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RESUMEN 

El conocimiento de la  biología de Mycobacterium tuberculosis, el agente causal de la 

tuberculosis humana, se ha desarrollado rápidamente 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 últimas, 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 región carboxilo-terminal de la proteína Rv1759c se unió a 

fibronectina y fue  reconocida  por los sueros de pacientes infectados con M. 

tuberculosis. Aunado a esto, utilizando un modelo experimental de tuberculosis crónica 

en ratones B6D2F1, se observo la expresión constante de este antígeno en  la pared de 

las bacterias fagocitadas por macrófagos activados localizados en los granulomas 

pulmonares. La proteína, indujo la producción de IFN-γ después de la estimulación de 

cultivos celulares procedentes de linfonodos mediastinales. Interesantemente, 

encontramos que la inmunización con la proteína Rv1759c a ratones infectados 

crónicamente previa al tratamiento con corticosterona para inducir la reactivación, 

previnó el incremento en las unidades formadoras de colonias, en comparación 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 infección crónica  y por lo tanto, este antígeno pudiera jugar un papel 

importante en la respuesta inmune generada durante el desarrollo de la enfermedad, lo 

que hace a este antígeno un buen candidato como subunidad vacunal con el fin de 

prevenir la reactivación 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-γ 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. INTRODUCCIÓN. 

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 

jeroglíficos hallados en Egipto, Babilonia y China. También, existen evidencias 

morfológicas 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-patológicas 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 

macroscópicas asociadas con la enfermedad, denominándolas tubérculos. 

Posteriormente, Manget en 1702, describió los rasgos anatomo-patológicos de la 

tuberculosis miliar1. 

En 1720, Marten fue el primero en afirmar que la tuberculosis podría ser causada por 

criaturas diminutas, que serían las responsables de  generar las lesiones y síntomas de 

la enfermedad. El término tuberculosis, derivado del latín tubercula (protuberancia o 

nódulo pequeño), fue utilizado desde 18392. En 1882, Robert Koch demostró que el 

agente causal de la enfermedad era un bacilo, en ese tiempo se le denomino "bacilo de 

Koch", y posteriormente se le denominó  Mycobacterium tuberculosis. Koch identificó al 

bacilo en lesiones tuberculosas mediante la tinción 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 Revolución Industrial. En el siglo XIX, 

Bayle y Laënec establecieron las formas y estadios de la tuberculosis como 

enfermedad2. 
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En 1924, Albert Calmette y Alphonse Guérin desarrollaron una vacuna denominada 

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

primeros antibióticos contra esta enfermedad, siendo la estreptomicina, descubierta por 

Selman Waksman en 1944, el primer agente quimioterapéutico específico contra la 

tuberculosis. Posteriormente se descubrieron otros agentes antifímicos como el ácido p-

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

1.2 Epidemiología 

1.2.1 La tuberculosis en el Mundo 

La tuberculosis continúa siendo un grave problema de salud pública en el mundo, a 

pesar de los avances para su diagnóstico, tratamiento y prevención. La Organización 

Mundial de la Salud (OMS) estima que durante el periodo comprendido entre el 2000 al 

2020 habrá 1 000 millones de individuos infectados por M. tuberculosis, de los cuales 

200 millones enfermarán y 35 millones morirán si no se mejora el control y el 

tratamiento de la enfermedad. Las incidencias más altas de la enfermedad se presentan 

en los países subdesarrollados del continente Africano, Asiático y América Latina, como 

puede observarse en la Figura 14. Actualmente la OMS estima que cada año, tres 

millones de personas mueren por tuberculosis y ocho millones se infectan; de éstos el 

95% vive en países en vías de desarrollo. Así mismo, la OMS estimó que un tercio de la 

población mundial está infectada por M. tuberculosis de y  solamente del 5-10% de los 

individuos infectados desarrollará la enfermedad5. Las condiciones que favorecen la 

tuberculosis en los países en vías de desarrollo son: la pobreza, la coinfección con VIH, 

la falta de control y de diagnostico temprano y preciso6. Además, se ha estimado que la 

incidencia mundial de tuberculosis aumenta aproximadamente 0.4% al año7,8.  
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1.2.2 La tuberculosis en México 

En el 2001, la Secretaría de Salud determinó que la incidencia de tuberculosis en 

México fue de 18 por 100 000 habitantes9. Esta incidencia fue inferior al promedio 

latinoamericano, que a mediados de los años noventa se estimó en 32 casos nuevos 

por 100 000 habitantes. La infección por tuberculosis se observa principalmente en 

jóvenes y adultos de edad media que pertenecen a la población económicamente 

activa10. Otro problema grave que incrementa la incidencia de la tuberculosis en México 

y otras partes del mundo es la presencia de cepas multifármaco resistentes. Esto fue 

confirmado en un estudio realizado en tres estados de México en los que se observó 

una alta resistencia a los fármacos de primera elección11. 

Figura 1. Tasas de incidencia de tuberculosis en el mundo en el año 2001, estimadas por la OMS. 
(Tomado del informe 2003 de la OMS). 
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En el año de 1997, la OMS consideró a México como un país 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 últimos años. 

Sin embargo las diferencias entre entidades federativas son considerables, siendo los 

estados con mayor incidencia Baja California, Tamaulipas, Guerrero y Chiapas12. En 

México y otros países, la tuberculosis constituye un grave problema de salud y presenta 

importantes retos para su control, entre los que destacan, la asociación con la infección 

por VIH y la originada por micobacterias  fármaco-resistentes13.   

1.3 Agente causal 

1.3.1 Características 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 patógeno más común1.  
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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). 

          Incidencia en Latinoamérica                  Incidencia en México 

Año              Año 
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M. tuberculosis es un bacilo aerobio estricto, inmóvil, no esporulado, no encapsulado, 

con un tiempo de generación de 15 a 20 horas, que requiere de 2 a 6 semanas de 

cultivo, para observar colonias en medios sólidos. Su desarrollo puede favorecerse  con 

una temperatura entre  35 y 37º C en una atmósfera enriquecida con O2. 

Microscópicamente es un bacilo alargado curvo de aproximadamente 0.4 x 3 µm. De 

acuerdo a la clasificación taxonómica,  ésta bacteria pertenece a la clase 

Actinobacteridae; orden Actinomycetales; familia Mycobacteriaceae; género 

Mycobacterium y al complejo Mycobacterium tuberculosis1.  

Las micobacterias se caracterizan por tener una gruesa capa de lípidos y ácidos 

micólicos, que al ser tratadas con alcohol ácido y teñidas con colorantes derivados de 

las anilinas como la fucsina fenicada, retienen esta coloración, por lo que se les ha 

denominado bacilos ácido-alcohol-resistentes. El alto contenido lipídico de la pared 

celular de la micobacteria favorece la resistencia a las defensas del huésped y 

posiblemente contribuyan a la patología de la enfermedad. Así mismo el bacilo  esta 

cubierto con una capa de lípidos que le confiere la capacidad de sobrevivir en un 

ambiente seco durante largos periodos2. 

1.3.2 Características 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 genes14. Con el análisis de 

estos, se ha podido inferir que el 40%  de los genes codifican para proteínas con 

función conocida, basado en su similitud con otras proteínas bien estudiadas, que el 

44% codifica para proteínas que tienen una función hipotética y el 16% restante para 

proteínas de las cuales se desconoce su función14.  
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Dentro de la secuencia del genoma  se caracterizaron e identificaron 34 diferentes 

elementos repetidos, dentro de los cuales destacan las  secuencias de inserción IS6110 

y IS1081, además de 2 familias de secuencias repetidas denominadas PE y PPE. 

Además 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 biosíntesis y degradación de lípidos14,15. 

 
1.4 Tuberculosis: La enfermedad 

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa crónica y debilitante en la que 

predominan con frecuencia los síntomas generales como fiebre, anorexia, debilidad, 

pérdida de peso y disnea. Cada persona enferma infectará en promedio entre 10 y 15 

personas cada año. La tuberculosis se transmite fundamentalmente por vía respiratoria, 

a través de pequeñas partículas de menos de 10 μm emitidas al estornudar, hablar o 

toser que contienen  al bacilo. Con la tos pueden emitirse unas 3 000 partículas 

potencialmente infecciosas e igual número puede eliminarse al hablar cinco minutos y 

muchas más al estornudar. La mayoría 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 teóricamente 

capaz de producir la enfermedad en un individuo inmunodeprimido16. 

 

 

 

 

1.5 Patogenia 
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M. tuberculosis origina a lesiones características denominadas tubérculos. La infección 

inicial se produce cuando los bacilos alcanzan los alvéolos pulmonares.  

Una vez establecida la infección se afectarán los segmentos posteriores de los lóbulos 

superiores por su preferencia por las áreas pulmonares mejor ventiladas17. 

La principal vía de entrada de M. tuberculosis es la respiratoria. La ventilación bronquial 

favorece la deposición de los bacilos inhalados en los segmentos basales del lóbulo 

bajo, medio, de la lingula, o bien el segmento anterior del lóbulo superior, llamado 

"segmento de infección primario"18. Los bacilos tuberculosos inhalados son fagocitados 

por los macrófagos alveolares y transportados a los linfonodos locales. Los macrófagos 

infectados y los monocitos circulantes, una vez presentes en el sitio de infección 

comienzan a secretar enzimas proteolíticas, generando una lesión exudativa. Los 

fagocitos mononucleares activados inician la formación del granuloma con activación 

eventual de células T. El granuloma está formado por macrófagos infectados rodeados 

por células no infectadas como  macrófagos y linfocitos. Solamente las partículas 

inhaladas más pequeñas, que contienen entre uno y tres bacilos, llegan al alvéolo y son 

fagocitados por los macrófagos alveolares. Unos bacilos son destruidos y otros pueden 

resistir los mecanismos defensivos celulares y provocar una primoinfección tuberculosa, 

con lo cual se constituye el llamado nódulo de Ghon, acompañado de linfangitis regional 

y adenopatía satélite19. Las bacterias pueden sobrevivir por largos periodos en los 

tejidos y linfonodos generando una enfermedad post-primaria (Figura 3). La repercusión 

sobre el pulmón se traduce en dos situaciones patológicas distintas: 

— Primoinfección tuberculosa subclínica: ocurre por el contacto con el bacilo 

tuberculoso. Se caracteriza por la ausencia de síntomas y signos clínicos, 

radiológicos y bacteriológicos. Sin embargo, la prueba de tuberculina es positiva. 
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— Enfermedad tuberculosa: manifestaciones clínicas, radiológicas, bacteriológicas 

e inmunológicas20. 

 

1. 6. Respuesta inmune 

M. tuberculosis posee una gran variedad de biomoéculas en su pared celular, que 

interfieren en la función de los macrófagos y eventualmente permite la sobrevivencia de 

las bacterias en su interior. Inicialmente, cuando la micobacteria consigue llegar al 

alvéolo pulmonar, se produce una reacción  

inflamatoria ligera en la que predominan los neutrófilos. Estas células son pronto 

substituidas por macrófagos que ingieren a los bacilos para ser luego transportados 

hacia el sistema linfático21. La capacidad de estos macrófagos para erradicar por sí 

Células T 

Figura 3. Persistencia de micobacterias. Tomado de Stewart G. et al. 2003. Tuberculosis: a problem 
with persistencie. Nature Rev Microb. 1(2): 97-105 
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solos al bacilo tuberculoso en las primeras etapas parece ser muy escasa, quizá porque 

su función se ve interferida por los productos  

liberados por la bacteria, de modo que, a pesar de la acción microbicida de los 

macrófagos, los bacilos siguen dividiéndose durante unas semanas22. Posteriormente, 

cuando los macrófagos presentan a los antígenos micobacterianos a través del 

complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), se produce la activación de linfocitos T, 

que lleva a  una expansión clonal  y la liberación de citocinas que activan y atraen a 

más macrófagos al sitio de la infección para constituir un granuloma. Los granulomas 

están constituidos principalmente por macrófagos, que pueden transformarse en células 

epiteloides, las cuales tienen una menor capacidad microbicida, pero una mayor 

capacidad de síntesis de citocinas y en células gigantes multinucleadas tipo 

Langerhans, que son grupos de macrófagos cuyos núcleos se disponen en la periferia 

rodeando al bacilo tuberculoso23.  

Las células epitelioides secretan una sustancia que estimula a los fibroblastos para la 

producción de colágeno. Esto contribuye a la formación de la cápsula del granuloma, la 

cual tiene la función de delimitar físicamente la lesión. Los linfocitos T activados 

estimulan a los macrófagos; estos a su vez comienzan a producir una gran cantidad de 

enzimas líticas con capacidad de destruir las bacterias e inducir necrosis celular y tisular 

de tipo caseoso, lesión  que caracteriza al granuloma tuberculoso23.  

La reacción granulomatosa, es la manifestación de una respuesta de hipersensibilidad 

de tipo tardío a los antígenos de la micobacteria24. Además, como parte de la respuesta 

a la infección por M. tuberculosis, los macrófagos producen IL-12 la cual promueve la 

producción de IFN-γ por parte de las células T CD4+, T CD8+ y las células NK, que 

forman parte de la respuesta inmune de tipo Th125. Tanto el IFN-γ como la IL-12 son 
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esenciales para el desarrollo de células las T CD8+ y las células T doble negativas 

restringidas a CD1 así como de células citotóxicas CD8+ restringidas a MHC clase I 

capaces de matar a macrófagos infectados por M. tuberculosis 26,27. 

Las bacterias viables pueden persistir de 2 formas: secuestradas dentro de lesiones 

focales caracterizado por fibrosis y calcificación subsiguiente (caseificación y 

licuefacción); ó fuera de lesiones focales. Se cree que las células son lisadas por 

gránulos de perforina generados por células CD8+ propiciando la liberación de las 

bacterias (Figura 4)23. 

 

 

 

 

 
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: Infección latente 

La OMS ha estimado que una tercera parte de la población humana (dos mil millones de 

personas) tienen infección tuberculosa latente. Esta infección se caracteriza 

clínicamente por que los individuos son positivos a la prueba cutánea de la tuberculina y 

no presentan sintomatología, ni cambios radiológicos que indique enfermedad activa.  

Debido al gran número de individuos con infección latente, éstos representan un 
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enorme reservorio de casos potenciales que pueden llegar a desarrollar tuberculosis 

activa28,29. Es conveniente recordar que la mayoría de los casos de tuberculosis activa 

son consecuencia de la reactivación de la infección latente, por consiguiente se ha 

estimado que el 5% de las personas con infección 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%  año con 

año30-32. Aún cuando se considera que el bacilo tuberculoso en estado de latencia, se 

encuentra en los pulmones como una población limitada y con poca actividad 

metabólica, no se conocen los mecanismos que utiliza este microorganismo para 

sobrevivir, reactivarse e inducir la enfermedad activa33. 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, destacándose la hipoxia, la carencia de nutrimentos, la 

exposición al óxido nítrico entre otros. Así mismo,  se han podido  identificar algunos  de 

los genes que parecen ser esenciales para el desarrollo de la latencia, como por 

ejemplo acr (hspX), Rv2626c,Rv1738,  fdx,  acg (Rv2032) y algunos factores sigma 

(sigB, sigE, sigF, sigD)28, 34-37. 

Por  la gran importancia que representa la tuberculosis latente humana como reservorio 

y origen  potencial de tuberculosis activa, es necesario  conocer de forma más precisa 

los mecanismo involucrados en la interacción huésped-parásito, que dan como 

resultado la infección latente. El  conocimiento de estos  

mecanismos indudablemente contribuirá al desarrollo de nuevos fármacos o vacunas 

que permitan el control y en medida de lo posible la erradicación de la tuberculosis 
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II. JUSTIFICACIÓN 

A partir de la secuencia del genoma de M. tuberculosis, se estableció 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 + C14. 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 pb CGGCGGCAA38. Como parte central de este 

motivo se encuentra el triplete CGG o CRR (en donde R puede ser G o A). La estructura 

de las PGRSs sugieren que éstas pudieran aparecer como resultado de la expansión 

del triplete antes mencionado y esto a su vez pudo conducir a la formación de múltiples 

copias en “tandem” de este trinucleótido, dando origine al polimorfismo interno14. Esto 

concuerda con el patrón polimórfico observado en los ensayos de "Southern blot" 

cuando se utilizan las PGRSs como sondas 39-41. Otras características  importantes de 

las secuencias PGRS es que tienen frentes de lectura abiertos, que codifican para 

proteínas potencialmente ricas en glicina. El análisis de estas proteínas mostró que 

presentan una región amino-terminal conservada en sus primeros 110 aminoácidos, que 

tienen un motivo PE (Pro-Glu) y una conformación globular, seguida de un segmento 

carboxi-terminal que varía en tamaño, secuencia y número de copias repetidas14  

Mediante estudios de hibridación molecular utilizando las PGRS como sonda específica 

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 específica en Mycobacterium lepra se encontraron un  número importante de 

secuencias PE_PGRS en forma de pseudogenes40,38.  Aunque su uso como 

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

M. bovis40,41, utilizando PGRSs identificadas antes de la secuenciacion del genoma 

como la   pTBN12 y pMBA2, fue extenso, en la actualidad la utilización de marcadores 

como  las Repeticiones Directas (DRs)  o las Secuencias de Inserción (IS), la  IS6110 

parecen ser mejores , debido a su gran estabilidad y al número de copias presentes (6-

17)42.  

En contraste, el polimorfismo de las PGRS  parece adquir gran importancia, como una  

fuente de variación genética y por lo tanto de variación antigenica, lo cual permitiría la 

alteración del perfil antigénico, y posiblemente la adaptación de la bacteria a los 

diferentes microambientes a los que se expondrá en su interacción con el hospedero. 

Aunado a esto, se ha visto que estas moléculas preferencialmente se localizan en la 

superficie de la bacteria43-45, lo cual adquiere importancia principalmente por su 

potencial interacción con  moléculas de la  matriz extracelular como la fibronectina39,46. 

Aunado a esto, recientes estudios demuestran que por lo menos algunas de estas 

proteínas parecen favorecer la interación de la micobacteria con las celulas fagociticas y 

contribuyen a la arquitectura de la pared celular. Estas observaciones estan soportadas 

por la comparación de las PGRSs con otras proteínas  ricas en glicina, como las 

presentes en la seda47 y en la pared celular de las plantas48, que  son notables por su 

gran elasticidad y fuerza a la tensión, 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 señalar que el dominio PGRS de las proteínas PE-PGRS 

presentan una alta homología con el antígeno nuclear del virus del Epstein-Barr (EBNA-

1), esta última es esencial para la persistencia del virus en las células B humanas49. 

Aunque el EBNA-1  es el principal blanco para la respuesta inmune humoral, existen 

estudios que sugieren que los linfocitos T citotóxicos no son capaces de reconocer 

estas proteína, porque el dominio repetido de Gly-Ala, previene el procesamiento de las 

proteínas dependientes del proteosoma y la presentación de los antígenos a través del 

MHC-I49-50.  El  hecho de que las proteínas PGRS contengan múltiples repeticiones de 

Gly-Ala, sugiere que estas también pudieran inhibir el procesamiento de antígenos por 

la vía del MHC-I, lo cual evitaría el desarrollo de una respuesta inmune efectiva, 

permitiendo al  M. tuberculosis persistir dentro del huésped por muchos años51-52 

Al parecer estas secuencias tambien pudieran estar involucradas en virulencia, como se 

demostró en un  estudio reciente con  las PE-PGRS de M. marinum, ya que la 

eliminación de algunos genes  PE_PGRS entre otros efectos, disminuyó 

considerablemente la capacidad de la bacteria de replicarse en los granulomas53.  Por 

todas estas razones es importante determinar el papel que estas proteínas  puedieran  

tener en la biología de las micobacterias y en la relación bacteria-hospedero, así como  

determinar claramente su papel en la variación genética,  aspecto  muy importante 

desde el punto de vista evolutivo  y en la variación antigénica,  aspecto crucial desde el 

punto de de la respuesta inmune y por supuesto establecer el papel que juegan estas 

proteínas en la inducción de la respuesta inmune del hospedero y en la inmunopatologia 

de la tuberculosis39. Es por esto que en el presente trabajo se estudió la expresión y la 

respuesta inmune inducida por el producto del  gen  Rv1759c en un modelo de 

tuberculosis crónica en el ratón. Este gen pertenece a la subfamilia de secuencias  
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polimórficas ricas en GC  del complejo de M.  tuberculosis. En estudios previos se 

observó que esta secuencia contiene un frente de lectura abierto que codifica para una 

proteína rica en glicina39. Así mismo,  el análisis de los fragmentos de restricción 

polimórfica (RFLP's) del ADN de aislados clínicos de M. tuberculosis, utilizando como 

sonda  la secuencia Rv1759c, confirmó la naturaleza polimorfica de esta secuencia39.  
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III.  OBJETIVO GENERAL 

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

Mycobacterium tuberculosis en un modelo murino de tuberculosis crónica. 

 

IV.  OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 

• Clonar y expresar  el gen PE-PGRS Rv1759c en  E. coli.  

• Producir anticuerpos policlonales en conejo en contra de la proteína 

recombinante.  

• Determinar la presencia de anticuerpos  en contra de la Rv1759c en los sueros 

de pacientes con tuberculosis.  

• Determinar por inmunoelectromicroscopia la localización celular de la proteína 

Rv1759c en M. tuberculosis. 

• Cuantificar los niveles de ARNm del gen PE-PGRS Rv1759c micobacteriano por 

PCR en tiempo real durante la infección crónica experimental. 

• Determinar  la localización celular de la proteína PE-PGRS Rv1759c en los 

pulmones de ratones con infección experimental crónica mediante la técnica de 

inmunohistoquímica. 

• Identificar la localización subcelular de la proteína PE-PGRS Rv1759c en los 

pulmones de ratones con infección experimental crónica mediante la técnica de 

inmunoelectromicroscopia. 

• Cuantificar la producción de IFN-γ en sobrenadante del cultivo celular de las 

células obtenidas de linfonodos mediastínicos, pulmones y bazo después de la 

estimulación con el antígeno PE-PGRS Rv1759c durante el curso de la infección 

experimental crónica. 

• Medir la respuesta de hipersensibilidad retardada a la proteína recombinante 

Rv1759c en ratones con infección experimental crónica. 

• Prevenir la reactivación de la infección experimental tuberculosa crónica en 

ratones mediante la inmunización con la proteína recombinante Rv1759c. 
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V.  MATERIAL Y MÉTODOS 

5.1 Bacterias 
M. tuberculosis H37Rv fue obtenido de la colección de cultivo tipo (ATCC, Rockville MD, 

USA). La bacteria  fue crecida en el medio Middlebrook 7H9 (Difco Labs, Detroit, MI, 

USA) y suplementado con OADC (Difco Labs). Después de un mes de cultivo, las 

bacterias fueron cosechadas y ajustadas a una concentración de 4x103 en 100μl de 

PBS, se alicuotaron  y se mantuvieron a -70ºC hasta su uso. Inmediatamente antes de 

ser inoculados, los bacilos fueron contados  y se verificó su viabilidad.  

5.2 Animales.  

Se utilizaron 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).  El trabajo con animales se llevó a cabo en el  en bioterio del  

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y de la Nutrición Salvador Zubirán en 

conformidad con la NORMA Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999, Especificaciones 

técnicas para la producción, cuidado y uso de los animales de laboratorio. 

5.3 Secuencia PE- PGRS Rv1759c. 

El gen PE-PGRS Rv1759c contenido en el plásmido pUC19  dentro de un fragmento  

SalI 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 Clonación y expresión del dominio PGRS de la proteína  Rv1759c en E. coli. 

Del fragmento SalI de 3.9 Kb (Figura 5a) se obtuvo el  fragmento Sma I / Sal I de 1.5 Kb 

que corresponde a la región carboxilo-terminal de gen Rv1759c (Fig 5b), el cual fue 

subclonado en el plásmido pQ32 del sistema Quiagen express (Qiagen, Valencia, CA, 

USA). Con esta construcción, se transformó la cepa de  E. coli XL-1 Blue. La expresión 

de la proteína recombinante fue inducida por la adición de IPTG y monitoreada en geles 

de PAGE-SDS. Con este sistema de expresión se obtuvo una proteína recombinante 
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truncada de 40 kDa, la cual contiene el dominio carboxilo terminal rico en glicina o 

dominio PGRS, a esta proteína la denominamos  Rv1759c-C. Esta  fue  purificada por 

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

 

 

 

Figura 5a. Mapa de restricción de la Rv1759c. La flecha superior indica la región 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 producción de anticuerpos policlonales en conejo. 
Abreviaturas: S, SalI, Pv, PvuII, B, BamHI, Sm, SmaI, K, KpnI. 
 
5.5 Producción de anticuerpos policlonales en conejo dirigidos contra la PGRS 
Rv1759c-C.  
La proteína recombinante purificada fue utilizada para la inducción  de anticuerpos 

policlonales en  dos conejos blancos Nueva Zelanda de 2 meses de edad, de acuerdo al 

siguiente esquema de inmunización (ver Tabla 1).  

 

 

 

 

 

Tabla I.   Esquema de inmunización  

Día Cantidad de inóculo Vía  de 
administración 

1 100 μg de la proteína + 100 μl de adyuvante incompleto de 
Freund  en 800μl de PBS  estéril. 

Subcutánea 

14 100 μg de la proteína + 100 μl de adyuvante incompleto de Subcutánea 
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Freund  en 800μl de PBS  estéril. 
28 100 μg de la proteína + 100 μl de adyuvante incompleto de 

Freund  en 800μl de PBS  estéril. 
Subcutánea 

60 100 μg de la proteína + 100 μl de adyuvante incompleto de 
Freund  en 800μl de PBS  estéril. 

Subcutánea 

90 100 μg de la proteína. Intradérmica 
 

5.6 Suero de pacientes con tuberculosis. 

Los sueros de pacientes con tuberculosis pulmonar  fueron proporcionados 

amablemente  por el Dr. Raúl Cicero Sabido, Jefe de la Unidad de Neumología del 

Hospital General de México de la SS. El diagnóstico de tuberculosis fue confirmado por 

cultivo bacteriológico. 

5.7 Inmunoelectromicroscopía en el bacilo. 

Con la finalidad de establecer la localización de la proteína Rv1759c, se cosecharon las 

bacterias de un cultivo de  8 semanas de la cepa H37Rv por centrifugación e 

inmediatamente se fijaron con paraformaldehído al 4%, posteriormente las 

micobacterias se incluyeron en  resina LR-White. Una vez incluidas  fueron cortadas a 

70 Å  y colocadas en rejillas de níquel, 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 partículas de oro 

con un tamaño de 10 nm, diluido 1:40 en el mismo regulador que se utilizó para el 

anticuerpo primario. Las rejillas fueron observadas en un microscopio electrónico Zeiss 

M-10.  

5.8 Modelo experimental de tuberculosis crónica en ratones  

El modelo experimental de tuberculosis crónica en ratones, utilizado en este trabajo 

presenta algunas características similares a la infección latente en humanos: entre otras  

destaca el mantenimiento durante un periodo largo  un  número bajo y estable de 
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bacilos en el pulmón, sin que los animales presenten evidencias de enfermedad activa y 

sin  mortalidad. Este modelo ha sido descrito y evaluado ampliamente por el Dr. Rogelio 

Hernández-Pando en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y de la Nutrición 

Salvador Zubrirán de la Secretaría de Salud44.  

 Para inducir la infección crónica estable se emplearon ratones hembra B6D2F1  

(C57BL/6J x DBA2/J) las cuales fueron anestesiadas con  56 mg/kg de pentotal sódico 

aplicado vía intraperitoneal. Posteriormente la traquea fue expuesta por una pequeña 

incisión en la línea media en la región cervical, en donde se  inyectaron 100 μl  de 

solución salina fisiológica conteniendo una concentración de 4x103 micobacterias de la 

cepa H37Rv. La incisión fue suturada y los ratones se mantuvieron en grupos de 5 

animales dentro de micro-aisladores conectados a presión negativa. Todos los 

procedimientos se realizaron en campanas de bioseguridad nivel III. El trabajo con los 

animales se realizó de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999. 

Dos experimentos por separado se realizaron con 24 animales cada uno. Grupos con 

ocho ratones se sacrificaron por desangrado a los días 30, 90, 150  días después de la 

inoculación intratraqueal. 

5.9 Cuantificación de los niveles de ARNm del gen Rv1759c micobacteriano por 
PCR en tiempo real durante la infección crónica  experimental 

La extracción total de ARNm de los pulmones se realizó de la siguientes forma: el tejido 

pulmonar se fragmentó y posteriormente se colocó 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 (φ = 1 mm and 

0.1 mm). Los tubos fueron entonces  colocados en un homogenizador Mini-Bead 

Beater-8 (Biospec Products, Bartlesville, OK). El homogenizado fue tratado con 

fenol/cloroformo/alcohol isoamilíco (25:24:1) y cloroformo. La fase acuosa resultante fue 
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precipitada con etanol absoluto a -200C toda la noche. La pastilla fue recuperada por 

centrifugación, 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. El ARN total, fue disuelto en 50–200 µl de agua bidestilada tratada con 

DEPC y almacenado a –700C. Los oligonucleótidos para los genes 16S y Rv1759c de 

M. tuberculosis fueron diseñados con el  software Primer Express, versión 2.0 (Applied 

Biosystems. USA). Las secuencias sentido y antisentido fueron las siguientes Rv1759c 

(5´-cctgcagcaggacattctca-3´, 5´-gtcaatgcctcggtgggtt-3´) y 16S (5´-atgacggccttcgggttgtaa-

3´, 5´-cggctgctggcacgtagttg-3´). La calidad y concentración del ARN fue evaluado por 

espectrofotometría (Absorbancia 260/280 nm) y en geles de agarosa. La síntesis de 

ADNc se realizo con 5 µg  ARN total, 2 µM of Oligo (dT) 15 RT oligo (Promega, 

Madison, WI,USA), 10 unidades/µl 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 reacción de  PCR utilizando los 

oligos para el gen 16S  se llevó a cabo en alícuotas de ADNc. El producto de PCR fue 

utilizado para la cuantificación en geles de agarosa. La concentración del ADNc  se 

determino comparando la intensidad de la fluorescencia del fragmento 16S con 

fragmentos de ADN teñidos con SYBR Green (Invitrogen) de concentración conocida. El 

PCR cuantitativo en tiempo real  

 

fue realizado con el sistema QuantiTect SYBR Green y con el PCR master mix 

(Qiagen). El número de amplicones, fue medido por PCR tiempo real utilizando oligos 

para genes específicos. Para obtener una curva estándar, se realizaron cuatro PCR´s 

en forma paralela utilizando como muestra diluciones dobles del gen 16S de M. 

tuberculosis H37Rv de concentración conocida (102 a108 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 20μl. Las mezclas de reacción contenían 0.5 µM de los 

oligos de la muestra y del control, 12.5 µl de la mezcla maestra, 1µg de ADNc. Las 

condiciones para llevar a cabo las reacciones fueron las siguientes: Temperatura inicial 

de desnaturalización por 15 min a 95°C seguido de 40 ciclos a 95ºC por 20 seg, 59ºC 

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

 
5.10 Localización celular de la proteína Rv1759c el los pulmones de ratones con 
infección experimental latente mediante la técnica de inmunohistoquímica  

Los pulmones fueron prefundidos vía endotraqueal  con etanol al 100%, fijados por 24 h 

y embebidos en parafina en forma rutinaria. Secciones de pulmón de 3 μm de grosor 

fueron teñidas con Hematoxilina y Eosina. Para inmunohistoquímica, los cortes de 

pulmón se colocaron en laminillas previamente cubiertas con silano al 3%, 

desparafinados e inactivada la actividad de peroxidasa endógena con peroxido de 

hidrógeno 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 1759c39 y con el anticuerpo policlonal anti-BCG (Dako 

Lab, Carpintería, 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 contrateñido con 

hematoxilina. Para cuantificar, se tomaron cinco campos al azar de cada lóbulo 

pulmonar y evaluado a 200x aumentos. Las células positivas y negativas dentro del 

granuloma y áreas de alveolitis para inmunohistoquímica, fueron contadas con un 

analizador de imágenes computarizado QWin Leica 500 (Leica Imaging Systems, 

Cambridge, UK) y los datos se expresaron como porcentaje de células positivas44. 
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5.11 Localización subcelular de la proteína Rv1759c en los pulmones de ratones 
con infección experimental latente mediante la técnica de  
inmunoelectronmicroscopia 
Fragmentos de pulmón 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 proteína Rv1759c-C. Como anticuerpo 

secundario se utilizo un antisuero de cabra conjugado a partículas de oro de 10nm  

dirigido contra las IgG de conejo (Amersham, Braunschweig, Germany). El antisuero fue 

diluido en PBS 1/30. Después de varios lavados con PBS, las rejillas fueron 

contrateñidas con citrato de uranilo y revisadas en un microscopio electrónico Zeiss M-

10. Los controles negativos consistieron en sustituir el anticuerpo primario con un 

anticuerpo irrelevante. 

 

5.12 Producción de IFN-γ en sobrenadantes de cultivo celular de linfonodos 

mediastínicos, pulmones y bazo después de la estimulación con el antígeno 
Rv1759c-C durante la infección experimental crónica 
 Para definir la inmunogenicidad del antígeno Rv1759c-C durante la infección 

experimental latente, se obtuvieron las suspensiones celulares de linfonodos 

mediastínicos, pulmones y bazo a diferentes tiempos de infección y se comparó la 

producción de IFN-γ inducido por la estimulación  con los  antígenos del filtrado de 

cultivo de M. tuberculosis (FC) y el antígeno 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 proteína Rv1759c se obtuvo 

mediante cromatografía de afinidad utilizando el sistema Xpress de Quiagen como se 

describió anteriormente. Después de sacrificar a los ratones, los pulmones, bazos y 

linofnodoss mediastínicos fueron removidos inmediatamente y colocados en 2 ml de 

medio RPMI con 0.5 mg/ml de colagenasa tipo II (Worthington, NJ, USA) e incubados 

por 1 hora, posteriormente se disgregaron y se pasaron a través de una rejilla de 70 μm 

y lavadas con medio RPMI. Las células fueron centrifugadas a 1500 rpm durante 5 

minutos, el sobrenadante fue recolectado y los glóbulos rojos se eliminaron mediante  

una solución de lisis. Después de lavar las células, estas fueron resuspendidas en 

medio RPMI suplementado con 2mM glutamina, 100 U/ml  de penicilina y 1μg/ml de 

estreptomicina y 10% de suero fetal bovino (Sigma).  106 células por ml  fueron 

distribuidas en cajas de cultivo con y sin los antígenos FC  

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

y se utilizaron para cuantificar el IFN-γ, mediante la técnica  de ELISA con un kit 

comercial (Phramigen, San Diego, CA, USA). Con estudios preliminares de dosis 

respuesta se observó que la concentración óptima de los antígenos para la estimulación 

fue de 10 μg  durante 72 h.  

 
5.13 Respuesta de hipersensibilidad retardada a la proteína recombinante 
Rv1759c-C en ratones. 
La respuesta de hipersensibilidad retardada (DTH) se evaluó en los ratones B6D2F1/J 

infectados cronicamente  a los 330 días post-infección así como en los ratones control. 

Se aplicaron 10 μg en 40 μl de PBS por vía  intradérmica en el cojinete plantar derecho 

de cinco ratones tanto de la proteína recombinante Rv1759c-C  como del FC. La lectura  

del incremento  del tamaño del cojinete plantar fue medida en micras cuadradas con un 

vernier y se tomó a las 48 h después del reto. 
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5.14 Prevención de la reactivación de tuberculosis mediante la inmunización con 
la proteína recombinante Rv1759c-C 
Los animales  con cinco meses de infección latente estable  fueron vacunados con la  

Rv1759c-C,  para evaluar su habilidad  para prevenir la reactivación 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 vía 

subcutánea en la base de la cola 10 μg de la proteína  Rv1759c-C disuelta en 100 μl 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 última 

vacunación, los  ratones recibieron durante un mes 3 mg/l de corticosterona  (Sigma) en 

el agua de bebida para inducir la reactivación de la enfermedad. Después de un  mes 

de la administración 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 contenían tres ml de 

solución salina isotónica. Se hicieron entonces cuatro diluciones de cada 

homogenizado, las cuales  fueron extendidas en  placas de  bacto agar Middlebrook 

7H10 enriquecido con OADC (Difco Labs, Detroit, MI, USA, USA). Después de  21 días. 

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

 
5.15 Análisis Estadístico 

Cada experimento se realizó por lo menos dos veces y los resultados de cada uno de 

ellos se expresaron como promedio ± desviación estándar. Para determinar las 

diferencias entre cada experimento los datos fueron comparados utilizando la prueba de 

t-student´s  para datos pareados utilizando la versión 10.0 del programa SPSS para 

Windows. Se  determinó como significativamente diferentes si el  valor de p<0.05 
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VI. RESULTADOS. 
 
6.1 Secuencia del gen PE-PGRS Rv1759c 
 
La secuencia de DNA del fragmento SalI de 3.9 kb mostró 100% de homología con 

la secuencia del gen Rv1759c38 reportada en la base de datos, así mismo, el patron 

de restricción de ambas secuencias fue identica. Esta secuencia, presenta un frente 

de lectura abierto de 2.7 kb, el cual codifica para un proteína 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 

describió Poulet38. Además es interesante señalar, que en esta secuencia se 

presenta el  motivo CpG dentro de un hexámero palindrómico (por ejemplo 

GACGTC), el cual se ha sugerido sea una secuencia inmunoestimulante (Figura 6). 

A nivel de proteína, al igual que las otras proteínas putativas de la familia PE-PGRS, 

nuestra proteína presenta una secuencia amino terminal altamente conservada en 

sus primeros 110 aa y dentro de esta región se encuentra el  motivo PE (Pro-Glu), 

seguido de una región carboxilo terminal en donde se encuentran varios motivos 

GGXGG (Figura 7). 

atgtcgtttg gccggagact atcgcggcgg cggcgacgga tctagccgat ctcggctcga cgatcgctgg ggccaacgcg gctgcggcgg ccaacacgac 
gagcctgctg gccgccggtg ccgatgagat ctcggcggca atcgctgcgt tgttcggcgc gcacggccgg gcctatcagg cggcgagcgc cgaggcggcg 
gcgtttcatg gtcggttcgt gcaggcgctg accaccgggg ggggcgccta tgcggccgcc gaggccgccg ccgtgacgcc gctgctcaac tcgatcaacg 
cgcccgtcct ggccgctacc ggccgtccgc tgatcggtaa cggggctaac ggtgctcccg gcaccggggc caacggaggg gatgccggct ggttgatcgg 
caacggtggc gccggcggat ccggtgcaaa gggcgccaac ggcggggctg gtggccctgg tggggccgcc gggctgttcg gcaacggcgg ggccggcggt 
gccggcggaa ccgccaccgc caacaacggg atcggcgggg ccggtggcgc tggcgggtcc gccatgctgt ttggggccgg cggcgccggc ggcgccggcg 
gggctgcgac gtctcttgtc ggtggcatcg gcggtaccgg cggaaccggc ggcaacgccg gtatgctcgc cggcgccgcc ggggccggcg gtgccggcgg 
gttcagcttc agcactgccg gtggggctgg cggcgccggc ggggccggtg ggctgttcac caccggcggt gtcggcggcg ccggtgggca gggtcacacg 
ggcggggcgg gcggcgccgg cggggccggc gggttgtttg gtgccggcgg catgggcggg gcgggcggat tcggggatca cggaacgctc ggcaccggcg 
gggccggcgg ggacggtggg ggcggcggtt tgttcggcgc cggcggggac ggcggggcag gcgggtcagg actgaccacc ggcggcgctg ccggtaacgg 
tggtaacgcc gggacgtctt ccctgggtgc cgccggtggc gccggcggca acggtggggc tggcggcact gtcttcggtg gtggtaaggg cggcgccggc 
ggagccggcg gtaacgccgg catgctcttc ggctccggcg ggggtggcgg caccggcggg ttcggcttcg ccgccggcgg gcagggtggg gtcggcggca 
gcgccggcat gctcagcggc tccggcggct ccggcggtgc tggcggctct gggggccccg cgggcaccgc cgcaggtggg gcgggtgggg cgggtggggc 
gcccgggttg atcggcaacg gcggcaacgg cggcaacggc ggcgagagtg gcggcaccgg tggtgacgtc ggggccggtg gaaatgccgt gctgatcggc 
aacggcggcg agggcggcat cggcgcgctc gccggcaagt ccggcttcgg cggcttcggc gggttgctgc tgggcgccga cggatataac gctcccgaga 
gcacctcgcc atggcacaac ctgcagcagg acattctcag tttcatcaac gaacccaccg aggcattgac cggacgcccg ctgatcggta acggcgacag 
tgggacgccg ggaaccgggg acgatggcgg tgccggcggc tggttgttcg gcaacggcgg caacggcggg gccggtgcgg ccggcaccaa cggcagcgcg 
ggcggcgccg gtggggcagg cgggatcctg tttggcaccg gtggcgccgg cggggccggc ggcgtcggaa cggcgggtgc cggcggggcc ggtggcgccg 
gcggatccgc cttcttgatc ggttccggcg gtaccggtgg tgtcggcggg gccgccacca ccaccgacgt cgtcggcggg gccggcggga acgccggctt 
gctcatcggc gcggctgggc tcggcgggtg tggcggcggc gctttcaccg cagacgtcac cactggcggc gccggcggga ctggcggcgc tgccgggttg 
ttcgccaacg ggggggccgg cggcgccggc gggaccggca gcaccgccgg gggcgccggc ggggccggcg gggccggcgg gctgtacgcc cacgggggaa 
ccggcggacc aggtgggaac gacgtctcca cgggggccgg agggacaggc ggtgccggcg ggcccggtgg gctgtacggt gccggcggct ctggcggggc 
cggcggtcat gggggcatgg ccggcggggg tggcggtgta ggcggcaatg ctggctcgct caccctcaat gcgtcgggcg gtgccggcgg cagcggcggc 
tccagcctgt caggcaaggc cggtgctggc ggcgccggcg gcagcgcggg attgttctac ggctccggcg gggccggcgg caacgggggc tacagcctca 
atggcactgg cggtgatggc ggcaccggtg gggccggcca aatcaccggc cttcgcagcg gcttcggcgg cgccggcggc gccggcggcg ccagcgatac 
cggcgccggc gggaacggcg gcgccggcgg caaggccggg ctgtacggca acggcggtga cggtggcgcc ggcggggatg gcgccaccag cggcaagggt 
ggagccggcg gcaacgccgt ggtgatcggc aacggcggca acggcggcaa tgccggaaaa gccgggggca cggcgggtgc cggcggcgcc ggtgggctgg 
tactcggccg ggatgggcag  cacggcttga cgtagtgatc  gcggt 

 
Figura 6. Secuencia del gen Rv1759c.  Frente de lectura abierto  de 2.7 kb.  
                  Motivo de 9 pb CCG CGG CAA característico de la familia PGRS 
                  Hexámero palindrómico GACGTC ejemplo de secuencia inmunoestimulante 
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6.2 Expresión del dominio carboxilo terminal de la PE-PGRS Rv1759c 
 
En la Figura 8a  se observa la expresión del fragmento de 1.5 Kb (SmaI-SalI) de la 

PGRS Rv1759c, el peso molecular  de la  proteína recombinante es 

aproximadamente de 38.5 kDa (      ).  

La proteína 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 proteína A-peroxidasa y la reacción se reveló 

con Diaminobencidina (Figura 8b). En contraste, la proteína 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 proteína 

homologa a la Rv1759c (AbouZeid et al), la proteína recombinante  se unió a 

fibronectina (Figura 8b carril Fn). 

MSFVIAVPET IAAAATDLAD 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 proteína PE-PGRS codificada por el gen Rv1759c localizado en el genoma de Mycobacterium tuberculosis cepa  
H37Rv (número de acceso P0A686 ). El dominio PE conservado se muestra en color rojo  y el motivo Pro-Glu en color negro, y la región  rica en Gly-
Ala en el dominio PGRS se observan de color verde y múltiple motivos repetidos  GGXGG (donde X representa cualquier aminoácido). 

Potencial péptido señal 30 aa

Longitud: 914 aminoácidos

Peso molecular: 74354 Da

Punto Isoeléctrico: 4.598

PE-PGRS (Mycobacterium tuberculosis Rv1759c) 

Figura 7  Esquema y secuencia de la proteína PE-PGRS codificada por el gen Rv1759c localizado en el genoma de Mycobacterium tuberculosis cepa  
H37Rv (número de acceso P0A686 ). El dominio PE conservado se muestra en color rojo  y el motivo Pro-Glu en color negro, y la región  rica en Gly-
Ala en el dominio PGRS se observan de color verde y múltiple motivos repetidos  GGXGG (donde X representa cualquier aminoácido). 

Potencial péptido señal 30 aa

Longitud: 914 aminoácidos

Peso molecular: 74354 Da

Punto Isoeléctrico: 4.598

PE-PGRS (Mycobacterium tuberculosis Rv1759c) 
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Figura 8.  Expresión y purificación de la proteína recombinante Rv1759c-C. 
a: PAGE-SDS al 12% teñido con azul Coomassie. (carril 1) Lisado de E. coli XL- 1 Blue transformada; 
(carril 2) Rv1759c-C recombinante de M. tuberculosis  purificada (flecha). b: WB de la proteína 
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 c muestra la proteína 
Rv1759c-C purificada y  teñida con azul Coomassie.  
 

6.3 Localización de la proteína Rv1759c en células de M. tuberculosis H37Rv  
por inmunoelectromicroscopía 

Utilizando los anticuerpos policlonales anti-Rv1759c, se logró definir la distribución 

topográfica de la proteína Rv1759c. Mediante el estudio de 

inmunoelectromicroscopía se observó que el mayor número de partículas de oro se 

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

(Figura 9). 
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Figura 9. Electromicrografia del bacilo tuberculoso. C (citoplasma). M (membrana citoplásmica). P 
(pared celular). Las flechas indican el marcaje de oro coloidal de la proteína Rv1759c-C. 
 

6.4 Cinética de la expresión de la proteína Rv1759c durante la infección 
crónica experimental  
Mediante la técnica de PCR en tiempo real se pudo demostrar la expresión del gen 

Rv1759c  en los pulmones de los ratones durante el desarrollo de la infección 

crónica. En la Figura 10, se  muestra  la cinética de infección, observandose  que la 

transcripción del gen Rv1759c comienza desde el primer mes postinfección, y se 

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

Estos resultados concuerdan, con la detección de la proteína por  

inmunohistoquímica analizada por morfometría automatizada en los pulmones de 

los ratones infectados, en donde se observó un incremento en la intensidad de la 

tinción en los macrófagos 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 macrófagos positivos para el antigeno Rv1759c en los 
granulomas pulmonares durante la infección crónica determinado par inmunohistoquímica y 
morfometría automatizada. La Figura 11 B. Indica la localización celular del antígeno Rv1759c en 
macrófagos activados en el granuloma pulmonar a los 150 días de infección. 
 

Por otra parte, la  immunoelectronmicroscopía de los granulomas pulmonares a los 

cinco meses postinfección, mostró  la distribución subcelular de la proteína 

Rv1759c en los macrófagos infectados. La proteína 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 antígeno Rv1759c de Mycobacterium 

tuberculosis se expresa abundantemente durante la infección latente y se localiza 

en la pared de los bacilos fagocitados. Así mismo, es conveniente señalar que esta 

es la misma localización que se observa en las micobacterias que crecen en 

medios de cultivo, como se describió anteriormente.  
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Figura 12. Inmuno electromicroscopía en la cual se observa la localización subcelular del antígeno Rv1759c en 
micobacterias fagocitadas por macrófagos activados y el inmunomarcaje en la pared celular de la micobacteria.  

 

6.5 Inmunogenicidad del antígeno micocobacteriano Rv1759c 

Para demostrar la inmunogenicidad del antígeno micocobacteriano Rv1759c, se 

determinó la concentración de IFN-γ  al mes, a los tres y cinco meses postinfección 

en linfonodos mediastínicos, pulmón y bazo (Figura 13). Se observó  un incremento  

de alrededor dos, tres y cuatro veces en concentración de IFN-γ con respecto al 

control  al mes a los 3 y 5 meses respectivamente. No hubo diferencias 

significativas entre   la proteína Rv1759c y el  FC.   

En las celulas del pulmon  la concentración de IFN-γ   Incremento dos, tres veces  al 

mes a y a los tres meses  postinfección con respecto al control,  disminuyendo 

notablemente a nivel del control al quinto mes. Nuevamente no se observaron 

diferencias significativas entre  la la proteína Rv1759c y el  FC.   

En contraste, en el bazo el incremento en la   concentracion  de  IFN-γ  se observo 

únicamente al primer mes, decayendo a los tres meses  y desapareciendo  para el 

quinto mes.  
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Esto nos indica que el antígeno Rv1759c es eficiente en la producción de IFN-γ en 

los linfonodos mediastinales, cuando se compara con el FC durante una infección 

latente estable. Por otra parte, la DTH inducida por el antígeno Rv1759c a los  cinco 

meses de infección. 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 . Cuantificación de IFN-γ por  ELISA de los sobrenadantes de suspensiones celulares de los 
linfonodos mediastinales, pulmón y bazo después de la estimulación con antígenos del filtrado de 
cultivo micobacteriano  y la proteína Rv1759c a diferentes tiempos durante la infección latente. Las 
células de los linfonodos mediastinales estímuladas con el antígeno Rv1759c produjeron mayor 
concentración de IFN-γ en comparación con el FC. Las barras representan en promedio y la 
desviación estándar de 4 animales en cada tiempo.  
 

 Filtrado de cultivo
Proteína Rv1759c 



  10

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 14 . Respuesta de hipersensibilidad retardada al antígeno Rv1759c y FC de M. tuberculosis en 
ratones con 5 meses de infección, resultante de la instilación de M. tuberculosis  por vía intratraqueal. 
La induración fue medida a las 24 h después del reto. Los resultados corresponden a dos 
experimentos independientes, en donde se observa el promedio y la desviación estandar. El asterico 
indica la  significancia estadística (p<0.05). 
 

6.6 Protección en contra de la reactivación de la tuberculosis inducida por 
corticosterona en ratones con infección latente vacunados con el antígeno  
Rv1759c  
 

La alta carga bacterina (1.2 x 106 UFC)  en los pulmones de los animales sin 

vacunar considerados como control, muestra que estos fueron incapaces de 

contener la reactivación de la enfermedad inducida por la administración de 

corticosterona a los  cinco meses  post- infección, en  contraste, con los ratones 

vacunados con el antígeno Rv1759c que  mostraron una carga 10 veces menor 

después de un mes de administración de corticosterona (Figura 15). El 

homogenizado del bazo de los ratones no vacunados mostró 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 

vacunación subcutánea con el antígeno Rv1759c previene en forma eficiente la 

reactivación de la enfermedad. 
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Figura 15 . Se observa la carga bacilar en los pulmones de ratones con infección latente después de 
recibir durante un mes cotrticosterona para inducir la reactivación de la enfermedad. Comparación de 
los animales vacunados con el antígeno Rv1759c y los animales no vacunados utilizados como 
control. Los ratones vacunados muestran una reducción de la unidades forfadoras de colonia (UFC). 
La s barras representan el promedio y la desviación estandar de 4 animales en dos experimentos 
independientes. El asterisco indica la significancia estadística (p<0.05). 
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VII.  Discusión 

La secuencia completa del genoma de la cepa H37Rv de M. tuberculosis consta de 

4,411, 529 pb, y aproximadamente 3,986 proteínas. 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 + C14. 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 pb CGGCGGCAA38 y poseer frentes de lectura abierto, que codifican 

para proteínas potenciales ricas en glicina. Así mismo, se ha considerado que las 

proteínas de familia PE-PGRS pueden ser fuente de variación antigénica, lo cual sería 

de gran importancia para entender algunos aspectos de la respuesta inmune en contra 

de la micobacteria. Abou-Zeid46 en 1991, logró identificar una proteína con capacidad de 

unión a Fn la cual denominó TB1 y además fue reconocida por pacientes enfermos de 

tuberculosis. El análisis de la secuencia de la TB1, sugiere una estrecha relación con el 

gen Rv1759c.  Posteriormente se obtuvo la región carboxilo terminal de la proteína 

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 reaccionó en contra de la proteína recombinante Rv1759c-C,  

como sucedió con los sueros de los pacientes, sugiriendo estos resultados que la 

proteína se expresa durante la  infección in vivo y en menor concentración durante  el  

crecimiento in vitro de la bacteria, lo cual  esta de acuerdo con lo establecido en la 

literatura donde se habla de la expresión diferencial de estas proteínas de acuerdo las 

condiciones a las que es sometida la bacteria55,56.  

Las proteínas de M. tuberculosis con capacidad de unión a Fn,  son antígenos 

inmunodominantes39,57,58 que le permiten a la micobacteria unirse a las superficie 

celulares59. Resulta de interés este hallazgo, ya que se ha demostrado variación 
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antigénica en adhesinas con capacidad de unión a Fn en Streptococcus pyogenes60 lo 

que nos lleva sugerir que las proteínas PE-PGRS con capacidad de unión a Fn pudieran 

jugar un papel importante en la interacción huésped-bacteria.  

En la literatura se han descrito algunos de los motivos de unión a Fn como el motivo  

FEWYYQ61  para las proteínas del complejo 85  y el motivo RWFV para otras familias 

de  proteínas homologas de unión a Fn62. En nuestro estudio ninguno de los motivos 

antes descritos fue localizado en la proteína Rv1759c-C,  lo que sugiere que la unión a 

Fn se debe a otros  motivos no descritos y esto pudiera  constituir un tercer grupo de 

proteínas con capacidad de unión a Fn39.  

Como se explico anteriormente, al parecer la proteína Rv1759c solo se expresa en 

condiciones in vivo, por lo que se decidió estudiar su expresión  y localización in vivo así 

como su probable participación en la respuesta inmune protectora en un modelo murino 

de tuberculosis crónica.   

El modelo murino de tuberculosis empleado en este trabajo, permite tener una condición 

similar a la tuberculosis latente humana. La infección se establece, despues de la 

inoculación intratraqueal en ratones B6D2F154 de un número relativamente  bajo  de 

micobacterias virulentas de la cepa H37Rv.  Este modelo se caracteriza porque durante 

la infección, se mantiene un número bajo y estable de micobacterias, se observan 

pocos granulomas y pequeños focos de alveolitis, que no comprometen la vida de los 

animales, lo que permite que los animales continúen ganando peso y se observen 

saludables  por más de dos años. 

En otros  modelos experimentales al igual que este, existe un importante predominio de 

citocinas de tipo Th1, con alta expresión de TNF-α e INOs25. Por lo que se considera, 

que este perfil inmunológico es un factor importante en la inducción y mantenimiento del 

estado de latencia33,55. Este tipo de respuesta  
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inmune es también crítico en la protección contra el desarrollo de la tuberculosis 

humana y murina. Hipotéticamente, durante la infección latente, un grupo de antígenos 

micobacterianos deben ser expresados en su superficie o deben ser secretados, para  

inducir y mantener el estado de infección crónica. La caracterización de estos antígenos  

y  su uso como subunidades vacunales podrían reforzar la respuesta tipo Th-1 para 

prevenir el desarrollo de la enfermedad. En este trabajo se empleó la proteína Rv1759c 

perteneciente a la familia PE-PGRS, debido a que se tienen evidencias indirectas de su 

expresión, ya que se encontraron anticuerpos en contra de  este antígeno en pacientes 

con tuberculosis39. Los resultados de los estudios in vitro de inmunoelectromicroscopia, 

mostraron que el antígeno Rv1759c se expresa preferencialmente en el citoplasma y en 

menor proporción en la pared celular y membrana citoplásmica de las bacterias,  así 

mismo por medio de la técnica de inmunohistoquímica se apreció una sobreexpresión in 

vivo específicamente en macrófagos epitelioides localizados en los granulomas, durante 

el desarrollo de la infección crónica. También se demostró que el antígeno Rv1759c 

recombinante indujo concentraciones similares de IFN-γ comparables a las inducidas 

por el FC,  cuando estos antígenos se emplearon en los cultivos de células provenientes 

de los linfonodos mediastinales a los tres y cinco meses post-infección, lo cual nos 

indica que el antígeno Rv1759c es inmunogénico en los linfonodos que reciben material 

proveniente de los pulmones  y estos  pudieran jugar un papel importante  en el 

establecimiento y mantenimiento de  la infección, como ha sido observado en cobayos  

infectados con baja dosis de micobacterias por vía aerógena, 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 infección 

latente63. 

 

 



  29

Los ratones con una infección crónica latente a los cinco meses post-infección fueron 

vacunados subcutáneamente con tres dosis de 10 μg de la proteína purificada Rv1759c, 

una vez por semana.  Después  de un mes, los ratones inmunizados fueron tratados 

con corticosterona para inducir la reactivación de la enfermedad. En los animales 

vacunados no se observó un incremento en el número de unidades formadoras de 

colonias, las cuales se mantuvieron al mismo nivel que tenían antes de que los 

animales fueran tratados con la corticosterona, en tanto que en el grupo control,  se 

observó un incremento importante en el número UFC. Todas estas observaciones, 

sugieren que este antígeno podría ser  como una eficiente  subunidad vacunal, durante 

el periodo post-sensibilización, que refuerza la respuesta tipo Th-1 y por lo tanto podría 

prevenir la reactivación de la enfermedad64-65. 
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VIII. CONCLUSIONES. 

 

 La proteína Rv1759c es inmunogénica, ya que induce una  respuesta inmune 

humoral en humanos y conejos, además de la respuesta inmune celular en 

ratones. 

 La proteína Rv1759c es una proteína que une fibronectina. 

 Se determinó que la proteína Rv1759c en M. tuberculosis se localiza en 

citoplasma, membrana y pared celular.  

 Por sus características inmunológicas y estructurales la proteína Rv1759c es 

importante en la relación huésped-bacteria. 

 Induce una  alta respuesta inmune celular que puede contribuir al mantenimiento 

de la infección crónica latente. 

 Por su expresión preferencial en el modelo crónico de latencia pudiera ser 

considerado como marcador de latencia. 

 Por sus características inmunogénicas se puede considerar como antígeno 

alterno para desarrollar una nueva vacuna para prevenir la reactivación de la 

enfermedad. 
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