia o
nédulo pequefio), fue utilizado desde 1839 En 1882, Robert Koch demostré que el
agente causal de la enfermedad era un bacilo, en ese tiempo se le denomino "bacilo de
Koch", y posteriormente se le denomind Mycobacterium tuberculosis. Koch identificé al
bacilo en lesiones tuberculosas mediante la tinciébn de Ziehl-Neelsen. Los primeros
registros sobre las epidemias causadas por esta bacteria aparecen en Europa y en los
Estados Unidos en el siglo XIX, asociadas con la Revolucion Industrial. En el siglo XIX,
Bayle y Laénec establecieron las formas y estadios de la tuberculosis como

enfermedad?.



En 1924, Albert Calmette y Alphonse Guérin desarrollaron una vacuna denominada

BCG (Bacilo de Calmette-Guérin). Mas tarde se descubrieron los

primeros antibidticos contra esta enfermedad, siendo la estreptomicina, descubierta por
Selman Waksman en 1944, el primer agente quimioterapéutico especifico contra la
tuberculosis. Posteriormente se descubrieron otros agentes antifimicos como el acido p-

amino salicilico, la isoniacida, el etambutol y la rifampicina3.

1.2 Epidemiologia
1.2.1 Latuberculosis en el Mundo

La tuberculosis continda siendo un grave problema de salud publica en el mundo, a
pesar de los avances para su diagnéstico, tratamiento y prevencion. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) estima que durante el periodo comprendido entre el 2000 al
2020 habra 1 000 millones de individuos infectados por M. tuberculosis, de los cuales
200 millones enfermardn y 35 millones moriran si no se mejora el control y el
tratamiento de la enfermedad. Las incidencias mas altas de la enfermedad se presentan
en los paises subdesarrollados del continente Africano, Asiatico y América Latina, como
puede observarse en la Figura 1*. Actualmente la OMS estima que cada afio, tres
millones de personas mueren por tuberculosis y ocho millones se infectan; de éstos el
95% vive en paises en vias de desarrollo. Asi mismo, la OMS estimd que un tercio de la
poblacion mundial estd infectada por M. tuberculosis de y solamente del 5-10% de los
individuos infectados desarrollara la enfermedad®. Las condiciones que favorecen la
tuberculosis en los paises en vias de desarrollo son: la pobreza, la coinfeccion con VIH,
la falta de control y de diagnostico temprano y preciso®. Ademas, se ha estimado que la

incidencia mundial de tuberculosis aumenta aproximadamente 0.4% al afio”®.
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Figura 1. Tasas de incidencia de tuberculosis en el mundo en el afio 2001, estimadas por la OMS.
(Tomado del informe 2003 de la OMS).
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1.2.2 Latuberculosis en México

En el 2001, la Secretaria de Salud determin6é que la incidencia de tuberculosis en
México fue de 18 por 100 000 habitantes®. Esta incidencia fue inferior al promedio
latinoamericano, que a mediados de los afios noventa se estimé en 32 casos nuevos
por 100 000 habitantes. La infeccion por tuberculosis se observa principalmente en
jovenes y adultos de edad media que pertenecen a la poblacion econdmicamente
activa®®. Otro problema grave que incrementa la incidencia de la tuberculosis en México
y otras partes del mundo es la presencia de cepas multifarmaco resistentes. Esto fue
confirmado en un estudio realizado en tres estados de México en los que se observd

una alta resistencia a los farmacos de primera eleccion™.
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Figura 2. Incidencia de tuberculosis en Latinoamérica y México. A la izquierda se representa la tendencia de la tasa de casos
notificados de 1981-2001 en Latinoamérica. (Tomada del informe de la OMS 2003). A la derecha se presenta la morbilidad por
tuberculosis pulmonar en México de 1990 al 2001. (Tomado de Salud: México, 2001).

En el afio de 1997, la OMS consideré a México como un pais de alto riesgo para
tuberculosis. Como se muestra en el Figura 2, la tasa de incidencia de esta enfermedad
en México y Latinoamérica se ha mantenido relativamente estable en los Ultimos afios.
Sin embargo las diferencias entre entidades federativas son considerables, siendo los
estados con mayor incidencia Baja California, Tamaulipas, Guerrero y Chiapas*?. En
México y otros paises, la tuberculosis constituye un grave problema de salud y presenta
importantes retos para su control, entre los que destacan, la asociacion con la infeccion

por VIH y la originada por micobacterias farmaco-resistentes®®.
1.3 Agente causal

1.3.1 Caracteristicas generales

La tuberculosis es causada por bacterias del género Mycobacterium. La tuberculosis
humana es causada principalmente por tres especies distintas de micobacterias, M.
tuberculosis, Mycobacterium bovis y Mycobacterium africanum, siendo M. tuberculosis

el patbgeno méas comun®.



M. tuberculosis es un bacilo aerobio estricto, inmavil, no esporulado, no encapsulado,
con un tiempo de generacién de 15 a 20 horas, que requiere de 2 a 6 semanas de
cultivo, para observar colonias en medios sélidos. Su desarrollo puede favorecerse con
una temperatura entre 35 y 37° C en una atmésfera enriquecida con O..
Microscopicamente es un bacilo alargado curvo de aproximadamente 0.4 x 3 um. De
acuerdo a la clasificacion taxondmica, ésta bacteria pertenece a la clase
Actinobacteridae; orden Actinomycetales; familia Mycobacteriaceae; género

Mycobacterium y al complejo Mycobacterium tuberculosis®.

Las micobacterias se caracterizan por tener una gruesa capa de lipidos y acidos
micélicos, que al ser tratadas con alcohol acido y tefiidas con colorantes derivados de
las anilinas como la fucsina fenicada, retienen esta coloracién, por lo que se les ha
denominado bacilos &cido-alcohol-resistentes. El alto contenido lipidico de la pared
celular de la micobacteria favorece la resistencia a las defensas del huésped y
posiblemente contribuyan a la patologia de la enfermedad. Asi mismo el bacilo esta
cubierto con una capa de lipidos que le confiere la capacidad de sobrevivir en un

ambiente seco durante largos periodos?.

1.3.2 Caracteristicas generales del genoma de Mycobacterium tuberculosis.

El genoma de Mycobacterium tuberculosis, contiene un 67% de bases GC y 34% de
bases AT, las cuales se encuentran contenidas en 3924 genes™. Con el andlisis de
estos, se ha podido inferir que el 40% de los genes codifican para proteinas con
funcién conocida, basado en su similitud con otras proteinas bien estudiadas, que el
44% codifica para proteinas que tienen una funcion hipotética y el 16% restante para

proteinas de las cuales se desconoce su funcion®.



Dentro de la secuencia del genoma se caracterizaron e identificaron 34 diferentes
elementos repetidos, dentro de los cuales destacan las secuencias de insercion 1S6110
y 1S1081, ademas de 2 familias de secuencias repetidas denominadas PE y PPE.
Ademas de los elementos repetidos, es notoria la presencia de numerosos genes
reguladores que corresponden a los factores sigma de la ARN polimerasa y cerca de

250 genes involucrados en la biosintesis y degradacion de lipidos***°.

1.4 Tuberculosis: La enfermedad

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa cronica y debilitante en la que
predominan con frecuencia los sintomas generales como fiebre, anorexia, debilidad,
pérdida de peso y disnea. Cada persona enferma infectara en promedio entre 10 y 15
personas cada afio. La tuberculosis se transmite fundamentalmente por via respiratoria,
a través de pequefias particulas de menos de 10 um emitidas al estornudar, hablar o
toser que contienen al bacilo. Con la tos pueden emitirse unas 3 000 particulas
potencialmente infecciosas e igual nimero puede eliminarse al hablar cinco minutos y
muchas mas al estornudar. La mayoria de los pacientes tuberculosos eliminan pocos
bacilos, por lo que generalmente se requiere un contacto continuo para infectarse, como
sucede con la convivencia intrafamiliar. Sin embargo, una sola bacteria es teéricamente

capaz de producir la enfermedad en un individuo inmunodeprimido™®.

1.5 Patogenia



M. tuberculosis origina a lesiones caracteristicas denominadas tubérculos. La infeccion

inicial se produce cuando los bacilos alcanzan los alvéolos pulmonares.

Una vez establecida la infeccion se afectaran los segmentos posteriores de los I6bulos

superiores por su preferencia por las areas pulmonares mejor ventiladas®’.

La principal via de entrada de M. tuberculosis es la respiratoria. La ventilacién bronquial
favorece la deposicién de los bacilos inhalados en los segmentos basales del I6bulo
bajo, medio, de la lingula, o bien el segmento anterior del I6bulo superior, llamado
"segmento de infeccion primario"®. Los bacilos tuberculosos inhalados son fagocitados
por los macréfagos alveolares y transportados a los linfonodos locales. Los macrofagos
infectados y los monocitos circulantes, una vez presentes en el sitio de infeccién
comienzan a secretar enzimas proteoliticas, generando una lesion exudativa. Los
fagocitos mononucleares activados inician la formacién del granuloma con activacion
eventual de células T. El granuloma estéa formado por macrofagos infectados rodeados
por células no infectadas como macréfagos y linfocitos. Solamente las particulas
inhaladas mas pequefas, que contienen entre uno y tres bacilos, llegan al alvéolo y son
fagocitados por los macréfagos alveolares. Unos bacilos son destruidos y otros pueden
resistir los mecanismos defensivos celulares y provocar una primoinfeccion tuberculosa,
con lo cual se constituye el llamado ndédulo de Ghon, acompafiado de linfangitis regional
y adenopatia satélite®. Las bacterias pueden sobrevivir por largos periodos en los
tejidos y linfonodos generando una enfermedad post-primaria (Figura 3). La repercusion

sobre el pulmén se traduce en dos situaciones patoldgicas distintas:

— Primoinfeccién tuberculosa subclinica: ocurre por el contacto con el bacilo
tuberculoso. Se caracteriza por la ausencia de sintomas y signos clinicos,

radiolégicos y bacterioldgicos. Sin embargo, la prueba de tuberculina es positiva.



— Enfermedad tuberculosa: manifestaciones clinicas, radiol6gicas, bacteriolégicas

e inmunolégicas®

Lesion M.tuberculosis

Células T Linfonodos con lesiéon
primaria y sin lesion
Células infectados con
gigantes mico_bacterias
espumosas persistentes
Macroéfago
infectado Enfermedad

secundaria

Centro caseificado que inhibe el
crecimiento bacteriano o 8T
L

Micobacteria
persistente en
tejidos sin lesién

Lesién cavitada

Figura 3. Persistencia de micobacterias. Tomado de Stewart G. et al. 2003. Tuberculosis: a problem
with persistencie. Nature Rev Microb. 1(2): 97-105

1. 6. Respuestainmune

M. tuberculosis posee una gran variedad de biomoéculas en su pared celular, que
interfieren en la funcion de los macréfagos y eventualmente permite la sobrevivencia de
las bacterias en su interior. Inicialmente, cuando la micobacteria consigue llegar al

alvéolo pulmonar, se produce una reaccién

inflamatoria ligera en la que predominan los neutréfilos. Estas células son pronto
substituidas por macréfagos que ingieren a los bacilos para ser luego transportados

hacia el sistema linfatico. La capacidad de estos macréfagos para erradicar por si



solos al bacilo tuberculoso en las primeras etapas parece ser muy escasa, quiza porque

su funcién se ve interferida por los productos

liberados por la bacteria, de modo que, a pesar de la accidon microbicida de los
macrofagos, los bacilos siguen dividiéndose durante unas semanas?®. Posteriormente,
cuando los macréfagos presentan a los antigenos micobacterianos a través del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), se produce la activacion de linfocitos T,
que lleva a una expansion clonal y la liberacién de citocinas que activan y atraen a
mas macréfagos al sitio de la infeccion para constituir un granuloma. Los granulomas
estan constituidos principalmente por macrofagos, que pueden transformarse en células
epiteloides, las cuales tienen una menor capacidad microbicida, pero una mayor
capacidad de sintesis de citocinas y en células gigantes multinucleadas tipo
Langerhans, que son grupos de macrofagos cuyos nudcleos se disponen en la periferia

rodeando al bacilo tuberculoso®.

Las células epitelioides secretan una sustancia que estimula a los fibroblastos para la
produccién de colageno. Esto contribuye a la formacién de la capsula del granuloma, la
cual tiene la funcion de delimitar fisicamente la lesion. Los linfocitos T activados
estimulan a los macréfagos; estos a su vez comienzan a producir una gran cantidad de
enzimas liticas con capacidad de destruir las bacterias e inducir necrosis celular y tisular

de tipo caseoso, lesién que caracteriza al granuloma tuberculoso®.

La reaccién granulomatosa, es la manifestacion de una respuesta de hipersensibilidad
de tipo tardio a los antigenos de la micobacteria®*. Ademas, como parte de la respuesta
a la infeccion por M. tuberculosis, los macrofagos producen IL-12 la cual promueve la
produccion de IFN-y por parte de las células T CD4+, T CD8+ y las células NK, que

forman parte de la respuesta inmune de tipo Th1®. Tanto el IFN-y como la IL-12 son



esenciales para el desarrollo de células las T CD8+ y las células T doble negativas

restringidas a CD1 asi como de células citotoxicas CD8+ restringidas a MHC clase |

capaces de matar a macréfagos infectados por M. tuberculosis %%’

., Persistencia de las nes
Infeccion Contencion micobacterias dentro de la
lesién local
I\.ID‘I'1+ Cm+ por
I”H las

o
DC-dIGN
sl

| {]  Macréfagos infectados

Mlcobactenas fuera de la
lesién local

Célula CDl

Figura 4. Persistencia de las micobacterias. Tomado de Stewart G. et al. 2003. Tuberculosis: a problem with
persistencie. Nature Rev Microb. 1(2): 97-105

1.7. Tuberculosis: Infeccion latente

La OMS ha estimado que una tercera parte de la poblacién humana (dos mil millones de
personas) tienen infeccion tuberculosa latente. Esta infeccion se caracteriza
clinicamente por que los individuos son positivos a la prueba cutanea de la tuberculina y
no presentan sintomatologia, ni cambios radiolégicos que indique enfermedad activa.

Debido al gran ndmero de individuos con infeccion latente, éstos representan un
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enorme reservorio de casos potenciales que pueden llegar a desarrollar tuberculosis
activa®®?’. Es conveniente recordar que la mayoria de los casos de tuberculosis activa
son consecuencia de la reactivacion de la infeccién latente, por consiguiente se ha
estimado que el 5% de las personas con infeccion tuberculosa latente pueden
desarrollar tuberculosis activa durante su vida, mientras que las personas infectadas
con el VIH el riesgo de desarrollar tuberculosis activa se incrementa en 10% afio con
afio®>*. Aun cuando se considera que el bacilo tuberculoso en estado de latencia, se
encuentra en los pulmones como una poblacién limitada y con poca actividad
metabdlica, no se conocen los mecanismos que utiliza este microorganismo para
sobrevivir, reactivarse e inducir la enfermedad activa®. Mediante el uso de diversos
modelos experimentales se ha tratado de inducir a las micobacterias para que entren en
estado de latencia. Ninguno de los modelos ha logrado hasta la fecha reproducir en
forma idéntica la tuberculosis latente humana, sin embargo, a través de ellos se ha
logrado empezar a dilucidar algunas de las condiciones que inducen los estados de
latencia en el microrganismo, destacandose la hipoxia, la carencia de nutrimentos, la
exposicion al éxido nitrico entre otros. Asi mismo, se han podido identificar algunos de
los genes que parecen ser esenciales para el desarrollo de la latencia, como por
ejemplo acr (hspX), Rv2626¢,Rv1738, fdx, acg (Rv2032) y algunos factores sigma

28, 34-37

(sigB, sigE, sigF, sigD)

Por la gran importancia que representa la tuberculosis latente humana como reservorio
y origen potencial de tuberculosis activa, es necesario conocer de forma mas precisa
los mecanismo involucrados en la interaccibn huésped-parasito, que dan como

resultado la infeccion latente. EI conocimiento de estos

mecanismos indudablemente contribuira al desarrollo de nuevos farmacos o vacunas

que permitan el control y en medida de lo posible la erradicacién de la tuberculosis
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Il. JUSTIFICACION

A partir de la secuencia del genoma de M. tuberculosis, se establecié que éste se
encuentra constituido por 4'411,529 pares de bases, que codifican aproximadamente
para 4000 genes. El contenido de G + C es de 65.6%, el cual es relativamente
constante a través de todo el genoma. Sin embargo, existen regiones que muestran un
mayor contenido de G + C*. En algunas de estas regiones se encuentran secuencias
que pertenecen a una familia constituida por 61 genes denominados PGRS (del inglés
Polymorphic GC-rich repetitive sequences), los cuales se caracterizan por presentar una
secuencia consenso repetida de 9 pp CGGCGGCAA*®. Como parte central de este
motivo se encuentra el triplete CGG o CRR (en donde R puede ser G o0 A). La estructura
de las PGRSs sugieren que éstas pudieran aparecer como resultado de la expansion
del triplete antes mencionado y esto a su vez pudo conducir a la formacién de multiples
copias en “tandem” de este trinucleétido, dando origine al polimorfismo interno*. Esto
concuerda con el patrén polimérfico observado en los ensayos de "Southern blot"
cuando se utilizan las PGRSs como sondas %!, Otras caracteristicas importantes de
las secuencias PGRS es que tienen frentes de lectura abiertos, que codifican para
proteinas potencialmente ricas en glicina. El andlisis de estas proteinas mostré que
presentan una region amino-terminal conservada en sus primeros 110 aminoacidos, que
tienen un motivo PE (Pro-Glu) y una conformacion globular, seguida de un segmento
carboxi-terminal que varia en tamafio, secuencia y nimero de copias repetidas™*
Mediante estudios de hibridacién molecular utilizando las PGRS como sonda especifica
y genomica comparativa, se ha podido demostrar que las PE_PGRS no se encuentran
exclusivamente en las micobacterias del complejo M. tuberculosis, se han detectado en

Mycobacterium marinum, Mycobacterium
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gordonae, Mycobacterium kansasii y probablemente en Mycobacterium smegmatis, y en
forma especifica en Mycobacterium lepra se encontraron un numero importante de

40,38

secuencias PE_PGRS en forma de pseudogenes Aunque su uso como

marcadores de polimorfismo genetico en estudios epidemiolégicos de M. tuberculosis y

M. bovis*®#!

, utiizando PGRSs identificadas antes de la secuenciacion del genoma
como la pTBN12 y pMBAZ2, fue extenso, en la actualidad la utilizacion de marcadores
como las Repeticiones Directas (DRs) o las Secuencias de Insercién (IS), la 1S6110
parecen ser mejores , debido a su gran estabilidad y al nimero de copias presentes (6-
17)*%.

En contraste, el polimorfismo de las PGRS parece adquir gran importancia, como una
fuente de variacién genética y por lo tanto de variaciéon antigenica, lo cual permitiria la
alteracion del perfil antigénico, y posiblemente la adaptacion de la bacteria a los
diferentes microambientes a los que se expondra en su interaccion con el hospedero.
Aunado a esto, se ha visto que estas moléculas preferencialmente se localizan en la

43-45

superficie de la bacteria™™, lo cual adquiere importancia principalmente por su

potencial interacciéon con moléculas de la matriz extracelular como la fibronectina®.
Aunado a esto, recientes estudios demuestran que por lo menos algunas de estas
proteinas parecen favorecer la interacion de la micobacteria con las celulas fagociticas y
contribuyen a la arquitectura de la pared celular. Estas observaciones estan soportadas
por la comparacion de las PGRSs con otras proteinas ricas en glicina, como las
presentes en la seda*’ y en la pared celular de las plantas®®, que son notables por su
gran elasticidad y fuerza a la tension, lo cual sugiere que las PGRS de las micobacterias
podrian igualmente fortalecer a la pared micobacteriana ante un medio ambiente

adverso al cual se enfrentan la micobacterias, al encontrarse dentro de los granulomas

por ejemplo.
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Es también importante sefialar que el dominio PGRS de las proteinas PE-PGRS
presentan una alta homologia con el antigeno nuclear del virus del Epstein-Barr (EBNA-
1), esta dltima es esencial para la persistencia del virus en las células B humanas®.
Aunque el EBNA-1 es el principal blanco para la respuesta inmune humoral, existen
estudios que sugieren que los linfocitos T citotdxicos no son capaces de reconocer
estas proteina, porque el dominio repetido de Gly-Ala, previene el procesamiento de las
proteinas dependientes del proteosoma y la presentacion de los antigenos a través del
MHC-1***°. El hecho de que las proteinas PGRS contengan mudltiples repeticiones de
Gly-Ala, sugiere que estas también pudieran inhibir el procesamiento de antigenos por
la via del MHC-I, lo cual evitaria el desarrollo de una respuesta inmune efectiva,
permitiendo al M. tuberculosis persistir dentro del huésped por muchos afios®>?

Al parecer estas secuencias tambien pudieran estar involucradas en virulencia, como se
demostr6 en un estudio reciente con las PE-PGRS de M. marinum, ya que la
eliminacion de algunos genes PE_PGRS entre otros efectos, disminuyé
considerablemente la capacidad de la bacteria de replicarse en los granulomas®. Por
todas estas razones es importante determinar el papel que estas proteinas puedieran
tener en la biologia de las micobacterias y en la relacion bacteria-hospedero, asi como
determinar claramente su papel en la variaciébn genética, aspecto muy importante
desde el punto de vista evolutivo y en la variacion antigénica, aspecto crucial desde el
punto de de la respuesta inmune y por supuesto establecer el papel que juegan estas
proteinas en la induccién de la respuesta inmune del hospedero y en la inmunopatologia
de la tuberculosis®. Es por esto que en el presente trabajo se estudié la expresion y la
respuesta inmune inducida por el producto del gen Rv1759c en un modelo de

tuberculosis crénica en el raton. Este gen pertenece a la subfamilia de secuencias
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polimérficas ricas en GC del complejo de M. tuberculosis. En estudios previos se
observd que esta secuencia contiene un frente de lectura abierto que codifica para una
proteina rica en glicina®. Asi mismo, el anélisis de los fragmentos de restriccion
polimérfica (RFLP's) del ADN de aislados clinicos de M. tuberculosis, utilizando como

sonda la secuencia Rv1759c, confirmé la naturaleza polimorfica de esta secuencia®.
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OBJETIVO GENERAL

e Caracterizar la respuesta inmune inducida por la PE-PGRS Rv1759c de

Mycobacterium tuberculosis en un modelo murino de tuberculosis crénica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Clonary expresar el gen PE-PGRS Rv1759c en E. coli.

e Producir anticuerpos policlonales en conejo en contra de la proteina
recombinante.

e Determinar la presencia de anticuerpos en contra de la Rv1759c en los sueros
de pacientes con tuberculosis.

e Determinar por inmunoelectromicroscopia la localizacion celular de la proteina
Rv1759c en M. tuberculosis.

e Cuantificar los niveles de ARNm del gen PE-PGRS Rv1759c micobacteriano por
PCR en tiempo real durante la infeccion crénica experimental.

e Determinar la localizacion celular de la proteina PE-PGRS Rv1759c en los
pulmones de ratones con infeccion experimental cronica mediante la técnica de
inmunohistoquimica.

e Identificar la localizacion subcelular de la proteina PE-PGRS Rv1759c en los
pulmones de ratones con infeccion experimental crénica mediante la técnica de
inmunoelectromicroscopia.

e Cuantificar la produccion de IFN-y en sobrenadante del cultivo celular de las
células obtenidas de linfonodos mediastinicos, pulmones y bazo después de la
estimulacion con el antigeno PE-PGRS Rv1759c durante el curso de la infeccion
experimental crénica.

e Medir la respuesta de hipersensibilidad retardada a la proteina recombinante
Rv1759c en ratones con infeccidon experimental crénica.

e Prevenir la reactivacion de la infeccion experimental tuberculosa cronica en

ratones mediante la inmunizacién con la proteina recombinante Rv1759c.
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V. MATERIAL Y METODOS

5.1 Bacterias

M. tuberculosis H37Rv fue obtenido de la coleccion de cultivo tipo (ATCC, Rockville MD,
USA). La bacteria fue crecida en el medio Middlebrook 7H9 (Difco Labs, Detroit, M,
USA) y suplementado con OADC (Difco Labs). Después de un mes de cultivo, las
bacterias fueron cosechadas y ajustadas a una concentracion de 4x10° en 100pl de
PBS, se alicuotaron y se mantuvieron a -70°C hasta su uso. Inmediatamente antes de
ser inoculados, los bacilos fueron contados y se verific su viabilidad.

5.2 Animales.

Se Uutilizaron ratones, hembras de ocho semanas de edad B6D2F1 (C57BL/6J x
DBA2/J) los cuales se obtuvieron de los laboratorios Jackson (Labs. Jackson Mar
Harbor, ME, USA). EI trabajo con animales se llevé a cabo en el en bioterio del
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y de la Nutricibn Salvador Zubiran en
conformidad con la NORMA Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999, Especificaciones
técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

5.3 Secuencia PE- PGRS Rv1759c.

El gen PE-PGRS Rv1759c contenido en el plasmido pUC19 dentro de un fragmento
Sall de 3.9 Kb fue donado al laboratorio por la Dra. C. Aboud-Zeid. (Imperial College
School of Medicine at St. Mary's, London, U.K.).

5.4 Clonacion y expresion del dominio PGRS de la proteina Rv1759c en E. coli.
Del fragmento Sall de 3.9 Kb (Figura 5a) se obtuvo el fragmento Sma |/ Sal | de 1.5 Kb
gue corresponde a la region carboxilo-terminal de gen Rv1759c¢ (Fig 5b), el cual fue
subclonado en el plasmido pQ32 del sistema Quiagen express (Qiagen, Valencia, CA,
USA). Con esta construccion, se transformé la cepa de E. coli XL-1 Blue. La expresién
de la proteina recombinante fue inducida por la adiciéon de IPTG y monitoreada en geles

de PAGE-SDS. Con este sistema de expresion se obtuvo una proteina recombinante
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truncada de 40 kDa, la cual contiene el dominio carboxilo terminal rico en glicina o
dominio PGRS, a esta proteina la denominamos Rv1759c-C. Esta fue purificada por

cromatografia de afinidad a metales utilizando el sistema Quiagen express (Qiagen).

e ]
1 kb

Figura 5a. Mapa de restriccién de la Rv1759c. La flecha superior indica la regién codificadora. Figura 5b La
flecha inferior indica el fragmento de ADN que fue expresado y utilizado para los ensayos de "Western-blot"
con los sueros de pacientes tuberculosos y para la produccion de anticuerpos policlonales en conejo.
Abreviaturas: S, Sall, Pv, Pvull, B, BamHI, Sm, Smal, K, Kpnl.

5.5 Produccién de anticuerpos policlonales en conejo dirigidos contra la PGRS
Rv1759c-C.

La proteina recombinante purificada fue utilizada para la inducciébn de anticuerpos
policlonales en dos conejos blancos Nueva Zelanda de 2 meses de edad, de acuerdo al

siguiente esquema de inmunizacién (ver Tabla 1).

Tablal. Esquema de inmunizacién

Dia | Cantidad de in6culo Via de
administracién

1 |100 pg de la proteina + 100 ul de adyuvante incompleto de | Subcutanea
Freund en 800ul de PBS estéril.

14 1100 pg de la proteina + 100 ul de adyuvante incompleto de | Subcutanea
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Freund en 800ul de PBS estéril.

28 | 100 nug de la proteina + 100 pl de adyuvante incompleto de | Subcutanea
Freund en 800ul de PBS estéril.

60 |100 nug de la proteina + 100 pl de adyuvante incompleto de | Subcutanea
Freund en 800ul de PBS estéril.

90 |100 g de la proteina. Intradérmica

5.6 Suero de pacientes con tuberculosis.

Los sueros de pacientes con tuberculosis pulmonar fueron proporcionados
amablemente por el Dr. Raul Cicero Sabido, Jefe de la Unidad de Neumologia del
Hospital General de México de la SS. El diagnéstico de tuberculosis fue confirmado por
cultivo bacteriolégico.

5.7 Inmunoelectromicroscopia en el bacilo.

Con la finalidad de establecer la localizacion de la proteina Rv1759c, se cosecharon las
bacterias de un cultivo de 8 semanas de la cepa H37Rv por centrifugacién e
inmediatamente se fijaron con paraformaldehido al 4%, posteriormente las
micobacterias se incluyeron en resina LR-White. Una vez incluidas fueron cortadas a
70 A y colocadas en rejillas de niquel, donde fueron incubadas durante 24 h con el
anticuerpo primario anti- Rv1759c diluido 1:20 en PBS con 1% de BSA y 0.05% Tween
20. Después, las rejillas fueron lavadas intensamente con PBS y posteriormente
incubadas con el anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con particulas de oro
con un tamafio de 10 nm, diluido 1:40 en el mismo regulador que se utilizé para el
anticuerpo primario. Las rejillas fueron observadas en un microscopio electronico Zeiss
M-10.

5.8 Modelo experimental de tuberculosis crénica en ratones

El modelo experimental de tuberculosis crénica en ratones, utilizado en este trabajo
presenta algunas caracteristicas similares a la infeccién latente en humanos: entre otras

destaca el mantenimiento durante un periodo largo un numero bajo y estable de
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bacilos en el pulmén, sin que los animales presenten evidencias de enfermedad activa y
sin mortalidad. Este modelo ha sido descrito y evaluado ampliamente por el Dr. Rogelio
Hernandez-Pando en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y de la Nutricién
Salvador Zubriran de la Secretaria de Salud*.

Para inducir la infeccion cronica estable se emplearon ratones hembra B6D2F1
(C57BL/6J x DBA2/J) las cuales fueron anestesiadas con 56 mg/kg de pentotal sédico
aplicado via intraperitoneal. Posteriormente la traquea fue expuesta por una pequefia
incision en la linea media en la region cervical, en donde se inyectaron 100 ul de
solucién salina fisiolégica conteniendo una concentracion de 4x10° micobacterias de la
cepa H37Rv. La incision fue suturada y los ratones se mantuvieron en grupos de 5
animales dentro de micro-aisladores conectados a presion negativa. Todos los
procedimientos se realizaron en campanas de bioseguridad nivel Ill. El trabajo con los
animales se realiz6 de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999.
Dos experimentos por separado se realizaron con 24 animales cada uno. Grupos con
ocho ratones se sacrificaron por desangrado a los dias 30, 90, 150 dias después de la

inoculacion intratraqueal.

5.9 Cuantificacion de los niveles de ARNm del gen Rv1759c micobacteriano por
PCR en tiempo real durante la infeccién crénica experimental

La extraccion total de ARNm de los pulmones se realiz6 de la siguientes forma: el tejido
pulmonar se fragmenté y posteriormente se colocé en 2 ml de amortiguador de lisis (26
mM citrato de sodio/4M tiocinato de guanidina/0.5% N-lauril sarcosina/0.125 M 2-
mercaptoetanol, pH 6.0) en tubos eppendorf con perlas de zirconia/silica (§ = 1 mm and
0.1 mm). Los tubos fueron entonces colocados en un homogenizador Mini-Bead
Beater-8 (Biospec Products, Bartlesville, OK). ElI homogenizado fue tratado con

fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1) y cloroformo. La fase acuosa resultante fue

20



precipitada con etanol absoluto a -20°C toda la noche. La pastilla fue recuperada por
centrifugacion, tratada con el reactivo TRI (Molecular Research Center, Cincinnati, OH)
durante cinco veces para remover el ADN cromosomal, de acuerdo a las instrucciones
del fabricante. EI ARN total, fue disuelto en 50-200 pl de agua bidestilada tratada con
DEPC y almacenado a —70°C. Los oligonucleétidos para los genes 16S y Rv1759c de
M. tuberculosis fueron disefiados con el software Primer Express, version 2.0 (Applied
Biosystems. USA). Las secuencias sentido y antisentido fueron las siguientes Rv1759c
(5"-cctgcagcaggacattctca-3°, 5°-gtcaatgcctcggtgggtt-37) y 16S (5 -atgacggccttcgggttgtaa-
3", 5’-cggctgctggcacgtagttg-37). La calidad y concentracion del ARN fue evaluado por
espectrofotometria (Absorbancia 260/280 nm) y en geles de agarosa. La sintesis de
ADNCc se realizo con 5 ug ARN total, 2 uM of Oligo (dT) 15 RT oligo (Promega,
Madison, WI,USA), 10 unidades/pl inhibidor de la ribonucleasa (Invitrogen, Carlsbad,
CA,USA), 1x amortiguador RT, 0.5 mM de cada dNTPs y 4 unidades de transcriptasa
reversa Omniscript (Qiagen, Valencia, CA, USA). La reacciéon de PCR utilizando los
oligos para el gen 16S se llevd a cabo en alicuotas de ADNc. El producto de PCR fue
utilizado para la cuantificacién en geles de agarosa. La concentracion del ADNc se
determino comparando la intensidad de la fluorescencia del fragmento 16S con
fragmentos de ADN tefiidos con SYBR Green (Invitrogen) de concentracion conocida. El

PCR cuantitativo en tiempo real

fue realizado con el sistema QuantiTect SYBR Green y con el PCR master mix
(Qiagen). El numero de amplicones, fue medido por PCR tiempo real utilizando oligos
para genes especificos. Para obtener una curva estandar, se realizaron cuatro PCR’s
en forma paralela utilizando como muestra diluciones dobles del gen 16S de M.

tuberculosis H37Rv de concentracion conocida (10% a10® copias) junto con una muestra
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sin caracterizar. Las reacciones de PCR se realizaron en tubos sellados en placa para
96 pozos en el termociclador espectrofluorométrico Prism 7500 (Applied Biosystems,
USA) en un volumen total de 20ul. Las mezclas de reaccion contenian 0.5 uM de los
oligos de la muestra y del control, 12.5 ul de la mezcla maestra, 1ug de ADNc. Las
condiciones para llevar a cabo las reacciones fueron las siguientes: Temperatura inicial
de desnaturalizacion por 15 min a 95°C seguido de 40 ciclos a 95°C por 20 seg, 59°C

por 20 seg y 72°C por 34 seg. Se realizaron tres experimentos independientes.

5.10 Localizacion celular de la proteina Rv1759c el los pulmones de ratones con
infeccion experimental latente mediante la técnica de inmunohistoquimica

Los pulmones fueron prefundidos via endotraqueal con etanol al 100%, fijados por 24 h
y embebidos en parafina en forma rutinaria. Secciones de pulmén de 3 um de grosor
fueron tefiidas con Hematoxilina y Eosina. Para inmunohistoquimica, los cortes de
pulmén se colocaron en laminillas previamente cubiertas con silano al 3%,
desparafinados e inactivada la actividad de peroxidasa enddgena con peroxido de
hidrégeno al 0.03% en metanol absoluto. El tejido pulmonar fue incubado por 12 h a
temperatura ambiente con el anticuerpo policlonal de conejo dirigido en contra del
dominio PGRS de la PE-PGRS 1759¢* y con el anticuerpo policlonal anti-BCG (Dako
Lab, Carpinteria, CA, USA). Los anticuerpos unidos se detectaron con un anticuerpo de
cabra en contra de IgG de conejo marcado con peroxidasa (Vector, Burlingame, CA,
USA) y revelado con diaminobencidina (Sigma Co., St Louis, USA) y contratefiido con
hematoxilina. Para cuantificar, se tomaron cinco campos al azar de cada l|6bulo
pulmonar y evaluado a 200x aumentos. Las células positivas y negativas dentro del
granuloma y areas de alveolitis para inmunohistoquimica, fueron contadas con un
analizador de imagenes computarizado QWin Leica 500 (Leica Imaging Systems,

Cambridge, UK) y los datos se expresaron como porcentaje de células positivas**.
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5.11 Localizacion subcelular de la proteina Rv1759c en los pulmones de ratones
con infeccion experimental latente mediante la técnica de
inmunoelectronmicroscopia

Fragmentos de pulmén fueron fijados en paraformaldehido al 4%, disuelto en el
amortiguador de Sorensen a pH 7.3, después fueron deshidratados a diferentes
concentraciones de etanol. Posteriormente, los tejidos fueron embebidos en una resina
hidrosoluble (LR-White, London Resin Co, Hampshire, UK). Se obtuvieron secciones de
60 a 90 nm y se colocaron en rejillas de de nickel (Electron microscopy Science, Fort
Washington, Pennsylvania, USA). Las gradillas fueron incubadas con el anticuerpo
policlonal de conejo dirigidos contra la proteina Rv1759c-C. Como anticuerpo
secundario se utilizo un antisuero de cabra conjugado a particulas de oro de 10nm
dirigido contra las 1gG de conejo (Amersham, Braunschweig, Germany). El antisuero fue
diluido en PBS 1/30. Después de varios lavados con PBS, las rejillas fueron
contratefiidas con citrato de uranilo y revisadas en un microscopio electrénico Zeiss M-
10. Los controles negativos consistieron en sustituir el anticuerpo primario con un

anticuerpo irrelevante.

5.12 Produccion de IFN-y en sobrenadantes de cultivo celular de linfonodos
mediastinicos, pulmones y bazo después de la estimulacién con el antigeno
Rv1759c-C durante la infeccién experimental crénica

Para definir la inmunogenicidad del antigeno Rv1759c-C durante la infeccién
experimental latente, se obtuvieron las suspensiones celulares de linfonodos
mediastinicos, pulmones y bazo a diferentes tiempos de infeccion y se comparé la
produccion de IFN-y inducido por la estimulacion con los antigenos del filtrado de
cultivo de M. tuberculosis (FC) y el antigeno Rv1759c-C. Los filtrados del cultivo fueron
cosechados de cultivos de M. tuberculosis H37Rv, cultivados durante 4-5 semanas

como fue descrito anteriormente. Posteriormente, el FC fue precipitado con 45% de
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sulfato de amonio (w/v), lavado y resuspendido en PBS. La proteina Rv1759c se obtuvo
mediante cromatografia de afinidad utilizando el sistema Xpress de Quiagen como se
describié anteriormente. Después de sacrificar a los ratones, los pulmones, bazos y
linofnodoss mediastinicos fueron removidos inmediatamente y colocados en 2 ml de
medio RPMI con 0.5 mg/ml de colagenasa tipo 1l (Worthington, NJ, USA) e incubados
por 1 hora, posteriormente se disgregaron y se pasaron a través de una rejilla de 70 um
y lavadas con medio RPMI. Las células fueron centrifugadas a 1500 rpm durante 5
minutos, el sobrenadante fue recolectado y los globulos rojos se eliminaron mediante
una solucion de lisis. Después de lavar las células, estas fueron resuspendidas en
medio RPMI suplementado con 2mM glutamina, 100 U/ml de penicilina y 1ug/ml de
estreptomicina y 10% de suero fetal bovino (Sigma). 10° células por ml fueron
distribuidas en cajas de cultivo con y sin los antigenos FC

y Rv1759c-C. Después de 72 h de estimulacion los sobrenadantes se colectaron

y se utilizaron para cuantificar el IFN-y, mediante la técnica de ELISA con un kit
comercial (Phramigen, San Diego, CA, USA). Con estudios preliminares de dosis
respuesta se observé que la concentracion 6ptima de los antigenos para la estimulacién

fue de 10 ug durante 72 h.

5.13 Respuesta de hipersensibilidad retardada a la proteina recombinante
Rv1759c-C en ratones.

La respuesta de hipersensibilidad retardada (DTH) se evalud en los ratones B6D2F1/J
infectados cronicamente a los 330 dias post-infeccion asi como en los ratones control.
Se aplicaron 10 ug en 40 ul de PBS por via intradérmica en el cojinete plantar derecho
de cinco ratones tanto de la proteina recombinante Rv1759¢c-C como del FC. La lectura
del incremento del tamafio del cojinete plantar fue medida en micras cuadradas con un

vernier y se tomd a las 48 h después del reto.
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5.14 Prevencién de la reactivacion de tuberculosis mediante la inmunizaciéon con
la proteina recombinante Rv1759c-C

Los animales con cinco meses de infeccion latente estable fueron vacunados con la
Rv1759c-C, para evaluar su habilidad para prevenir la reactivacién inducida por
corticosterona suplementada en el agua de bebida. En dos diferentes experimentos, a
dos grupos de ratones de seis animales cada uno, les fue administrada por via
subcutanea en la base de la cola 10 ug de la proteina Rv1759c-C disuelta en 100 pul de
PBS. La vacuna se administro una vez por semana durante tres semanas en paralelo
con el grupo control, que solo recibio PBS, Cuatro semanas después de la dltima
vacunacion, los ratones recibieron durante un mes 3 mg/l de corticosterona (Sigma) en
el agua de bebida para inducir la reactivacion de la enfermedad. Después de un mes
de la administracion de la corticosterona (Sigma), los animales fueron sacrificados, el
pulmon y el bazo fueron disecados e inmediatamente homogenizados en un Polytron
(Kinematica, Luzern, Suiza) en tubos estériles de 50 ml los cuales contenian tres ml de
solucién salina isoténica. Se hicieron entonces cuatro diluciones de cada
homogenizado, las cuales fueron extendidas en placas de bacto agar Middlebrook
7H10 enriguecido con OADC (Difco Labs, Detroit, MIl, USA, USA). Después de 21 dias.

Se contabilizaron las unidades formadoras de colonia (UFC's).

5.15 Anélisis Estadistico

Cada experimento se realizé por lo menos dos veces y los resultados de cada uno de
ellos se expresaron como promedio = desviacion estandar. Para determinar las
diferencias entre cada experimento los datos fueron comparados utilizando la prueba de
t-student’s para datos pareados utilizando la versién 10.0 del programa SPSS para

Windows. Se determiné como significativamente diferentes si el valor de p<0.05
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V1. RESULTADOS.

6.1 Secuencia del gen PE-PGRS Rv1759c

La secuencia de DNA del fragmento Sall de 3.9 kb mostré 100% de homologia con
la secuencia del gen Rv1759¢c%® reportada en la base de datos, asi mismo, el patron
de restriccion de ambas secuencias fue identica. Esta secuencia, presenta un frente
de lectura abierto de 2.7 kb, el cual codifica para un proteina putativa rica en glicina
con un peso molecular calculado de 74.2 kDa. A lo largo de la secuencia se observa

el motivo de 9 pb CGG CGG CAA que caracteriza a esta familia de genes como lo

t38

describié Poulet™. Ademas es interesante sefalar, que en esta secuencia se

presenta el motivo CpG dentro de un hexamero palindromico (por ejemplo
GACGTC), el cual se ha sugerido sea una secuencia inmunoestimulante (Figura 6).
A nivel de proteina, al igual que las otras proteinas putativas de la familia PE-PGRS,
nuestra proteina presenta una secuencia amino terminal altamente conservada en
sus primeros 110 aa y dentro de esta regién se encuentra el motivo PE (Pro-Glu),
seguido de una regién carboxilo terminal en donde se encuentran varios motivos

GGXGG (Figura 7).

atgtcgttty gccggagact atcgcggegg cggcgacgga tctagccgat ctcggetcga cgatcgetgg ggccaacgcg getgeggegg ccaacacgac
gagcctgctg gccgeccggty ccgatgagat ctcggeggca atcgctgegt tgttcggege gcacggeccgg goctatcagg cggcgagegc  cgaggeggeg
gcgtttcatg gtcggttcgt geaggcgetg accaccgggg ggggegecta tgeggeecgec gaggecgecg ccgtgacgec gotgctcaac tcgatcaacg
cgcccgtect ggecgetace ggecgtccge tgatcggtaa cggggctaac ggtgctcccg geaccgggge caacggaggg gatgccgget ggttgatcgg
caacggtggc gccggcggat ccggtgcaaa gggcgccaac ggcggggctg gtggecctgg tggggecgec gggetgttcg gcaacggegg ggecggeggt
gccggeggaa ccgeccaccge caacaacggg  atcggegggg  ccggtggege  tggegggtce gecatgotgt ttggggecgg cggegecgge  ggegecggeg
gggctgcgac  gtctcttgtc ggtggcatcg geggtaccgg cggaaclcgge ggcaalcgecg gtatgetcge cggegecgec  ggggecggcg  gtgecggegg
gttcagcttc agcactgccg gtggggetgg cggcgecgge ggggeccggtg ggetgttcac caccggeggt gtcggeggeg ccggtgggca gggtcacacg
ggcggggcgy  goggcgecgg  cggggecgge  gggttgttty gtgocggegg catgggoggg gegggcggat tcggggatca cggaacgctc  ggoaccggeg
gggccggegy  ggacggtggg ggcggeggtt tgttcggege cggoggggac ggeggggcag gegggtcagg actgaccace ggeggegotg  coggtaacyg
tggtaacgcc gofEiBGBLt ccctgggtgc cgccggtgge [gccggcggcaalcggtgggyc  tggeggeact gtcttcggtg gtggtaaggg  cggegecggc
ggagccggeg gtaacgcecgg catgctcttc ggctccggeg ggggtggegg caccggeggg ttcggettcg ccgecggegg geagggtggg  gtcggeggea
gegecggeat gotcagegge  tccggegget ccggeggtge  tggoggotct gggggcocccg  cgggcaccge  cgoaggtggg  gegggtgggg  cggotgggge
gccegggtty atcggcaacg geggcaacgg cggcaacgge ggcgagagtg geggcaccgg tgotfBBBEE goggccggty gaaatgccgt gotgatcgge
aacggcggcg agggcggeat cggegegetc gocggcaagt ccggettcgg cggettcgge gggttgetge tgggegecga cggatataac gotcccgaga
gcacctcgcc atggcacaac ctgcagcagg acattctcag tttcatcaac gaacccaccg aggcattgac cggacgcccg ctgatcggta acggcgacag
tgggacgccg ggaaccgggg acgatggegg tgccggegge tggttgttcg geaacggegg caacggeggg gecggtgegg ccggeaccaa  cggcagegeg
ggcggegeey  gtggggeagg  cgggatoctg tttggcaccg gtggogecgg cggggccgge  ggegtcggaa  cggogggtgc  cggeggggcc  ggtggegecy
gcggatcege cttcttgatc ggttccggeg gtaccggtgg tgtcggeggg gecgecacca ccacciilBotcggcggy gecggeggga acgecggett
gctcatcggc gcggetggge tcggegggtg tggeggegge getttcaccy caf@@ac cactggcgge gecggeggga  ctggeggege  tgccgggttg
ttcgccaacy ggggggccgy  Cggogocgge gggaccggoa goaccgecgy  gggcgocggc  ggggccggcy  gggecggegy  getgtacgec  cacgggggaa
ccggeggacc  aggtgggaac [EBEEEtcca cgggggccgg agggacagge ggtgecggey ggeceggtgg  gotgtacggt gecggegget ctggegggge
cggcggtcat gggggcatgg ccggeggggg  ti@B@@Mota ggcggcaatg ctggetcget caccctcaat gegtcgggeg gtgccggegg  cageggcgge
tccagectgt caggcaaggc cggtgctggc ggegecggeg geagegeggg attgttctac ggotccggeg gggecggegg caacggggge  tacagectca
atggcactgg cggtgatggc ggcaccggtg gggccggcca aatcaccggc cttcgcageg gettcggegg cgecggegge gecggeggeg ccagcgatac
cggcgecgge  gggaacggeg  gegecggegg  caaggecggg  ctgtacggca acggeggtga cggtggegec  ggeggggatg  gogecaccag  cggcaagggt
ggagccggcg gcaacgcecgt ggtgatcggc aacggecggca acggeggcaa tgccggaaaa gecgggggea  cggegggtgc cggeggegec  ggtgggetgg
tactcggecg ggatgggcag cacggcttga cgtagtgatc geggt

Figura 6. Secuencia del gen Rv1759c. Frente de lectura abierto de 2.7 kb.
Ll Motivo de 9 pb CCG CGG CAA caracteristico de la familia PGRS
Hexamero palindromico GACGTC ejemplo de secuencia inmunoestimulante



. .
PE-PGRS (Mycobacterium tuberculosis Rv1759c)

[MSEVIAVPET TAAAATDLAD LGSTIAGANA]AAAANTTSLL AAGADEISAA IAALFGAHGR AYQAASAEAA AFHGRFVQAL TTGGGAYAAA EAAAVTPLLN
SINAPVLAAT GRPLIGNGAN GAPGTGANGG DAGWLIGNGG AGGSGAKGAN GGAGGPGGAA GLFGNGGAGG AGGTATANNG IGGAGGAGGS AMLFGAGGAG
GAGGAATSLV GGIGGTGGTG GNAGMLAGAA GAGGAGGFSF STAGGAGGAG GAGGLFTTGG VGGAGGQGHT GGAGGAGGAG GLFGAGGMGG AGGFGDHGTL
GTGGAGGDGG GGGLFGAGGD GGAGGSGLTT GGAAGNGGNA GTLSLGAAGG AGGTGGAGGT VFGGGKGGAG GAGGNAGMLF GSGGGGGTGG FGFAAGGQGG
VGGSAGMLSG SGGSGGAGGS GGPAGTAAGG AGGAGGAPGL IGNGGNGGNG GESGGTGGVG GAGGNAVLIG NGGEGGIGAL AGKSGFGGFG GLLLGADGYN
APESTSPWHN LQQDILSFIN EPTEALTGRP LIGNGDSGTP GTGDDGGAGG WLFGNGGNGG AGAAGTNGSA GGAGGAGGIL FGTGGAGGAG GVGTAGAGGA
GGAGGSAFLI GSGGTGGVGG AATTTGGVGG AGGNAGLLIG AAGLGGCGGG AFTAGVTTGG AGGTGGAAGL FANGGAGGAG GTGSTAGGAG GAGGAGGLYA
HGGTGGPGGN GGSTGAGGTG GAGGPGGLYG AGGSGGAGGH GGMAGGGGGV GGNAGSLTLN ASGGAGGSGG SSLSGKAGAG GAGGSAGLFY GSGGAGGNGG
YSLNGTGGDG GTGGAGQITG LRSGFGGAGG AGGASDTGAG GNGGAGGKAG LYGNGGDGGA GGDGATSGKG GAGGNAVVIG NGGNGGNAGK AGGTAGAGGA
GGLVLGRDG ~ QHGLT

Figura 7 Esquema y secuencia de la proteina PE-PGRS codificada por el gen Rv1759c localizado en el genoma de Mycobacterium tuberculosis cepa
H37Rv (nimero de acceso POA686 ). El dominio PE conservado se muestra en color rojo y el motivo Pro-Glu en color negro, y la regidn rica en Gly-
Ala en el dominio PGRS se observan de color verde y multiple motivos repetidos GGXGG (donde X representa cualquier aminoéacido).

Potencial péptido sefial 30 aa|:|
Longitud: 914 amino&cidos
Peso molecular: 74354 Da

Punto Isoeléctrico: 4.598

6.2 Expresion del dominio carboxilo terminal de la PE-PGRS Rv1759c

En la Figura 8a se observa la expresion del fragmento de 1.5 Kb (Smal-Sall) de la
PGRS Rv1759c, el peso molecular de la proteina recombinante es
aproximadamente de 38.5 kDa (—»).

La proteina recombinante purificada fue reconocida por los anticuerpos presentes
en 7 de 13 pacientes con tuberculosis en un ensayo de "Western blot" (WB). Para
detectar los anticuerpos se utilizo la proteina A-peroxidasa y la reaccion se reveld
con Diaminobencidina (Figura 8b). En contraste, la proteina recombinante no fue
reconocida con el suero hiperinmune de conejo originado en contra del bacilo
tuberculoso. Por otra parte, como se habia descrito anteriormente para una proteina
homologa a la Rv1759c (AbouZeid et al), la proteina recombinante se unié a

fibronectina (Figura 8b carril Fn).
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Figura 8. Expresion y purificacion de la proteina recombinante Rv1759c-C.

a: PAGE-SDS al 12% tefiido con azul Coomassie. (carril 1) Lisado de E. coli XL- 1 Blue transformada;
(carril 2) Rv1759¢c-C recombinante de M. tuberculosis purificada (flecha). b: WB de la proteina
Rv1759c-C recombinante de M. tuberculosis con el suero de individuos con tuberculosis pulmonar
(carriles 1-13). Los carriles HI y Fn fueron incubadas con suero hiperinmune de conejo anti-M.
tuberculosis o fibronectina marcada con biotina, respectivamente. El carril ¢ muestra la proteina
Rv1759c¢-C purificada y tefiida con azul Coomassie.

6.3 Localizacion de la proteina Rv1759c en células de M. tuberculosis H37Rv

por inmunoelectromicroscopia

Utilizando los anticuerpos policlonales anti-Rv1759c, se logré definir la distribucion
topografica de la  proteina Rv1759c. Mediante el estudio de
inmunoelectromicroscopia se observd que el mayor numero de particulas de oro se

localizaron en el citoplasma y en menor cantidad en la membrana y en pared celular

(Figura 9).



Figura 9. Electromicrografia del bacilo tuberculoso. C (citoplasma). M (membrana citoplasmica). P
(pared celular). Las flechas indican el marcaje de oro coloidal de la proteina Rv1759¢-C.

6.4 Cinética de la expresion de la proteina Rv1759c durante la infeccién
cronica experimental

Mediante la técnica de PCR en tiempo real se pudo demostrar la expresion del gen
Rv1759c en los pulmones de los ratones durante el desarrollo de la infeccion
cronica. En la Figura 10, se muestra la cinética de infeccidon, observandose que la
transcripcion del gen Rv1759¢c comienza desde el primer mes postinfeccion, y se

incrementa gradualmente alcanzando un pico a los 150 dias.
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Figura 10. Se observa la cinética de la transcripcion del gen Rv1759c de M. tuberculosis mediante la
técnica de cuantitativa de PCR en tiempo real de los pulmones de animales con infeccion latente. Los
resultados analizados son de tres animales por cada tiempo, en dos experimentos independientes. El
numero de copias del RNAm del gen Rv1759c fue relacionado a un millén de copias del gen ribosomal
16s de M. tueberculosis

Estos resultados concuerdan, con la deteccion de la proteina por
inmunohistoquimica analizada por morfometria automatizada en los pulmones de
los ratones infectados, en donde se observé un incremento en la intensidad de la
tincion en los macrofagos activados localizados en el intersticio alveolo capilar y en

los granulomas pulmonares (Figura 11A,B).
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Figura 11 A muestra el porcentaje de macrofagos positivos para el antigeno Rv1759c en los
granulomas pulmonares durante la infeccidon cronica determinado par inmunohistoquimica y
morfometria automatizada. La Figura 11 B. Indica la localizaciéon celular del antigeno Rv1759c en
macréfagos activados en el granuloma pulmonar a los 150 dias de infeccion.

Por otra parte, la immunoelectronmicroscopia de los granulomas pulmonares a los
cinco meses postinfeccion, mostré  la distribucién subcelular de la proteina
Rv1759c en los macrofagos infectados. La proteina se localizo preferentemente en
el citoplasma y en la pared celular en donde la marca especifica fue muy intensa
(Figura 12). Estos resultados indican que el antigeno Rv1759c de Mycobacterium
tuberculosis se expresa abundantemente durante la infeccion latente y se localiza
en la pared de los bacilos fagocitados. Asi mismo, es conveniente sefalar que esta
es la misma localizacion que se observa en las micobacterias que crecen en

medios de cultivo, como se describié anteriormente.
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Figura 12. Inmuno electromicroscopia en la cual se observa la localizacién subcelular del antigeno Rv1759c en
micobacterias fagocitadas por macréfagos activados y el inmunomarcaje en la pared celular de la micobacteria.

6.5 Inmunogenicidad del antigeno micocobacteriano Rv1759c

Para demostrar la inmunogenicidad del antigeno micocobacteriano Rv1759c, se
determind la concentracion de IFN-y al mes, a los tres y cinco meses postinfeccion
en linfonodos mediastinicos, pulmén y bazo (Figura 13). Se observé un incremento
de alrededor dos, tres y cuatro veces en concentracion de IFN-y con respecto al
control, al mes a los 3 y 5 meses respectivamente. No hubo diferencias
significativas entre la proteina Rv1759c y el FC.

En las celulas del pulmon la concentracion de IFN-y Incremento dos, tres veces al
mes a y a los tres meses postinfeccién con respecto al control, disminuyendo
notablemente a nivel del control al quinto mes. Nuevamente no se observaron
diferencias significativas entre la la proteina Rv1759c y el FC.

En contraste, en el bazo el incremento en la concentracion de IFN-y se observo
unicamente al primer mes, decayendo a los tres meses y desapareciendo para el

quinto mes.



Esto nos indica que el antigeno Rv1759c es eficiente en la produccion de IFN-y en
los linfonodos mediastinales, cuando se compara con el FC durante una infeccion
latente estable. Por otra parte, la DTH inducida por el antigeno Rv1759c a los cinco
meses de infeccion. fue significativamente mayor a las 48 h después cuando se

comparo a la respuesta inducida por el FC (Figura 14).
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Figura 13 . Cuantificacion de IFN-y por ELISA de los sobrenadantes de suspensiones celulares de los
linfonodos mediastinales, pulmén y bazo después de la estimulacion con antigenos del filtrado de
cultivo micobacteriano y la proteina Rv1759c a diferentes tiempos durante la infeccion latente. Las
células de los linfonodos mediastinales estimuladas con el antigeno Rv1759c produjeron mayor
concentracion de IFN-y en comparacion con el FC. Las barras representan en promedio y la
desviacion estandar de 4 animales en cada tiempo.
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Figura 14 . Respuesta de hipersensibilidad retardada al antigeno Rv1759c y FC de M. tuberculosis en
ratones con 5 meses de infeccidn, resultante de la instilacion de M. tuberculosis por via intratraqueal.
La induracién fue medida a las 24 h después del reto. Los resultados corresponden a dos
experimentos independientes, en donde se observa el promedio y la desviacion estandar. El asterico
indica la significancia estadistica (p<0.05).

6.6 Proteccion en contra de la reactivacion de la tuberculosis inducida por
corticosterona en ratones con infeccion latente vacunados con el antigeno
Rv1759c

La alta carga bacterina (1.2 x 10° UFC) en los pulmones de los animales sin
vacunar considerados como control, muestra que estos fueron incapaces de
contener la reactivaciéon de la enfermedad inducida por la administracién de
corticosterona a los cinco meses post- infeccion, en contraste, con los ratones
vacunados con el antigeno Rv1759c que mostraron una carga 10 veces menor
después de un mes de administracion de corticosterona (Figura 15). El
homogenizado del bazo de los ratones no vacunados mostré algunos pocos bacilos
vivos (24+/-12 UFC), y no se detectaron bacilos vivos en los homogenizados del
bazo procedentes de los ratones vacunados (p<0.008), indicandonos que la
vacunacion subcutanea con el antigeno Rv1759c previene en forma eficiente la

reactivacion de la enfermedad.

10



1.6

1.2

0.8

108 UFC

0.44 *

Ratones vacunados con el

Ratones no vacunados ’
antigeno Rv1759¢c

(control)
Figura 15 . Se observa la carga bacilar en los pulmones de ratones con infeccidn latente después de
recibir durante un mes cotrticosterona para inducir la reactivaciéon de la enfermedad. Comparacién de
los animales vacunados con el antigeno Rv1759c y los animales no vacunados utilizados como
control. Los ratones vacunados muestran una reduccién de la unidades forfadoras de colonia (UFC).
La s barras representan el promedio y la desviacién estandar de 4 animales en dos experimentos
independientes. El asterisco indica la significancia estadistica (p<0.05).
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VII. Discusion

La secuencia completa del genoma de la cepa H37Rv de M. tuberculosis consta de
4,411, 529 pb, y aproximadamente 3,986 proteinas. El contenido de G + C es de 65.6%,
el cual es relativamente constante a través de todo el genoma, sin embargo existen
regiones que muestran un mayor contenido de G + C'. En algunas de estas regiones
se encuentran secuencias que pertenecen a una familia constituida por 61 genes
denominados PE_PGRS, las cuales se caracterizan por presentar secuencias consenso
repetidas de 9 pp CGGCGGCAA® y poseer frentes de lectura abierto, que codifican
para proteinas potenciales ricas en glicina. Asi mismo, se ha considerado que las
proteinas de familia PE-PGRS pueden ser fuente de variacion antigénica, lo cual seria
de gran importancia para entender algunos aspectos de la respuesta inmune en contra
de la micobacteria. Abou-Zeid*® en 1991, logré identificar una proteina con capacidad de
unién a Fn la cual denominé TB1 y ademas fue reconocida por pacientes enfermos de
tuberculosis. El analisis de la secuencia de la TB1, sugiere una estrecha relacion con el
gen Rv1759c. Posteriormente se obtuvo la regidon carboxilo terminal de la proteina
recombinante (Rv1759c-C), la cual también fue reconocida por sueros de pacientes con
tuberculosis, sin embargo, el suero policlonal de conejo dirigido en contra de M.
tuberculosis H37Rv no reacciond en contra de la proteina recombinante Rv1759c-C,
como sucedié con los sueros de los pacientes, sugiriendo estos resultados que la
proteina se expresa durante la infeccién in vivo y en menor concentracién durante el
crecimiento in vitro de la bacteria, lo cual esta de acuerdo con lo establecido en la
literatura donde se habla de la expresion diferencial de estas proteinas de acuerdo las
condiciones a las que es sometida la bacteria®>*°.

Las proteinas de M. tuberculosis con capacidad de union a Fn, son antigenos

inmunodominantes®®%7:%8

que le permiten a la micobacteria unirse a las superficie
celulares®. Resulta de interés este hallazgo, ya que se ha demostrado variacion
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antigénica en adhesinas con capacidad de unién a Fn en Streptococcus pyogenes® lo
que nos lleva sugerir que las proteinas PE-PGRS con capacidad de unién a Fn pudieran
jugar un papel importante en la interaccion huésped-bacteria.

En la literatura se han descrito algunos de los motivos de unién a Fn como el motivo
FEWYYQ®' para las proteinas del complejo 85 y el motivo RWFV para otras familias
de proteinas homologas de unién a Fn®. En nuestro estudio ninguno de los motivos
antes descritos fue localizado en la proteina Rv1759¢c-C, lo que sugiere que la union a
Fn se debe a otros motivos no descritos y esto pudiera constituir un tercer grupo de
proteinas con capacidad de unién a Fn**.

Como se explico anteriormente, al parecer la proteina Rv1759c solo se expresa en
condiciones in vivo, por lo que se decidié estudiar su expresion vy localizacién in vivo asi
como su probable participacion en la respuesta inmune protectora en un modelo murino
de tuberculosis cronica.

El modelo murino de tuberculosis empleado en este trabajo, permite tener una condicién
similar a la tuberculosis latente humana. La infeccién se establece, despues de la

inoculacién intratraqueal en ratones B6D2F1°*

de un numero relativamente bajo de
micobacterias virulentas de la cepa H37Rv. Este modelo se caracteriza porque durante
la infeccién, se mantiene un numero bajo y estable de micobacterias, se observan
pocos granulomas y pequeinos focos de alveolitis, que no comprometen la vida de los
animales, lo que permite que los animales continien ganando peso y se observen
saludables por mas de dos afios.

En otros modelos experimentales al igual que este, existe un importante predominio de
citocinas de tipo Th1, con alta expresion de TNF-a. e INOs?. Por lo que se considera,

que este perfil inmunoloégico es un factor importante en la induccién y mantenimiento del

estado de latencia®*®°. Este tipo de respuesta
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inmune es también critico en la proteccion contra el desarrollo de la tuberculosis
humana y murina. Hipotéticamente, durante la infeccion latente, un grupo de antigenos
micobacterianos deben ser expresados en su superficie o deben ser secretados, para
inducir y mantener el estado de infecciéon crénica. La caracterizacion de estos antigenos
y su uso como subunidades vacunales podrian reforzar la respuesta tipo Th-1 para
prevenir el desarrollo de la enfermedad. En este trabajo se empleé la proteina Rv1759c
perteneciente a la familia PE-PGRS, debido a que se tienen evidencias indirectas de su
expresion, ya que se encontraron anticuerpos en contra de este antigeno en pacientes
con tuberculosis®. Los resultados de los estudios in vitro de inmunoelectromicroscopia,
mostraron que el antigeno Rv1759c se expresa preferencialmente en el citoplasma y en
menor proporcién en la pared celular y membrana citoplasmica de las bacterias, asi
mismo por medio de la técnica de inmunohistoquimica se aprecié una sobreexpresion in
vivo especificamente en macréfagos epitelioides localizados en los granulomas, durante
el desarrollo de la infeccion cronica. También se demostré que el antigeno Rv1759c
recombinante indujo concentraciones similares de IFN-y comparables a las inducidas
por el FC, cuando estos antigenos se emplearon en los cultivos de células provenientes
de los linfonodos mediastinales a los tres y cinco meses post-infeccién, lo cual nos
indica que el antigeno Rv1759c¢ es inmunogénico en los linfonodos que reciben material
proveniente de los pulmones vy estos pudieran jugar un papel importante en el
establecimiento y mantenimiento de la infecciéon, como ha sido observado en cobayos
infectados con baja dosis de micobacterias por via aerégena, donde la bacteria causa
linfangitis en los pulmones y linfadenitis, lo cual permite considerar a estos sitios
afectados como los compartimentos que favorecerian el mantenimiento de la infeccion

latente®.
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Los ratones con una infeccién crénica latente a los cinco meses post-infeccion fueron
vacunados subcutaneamente con tres dosis de 10 ug de la proteina purificada Rv1759c,
una vez por semana. Después de un mes, los ratones inmunizados fueron tratados
con corticosterona para inducir la reactivacién de la enfermedad. En los animales
vacunados no se observé un incremento en el numero de unidades formadoras de
colonias, las cuales se mantuvieron al mismo nivel que tenian antes de que los
animales fueran tratados con la corticosterona, en tanto que en el grupo control, se
observé un incremento importante en el nimero UFC. Todas estas observaciones,
sugieren que este antigeno podria ser como una eficiente subunidad vacunal, durante
el periodo post-sensibilizacion, que refuerza la respuesta tipo Th-1y por lo tanto podria

prevenir la reactivacion de la enfermedad®®°.
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VIIl. CONCLUSIONES.

+ La proteina Rv1759c es inmunogénica, ya que induce una respuesta inmune
humoral en humanos y conejos, ademas de la respuesta inmune celular en
ratones.

+ La proteina Rv1759c es una proteina que une fibronectina.

« Se determindé que la proteina Rv1759c en M. tuberculosis se localiza en
citoplasma, membrana y pared celular.

« Por sus caracteristicas inmunoldgicas y estructurales la proteina Rv1759c¢ es
importante en la relacion huésped-bacteria.

+ Induce una alta respuesta inmune celular que puede contribuir al mantenimiento
de la infeccion crénica latente.

+» Por su expresion preferencial en el modelo crénico de latencia pudiera ser
considerado como marcador de latencia.

+» Por sus caracteristicas inmunogénicas se puede considerar como antigeno
alterno para desarrollar una nueva vacuna para prevenir la reactivacion de la

enfermedad.
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