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RESUMEN 

 

Palomec-Nava Iliana D.  Análisis del secretoma de Mycobacterium bovis BCG subcepa Tice 

y su recombinante rBCGPstS-1.  Tesis de Licenciatura (QFB) – UNAM, Facultad de 

Química.  México.  2007. 

 

La tuberculosis (TB) es un problema global de salud pública y los países pobres son los más 

afectados. La única vacuna aprobada por la Organización  Mundial de la Salud (OMS) para 

prevenir la TB es la cepa atenuada de Mycobacterium bovis BCG, la cual varía en su eficacia 

protectora contra la TB pulmonar en población adulta. Una alternativa para mejorar la eficacia 

protectora de la BCG son las vacunas recombinantes que sobre-expresan antígenos 

inmunodominantes de M. tuberculosis y M. bovis BCG, tales como las proteínas de filtrado de 

cultivo (PFC). Una de las PFC más estudiadas es la lipoproteína de 38 kDa (PstS-1), la cual es 

reconocida por células T en diferentes etapas de la infección, tanto en modelos animales como 

en muestras de pacientes con TB y sus convivientes sanos. Este tipo de respuesta sugiere que 

las PFC participan en la modulación y posterior desarrollo de inmunidad protectora (tipo Th1) 

del hospedero hacia la infección de M. tuberculosis. La cepa recombinante de la vacuna BCG 

Tice que sobre-expresa el antígeno PstS-1 (rBCGPstS-1), indujo mayor eficacia protectora 

contra M. tuberculosis en modelo murino de TB pulmonar progresiva. En el presente trabajo 

se compararon los perfiles proteicos de las PFC (secretomas) de la BCG Tice y rBCGPstS-1; 

su análisis permitió detectar expresión diferencial relativa para algunos puntos, lo cual 

permitirá identificar aquéllas proteínas involucradas en la modulación de la respuesta inmune 

mediada por células del hospedero, y relacionadas al incremento en la protección conferida 

por rBCGPstS-1. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

Desde épocas inmemoriales, la tuberculosis (TB) ha causado daños a la humanidad; ya que se 

han registrado hallazgos de TB en sitios de Italia, Dinamarca y países del Medio Oriente 

poblados durante la era neolítica, que sugieren que esta enfermedad ya era padecida por el 

hombre desde hace más de 4000 años. También se han encontrado indicios de TB en diversas 

regiones de Europa y África, así como en lugares que correspondieron a los antiguos imperios 

griego y romano. En la era hipocrática (400 a. C.) fue llamada tisis, y posteriormente 

Aristóteles ya la proponía como una enfermedad contagiosa. Para el siglo XVII, Europa se 

había convertido en el foco de infección de muchas epidemias de TB, y a fines del siglo XVIII 

comenzaron a establecerse las bases clínicas y patológicas de la enfermedad; no obstante, se 

calcula que la TB acabó con la vida de una cuarta parte de la población europea durante la 

primera mitad del siglo XIX. Debido a la mejora de las condiciones de vida, la vacunación 

masiva contra la TB y al descubrimiento de los antibióticos en el siglo XX, hacia los años 50 

la enfermedad prácticamente había desaparecido en los países industrializados 
1, 2

. 

 

A mediados de la década de los 80’s, el número de casos de TB 

comenzó a incrementarse debido principalmente a dos factores: 

el incremento de casos de síndrome de inmunodeficiencia 

adquirida (SIDA) y la situación de pobreza y hacinamiento en 

países no desarrollados. Ante tal panorama, la TB fue declarada 

en 1993 como situación de emergencia mundial por la 

Organización Mundial de la Salud (OMS), con el propósito de 

impulsar la práctica de medidas para su control y eliminación. 

Hoy en día se estima que aproximadamente 1/3 de la población 

mundial (~2 mil millones) está infectada con el bacilo de la TB, 

y cerca de 9 millones de individuos enferman de TB activa 

cada año, de los cuales ~4 millones son bacilíferos, quienes con 

mayor probabilidad propagarán el agente infeccioso a otros 
3, 4

. 

A más de un siglo de haber comenzado los esfuerzos por 

combatirla, la lucha contra la TB continúa vigente (Figura 1). 

Figura 1. Lucha contra la 

tuberculosis. Se ilustra un 

cartel de propaganda emitido 

por la Cruz Roja en apoyo a 

una campaña lanzada en 1907 

para recaudar fondos para 

combatir y prevenir la TB. 
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Figura 2. Mycobacterium tuberculosis, microfotografía electrónica de 

barrido (tomada de http://phil.cdc.gov/PHIL_Images/8438/8438_lores.jpg). 

1.1. Aspectos generales de la tuberculosis (TB) 

 

La TB es una enfermedad infecciosa causada por cepas de bacterias cercanamente 

relacionadas, pertenecientes al complejo Mycobacterium tuberculosis, el cual incluye a las 

especies M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti, M. canetti, M. caprae y M. 

pinnipedi
 
 
5
.
 

 

El principal agente etiológico de la TB humana es Mycobacterium tuberculosis (Figura 2), el 

cual se denomina bacilo de Koch en honor al médico alemán Robert Koch, que en 1882 logró 

aislar y cultivar el bacilo de lesiones tuberculosas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las micobacterias son bacilos intracelulares aerobios, pleomórficos (rectos o ligeramente 

curvos), no esporulados, no capsulados, inmóviles, de 0.2 a 0.6 μm de ancho por 2 a 7 μm de 

largo y que no presentan agrupación característica, pueden formar estructuras semejantes a 

serpentina 
6
. 

 

Aproximadamente el 40 % del bacilo (60 % del peso seco de su pared celular) se compone de 

lípidos diversos. La pared celular micobacteriana es compleja (Figura 3) y se conforma por 

tres capas: la primera y más interna contiene peptidoglucano (mucopéptido), la segunda posee 

arabinogalactano y ácidos micólicos (ácidos grasos -hidroxílicos con cadenas laterales -

alquiladas) y en la capa más externa hay presencia de ceras D (ésteres producto de reacción 

entre ácidos grasos y alcoholes) y glucolípidos (también denominados micósidos) como el 

trehalosa 6, 6’-dimicolato (TDM). También contiene lipoarabinomanana, sulfolípidos y 
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lipoproteínas. El TDM se ha denominado como “factor cordón”, el cual es esencial para que el 

bacilo crezca formando “cordones serpentinos” 
 7
. 

 

 

 

Figura 3. Representación esquemática de la pared celular de M. tuberculosis. En el dibujo se muestran los -

micolatos que son la forma más abundante (naranja) y los ceto- y metoxi-micolatos oxigenados (rojo). Éstos se 

encuentran unidos covalentemente a la capa de arabinogalactana, la cual está unida a la capa de peptidoglicano. 

Otros complejos lipídicos de la pared celular incluyen a los acilglicolípidos (incluyendo a TDM), sulfolípidos y 

otros lípidos complejos libres. La lipoarabinomanana se muestra unida a la membrana plasmática a través de un 

enlace fosfodiéster 
7
. 

 

La composición química tan peculiar de su pared celular le proporciona características 

especiales a las micobacterias: resistencia a la desecación y a la destrucción por calor, 

crecimiento lento (2 a 3 semanas), requerimientos nutricionales especiales para su cultivo, alta 

hidrofobicidad, resistencia a agentes bactericidas, bacteriostáticos y fármacos; no se tiñen 

fácilmente por métodos convencionales y resisten a la decoloración por alcohol ácido, 

característica empleada por la tinción de Ziehl-Neelsen para identificar al grupo de 

microorganismos denominados bacilos ácido-alcohol-resistentes (BAAR), al cual pertenecen 

las micobacterias 
6
. 
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Los métodos utilizados para la diferenciación y caracterización genética de las especies 

micobacterianas se basan frecuentemente en la identificación de regiones de polimorfismo 

genético, como las secuencias de inserción (IS) que se multiplican y transponen variando su 

ubicación dentro del genoma. La IS6110 está presente únicamente en miembros del complejo 

M. tuberculosis. Otra estrategia utilizada para la genotipificación es el análisis basado en la 

ausencia o presencia de regiones de diferencia (RD); el polimorfismo generado por estas 

secuencias cortas de ADN ha sido una herramienta útil en la investigación de la evolución 

global y filogenia del complejo M. tuberculosis 
8
. A pesar de que los genomas de M. 

tuberculosis y M bovis poseen más del 99.9 % de homología genética (Tabla 1) 
9
, presentan 

notables diferencias fenotípicas y patogénicas. 

 

 
cepa 

M. tuberculosis H37Rv M. bovis AF2122/97 M. bovis BCG Pasteur 1173P2 

tamaño (pb) 4 411 532 4 345 492 4 375 192 

G+C (%) 65.61 65.63 65.64 

genes CP 3 998 3 953 3 954 

 

 

La investigación proteómica de las especies micobacterianas ha cobrado un auge importante 

durante las últimas décadas; la utilización de diferentes técnicas, como la electroforesis en gel 

de poliacrilamida en dos dimensiones (2D-PAGE) y espectrometría de masas (MS), ha 

proporcionado información relevante acerca de la localización de proteínas y su participación 

en el reconocimiento antigénico, rutas metabólicas y procesos de regulación celular. Algunas 

aplicaciones de las técnicas proteómicas son: la comparación fenotípica entre cepas para la 

identificación de antígenos (específicos de células T o B), caracterización de factores de 

virulencia o marcadores moleculares asociados a la patogénesis o presentación de la 

enfermedad 
10

. 

Tabla 1. Características genómicas de M. tuberculosis, M. bovis y M. bovis BCG. La tabla ilustra la 

comparación de los genomas de cepas de M. tuberculosis, M. bovis y M. bovis BCG en cuanto a tamaño 

en pares de bases (pb), contenido de aminoácidos codificados por codones ricos en guanina y citosina 

(G+C) y número de genes que codifican para una proteína (CP). 
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1.2. Generalidades de la infección y patogénesis 

 

La transmisión de la TB pulmonar es por vía respiratoria, M tuberculosis se disemina de 

persona a persona por medio de pequeñas gotas de saliva en aerosoles (menores a 5 μm) 

emitidas al estornudar, expectorar, toser o hablar por individuos comúnmente llamados 

bacilíferos (Figura 4). La transmisión por objetos contaminados (fómites) es poco frecuente. 

Otra forma de infección también se da por vía oral al ingerir leche o productos lácteos sin 

pasteurizar provenientes de animales infectados con M. bovis, o por vía cutánea u oftálmica al 

tener contacto con micobacterias no tuberculosas (MNTs), que provocan en el humano 

afecciones clínicamente indiferenciables de la TB causada por M tuberculosis. 

 

 

 

 

 

 

Se estima que del 5 al 10 % de los individuos infectados con M. tuberculosis desarrollan la 

enfermedad en alguna etapa de su vida. La mayoría de las variedades de la infección en 

humanos implican problemas casi exclusivamente en pulmones, y si se disemina afecta 

prácticamente cualquier órgano (hueso, piel, meninges, ganglios, etc.). 

 

M. tuberculosis es un microorganismo intracelular que se establece en pulmones y sobrevive a 

la fagocitosis por neutrófilos y macrófagos alveolares (foco de Ghon) al evadir los 

mecanismos microbicidas; así, al multiplicarse dentro de las células permite la diseminación 

de la infección a otros espacios. Una vez que los bacilos y/o moléculas secretadas por los 

Figura 4. Vía principal de transmisión de la tuberculosis. La enfermedad se disemina a 

través de aerosoles de saliva expulsadas al toser, hablar o estornudar por personas 

infectadas (tomado de http://textbookofbacteriology.net/tbspreadanimation.gif). 
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mismos producen inflamación en nódulos linfáticos locales, se inicia una respuesta celular 

específica mediada por linfocitos T, la cual activa a macrófagos y provoca la formación de una 

lesión conocida como granuloma, cuya zona interna contiene una mezcla de tejido necrosado, 

restos celulares y bacterianos, que en conjunto dan una apariencia de queso (necrosis caseosa). 

Las micobacterias sobrevivientes en el granuloma se mantienen en estado latente, y al 

presentarse una alteración inmunológica del hospedero se reactiva el foco de Ghon; los bacilos 

de TB proliferan y la enfermedad se desarrolla con la producción de neumonía y el mismo 

proceso de formación de granulomas pero con áreas extensas de necrosis caseosa; estas 

lesiones se expanden hasta que su contenido caseoso se libera hacia la luz del árbol bronquial, 

formándose cavidades aireadas que resultan ideales para el desarrollo de los bacilos, los cuales 

se liberan a través de las expectoraciones y/o pueden alcanzar el torrente sanguíneo y 

diseminarse hacia otros órganos 
8, 11

 . 

 

La respuesta inmune protectora contra la TB será el resultado del balance entre la inmunidad 

específica e inespecífica del hospedero. Los síntomas más frecuentes suelen ser fiebre, astenia, 

hemoptisis, pérdida de peso y disnea. El diagnóstico confirmatorio de la enfermedad es por 

cultivo bacteriológico a partir de muestras sometidas previamente a la observación directa de 

BAAR (baciloscopía); la presencia de lesiones cavitarias se detecta mediante una prueba de 

rayos X 
6, 12

. El tratamiento terapéutico para casos nuevos dura de 6 a 8 meses y comprende la 

administración de isoniacida, rifampicina, pirazinamida, estreptomicina y etambutol. 

 

 

1.3. Epidemiología 

 

Alrededor del 95 % de los pacientes con TB activa vive en países en vías de desarrollo (Figura 

5), donde se producen el 99 % de las muertes por esta enfermedad. La TB acaba con la vida de 

aproximadamente 2 millones de personas al año (5000 muertes al día). La tendencia 

epidemiológica de la incidencia de TB sigue aumentando en el mundo y la población adulta 

joven es la más afectada, principalmente en países de África y Asia 
13

. 
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Existe un alto factor de riesgo para desarrollar la TB en los individuos infectados con el virus 

de la inmunodeficiencia humana (VIH) y quienes padecen el síndrome de inmunodeficiencia 

adquirida (SIDA); siendo la situación cada vez más alarmante, ya que, se estima que 741 000 

de los casos de TB presentan coinfección con el VIH. Esta asociación tiene efectos graves: la 

TB se ha convertido en la principal causa de defunción entre los pacientes infectados por el 

VIH, mientras que los individuos VIH positivos infectados con M. tuberculosis tienen un 50 % 

de probabilidad de desarrollar una reactivación de TB (postinfección primaria) en algún 

momento de su vida, o bien, los pacientes inmunosuprimidos pueden infectarse nuevamente 

con el bacilo, y en muchos casos mostrar una progresión rápida a enfermedad activa 
14, 15

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por otro lado, un porcentaje considerable está relacionado al fenómeno de 

multifármacorresistencia  como consecuencia del tratamiento ineficiente de la enfermedad; 

existen casos de TB multifármacorresistente (MDR-TB, por sus siglas en inglés) en casi todos 

0-24
25-49
50-99

100-299

300 o más

No estimado

0-24
25-49
50-99

100-299

300 o más

No estimado

Figura 5. Incidencia mundial de tuberculosis pulmonar. Se esquematiza la incidencia de TB pulmonar (casos 

nuevos por cada 100 000 habitantes) por país reportada para el año 2004 por la OMS (publicado en 2006). El 

mayor número de nuevos casos se registró en la Región de Asia Sudoriental (33 % de la incidencia mundial), 

sin embargo, la incidencia estimada por habitante en el África subsahariana es casi el doble (casi 400 casos 

por cada 100 000 habitantes). 
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los países del mundo, y en algunas regiones se han dado brotes de cepas de M. tuberculosis 

con fármacorresistencia extendida (XDR-TB, por sus siglas en inglés) durante los últimos 

años 
16

. 

 

De acuerdo a las estadísticas de la OMS, se ha estimado que de no emprenderse medidas 

preventivas y de control más efectivas contra la enfermedad, entre los años 2000 y 2020 se 

infectarán aproximadamente 1000 millones de personas, 100 millones desarrollarán la 

enfermedad activa y 35 millones morirán a causa de la TB 
17

. 

 

 

1.4. Tuberculosis en México 

 

En México, el cuadro epidemiológico es también preocupante: de acuerdo a la lista de 

indicadores de salud emitida por la Dirección General de Epidemiología (DGE) de la 

Secretaría de Salud (SS), la TB es la 2ª causa de muerte ocasionada por un agente infeccioso 

único, y la población en edad productiva (15 a 64 años) es la más afectada. 

 

Figura 6. Incidencia y mortalidad de tuberculosis en México. Se grafica el número de casos (barras) y de 

defunciones (línea) por TB en población de 15 a 64 años reportados en el periodo comprendido de 2000 a 

2005 (elaborado a partir de las listas de indicadores de salud publicados vía electrónica por la SS) 
18

. 

 

A pesar de que ha habido un ligero decremento en el número de casos y de defunciones 

reportadas por TB a nivel nacional (Figura 6), esta enfermedad se ha situado desde el año 
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2000 dentro de los primeros 20 lugares de las principales causas de mortalidad en población 

en edad productiva. Datos proporcionados por la SS en el 2001 revelan que la cuarta parte de 

los casos de TB están asociados con otras enfermedades, como son diabetes, desnutrición, 

alcoholismo y VIH/SIDA 
19, 20

. 

 

Existen datos epidemiológicos de la TB en México que muestran algunas discrepancias entre 

los casos notificados de morbilidad y mortalidad por la SS y los reportes de la OMS. 

Específicamente, para el 2004 la OMS notificó una incidencia de TB de ~33 500 casos y 

~4700 muertes por TB en México, mientras que para ese mismo año la SS (en el Boletín 

Epidemiológico de la Semana 1 de 2006) reportó una incidencia nacional de TB de ~15200 

casos y ~1600 defunciones; de manera que en ese año existió un subregistro calculado 

alrededor de 55 % en la morbilidad y 66 % en la mortalidad nacional 
21, 22

. 

 

Actualmente se estima que hay aproximadamente 40 000 casos de TB en nuestro país. Al 

cierre de 2006, y en base a los casos publicados en el boletín de Epidemiología de la SS, los 

estados con mayor incidencia son Veracruz, Baja California y Chiapas con 1583, 1373 y 1260 

casos acumulados, respectivamente 
21

. 

 

La TB representa un problema de salud pública a nivel nacional, y la actual situación social 

influye en su resurgimiento epidémico (Figura 7), por lo que la participación conjunta de todos 

los sectores involucrados con el desarrollo social del país facilitará la eficiente aplicación de 

medidas que permitan lograr un mejor control y prevención de la enfermedad 
23

. 

 

 

Figura 7. Factores que influyen en el resurgimiento epidémico de la TB en México: aplicación deficiente de un 

programa antituberculosis, condición de pobreza y crecimiento poblacional 
18

. 
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1.5. Control y Prevención 

 

Algunas de las estrategias que contribuyen en conjunto para prevenir la transmisión de la TB 

son la mejora de las condiciones de vivienda (sin hacinamiento), higiene y nutrición, así como 

la detección de un mayor número de casos y el tratamiento terapéutico oportuno de individuos 

infectados hasta lograr su curación 
14, 24

.  

 

A comienzos de 1960, J. Crofton propuso que el tratamiento de los casos contagiosos era 

necesario para controlar los casos de TB y prevenir su transmisión. Posteriormente, K. Styblo 

estableció que el tratamiento acortado era esencial para alcanzar tasas de curación adecuadas, 

verificó la necesidad del tratamiento directamente observado y desarrolló los principios del 

registro, comunicación y manejo de fármacos. En 1991 la OMS comenzó a promover esta 

estrategia y en 1994 produjo un Marco para el Control Eficaz de la TB, el cual describe 

claramente los componentes clave de lo que, hoy en día, se conoce como la estrategia de 

tratamiento acortado estrictamente supervisado (TAES) 
25

. El TAES es un método de control 

de la TB que la OMS introdujo en 1995; el éxito del tratamiento con TAES en los 2.1 millones 

de pacientes tratados en 2004 fue del 84 % en promedio (cercano a la meta del 85 %), y en 

2005 ~60 % de los nuevos casos bacilíferos fueron tratados (por debajo del objetivo del 70 %). 

La OMS informó en el 2007 que las dos metas de 2005 se alcanzaron en la Región del 

Pacífico Occidental y en 26 países (incluidos 3 de los 22 países con alta carga de morbilidad). 

La nueva estrategia para detener la TB se basa en los resultados satisfactorios obtenidos tras 

aplicar este método, sin subestimar la problemática de la coinfección TB/VIH y la MDR-TB; 

esta estrategia descrita en el “Plan Mundial para Detener la Tuberculosis, 2006-2015” tiene 

como objetivo: detectar y curar un mayor número de casos, y reducir las tasas de incidencia, 

prevalencia y mortalidad de la TB 
25, 26

. 

 

Hoy en día la medida más importante para prevenir la TB es la vacunación. La Cartilla 

Nacional de Vacunación, que incluye el registro y control de la BCG, se estableció en México 

desde 1978 por decreto presidencial 
27

. En nuestro país se han alcanzado impactos benéficos 

en la morbilidad y mortalidad de la TB meníngea 
28

. En el periodo 2005-2006 el promedio de 

cobertura nacional de vacunación con BCG fue mayor a 99 %. 
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2. ANTECEDENTES 

 

Casi una década después del descubrimiento de M. tuberculosis como agente causal de la TB, 

Robert Koch desarrolló un extracto de cultivo puro de M. tuberculosis, al que actualmente se 

le conoce como tuberculina. Koch propuso originalmente a la tuberculina como un agente 

terapéutico, tras observar que cobayos (animales altamente susceptibles a la TB) infectados 

con M. tuberculosis podían recuperarse de la enfermedad al ser tratados con este extracto; más 

tarde admitió el fracaso de la tuberculina como tratamiento tras obtener resultados 

desalentadores en 1061 pacientes tuberculosos. Durante varios años Koch había estado en 

contacto con M. tuberculosis, por lo que probablemente para 1890 ya había desarrollado una 

respuesta inmune contra el microorganismo; fue entonces que demostró que la tuberculina 

inducía una fuerte reacción en sí mismo y, finalmente, planteó un uso como reactivo de 

diagnóstico para la TB. Actualmente la tuberculina se denomina derivado proteico purificado 

(PPD) y es utilizada como método para detectar infección con M. tuberculosis 
29

. 

 

 

2.1. Vacuna M. bovis Bacilo Calmette- Guèrin (BCG) 

 

La investigación y desarrollo de vacunas específicas contra la TB fue impulsada, en parte, por 

el químico francés Louis Pasteur en el Instituto que actualmente lleva su nombre; de manera 

que antes de 1900 comenzaron a probarse alternativas de vacuna a partir de bacilos muertos, 

vivos atenuados o micobacterias no tuberculosas (MNTs) 
30

. 

 

A principio del siglo XX, Nocard aisló una cepa virulenta de Mycobacterium bovis (M. bovis) 

a partir de leche proveniente de una vaca tuberculosa. En 1901 esta cepa fue enviada al 

Instituto Pasteur, donde Albert Calmette y Camille Guèrin se dedicaban al subcultivo de cepas 

virulentas de M. tuberculosis. En 1908, estos dos investigadores comenzaron una serie de 

subcultivos de la cepa de M. bovis aislada por Nocard en medio de papa - bilis de buey - 

glicerol, en el que previamente habían observado que los bacilos se volvían menos virulentos; 

y después de 230 pases realizados durante 13 años (1908 a 1921) obtuvieron la vacuna M. 
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bovis BCG, una cepa que había perdido su virulencia y que experimentalmente era inocua para 

los animales 
31, 32

. 

 

En 1921, después de varias pruebas en diferentes modelos animales, Weill-Hallé y Turpin 

administraron la vacuna BCG por primera vez a un ser humano: un niño cuya madre había 

muerto por TB y que fue criado por la abuela, quien también padeció la enfermedad. A este 

recién nacido se le administraron tres dosis de BCG por vía oral y la protección resultó ser 

eficaz contra la TB. Entre 1921 y 1924, se vacunaron a más de 300 recién nacidos siguiendo el 

mismo esquema de vacunación. En base a la eficacia protectora observada por el uso de la 

BCG en infantes durante estos 3 años, el Instituto Pasteur comenzó a distribuir esta vacuna 

para la prevención de la TB. Para 1926, más de 5000 recién nacidos en Francia ya habían sido 

vacunados con la BCG. El uso de esta vacuna se incrementó primero en el continente europeo 

y posteriormente se distribuyó a diferentes países para su aplicación y producción local 
33, 34

.  

 

Durante la primera mitad del siglo pasado los diferentes laboratorios conservaban las cepas 

BCG por subcultivo, esto ocasionó que surgieran variantes de la cepa original (denominadas 

subcepas BCG), y con el tiempo comenzaron a observarse cambios en el fenotipo y genotipo 

de la vacuna (Figura 8). A mediados de la década de los 50’s, se llevó a cabo la Conferencia 

Técnica Internacional sobre BCG (organizada por la Unión Internacional contra la 

Tuberculosis en Ginebra, Suiza) que tuvo como objetivo definir los criterios y metodologías 

estándares para la producción de la vacuna; a partir de entonces, se adoptó el sistema de 

preservación de lote semilla (seed-lot system). El proceso de liofilización para preservar la 

BCG se implementó en 1961, para ese entonces la cepa original se había subcultivado más de 

1000 veces, al igual que las subcepas BCG desarrolladas en el resto del mundo 
31, 35, 36

.  

 

Actualmente la única vacuna contra la TB aprobada por la OMS es la BCG, y existen al menos 

15 subcepas BCG disponibles en las colecciones de microorganismos comerciales; las más 

utilizadas por los programas de vacunación son: BCG Danesa 1331, BCG Rusa, BCG Glaxo 

1077 (semilla Mérieux), BCG Tokio 172-1, BCG Moureau RDJ y BCG Pasteur 1173-P2 
27, 37

. 
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Figura 8. Genealogía de la vacuna BCG. Se esquematiza la obtención de la BCG original a partir de M. bovis 

(1908-1921) y la posterior diversificación en las diferentes subcepas BCG derivadas de la BCG Pasteur. Los 

recuadros blancos corresponden a la posición de marcadores genéticos identificados recientemente por R. Brosch 

et al. 
9
. En recuadros azules se indican los marcadores RD (regiones genéticas ausentes para diferentes subcepas 

BCG con respecto a un aislamiento contemporáneo de M. bovis); todas las subcepas BCG carecen de la región 

RD1. Los círculos señalan la distribución de las vacunas en 4 grupos basados en la identificación de DU1 y DU2 

(duplicaciones en tándem independientes). IS se refiere al elemento de inserción IS6110. 

 

 

La M. bovis BCG protege eficazmente contra la tuberculosis miliar y meníngea, que son las 

formas graves de la enfermedad en la niñez, y ha sido aplicada a más de 3000 millones de 

personas (lo que la hace la vacuna más utilizada en el mundo). En 1951 se inició en México la 

vacunación con BCG; la Norma Oficial Mexicana establece que su aplicación es obligatoria 

en los recién nacidos, y todo niño no vacunado al nacimiento deberá recibirla antes de cumplir 

1 año de edad. La vacuna se administra en la región deltoidea derecha, por vía intradérmica, 

sola o simultáneamente con otras vacunas, a dosis única de 0.1 mL 
27, 38

.
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En diferentes ensayos clínicos, realizados en distintas poblaciones, se ha demostrado que la 

BCG presenta gran variabilidad en su eficacia protectora (0 a 80 %) contra la TB pulmonar en 

población adulta (Figura 9) 
27, 39, 40

. Existen también discrepancias con respecto a la duración 

de la inmunidad que confiere la BCG: varios autores sugieren que su eficacia protectora no 

dura más de 8 a 12 años 
41

, sin embargo, existen datos que indican que esta eficacia persiste 

hasta por 60 años 
42

. 

 

 

 

 

Figura 9. Meta-análisis de la eficacia protectora de la vacuna BCG. Se muestra el análisis de diferentes ensayos 

clínicos en los que se evaluó la eficacia protectora (expresada en escala logarítmica) de la BCG contra la TB 

pulmonar en distintas poblaciones; la variabilidad promedio es del 50 % que va de 0 a 80 %; las barras indican 

intervalos de confianza del 95 % 
43

. 
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Se han planteado varias hipótesis para tratar de explicar la variación en la protección conferida 

por la BCG, entre las que destacan: diferencias entre las subcepas BCG; pérdida progresiva de 

su capacidad para generar una repuesta inmune de memoria protectora más durable 

(atenuación de subcepas); bloqueo o enmascaramiento por previa exposición a MNTs en áreas 

endémicas y susceptibilidad genética del hospedero 
44, 45

. 

 

No obstante, hasta hace poco no se contaba con evidencia experimental que demostrara 

diferencias estadísticamente significativas en la eficacia protectora entre las diferentes BCG’s. 

En el 2006 se evaluó la eficacia protectora de diez subcepas BCG en un modelo murino de TB 

pulmonar progresiva 
46

; con base en los parámetros detectados (curva de sobrevida, carga 

bacilar en pulmón, hipersensibilidad retardada (DTH), área de pulmón afectado con neumonía, 

perfil de citocinas) los resultados mostraron que la BCG Phipps confirió mayor protección a 

los animales ante el reto con la cepa tipo M. tuberculosis H37Rv; en otro grupo de vacunas 

que confirieron menor nivel de protección se incluyó a la BCG Tice, que continúa siendo una 

de las vacunas utilizadas para inmunizar humanos. 

 

Ante la variabilidad de la eficacia protectora de la BCG, es necesario desarrollar una nueva 

vacuna contra la TB, que contribuya a un mejor control y prevención de la infección. 

 

 

2.2. Desarrollo de nuevas vacunas contra la TB 

 

A partir de la comparación de los genomas de M. tuberculosis, M. bovis y M. bovis BCG 

(tabla 1, pág. 4) se evidenció que no existen grandes diferencias genéticas entre estos 

microorganismos; por lo que para evaluar las diferencias en la eficacia protectora de la vacuna 

BCG son necesarias otras herramientas. El análisis proteómico aporta información relevante 

acerca de la localización de proteínas y su participación en el reconocimiento antigénico, rutas 

metabólicas y procesos de regulación celular. Durante los últimos años, sobre todo tras la 

secuenciación completa de los genomas de M. tuberculosis en 1998 y de M. bovis en el 2003, 

ha habido un gran impulso en la identificación y caracterización de proteínas expresadas 

durante las diferentes etapas de la infección y la enfermedad 
47

. Entre las diferencias que 
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presentan las subcepas BCG destaca el perfil de proteínas secretadas al medio de cultivo, ya 

que algunas de ellas han sido identificadas como inmunógenos y, por tanto, han sido un punto 

clave en la selección de antígenos candidatos para el desarrollo de nuevas vacunas 
48

.  

 

M. tuberculosis posee múltiples antígenos de naturaleza y reactividad inmunológica diversas 

(lípidos, polisacáridos y proteínas); sin embargo, hasta la fecha no han sido definidas 

claramente cuáles y cuántas proteínas están involucradas en la inducción de una respuesta 

inmune protectora mediada por células del hospedero infectado 
49

. Algunas proteínas de 

importancia antigénica evaluadas en ensayos in vitro con células T de humano son ESAT-6, 

Ag85, PstS-1, TB10.4, MPT40, MPT64 y MPB70. Los criterios más utilizados para identificar 

antígenos inmunodominantes son: proliferación celular antígeno-específica y secreción de 

interferón gamma (IFN- ) 
50

. 

 

Durante la última década se han evaluado más de 200 candidatos a vacuna en modelo animal, 

resultado de diferentes estrategias para su desarrollo, como son: vacunas de subunidades 

proteicas, vacunas de ADN, vacunas atenuadas de otras cepas de micobacterias 

filogenéticamente más cercanas a y de M. tuberculosis, vacunas auxótrofas y vacunas 

recombinantes basadas en BCG u otros vectores que sobre-expresan antígenos 

inmunodominantes de M. tuberculosis (Figura 10) 
51, 52

. 

 

 

Figura 10. Estrategias para desarrollo de nuevas vacunas contra la TB. Se muestra la distribución de 170 vacunas 

evaluadas en modelo animal por Institutos Nacionales de Salud (National Institutes of Health o NIH, en inglés) 

de Estados Unidos 
53

. 
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La mayoría de las vacunas de subunidades proteicas y de ADN se basan en proteínas presentes 

en el filtrado de cultivo de M. tuberculosis, que al administrarse con adyuvantes inducen 

inmunidad protectora específica mediada por células T en ratón, cobayo y primates 
50, 54

. 

 

Desafortunadamente, la gran mayoría de las vacunas evaluadas hasta el momento no confieren 

mayor protección que la BCG; sólo algunas vacunas de fusión o basadas en ADN de múltiples 

vectores que expresan más de un antígeno, han mostrado ser capaces de inducir mejores 

niveles de protección en comparación con aquéllas que expresan una sola proteína. 

 

Por otro lado, algunas vacunas recombinantes basadas en BCG que expresan o sobre-expresan 

proteínas contenidas en el filtrado de cultivo (incluyendo proteínas de secreción) de M. 

tuberculosis también han mostrado inducir una eficacia superior a la inducida por la BCG, 

reflejada en la reducción de la carga bacilar en bazo, hígado y pulmón (en ratón y cobayo) ante 

el reto con cepas virulentas de M. tuberculosis (como H37Rv, Erdman y la cepa hipervirulenta 

genotipo Beijing) 
55-58

. 

 

El uso de la BCG como vehículo de expresión de antígenos inmunodominantes ofrece varias 

ventajas: tiene una seguridad demostrada, ya que ha sido aplicada a más de 3000 millones de 

personas con pocos efectos secundarios y ocasionalmente complicaciones; se aplica poco 

tiempo después del nacimiento, por sí sola funciona como potente adyuvante (en modelos 

animales y en humanos) y su producción no es cara, lo que la hace económicamente 

conveniente para países en vías de desarrollo como México 
45, 55

. Algunos candidatos para 

vacunas contra la TB que pertenecen a esta categoría se encuentran actualmente en fase I de 

ensayos clínicos 
59, 60

. 

 

 

2.3. Proteínas de filtrado de cultivo 

 

A partir de los años 70’s y 80’s comenzó el interés por estudiar a las proteínas contenidas en 

los sobrenadantes de cultivo, también denominadas proteínas de filtrado de cultivo (PFC), 

debido a que los concentrados de estas, tanto de M. tuberculosis como de M bovis BCG, se 
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utilizaban para la producción de la tuberculina y el diseño de reactivos más específicos para 

detectar la infección por M. tuberculosis
 61, 62

. 

 

A finales de la década de 1980, I. M. Orme evaluó diferentes extractos micobacterianos de 

acuerdo con su capacidad para generar inmunidad celular en ratones; proporcionó la primera 

evidencia de que sólo las micobacterias viables estimulaban a células T capaces de inducir una 

respuesta protectora contra cepas virulentas de M. tuberculosis 
63

. 

 

R. Turcotte y F. M. Collins plantearon que solamente las micobacterias en fase de 

multiplicación - metabólicamente activas - eran capaces de liberar un mayor número de 

proteínas, las cuales eran los antígenos responsables de la resistencia específica (mediada por 

células T) a la infección por M. tuberculosis. Además, dichos antígenos eran menos eficaces 

en presencia de un gran número de micobacterias muertas, debido a que éstas inducen 

predominantemente una respuesta humoral por la excesiva liberación de polisacárido de la 

pared celular a medida que son digeridas por los macrófagos 
64

. 

 

En ensayos de actividad inmunológica tanto in vivo como in vitro, F. M. Collins y 

colaboradores demostraron que las PFC son reconocidas por células T responsables de la 

sensibilidad a la tuberculina, pero no por anticuerpos monoclonales dirigidos en contra del 

lisado completo de M. tuberculosis no viable. A la par, este grupo de investigación y el 

dirigido por G. A. W. Rook confirmaron que los antígenos “protectores” eran secretados o 

liberados por las micobacterias al cultivarse en medios sintéticos. En 1991 P. Andersen y 

colaboradores apoyaron ambos hallazgos tras demostrar que existía una fuerte correlación 

entre la replicación bacteriana en el hospedero y la reactividad de células T hacia las proteínas 

de filtrado de cultivo 
64-66

. 

 

 

2.3.1. Función e Importancia 

 

El genoma de M. tuberculosis posee ~90 genes que codifican para preproteínas (con péptido 

señal tipo I) 
67

, las cuales son secretadas vía Sec-dependiente (el sistema de secreción Sec es 
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un mecanismo de transporte de moléculas en el cual las proteínas poseen una secuencia señal 

en el extremo amino terminal). La secuenciación completa del genoma de M. tuberculosis 

permitió identificar que el locus RD1, región ausente en M. bovis BCG, codifica proteínas que 

se secretan activamente al medio de cultivo vía Sec-independiente 
68

. En el 2002 se demostró 

que la reinserción de la RD1 a cepas de BCG sólo revierte parcialmente su virulencia 
69

. Los 

genomas de M. bovis BCG Pasteur y M. bovis también presentan diferencias en la expresión 

de genes que codifican proteínas de secreción 
9
. Dado que varios análisis a nivel de proteínas 

han identificado marcos abiertos de lectura no detectados previamente por análisis genómicos, 

así como PFC que carecen de péptido señal, es claro que el abordaje proteómico fortalece el 

estudio de este tipo de proteínas y complementa el estudio genómico al revelar el perfil 

proteínico producto de los genes expresados 
70-72

. 

 

Las PFC participan en la modulación y posterior desarrollo de inmunidad protectora del 

hospedero hacia la infección por M. tuberculosis 
73

, mediante la activación de macrófagos, 

células dendríticas y células cebadas para la secreción de mediadores proinflamatorios, TNF-α 

e histamina; y al inducir la diferenciación y maduración de células presentadoras de antígeno 

que conlleven a la proliferación de células Th1 (específicas para PFC) secretoras de IFN-  
48

. 

Este tipo de respuesta aunado a la naturaleza inmunodominante de epítopos antigénicos 

presentes en las PFC, quizá esté involucrado en el incremento de la protección observada con 

vacunas recombinantes basadas en BCG que expresan antígenos procedentes de filtrado de 

cultivo. 

 

La estimulación de células T de memoria específicas para M. tuberculosis es clave para 

adquirir inmunidad protectora mediante vacunación, mientras que la detección de células T y 

B que reconozcan específicamente antígenos de M. tuberculosis es fundamental para el éxito 

de una prueba de diagnóstico. Varios estudios han demostrado que la mayoría de los epítopos 

inmunodominantes reconocidos por células T y B en la TB son de proteínas secretadas 
74

; 

existe también presencia de anticuerpos contra PFC en sueros de pacientes con TB y células T 

específicas para el mismo tipo de proteínas en individuos infectados con TB 
10, 75-77

. Por tanto, 

las PFC son consideradas como potentes candidatos para el diseño de nuevas vacunas y 

pruebas para diagnóstico específico de TB 
78, 79

. 
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Algunas proteínas de secreción se han relacionado con la virulencia del bacilo; ya que al ser 

liberadas activamente es posible que participen en la evasión micobacteriana de la respuesta 

inmune y en los mecanismos empleados por el bacilo de la TB en la infección latente o el 

desarrollo de la enfermedad en individuos infectados 
70, 80

. Esta función inmunomoduladora de 

las PFC probablemente contribuye a la supervivencia del bacilo en hospederos susceptibles, 

tal como ha sido descrito por algunos autores: 

 

Las proteínas 85A, 85B y 85C (de 30-32 kDa) que conforman al complejo antígeno 85, son 

secretadas en grandes cantidades y son importantes para la adhesión y posterior infección a 

células eucariotes debido a que son capaces de unirse a la fibronectina (el mayor componente 

de la matriz extracelular en mamíferos), participan en la interacción del bacilo con la 

superficie de los epitelios y la invasión intracelular a través de receptores de fibronectina 

presentes en los macrófagos 
81

. La enzima superóxido dismutasa (SOD) se encuentra presente 

en la membrana externa y es secretada en grandes cantidades por M. tuberculosis durante su 

crecimiento, es responsable de la eliminación de radicales reactivos del oxígeno, moléculas 

tóxicas muy abundantes en el ambiente bactericida de los fagolisosomas 
2
. 

 

 

2.4. Antígeno PstS-1 y la vacuna recombinante rBCGPstS-1 

 

En el genoma de M. tuberculosis se han identificado ~90 genes que codifican para 

lipoproteínas, las cuales al ser exportadas o liberadas al medio extracelular pueden estar 

involucradas en sistemas de transporte de nutrientes 
67

; un ejemplo es el antígeno PstS-1. 

 

El antígeno PstS-1, es una lipoproteína glicosilada localizada en la superficie micobacteriana y 

se libera gradualmente a través de la misma 
82

; es una de las proteínas de filtrado de cultivo 

más estudiadas, y en M. bovis BCG se encuentra presente en menor cantidad con respecto a su 

homólogo en M. tuberculosis 
83

. El antígeno PstS-1 (374 aminoácidos) es el receptor primario 

de un sistema de transporte de fosfatos tipo ABC 
84

, posee una masa molecular y punto 

isoeléctrico teóricos de 38.21 kDa y 5.02, respectivamente; y está codificada en el gen pstS1 

de M. bovis BCG (con tamaño de 1125 pb y posición en 1072.6 kb) 
85

. Hay evidencia 
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experimental de que el gen pstS1 junto con otros genes pst de M. tuberculosis están 

organizados en un operón regulado por fosfato y que existe un incremento en la expresión de 

la proteína PstS-1 cuando las bacterias se cultivan en condiciones de baja concentración de 

fosfato 
83, 86, 87

. 

 

Esta lipoproteína es reconocida en las etapas tempranas de la infección en varios modelos 

animales, así como por células T de sangre periférica de pacientes con TB y contactos sanos. 

Induce proliferación de linfocitos T CD4
+
 y T CD8

+
, y altos niveles de INF-  e IgG2a; se ha 

demostrado también que existe una elevada producción de IL-12 por macrófagos 
88-90

. Debido 

a su naturaleza inmunodominante, el antígeno PstS-1 se considera como una molécula con 

potencial para el desarrollo de nuevas vacunas contra la tuberculosis. 

 

En el 2005, se desarrolló la rBCGPstS-1, una vacuna recombinante que está basada en la 

subcepa BCG Tice y que sobre-expresa al antígeno PstS-1. La vacuna rBCGPstS-1 indujo 

mayor protección en el modelo murino de TB pulmonar progresiva en comparación con su 

vacuna homóloga sin recombinar al reto con M. tuberculosis H37Rv. La rBCGPstS-1 redujo 

significativamente el número de UFC en pulmón de los ratones inmunizados con dicha 

vacuna, y fue capaz de prolongar la supervivencia del 50 % de los ratones retados con la cepa 

hipervirulenta M. tuberculosis genotipo Beijing; esta vacuna también indujo el desarrollo de 

una respuesta inmune celular tipo Th1 reflejada por un incremento en la producción de IL-12 e 

IFN-  
91

. Por consiguiente, es importante realizar el estudio comparativo de los secretomas 

(mapas de PFC) de estas vacunas, ya que se podrán observar diferencias en el patrón de 

expresión proteico, mismas que pudieran ser atribuibles al evento de la recombinación; la 

identificación de proteínas expresadas diferencialmente entre estas dos vacunas aportará 

información relevante para la futura identificación de antígenos involucrados en la modulación 

de la respuesta inmune del hospedero y relacionados con el incremento en la mayor protección 

conferida por rBCGPstS-1. 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

La vacuna recombinante rBCGPstS-1 protege eficazmente contra M. tuberculosis H37Rv y 

genotipo Beijing en el modelo murino de tuberculosis pulmonar progresiva. El estudio 

comparativo de los secretomas de BCG Tice y rBCGPstS-1 permitirá identificar diferencias 

proteicas entre ambas vacunas. La identificación de dichas diferencias aportará información 

acerca de posibles antígenos involucrados en la modulación de la respuesta inmune del 

hospedero y relacionados con el incremento en la protección conferida por rBCGPstS-1. 

 

 

 

 

 

4. HIPÓTESIS 

 

Los secretomas de las vacunas BCG Tice y rBCGPstS-1 no son iguales.  

 

 

 

 

 

5. OBJETIVO 

 

Analizar y comparar los secretomas de Mycobacterium bovis BCG Tice y la vacuna 

recombinante rBCGPstS-1. 
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6. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

6.1. Subcepas de Mycobacterium bovis BCG 

Se utilizaron las subcepas BCG Tice y rBCGPstS-1 (BCG Tice recombinante que sobre-

expresa el antígeno PstS-1) de la colección de cepas del Programa de Inmunología Molecular 

Microbiana. 

 

6.2. Cultivo bacteriano 

Las vacunas se cultivaron en placas de medio Middlebrook 7H10 suplementado con 10 % de 

OADC (ácido oleico-albúmina-dextrosa-catalasa) durante 10 días a 37 °C en atmósfera con  

85 % de HR y 5 % de CO2. Posteriormente se tomó una colonia y se resembró en caldo de 

cultivo Sauton (anexo A). Los cultivos se incubaron a 37 °C en condiciones estáticas durante 

21 días. Al alcanzar la fase de crecimiento exponencial, los cultivos fueron cosechados por 

centrifugación a 12 000 rpm durante 15 min a 4 °C. A los sobrenadantes se les adicionó 

inhibidor de proteasas (fluoruro de metilfenilsulfonio - PMSF - 1 mM) y fueron congelados a  

-70 °C hasta su uso. 

 

6.3. Obtención de proteínas de filtrado de cultivo (PFC) 

El sobrenadante de cultivo se descongeló gradualmente a temperatura ambiente, se le añadió 

inhibidor de proteasas (PMSF 1 mM) y conservador (azida de sodio –NaN3- al 0.05 %, que 

actúa como bacteriostático) y se esterilizó por filtración a través de membranas de 0.45 μm y 

0.22 μm (Amicon, Millipore, USA). A continuación se concentró (100x) por ultrafiltración 

utilizando celdas con agitación constante (Amicon, Millipore, USA) y unidades de filtración 

por centrifugación (Amicon, Millipore, USA). Para la concentración de las proteínas se 

utilizaron membranas de celulosa regenerada (PLBC, Millipore, USA) de punto de corte de 3 

y 5 kDa. La cuantificación de las proteínas se realizó por la técnica de Bradford (anexo L). 

Una vez concentradas, las PFC se almacenaron a -70 °C hasta su uso. 

 

6.4. Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE) 

A partir de los concentrados obtenidos de PFC, se realizó SDS-PAGE para confirmar la 

integridad de las proteínas antes de realizar la electroforesis en dos dimensiones. Se preparó 
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una mezcla de las PFC con solución amortiguadora de carga 2X (anexo C) y se realizó una 

SDS-PAGE en minigeles de poliacrilamida (PhastGel, Amersham Biosciences, Uppsala, 

Sweden) al 12.5 %, hasta completar 60 Vh (PhastSystem
TM

, Amersham Biosciences, Uppsala, 

Sweden). Las proteínas se visualizaron por tinción con Azul de Coomassie utilizando la 

unidad de revelado del mismo equipo. 

 

6.5. Electroforesis en gel de poliacrilamida de dos dimensiones (2D-PAGE) 

Para la obtención de secretomas (proteomas de PFC) se utilizaron 80 µg de proteína en 

solución amortiguadora de rehidratación (anexo D). Las proteínas se separaron por 

isoelectroenfoque en tiras de gradiente de pH inmóvil (IPG) de 4 a 7 de 11 cm de longitud 

(ReadyStrip
TM

 IPG Strips, Bio-Rad, USA), hasta completar 52 kVh. El isoelectroenfoque se 

realizó en la cámara Multiphor II (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden) en tres etapas: i) 

a 500V 1 mA 5 w hasta completar 1 Vh, ii) se incrementó el voltaje a 2500 V 1 mA 5 w hasta 

completar 2499 Vh y iii) a 2500 V 1 mA 5 w hasta completar 49 500 Vh. Al término del 

isoelectroenfoque, las tiras IPG fueron equilibradas en solución amortiguadora de equilibrio 

(anexo E) en dos pasos, el primero con DTT (0.0972 M) y posteriormente con iodoacetamida 

(0.2027 M). Para la electroforesis de la segunda dimensión, las tiras IPG equilibradas se 

colocaron sobre geles de poliacrilamida en gradiente de 10 al 17 % de 16×16 cm (anexo L), se 

selló con solución de agarosa (anexo J) y se corrieron a 50 V durante 23 h en una cámara 

Hoefer SE 600 (Pharmacia Biotech, USA). Las proteínas fueron visualizadas por tinción de 

plata (anexo M). 

 

6.6. Análisis de geles 2D 

La imagen de los secretomas fue capturada en formato digital en un escáner (GS 800 

Calibrated Densitometer, Bio-Rad, USA) – ver NOTA – y posteriormente se realizó el análisis 

comparativo de los geles utilizando el software  2-D PDQuest™ Advanced V. 8.0 (Bio-Rad 

laboratorios Inc., CA, USA). Al cargar las imágenes digitales se realizaron los ajustes 

correspondientes de manera que todos los puntos visibles fueran detectados por el programa. 

Una vez cargadas las imágenes 2D de cada gel, se crearon los geles maestros (imágenes 

virtuales) de cada subcepa a partir de la combinación de dos secretomas; se coordinaron las 

posiciones de los puntos anclando al menos 10 % del total de puntos presentes (bajo un 
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modelo de distorsión que considera posibles variaciones de la técnica) y la imagen de cada gel 

fue normalizada de acuerdo al total de píxeles presentes en los geles. Para el análisis de 

expresión diferencial relativa, los puntos se eligieron en base a dos criterios: i) que estuviesen 

presentes en los secretomas de las dos vacunas (detectados en todos los geles) y ii) que los 

valores de cantidad de cada punto tuviesen un CV menor o igual a 31.2 % 
92

; los puntos 

seleccionados se compararon conforme al valor calculado de los estimadores promedio ( ) y 

desviación estándar (s). Algunos de estos puntos fueron seleccionados para su identificación. 

 

NOTA: La conversión de la señal detectada por el densitómetro a unidades de densidad óptica 

(DO) se realizó al calibrar con el filtro correspondiente para la tinción de plata, de manera que 

durante el proceso de detección de puntos se utiliza la fórmula: cantidad= altura* π* σx * σy 

para calcular la cantidad de cada punto (σx y σy corresponden a la desviación estándar - en 

mm - de la distribución Gaussiana de un punto en dirección al eje de las “x” y al eje de las “y”, 

respectivamente). 

 

6.7. Identificación de proteínas 

Los puntos seleccionados se escindieron manualmente a partir de un gel 2D preparativo (120 

µg de proteína) teñido con plata, y se congelaron a – 70 °C hasta su uso. Las muestras se 

prepararon para el análisis por cromatografía de líquidos acoplada a espectrometría de masas 

en tándem con ionización por nano-electrospray (LC-NS-MS/MS) con el equipo 3200 Q 

TRAP (Applied Biosystems). Brevemente, cada punto fue desteñido, reducido, alquilado y 

digerido con tripsina; las mezclas de péptidos fueron separadas por cromatografía de líquidos 

con un gradiente de elución de acetonitrilo/0.1 % ácido fórmico con un flujo de 0.4 L/min 

durante 60 min a través de una columna Zorbax C18 (75 m x 15 cm, 3.5 m). Los péptidos se 

ionizaron por nanoelectrospray, se separaron, detectaron y sometieron a espectrometría de 

masas en tándem; los patrones de espectrometría de masas se compararon con los existentes en 

la base de datos NCBInr. La identificación de proteínas se realizó por métodos probabilísticos 

con el algoritmo Mascot, dentro de la base de datos MSDB, y limitada al complejo 

Mycobacterium tuberculosis (http://www.matrixscience.com). Se consideraron válidas las 

identificaciones con un puntaje de péptidos mayor o igual a 27 y valores de MM y pI con una 

diferencia no mayor al 10 % con respecto a los valores experimentales. 
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7. RESULTADOS 

 

Las proteínas de filtrado de cultivo (PFC) se obtuvieron a partir de la concentración (100x) de 

los sobrenadantes de cultivo de M. bovis BCG Tice y rBCGPstS-1; la cantidad de proteína 

obtenida fue 8.58 y 10.65 mg, respectivamente. 

 

Los secretomas se obtuvieron al separar las PFC mediante 2D-PAGE y visualizarlas con 

tinción de plata. En la Figura 11 se muestran imágenes representativas de los secretomas 

obtenidos de las vacunas. El análisis comparativo se realizó a partir de los geles de proteínas 

provenientes de dos cultivos independientes, utilizando el programa PDQuest. 

 

Con el fin de disminuir la variabilidad atribuible a la técnica (como la separación 

electroforética de las proteínas o la tinción de plata), se utilizaron los datos de normalización 

con base en el número total de píxeles (Tabla 2). 

 

 Vacuna BCG 

 BCG Tice rBCGPstS-1 

Número de píxeles 

gel 1 

gel 2 

 

4138068 

4129920 

 

4158720 

4135656 

 

s 

4133994 

5761.51 

4147188 

16308.71 

%CV
* 

0.14 0.39 

 

 

 

 

La separación electroforética en dos dimensiones permitió resolver alrededor de 700 y 600 

puntos de PFC de M. bovis BCG Tice y rBCGPstS-1, respectivamente (Tabla 3).

Tabla 2. Datos para la normalización con base en el número total de píxeles. 

: media aritmética, s: desviación estándar, %CV: coeficiente de variación 

porcentual. * %CV = (s/ ) x 100 
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Figura 11. Secretomas de BCG Tice y rBCGPstS-1. Se muestran imágenes representativas de los geles obtenidos por 2D-PAGE de PFC de las vacunas BCG 

Tice y rBCGPstS-1. Las PFC se visualizaron por tinción de plata (80 µg de proteínas, IEF 52 kVh en tiras IPG de 11 cm pH 4-7, DGGE 10-17 % de 1 mm x 

16x16 cm). 
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 Ensayo  

Vacuna BCG 1 2 gel maestro 

BCG Tice 624 594 739 

rBCGPstS-1 574 474 645 

 

 

 

 

 

 

 

La comparación de los geles maestros de BCG Tice y rBCGPstS-1 reveló que las vacunas 

poseen patrones de proteínas muy similares, lo cual se confirmó al construir la gráfica de 

distribución de los valores experimentales de masa molecular en función de su punto 

isoeléctrico (Figura 12). 

 

BCG Tice y rBCGPstS-1 comparten aproximadamente el 76 % de su perfil de PFC. No 

obstante, 124 puntos del secretoma de rBCGPstS-1 no se detectaron en el secretoma de la 

vacuna homóloga sin recombinar (Figura 13). 

 

 

Tabla 3. Número de puntos detectados. Se muestra el número de puntos detectados en los 

diferentes ensayos, la columna de la derecha corresponde al total de puntos incluidos en el 

gel maestro del secretoma de cada subcepa BCG, sobre el cual se basa el análisis. Los geles 

maestros (imágenes virtuales) de cada subcepa se conformaron a partir de la combinación 

de las imágenes de dos secretomas. 

 

Figura 13. Diagrama de Venn. Se representa la 

comparación de puntos de los geles maestros de 

los secretomas de BCG Tice (n=739, 100 %) y 

rBCGPstS-1 (n=645, 100 %); 218 (29.5 %) y 

124 (19.2 %) son puntos que sólo están 

presentes en los secretomas de BCG Tice (gris 

claro) y rBCGPstS-1 (negro), respectivamente. 

La intersección de los círculos corresponde a 

los puntos comunes a las dos vacunas (n=521, 

75.6 %= promedio de 70.5 % y 80.7 % con 

respecto a BCG Tice y rBCGPstS-1). 
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Figura 12. Distribución total de los puntos detectados en BCG Tice y rBCGPstS-1. Se graficó la posición de los puntos detectados en  BCG Tice (círculos 

rojos abiertos) y rBCGPstS-1 (círculos azules cerrados), las x representan los puntos comunes a ambas vacunas. El eje de las ordenadas corresponde a la masa 

molecular relativa (Mr, en kDa) y el eje de las abscisas al punto isoeléctrico (pI). 
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En la Figura 14 se ilustran ejemplos de puntos para los que se detectaron diferencias, tanto 

cualitativa (ausencia-presencia) como cuantitativa (expresión diferencial relativa). 

 

 

 

A partir del análisis de 31 puntos seleccionados con base en los criterios establecidos (pág. 26) 

se determinó que existía expresión diferencial relativa para 20 de ellos, algunos de los cuales 

presentaron un incremento en sus valores de intensidad (+/- 1 desviación estándar). La imagen 

digital de los 20 puntos se comparó visualmente con los geles físicos y se eligieron algunos 

para su identificación por espectrometría de masas (Figura 15 y Tabla 4). 

 

Uno de los puntos extraídos del gel no se identificó debido a que por espectrometría de masas 

solamente se detectó un fragmento de la proteína (MM experimental 12.3 kDa, MM teórica 

56.7), el cual probablemente presenta un punto isoeléctrico más básico (pI experimental 5.5) 

que la proteína completa (pI teórico 4.6). Las proteínas identificadas presentaron una 

distribución variada en cuanto a sus valores de pI (4.6 a 5.7) y MM (13 a 49 kDa); se observó 

que existió incremento de ~2 veces en la expresión de una proteína de rBCGPstS-1 con 

respecto a BCG Tice. 

Figura 14. Detalle del análisis. Se muestran ejemplos de patrones de expresión diferencial entre puntos 

presentes en rBCGPstS-1 y no detectados en BCG Tice (A), así como entre puntos con distintos valores 

de intensidad (B). 
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Figura 15. Análisis cuantitativo de puntos de los secretomas de BCG Tice y rBCGPstS-1. La gráfica muestra el valor promedio de intensidad (DO/mm
2
) de 

cada punto +/- 1 desviación estándar (eje de las ordenadas) para cada uno de los 20 puntos que mostraron expresión diferencial relativa (eje de las abscisas). 

Los círculos rojos corresponden a los puntos de BCG Tice y los círculos negros a los de rBCGPstS-1. La X representa puntos que mostraron un incremento de 

~1 vez en la intensidad. 
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Proteína 

id_ 

Puntaje 

global 

No. de 

péptidos 

identificados 

(% de 

secuencia) 

CF 
a
 - Función 

Valores experimentales 

En el presente 

trabajo 

rBCGPstS-1 

IMPIB 
b
 

M. tuberculosis 

H37Rv CSN 

pI 
MM 

(kDa) 
pI 

MM 

(kDa) 

2 130 5 (38) 
7 - participa en la síntesis 

de nucleósidos trifosfato 
5.6 13.7 5.3 11.8 

3.1 127 3 (24) 10 - desconocida 5.7 14.5 - - 

3.2 111 4 (22) 10 - desconocida 5.7 14.5 5.6 14.4 

4 226 10 (56) 
2 - participa en procesos 

traduccionales 
4.7 14.0 - - 

5.1 306 6 (46) 
2 - participa en procesos 

traduccionales 
4.7 14.0 - - 

5.2 73 1 (8) 10 - desconocida 4.7 14.0 4.8 13.8 

6
c
 82 2 (7) 

7 - participa en la cadena 

respiratoria 
4.6 29.3 4.6 27.4 

9.1 203 5 (11) 7 - participa en la glicólisis 4.6 49.8 - - 

9.2 127 4 (13) 
2 - involucrada en la 

regulación transcripcional 
4.6 49.8 4.6 41.9 

 

Tabla 4. Proteínas identificadas. Se enlistan algunas proteínas identificadas por espectrometría de masas. 

a. Clasificación designada por la base de datos BCGList (http://genolist.pasteur.fr/BCGList/): 2 vías de 

información; 7 intermediario del metabolismo y respiración; 10 proteína hipotética. b. Instituto Max Planck de 

Biología de la Infección (http://web.mpiib-berlin.mpg.de/cgi-bin/pdbs/2d-page/). c. proteína que presentó 

incremento en la intensidad detectada en rBCGPstS-1. CSN: sobrenadante de cultivo. 



33 

 

8. DISCUSIÓN 

 

Se han identificado proteínas contenidas en los sobrenadantes de cultivo de diferentes especies 

micobacterianas, y se conoce que desempeñan diversas funciones: esenciales para el 

crecimiento y sobrevivencia, inmunógenos o factores de virulencia; las proteínas de filtrado de 

cultivo (PFC) al ser liberadas al medio extracelular pueden representar el contacto inicial con 

el sistema inmune del hospedero, y comportarse como moléculas inmunodominantes. En el 

presente estudio se analizaron los secretomas de BCG Tice y rBCGPstS-1 con el fin de 

identificar diferencias en el patrón de expresión proteico. 

 

Considerando que diversos análisis a nivel de proteínas han identificado marcos abiertos de 

lectura en M. tuberculosis H37Rv que no se habían detectado por análisis genómicos, así 

como la ausencia de péptido señal en PFC; el estudio proteómico de vacunas BCG 

complementa el abordaje genómico al revelar el perfil proteínico, producto de los genes 

expresados. 

 

La mayoría de los estudios proteómicos que han descrito PFC corresponden a cultivos de M. 

tuberculosis, en este trabajo se analizó el perfil de PFC de M. bovis BCG cultivada in vitro. Al 

igual que las proteínas de extracto celular, la mayoría de las PFC de M. tuberculosis se 

encuentran en la región de 4.0 a 7.0 de pH; de manera que los resultados del presente estudio 

evidencian que los secretomas de BCG Tice y rBCGPstS-1 poseen una distribución de PFC 

que corresponde a lo reportado previamente 
93, 94

. Referente a la Mr, la mayoría de los puntos 

detectados se encuentran en el intervalo de 10 a 80 kDa. 

 

Las PFC de las vacunas BCG Tice y rBCGPstS-1 se distribuyen de manera similar según su 

Mr y pI (Figura 12). El antígeno PstS-1 está presente en la superficie micobacteriana, por lo 

que es posible que en rBCGPstS-1 existan depósitos de esta lipoproteína a nivel de la pared 

celular como consecuencia de su sobre-expresión; esto a su vez pudo haber provocado la 

disminución en la secreción o liberación de PFC al medio de cultivo de rBCGPstS-1 con 

respecto a BCG Tice (Figura 13). 
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En cuanto a las diferencias en la intensidad de los puntos, varios autores señalan que al 

visualizar las proteínas por tinción con plata no es posible realizar un análisis cuantitativo para 

detectar diferencias de expresión 
95-98

; sin embargo, otros autores han reportado expresión 

diferencial a partir de la comparación de intensidades de puntos teñidos con plata 
75, 76, 99-101

. 

Ante esta controversia al utilizar la tinción con plata (y dado que los valores de %CV 

permitieron demostrar la reproducibilidad de la técnica experimental), en el presente estudio 

se determinó realizar un análisis de “expresión diferencial relativa” con base en los valores de 

intensidad detectados para algunos puntos comunes a BCG Tice y rBCGPstS-1. 

 

Los mayores valores de intensidad de pixeles correspondieron a proteínas de BCG Tice 

(Figura 15); esto podría indicar que en la BCG Tice recombinada con pstS1 existe un 

impedimento para la secreción adecuada o liberación de proteínas. Algunos puntos que 

mostraron cambios de aproximadamente 1 vez en su valor de intensidad fueron identificados 

(Tabla 4). 

 

De acuerdo a los grupos funcionales a los que pertenecen las proteínas identificadas, la 

mayoría de estas proteínas se relacionan con procesos metabólicos (id_6, id_9 y id_2). No 

obstante, algunas de estas proteínas poseen actividad inmunorreguladora y se han relacionado 

con la virulencia del bacilo, como se describe a continuación. 

 

La única proteína para la cual se determinó un mayor incremento de expresión (casi el doble 

de intensidad de píxeles) en rBCGPstS-1 con respecto a BCG Tice fue id_6, la cual es aceptor 

de electrones específico para varias deshidrogenasas y los  transfiere a la cadena respiratoria; 

se ha propuesto que esta proteína participa en la beta-oxidación de ácidos grasos 
77

, los cuales 

son componentes esenciales de la compleja pared de las micobacterias; ha sido detectada 

previamente en sobrenadantes de cultivo, extracto celular y fracción de la pared celular de M. 

tuberculosis H37Rv 
93, 102, 103

, y ha sido identificada como antígeno inmunodominante de 

células T 
77

. 

 

Por otro lado, las proteínas que mostraron mayor incremento en sus valores de intensidad en 

BCG Tice fueron identificadas como proteínas hipotéticas (de estructura y función 
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desconocida); este es el caso de las proteínas id_3.1 e id_3.2, esta última regulada 

negativamente en M. tuberculosis H37Rv cuando se cultiva en bajas concentraciones de hierro 

104
. La id_3.1 no ha sido reportada en estudios previos de proteómica, y el gen que la codifica 

ha sido descrito como no esencial para el crecimiento in vitro de M. tuberculosis; algunos 

autores sugieren que este tipo de genes podrían ser esenciales para la supervivencia 

micobacteriana en el ambiente del hospedero 
99

. 

 

La proteína id_2 es una enzima citosólica secretada tanto por M. tuberculosis H37Rv como 

por M. bovis BCG 
105, 106

; participa en la síntesis de nucleósidos trifosfato, se autofosforila y 

posee amplia especificidad de sustrato, interviniendo en el control del crecimiento y 

señalización celular 
85

. La id_2 secretada por M. tuberculosis al medio extracelular actúa como 

factor citotóxico para macrófagos al secuestrar el ATP e inhibir la activación de los receptores 

P2Z y la consecuente fusión fagosoma-lisosoma; por lo que se ha relacionado con la 

supervivencia del bacilo y evasión del sistema inmune. 

 

En un estudio comparativo de los proteomas de la fracción celular de algunas vacunas BCG y 

M. tuberculosis H37Rv realizado en el Programa de Inmunología Molecular Microbiana 

(comunicación personal), se detectó que los puntos correspondientes a id_4 e id_5.1 se 

encontraban presentes únicamente en las BCG. En el presente trabajo también se detectó la 

presencia de estos puntos en el sobrenadante de cultivo tanto de BCG Tice como de 

rBCGPstS-1, por lo que fueron seleccionados para su identificación por espectrometría de 

masas. Los puntos id_4 e id_5.1 fueron identificados como la misma proteína, la cual es una 

proteína ribosomal formada por dos dominios diferentes; ambos dominios están codificados 

por el mismo gen y se diferencian por una acetilación en el extremo amino terminal de uno de 

ellos 
107

. Se ha reportado a este dímero como uno de los componentes termoestables del 

derivado proteínico purificado (PPD), capaz de inducir una fuerte respuesta de 

hipersensibilidad retardada 
108

. Esta proteína ribosomal se relaciona con mecanismos 

traduccionales, ya que actúa como receptor de diferentes factores involucrados en la síntesis 

de proteínas y desempeña una función esencial para el correcto proceso traduccional; también 

se ha identificado a esta proteína como antígeno inmunodominante de células T 
77

. 

 



36 

 

La identificación de las PFC de rBCGPstS-1 con expresión diferencial relativa con relación a 

BCG Tice, sugiere que en condiciones in vitro la vacuna BCG recombinante regula la 

liberación de PFC involucradas en procesos metabólicos e inmunogénicas; por otro lado, dado 

que la vacuna recombinante posee menor cantidad de la proteína id_2, es posible que  la 

sobre-expresión de la lipoproteína PstS-1 (que forma parte de un sistema de transporte de 

fosfatos tipo ABC) esté involucrada de manera importante en procesos dependientes de vías 

de señalización reguladas por fosfato. 

 

Existen evidencias de presencia de anticuerpos contra PFC en suero de pacientes con TB y 

células T específicas para el mismo tipo de proteínas en individuos infectados con M. 

tuberculosis, por lo que ensayos de proliferación celular bajo el estímulo de las PFC de 

rBCGPstS-1 expresadas diferencialmente con respecto a BCG Tice, permitirán identificar 

antígenos candidatos para vacunas y/o pruebas de diagnóstico más sensibles y específicas. 

 

Es posible que los perfiles de proteínas liberadas in vitro reflejen la expresión de proteínas que 

tienen acceso al medio extracelular cuando la micobacteria se encuentra en el interior del 

fagosoma. La futura identificación y caracterización de las proteínas liberadas por rBCGPstS-

1 al entrar en contacto con el ambiente intracelular de macrófagos, aportará información 

relevante sobre los antígenos involucrados en la modulación de la respuesta inmune del 

hospedero y su relación con el incremento en la mayor protección conferida por la vacuna 

recombinante. 

 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo proporcionan una descripción de los cambios 

globales en el perfil de expresión de proteínas de filtrado de cultivo de la vacuna recombinante 

rBCGPstS-1 con respecto a BCG Tice; futuros estudios de células estimuladas con proteínas 

expresadas diferencialmente entre estas dos vacunas contribuirán a un mejor entendimiento de 

los mecanismos empleados por la rBCGPstS-1 para inducir una respuesta inmune de mayor 

eficacia protectora. 
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9. CONCLUSIONES 

 

 BCG Tice y rBCGPstS-1 poseen una distribución similar de proteínas de filtrado de 

cultivo. 

 rBCGPstS-1 libera menor número de proteínas al medio de cultivo. 

 Las PFC con expresión diferencial relativa en rBCGPstS-1 con respecto a BCG Tice 

identificadas como antígenos inmunogénicos podrían participar en la eficaz respuesta 

inmune inducida por la vacuna recombinante. 
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ANEXOS 

 

MEDIOS 

 

A. Medio Sauton 

Para 1 L: disolver 4 g de L-asparagina, 2 g de ácido cítrico, 0.5 g de fosfato de potasio, 0.5 g 

de sulfato de magnesio heptahidratado, 0.05 g de citrato férrico de amonio, 15 mL de glicerol 

y 5 g de piruvato de sodio en 900 mL de H2Od, ajustar el pH a 6.9 - 7.0 con NaOH 1 M y 

llevar a volumen. Esterilizar por filtración a través de membrana de 0.22 μm. 

Para el cultivo de la subcepa rBCGPstS-1 se adicionó sulfato de kanamicina 0.03 mg/mL cada 

tercer día. 

 

 

SOLUCIONES 

 

B. Amortiguadora de carga 2X 

Tris-HCl pH 6.8 (0.125 mM), glicerol 20 % v/v, SDS 4 % w/v, -mercaptoetanol 20 μL/mL, 

azul de bromofenol 0.01 % w/v. 

Disolver en H2Od y almacenar protegido de la luz a 4 °C. Para preparar la muestra, se mezcla 

con en relación 1:1 y se calienta en baño maría por 5 min. 

 

C. Tris-HCl pH 6.8 (0.5 M) 

Para 100 mL: disolver 6 g de Tris base en 60 mL de H2Od, ajustar a pH 6.8 con HCl 6 N y 

llevar a volumen. Filtrar con membrana de 0.45 µm y almacenar a 4 °C. 

 

D. Amortiguadora de Rehidratación 

Urea 9 M, CHAPS (3-[(3-colamidopropil)dimetilamonio]-1-propanosulfonato) 4 % w/v, DTT 

70 mM, azul de bromofenol 0.001 %, anfolinas (Bio-Lyte pH 3-10, Bio-Rad) 0.1 %. 

Rehidratar el CHAPS, la urea y el azul de bromofenol con la muestra de proteína, agregar el 

DTT y H2Od cbp el volumen final deseado de la mezcla. Para tiras gradiente inmobilizado de 
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pH (IPG) de 11 cm, mezclar 180 µL de la solución amortiguadora de rehidratación con las 

anfolinas. Las tiras IPG se rehidratan de 10 a 16 h a temperatura ambiente. 

 

E. Amortiguadora de Equilibrio 

Urea 6 M, Glicerol 30 % v/v, Tris pH 8.8 50 mM, SDS 2 % w/v, azul de bromofenol 0.002 %. 

Disolver, llevar a volumen con H2Od y almacenar a temperatura ambiente. Las tiras IPG se 

equilibran 15 min en solución amortiguadora de equilibrio con DTT (0.0972 M) y 

posteriormente con IAA (0.2027 M). 

 

F. Tris pH 8.8 (1.5 M) 4X 

Tris base 18.17 %, SDS 0.4 %. 

Disolver en H2Od, ajustar a pH 8.8 con HCl 1 M y llevar a volumen con H2Od. Filtrar con 

membrana de 0.45 µm y almacenar a 4 °C. 

 

G. Acrilamida/bis-acrilamida (T 30 % C 3 %) 

Para 100 mL: disolver 29.1 g de acrilamida y 0.9 g de bis-acrilamida, y llevar a volumen con 

H2Od. Desgasificar, filtrar con membrana de 0.45 µm y almacenar protegido de la luz a 4 °C. 

 

H. Persulfato de Amonio (PSA) 10 % 

Para 6 mL: disolver 1.2122 g de PSA en H2Od, desgasificar y almacenar en alícuotas de 150 

µL a -70 °C. 

 

I. Agarosa para sellar 

Agarosa 0.5 % w/v, Buffer de corrida 5X 10 mL, azul de bromofenol 0.002 % w/v, H2Od 40 

mL. Fundir la agarosa en el H2Od y almacenar en alícuotas de 5 mL en tubos de vidrio con 

tapón de rosca. 

 

J. Amortiguadora de corrida 5X 

Glicina 192 mM, Tris base 25 mM, SDS 0.1 %. 

Disolver, llevar a volumen con H2Od y filtrar con papel Whatman #1.  Almacenar a 4 °C. 
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K. DGGE 10 - 17 % 

Mezclar dos soluciones de poliacrilamida utilizando un sistema formador de gradiente, las 

soluciones se preparan de la siguiente manera: 

 

Reactivo 
Solución al 10 % 

de acrilamida 

Solución al 17 % 

de acrilamida 

Sucrosa –––– 8.25 g 

H2Od 22.660 mL 4.840 mL 

Tris pH 8.8 (1.5 M) 4X 13.750 mL 13.75 mL 

Solución de acrilamida/bis-

acrilamida (T 30 % C 3 %) 
18.330 mL 31.167 mL 

PSA 10 % 250 µL 80 µL 

TEMED* 13 µL 13 µL 

Volumen final 55 mL 55 mL 

*N, N, N', N'-Tetrametiletilendiamina 

 

Una vez inyectado el volumen total de la mezcla, se coloca una capa de isopropanol sobre los 

geles para que la superficie de los mismos quede plana. Los geles se dejan polimerizar al 

menos durante 1 h. 

 

 

TÉCNICAS DE LABORATORIO 

 

L. Cuantificación de proteínas por el método de Bradford (microensayo) 
109

 

En una microplaca y a partir de un estándar de BSA 1 mg/mL, preparar una curva con 1, 2 ,3 

4, 5, 6 ,8 y 10 μg de proteína. Agregar H2Od cbp 50 μL y añadir 200 μL de reactivo de 

Bradford. Incubar 5 min en oscuridad y leer a Aλ595nm y Aλ450nm. El complejo colorante-

proteína es estable hasta por 60 min. La cantidad de proteína contenida en la muestra por 

interpolación a partir de una gráfica. 
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M. Tinción con plata 

Todas las soluciones deben prepararse el mismo día en que serán utilizadas. Las soluciones de 

pre-tratamiento, impregnación y revelado deben prepararse al instante. 

Fijación: EtOH 40 %, CH3COOH 5 % 

Lavado: EtOH 5 % 

Pre-tratamiento: Na2S2O3·5H2O 0.2 g/L 

Impregnación: AgNO3 2 g/L, formaldehído 37% 0.4 mL/L. Proteger de la luz. 

Revelado: NaCO3 30 g/L, Na2S2O3·5H2O 4 mg/L, formaldehído 37 % 0.4 mL/L 

Paro: CH3COOH 10 % 

 

Todo el procedimiento se realiza a temperatura ambiente tal como se describe a continuación: 

1. Al finalizar la corrida electroforética, colocar el gel en un recipiente en el cual quede 

completamente plano y sin dobleces. Agregar solución de fijación suficiente para que lo 

cubra por completo y dejar en agitación leve (50 rpm) mínimo durante 4 h. 

2. Colectar los desechos de la solución de fijación y realizar 2 lavados de 20 min cada uno en 

la solución de lavado. 

3. Desechar los restos de la solución de lavado y realizar 3 lavados de 5 min cada uno en 

H2Od. 

4. Incubar en solución de pre-tratamiento exactamente durante 2 min. 

5. Desechar los restos de la solución de pre-tratamiento y realizar 3 lavados de 20 seg. cada 

uno en H2Od. 

6. Agregar la solución de impregnación y dejar en agitación leve (50 rpm) durante 25 min. 

7. Colectar los desechos de la solución de impregnación y realizar 2 lavados de 20 seg. cada 

uno en H2Od. 

8. Agregar 10 mL de la solución de revelado y enjuagar el gel y el recipiente. Desechar esa 

solución y agregar el resto de la solución de revelado. Mantener en agitación durante 10 

min o hasta que se logre la imagen deseada según la aparición de los puntos. 

9. Desechar la solución de revelado y lavar 2 veces 2 min con H2Od. 

10. Agregar la solución de paro. Capturar la imagen digital del gel dentro de la siguiente 

media hora de que se haya detenido el revelado. Los geles pueden almacenarse en la 

solución de paro a 4 °C hasta por una semana. Antes de secar los geles entre dos hojas de 

papel celofán, se recomienda hacer un lavado con solución de glicerol al 10 % durante 10 

min. 
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