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Resumen

RESUMEN

La tuberculosis es una enfermedad infectocontagiosa cronica ocasionada por el
complejo Mycobacterium tuberculosis. Actualmente la Unica vacuna aprobada por
la OMS para la prevencion de la tuberculosis es la vacuna del bacilo Calmette y
Guérin (BCG) proveniente de una cepa atenuada de M. bovis. Vacuna que ha
mostrado conferir una eficacia protectora que varia del 0% al 80%; atribuida, entre
otros factores, a la heterogeneidad bioquimica y molecular de las diferentes
subcepas de BCG. Por lo que es necesario identificar y caracterizar inmundgenos
involucrados en las diferencias de la eficacia protectora conferida por las subcepas
BCG; una forma, es a través de la produccion de anticuerpos monoclonales
(AcMo) que reconozcan proteinas inmundgenicas Unicas de las subcepas BCG,
por ello en el presente trabajo se realiz6 la produccidén y caracterizacién de AcMo

contra la subcepa BCG México.

La produccion de los AcMo se realizé con el desarrollo del inéculo de BCG
México, éste se inmuniz6é a un grupo de ratones hembras BALB/c. Se seleccioné
al ratbn con mayor produccién de anticuerpos y se extrajeron sus esplenocitos
para su fusidbn con células de mieloma. Los hibridomas obtenidos fueron
seleccionados, clonados y cosechados; se selecciond el hibridoma con los
anticuerpos con mayor reactividad a la cepa, éstos se caracterizaron a través de
su reactividad cruzada con otras micobacterias e identificacion de las proteinas

reconocidas.

Los AcMo reconocieron tres proteinas de la subcepa BCG México con regiones
conservadas entre si, dos proteinas forman parte de procesos metabdlicos y la
otra es una proteina hipotética conservada. Presentaron reactividad cruzada con
diferentes micobacterias, lo cual correlaciona con el resultado del analisis de las
secuencias de las proteinas reconocidas, ya que son idénticas en el Complejo
Mycobacterium tuberculosis. Estos anticuerpos monoclonales son Uutiles para el

disefio de nuevos estudios en la caracterizacion de la cepa BCG México.

viii
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Antecedentes

ANTECEDENTES

1 Tuberculosis

La tuberculosis es una enfermedad tan antigua como el hombre, ha afectado a la
humanidad desde la prehistoria, siendo documentada desde hace 5,000; 3,300 y
2,300 arios en Egipto, India y China, respectivamente; pero es en Grecia alrededor
del 400 AC donde fue nombrada tisis (fundirse o derretirse, por los sintomas
particulares que presentaban las personas enfermas). Hipdcrates la consider6 la
enfermedad mas extendida de los tiempos, ademas describid las caracteristicas
clinicas de la enfermedad, establecidé un rango de edad entre 18 a 35 afios como

el mas comun para ésta y propuso que no era contagiosa, sino hereditaria "2 3.

La epidemia de tuberculosis en Europa fue conocida como “La Gran Plaga Blanca”
e inici6 a principios del siglo XVII y continio por los siguientes 200 afnos,
considerando inevitable la muerte por tuberculosis; fue la principal causa de

muerte en 1965 "3,

A través de los anos existieron muchas aportaciones cientificas de la enfermedad
como la de Jean-Antoine Villemin en 1865, quien establecié la naturaleza
infecciosa y postulo la posibilidad de aislar al agente causal de ésta. Pero sin duda
una de las aportaciones mas relevante fue la de Robert Koch en 1882, quién aislé
al agente etiolégico nombrado “Bacilo de Koch” 6 Mycobacterium tuberculosis y

demostro la etiologia de la enfermedad ' 22,
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En la actualidad se conoce que el complejo Mycobacterium tuberculosis es el
causante de la tuberculosis en humanos y animales, se encuentra conformado por
las especies: M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti, M. canettiy M.

bovis BCG *.

La tuberculosis es una enfermedad de tipo infectocontagiosa, que se transmite
principalmente por via aérea (Figura 1) a través de la inhalacién de pequenas
gotas de saliva de entre 1 y 5um que contienen al bacilo y son expulsadas por
pacientes infectados al toser, hablar o estornudar. Ocasionando una lesién inicial
en pulmones (tuberculosis pulmonar), la cual es la forma mas comun de la
enfermedad; pero también existen las formas extrapulmonares como la meningea,

miliar, etc *°.

Figura 1. La principal via de transmisién de la tuberculosis es por via aérea.
Tomada de www.web.njcu.edu

La tuberculosis se divide en dos etapas: primaria (aguda) y post-primaria (crénica).
En la tuberculosis primaria el individuo tiene el primer contacto con el bacilo, si
éste alcanza al pulmén se establece una respuesta inmune para su eliminacion; lo
que origina la formacion de un granuloma o tubérculo en el sitio de infeccion,
compuesto por células del sistema inmune que tienen como funcién contener el

2
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bacilo para prevenir su crecimiento y diseminacion. En esta etapa, la infeccion
suele ser asintomatica y por lo tanto no es controlada, se estima que una persona

infectada contagia aproximadamente de 10 a 15 personas por afio > °.

La tuberculosis post-primaria principalmente surge a partir de la reactivacion de
una infeccién inicial via endbgena, que ocurre principalmente en un estado
inmunocomprometido del paciente, é por una reinfeccién via exégena (principal
via). Aproximadamente ocurre entre los 5 afios posteriores a una infeccién
primaria, con el surgimiento de lesiones que crecen formando cavidades
pulmonares donde los bacilos se filtran y son descargados en la expectoracion, si
la lesion granulomatosa aumenta los bacilos llegan a la circulacion resultando en

una enfermedad miliar > ©.

La poblacion mas afectada son jovenes y adultos que se encuentran en su
mayoria establecidos en paises en vias de desarrollo. Aunque toda la poblacién es
susceptible a la infeccion de tuberculosis, existen diferentes factores que
predisponen a ésta, como la coinfeccion con otras enfermedades, por ejemplo los
pacientes con SIDA 6 VIH positivo tienen mayor probabilidad de adquirir una
infeccion de tuberculosis 6 tener una reactivacion, siendo una importante causa de

mortalidad entre la poblacién VIH-positivo > .

El diagnostico de la enfermedad se realiza por la deteccién del bacilo en
expectoracion y otros fluidos corporales, los “estandares de oro” para el

diagnéstico de una tuberculosis pulmonar activa son la baciloscopia (tincién de

3
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Ziehl-Neelsen) y cultivo microbiolégico; pero en algunos casos como en la
tuberculosis extrapulmonar el diagnostico es dificili con éstos métodos
convencionales, siendo los métodos de inmunodiagnostico una opcion efectiva y
rapida, como pruebas serolégicas y mas recientemente la induccién in vitro de
interferon gamma via antigeno — especifico en macrofagos alveolares o monocitos

periféricos (QuantiFERON-TB) -8,

El tratamiento para la tuberculosis es a base de antifimicos de primera linea como
la rifampicina, etambutol e isoniazida; su duracion es de periodos prolongados
entre 6 a 12 meses, lo que provoca en muchos casos el abandono del tratamiento,
principalmente en aquellas poblaciones de bajos recursos las cuales son las mas

susceptibles °.

El abandono del tratamiento produce la resistencia a los farmacos de primera linea
origindndose cepas de M. tuberculosis multidrogo resistentes (TB-MDR), para
estos pacientes existen tratamientos con farmacos de segunda linea que son mas
caros, con mayor periodo de tratamiento y efectos secundarios mas graves °. En
la actualidad existen cepas de tuberculosis extremadamente drogo resistentes
(TB-XDR) las cuales presentan resistencia a los farmacos de primera linea, a
todos los tipos de fluoroquinolonas y por lo menos a uno de los tres medicamentos

de la segunda linea °.
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1.1 Epidemiologia

En el mundo se estima que cada segundo se produce una nueva infeccién por el
bacilo causante de la tuberculosis y que un tercio de la poblacion mundial se

encuentra infectada, lo equivalente a mas de 2 billones de personas °.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en su reporte de control global de
tuberculosis del 2009, reportd 9.27 millones de casos nuevos de tuberculosis en el
2007 (Figura 2), incluyendo pacientes VIH positivos. A nivel mundial, Asia es el
continente que presenta los paises con mayor numero de casos nuevos de

tuberculosis, siendo India, China e Indonesia los paises mas afectados °°.

Estimated number of
o TE c2sas fall fomms)

o o-=e
e
[ wooossass
[ o oo0-555 59
B 2000
] o =tmts

Figura 2. Distribucién mundial de la tuberculosis. Numero estimado de casos nuevos de
tuberculosis por cada 100 000 habitantes estimados en el 2007. OMS, 2009 °
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De los pacientes VIH positivo se estima que al menos un tercio se encuentra
infectado de tuberculosis, ésta coinfeccion predomina en Africa y es la principal
causa de muerte en estos pacientes '°. En el 2007 se registraron 1.37 millones de
personas con tuberculosis y VIH positivo, o que equivale al 14.8% en el registro

de casos nuevos con tuberculosis.

La mortalidad registrada para la tuberculosis en el 2007 fue de 1.32 millones de
muertes en personas VIH-negativo y 456 000 muertes en personas VIH-positivo a
nivel mundial '°.

En México fueron registrados 18,210 casos nuevos en el 2008, de los cuales el
82.5% corresponde a la forma pulmonar. En el mismo afo la tasa nacional de
morbilidad para las formas pulmonares fue de 14.1 por cada 100 000 habitantes
(Figura 3) "', siendo los estados de Baja California, Guerrero y Tamaulipas los que
presentan mayor incidencia. En cuanto a la mortalidad la tasa fue de 1.7 por cada

100 mil habitantes.

La razén hombre:mujer fue de 1.5:1 y aunque varia de un estado a otro sigue
siendo mas frecuente en hombres en edad productiva. Las enfermedades maés
frecuentemente asociadas a la tuberculosis ademas de VIH son: diabetes mellitus

(21.4%), desnutricion (15.6%), alcoholismo (6.8%) y SIDA (6%) ™.
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SSA'.

1.2 Control y prevencion de la tuberculosis

En 1993 la OMS declaré a la tuberculosis como una enfermedad emergente 2, la
cual se vio favorecida por la coinfecciébn con VIH, el incremento de cepas
resistentes y la migracion '*. Como parte de una resolucién para el control de la
tuberculosis, la OMS propuso una estrategia recomendada internacionalmente
denominada TAES (tratamiento acortado estrictamente supervisado) %, que tiene
como finalidad reducir marcadamente la poblacibn mundial infectada de
tuberculosis para el afio 2015 . Aunque en paises como la India esto no sera

posible, por la elevada poblacién de personas infectadas.
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Los principales componentes del TAES incluyen: el compromiso del gobierno, la
deteccién de casos mediante pruebas bacteriolégicas de calidad, tratamiento
normalizado con supervision y apoyo al paciente, un sistema de suministro regular
de medicamentos, y un sistema de vigilancia para la supervision y evaluacion del

programa '*. Las metas establecidas para ésta estrategia son:

- En el 2005 detectar al menos el 75% de los casos de tuberculosis infecciosa y
curar al menos el 85% de estos.

- En el 2015 reducir la prevalencia de la tuberculosis y la mortalidad en un 50%
respecto a 1990.

- En el 2030 eliminar la tuberculosis como problema de salud publica (1 caso por 1

millén de habitantes).

Mientras que para la prevencién de la tuberculosis desde hace casi un siglo se
realiza la vacunacion con el bacilo vivo atenuado de Calmette y Guérin 6 vacuna

BCG.

1.3 Vacuna BCG

La Unica vacuna que se tiene para la prevencion de la tuberculosis es el bacilo
vivo atenuado de Calmette y Guérin 6 BCG. Esta vacuna fue desarrollada por
Albert Calmette y Camille Guérin en el Instituto Pasteur de Lille, Francia entre
1908—-1921, a partir de una cepa virulenta de Mycobacterium bovis obtenida de

leche procedente de una vaca con mastitis tuberculosa ™ '° 6.
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La cepa virulenta fue subcultivada por periodos de 3 semanas durante 13 afos en
medio de papa glicerinada adicionado con bilis de buey, durante este tiempo se
observaron modificaciones en su morfologia colonial y se realizaron experimentos
en diferentes modelos animales como conejillos de india, conejos, perros, vacas,
caballos, gallinas y primates no humanos; al administrar la cepa a diferentes dosis
y por diferentes vias, ésta fue bien tolerada, sin producir lesiones tuberculosas y

genero proteccién contra las cepas virulentas '® 7.

La primera vacunacion en humanos con la BCG se realizd en 1921 en Paris; por
via oral a un infante cuya madre habia fallecido por tuberculosis poco después del
parto, el infante no desarrollé la enfermedad y tuvo buena tolerancia a la vacuna.
Durante el periodo de 1921-1924 fueron vacunados mas de 300 nifios en Europa,

estableciéndose la seguridad y eficacia de la vacuna '® '8,

En el Instituto Pasteur se conservé el cultivo de la cepa vacunal BCG, hasta que
en 1924 se distribuyeron subcultivos de ésta cepa a diferentes paises para el uso
y preparacion local de la vacuna, éstos subcultivos fueron llamados con el nombre
del instituto, investigador 6 pais que los recibio; surgiendo asi las “subcepas

BCG”15.

En 1974 la vacuna BCG fue introducida en el programa amplio de inmunizacién de
la OMS (EPI por sus siglas en inglés), donde se recomendd la administracion de
una dosis Unica antes del primer afio de edad '*. Actualmente la vacuna BCG es

obligatoria en 64 paises y oficialmente recomendada en otros 118 paises y

9
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territorios '*. La OMS estima que en la actualidad mas de 3 mil millones de
personas han sido vacunadas con BCG, con una cobertura de vacunacion del

80% al nacimiento en el 2009 (Figura 4) *°.

o %
[ B '
B <50% (3 countrios or 2%) v /
é [ 50-79% (15 countriss or )
[ ] 60-89% (2 countriag or 16%)
Source WHOIUMICEF coverage estimales - >=00% (116 couninies or 73%)
19B0-2009, July 2010, 193 WHO Member N licah ]
Stales. Dale of slide: 27 July 2010 I Mot applicable {34 countries)

Figura 4. Cobertura mundial de vacunacién con BCG al nacimiento, en el 2009. Se observa que el
60% de los paises a nivel mundial tienen una cobertura de vacunacién con BCG al nacimiento
mayor o igual al 90%. OMS 2009 '°

1.3.1 Vacunacion con BCG en México

En México el Instituto Nacional de Higiene reporta que la vacuna BCG comenzé a
aplicarse en 1925 . El Instituto de BCG se inauguré en 1949, el cual fue
encargado de la preparacion, distribucién, aplicacion y control de la vacuna BCG
durante 16 afos. La vacuna que se producia en este instituto ademas de ser
aprobada fue estudiada por la division de control de productos biolégicos de la

OMS, a partir de un estudio comparativo con la vacuna patrén elaborada en el
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Staten Serum Institut, Dinamarca; y mostr6 ser tan aceptable como ésta. Por ello
en 1950 esta vacuna fue distribuida a todo el territorio nacional y a diversos paises

de Sudamérica 2> 2",

La produccién de la vacuna BCG en México se detuvo en 1965 y fue reanudada
cinco anos mas tarde, con un cambio de lote semilla en el método de produccion,
a partir de la subcepa BCG Danesa; hasta 1998 que finaliz6é la produccion por
problemas de estabilidad, anaquel y la privatizacion del Staten Serum Institut,
Dinamarca. Actualmente la vacuna se compra a diferentes proveedores, siendo
BIRMEX el responsable de la conservacion y control de calidad de la vacuna

adquirida por México 2.

1.3.2 Eficacia protectora de la vacuna BCG

La BCG es una vacuna segura con bajos efectos adversos; sin embargo, existen
muchos estudios y meta-andlisis que cuestionan su eficacia protectora, ya que
provee una eficacia protectora en nifos mayor al 80% contra la formas graves de
la tuberculosis como la miliar y meningea; pero en adultos y adolescentes confiere
una eficacia protectora del 0—-80% en la tuberculosis pulmonar, la cual es la forma

méas comun de la enfermedad (Figura 5)'% '* 2223 24,

En adultos esta variabilidad en la eficacia protectora de la vacuna contra la

enfermedad pulmonar fue atribuida a diferentes factores entre los que destacan:
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e Micobacterias ambientales. La previa exposicibn a micobacterias
ambientales ha demostrado que provee de una respuesta inmunitaria a
antigenos comunes entre éstas, lo cual enmascara o bloquea la respuesta

de la vacuna BCG 12226

e Factores genéticos: Existen evidencias que varios genes controlan los
mecanismos de inmunidad celular que influyen en la susceptibilidad a la
tuberculosis y otras infecciones por micobacterias, por lo que las
diferencias genéticas entre poblaciones podrian explicar las diferencias en

proteccién de la BCG 2%,

e Diferencias en la virulencia de algunas subcepas de M. tuberculosis. Los
distintos niveles de virulencia proporcionados por las diferentes cepas de

M. tuberculosis modifican la respuesta dada por la vacuna BCG ' #’.

e Diferencias entre subcepas BCG. El tipo de preparacién asi como la
subcepa BCG empleada en la vacunacion ha demostrado conferir

diferentes niveles de proteccion (Figura 5) 2242728,

Estos y mas factores han mostrado que individualmente 6 combinados interfirieren

en la eficacia protectora conferida por la vacuna BCG, son ampliamente

estudiados para establecer una mayor eficacia protectora contra la tuberculosis.
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Figura 5. Meta-analisis de la eficacia protectora estimada entre diferentes vacunas BCG
contra diferentes formas de tuberculosis. En la tuberculosis meningea, miliar y varias formas,
la eficacia protectora promedio es mayor al 50%; mientras que en la tuberculosis pulmonar
varia entre el 0 - 80% la eficacia protectora. Con un intervalo de confianza del 95%.Modificado

de Fine, 1999 "
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1.3.3 Subcepas BCG

La distribucion mundial de la cepa vacunal BCG en 1924, ocasion6 que los
métodos de propagacién variaran entre paises lo que ocasiono que la cepa
continuara una atenuacién diferente en cada subcepa. En la década de 1950
varios productores de la vacuna reconocieron la aparicién de subcepas BCG con

distintas caracteristicas morfolégicas, bioquimicas e inmunolégicas ¢ 1729,

Para detener el proceso de evolucién in vitro de las subcepas BCG, en 1966 la
OMS introduce del sistema de lote semilla (seed-lot system) para la produccion de

la vacuna y su preservacion por el método de liofilizacion 2 '3,

Estas diferencias han sido y son estudiadas para identificar si son responsables de
la variabilidad de la eficacia protectora que confieren las subcepas BCG contra la

tuberculosis; las principales diferencias son:

e Genéticas. Se han analizado variantes genéticas entre las subcepas BCG
comparandolas con M. tuberculosis y M. bovis y se encontré en todas las
subcepas BCG la supresion de la region de diferencia 1 (RD1), la cual ha
sido un acontecimiento critico para la atenuacién de la cepa M. bovis
(Figura 6). En 1999, Behr y col. identificaron dos variantes genéticas bien
definidas entre las subcepas BCG, una variante fue dada en la secuencia
de insercion (1S)6110, de la cual se tienen dos copias de esta region en

aquellas subcepas obtenidas del Instituto Pasteur antes de 1926
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(posteriormente denominadas subcepas BCG tempranas, Figura 6),
mientras que las obtenidas después de 1931 (posteriormente denominadas
subcepas BCG tardias, Figura 6) tienen solo una copia de ésta region; la
otra variante genética fue dada por el gen para la proteina antigénica
MPT64, la cual es expresada en M. tuberculosis, M. bovis y en las
subcepas tempranas, pero es ausente en las subcepas tardias por lo que
estas subcepas no producen los acidos metoxi-micélicos, y ocasiona la

reduccién en la supervivencia de la bacteria en el macréfago ' 1828 29.31,

En un estudio comparativo del transcriptoma entre subcepas BCG
tempranas y tardias (BCG Japén y BCG Pasteur, respetivamente) realizado
en el 2007, por Brosh y col. revelaron una extensiva variacion en la
expresion de genes entre las subcepas BCG tempranas y tardias, lo que
conduce a una excesiva o insuficiente produccién de proteinas de
superficie, antigenos proteicos inmunodominantes, factores de virulencia y
enzimas; los cuales inducen respuesta protectora. Esta variabilidad
genética resulta en diferencias fenotipicas, que contribuyen a la variabilidad

de la eficacia protectora entre las subcepas BCG '7 '8-28.29.31,
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Figura 6. Genealogia de las subcepas BCG. En esta imagen se muestran las diferencias genéticas
que han sufrido diferentes subcepas BCG a partir de cepa virulenta M. bovis, como las regiones de
diferencia, marcada en rectangulos; asi como el grupo de las subcepas BCG tempranas y de las
subcepas BCG tardias. Modificado de Brosh, 2009 %.

e Inmunoldégicas. Existen estudios en animales y humanos que muestran que

hay diferencias significativas entre la respuesta inmune inducida por las
diferentes subcepas BCG (Figura 5). En el 2006, Castillo-Rodal y col.
evaluaron el nivel de proteccibn de 10 diferentes subcepas BCG
(incluyendo a la cepa BCG México) en un modelo murino con tuberculosis
pulmonar progresiva, determinaron UFC en pulmdn, respuesta de
hipersensibilidad de tipo tardia, dafo tisular y perfil de citocinas;

demostraron que existe una amplia variedad en la proteccion conferida
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entre las subcepas BCG, también que éstas protegen contra la progresion
de la enfermedad, pero ninguna previene la infeccién. La subcepa BCG
Phipps fue identificada como la subcepa que confirié el menor dafo tisular y
mayor nivel de proteccion en los ratones inmunizados seguida por BCG

Dinamarca 3" 3233,

Existe otro estudio realizado en el 2009, por Hayashi y col. donde
reportaron las diferencias en la actividad de inmunoestimulacién conferida
por las subcepas BCG en lineas celulares de ratébn y humano; vy
demostraron que las subcepas BCG tempranas proveen de un mayor
efecto sinergista en la produccion de oxido nitrico y en la induccion de
citocinas inflamatorias, comparadas con las subcepas BCG tardias; se
sugiere que las subcepas BCG tempranas tienen una mayor capacidad de
inmunoestimulacion que las subcepas BCG tardias; lo cual se atribuye
parcialmente a la produccion de acidos metoxi-micolicos por las subcepas

tempranas 333,

Ambos estudios fueron realizados en modelos experimentales diferentes in
vivo e in vitro y evaluaron diferentes patrones de respuesta inmune, por lo
que una comparacién seria arriesgada e imprecisa; pero se observa que la
respuesta inmune conferida por las subcepas BCG es diferente entre éstas
y depende de varios factores. Por ello es necesario evaluar los diferentes
patrones de respuesta para la mejor eleccion de la subcepa BCG que

confiera la mayor eficacia protectora 3! %%,
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Proteicas: Existen diferencias a nivel de expresion de proteinas y de

antigenos proteicos inmunodominantes entre las subcepas BCG que
podrian producir variaciones en las respuestas protectora; en el 2009,
Rodriguez-Alvarez y col. compararon los proteomas de las subcepas BCG
Phipps y BCG Dinamarca, subcepas seleccionadas en base a la respuesta
inmunolégica contra tuberculosis en un modelo murino *2. Estos proteomas
fueron similares en cuanto al nimero de proteinas, punto isoeléctrico y
masa molecular; pero encontraron diferencias en el numero de proteinas

Unicas y cambios en la expresion de ciertas proteinas compartidas.

BCG Phipps tuvo mayor expresién de proteinas compartidas relacionadas
con el metabolismo y con la supervivencia en el estrés oxidativo en
comparaciéon con BCG Dinamarca; estas proteinas podrian representar una
ventaja para BCG Phipps en la adaptacion a medios adversos y en los
cambios metabdlicos del sustrato. La importancia de la expresion de
proteinas entre las subcepas BCG hace que éstas sean determinantes en

la patogénesis y en los escenarios de la respuesta inmune %% 3.

La eficacia protectora conferida entre las subcepas BCG es variable, debido a las
diferencias a nivel genémico, inmune y proteico que presentan entre éstas. Por
ello es necesario identificar y caracterizar las subcepas BCG, ya que un cambio en
el uso de la cepa vacunal BCG podria asociarse a un mayor grado de proteccion,

el cual tendria un gran impacto en la poblacion. Como parte de la caracterizacion
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de las subcepas BCG, se propone la identificacion de proteinas inmunogénicas de

éstas a través de la produccion de anticuerpos monoclonales.

2  Anticuerpos monoclonales

En 1975 George Koéhler y Cesar Milstein desarrollaron una técnica para la
obtencion de una linea de células hibridas inmortales (hibridomas) capaces de
producir anticuerpos homdlogos y especificos hacia a un antigeno de interés. La
obtencion de los hibridomas se realiza a través de la fusion entre células de
mieloma con linfocitos B productores de anticuerpos contra el antigeno de interés

(Figura 7) 35, 36, 37, 38.

El uso de las células de mieloma se debe a que éstas son sensibles a medios
selectivos por una mutaciéon que las hace deficientes de la enzima hipoxantina-
guanina fosforribosil transferasa (HGPRT"), inactivando la via de recuperacién de
sintesis de nuclettidos. Ademas poseen capacidad de propagacion indefinida in
vitro y no secretan anticuerpos. Las lineas celulares més utilizadas son derivadas

del raton % 3% 40

Los linfocitos B productores de anticuerpos contra un antigeno de interés son
obtenidos principalmente del bazo de un animal previamente inmunizado con el
antigeno deseado. Los modelos animales mas utilizados para la produccion de
hibridomas son raton, rata y conejo; siendo el ratdn mas comunmente usado por la

disponibilidad de las lineas de mieloma de ratdén. Los animales son inmunizados
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via subcutanea o peritoneal en varias ocasiones para la division y diferenciacion

de las células B. y asi incrementar la posibilidad de obtener un hibrido relevante **

41

La fusién se realiza en presencia de un agente fusdgeno que disminuye el
potencial de superficie entre membranas y a su vez decrece la repulsién entre
célula-célula, ademds de desestabilizar la estructura de bicapa lipidica.
Inicialmente se utilizé el virus Sendai inactivado, pero este ha sido sustituido por

agentes quimicos como el polietilenglicol ' 4,

La seleccion de las clonas fusionadas se realiza con un medio de cultivo como el
HAT (Hipoxantina, Aminopterina y Timidina) que bloquea la via de novo con la
aminopterina y al mismo tiempo proporciona los sustratos hipoxantina y timidina,
para que solo aquellas células hibridas sobrevivan por la via de recuperacion
(derivada de los linfocitos B). De esta forma aquellas fusiones obtenidas entre
células de mieloma no proliferara debido al bloqueo de su Unica via de sintesis de
nucleétidos y la fusién entre linfocitos no sobrevivira debido a que el cultivo de

éstos in vitro es muy inestable ** #°4¢,

Para garantizar la monoclonalidad de la clona hibrida y reducir el riesgo de sobre-
crecimiento de clonas irrelevantes, existen diferentes métodos de clonacién como
dilucion limitante, crecimiento en agar semisélido, dilucibn de pequefios

volumenes en placas de 96 pozos, entre otros > 4" 4,
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Figura 7. Metodologia para Ia obtenmon de anticuerpos monoclonales. Como se observa en
el esquema se inicia con la inmunizacién del modelo animal a usar con el antigeno , seguido
por la obtencion de los linfocitos B productores de anticuerpos. Estos linfocitos son
fusionados con la linea celular de mieloma; obteniendo células fusionadas viables y no
viables en medio HAT, aquellas que sobrevivan son clonadas y seleccionadas para solo
quedar con las células productora de anticuerpos contra el antlgeno 6 hibridomas.

Modificado de Abbas, 2008 ¢
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2.1 Aplicaciones de los anticuerpos monoclonales

Las aplicaciones de los anticuerpos monoclonales son diversas, entre los

principales usos para estos son 7 *;

e Inmunodiagnéstico. En inmunoensayos para la deteccion de antigenos o
anticuerpos en sangre ¢ tejidos para el diagnoéstico de algunas
enfermedades.

e Inmunoensayos en investigacidn. Se utilizan en la investigacién en
diferentes ensayos como Western blot, ELISA; inmunofluorescencia y otros;
para la deteccién de una molécula especifica.

e Purificacion de proteinas. Empleados en ensayos de inmunoprecipitacién y
cromatografia de afinidad.

e |dentificacion de marcadores fenotipicos Unicos en un tipo particular de
células. Por ejemplo, en la identificacion de marcadores CD en linfocitos y
leucocitos, para su clasificacién.

e Andlisis funcional de la superficie celular 6 de moléculas secretadas. En la
investigacion inmunoldgica se unen a éstas moléculas estimulando 6
inhibiendo funciones celulares, por ejemplo en cancer o enfermedades

autoinmunes.
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JUSTIFICACION

La vacuna BCG presenta una gran variabilidad en la proteccién conferida
contra la tuberculosis pulmonar en adultos, lo cual es atribuido a diversos factores.
Uno de los méas estudiados son las diferencias a nivel genético, proteico e

inmunoldgico entre las subcepas BCG.

La produccién de anticuerpos monoclonales contra la subcepa BCG México
ayudara a identificar si sus proteinas inmundgenicas son unicas en BCG México
y/o si estan relacionadas con la inmunidad conferida contra la tuberculosis.
Ademas de ser Utiles para la identificacion especifica de la cepa y el disefio de

nuevos ensayos para su caracterizacion.
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HIPOTESIS

La fusion de células de mieloma con linfocitos B productores de anticuerpos contra

BCG México permitira obtener anticuerpos monoclonales contra proteinas Unicas

de la cepa.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Produccién y caracterizacion de anticuerpos monoclonales contra BCG México.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Producir una respuesta humoral en ratones contra BCG México.

2. Obtener y seleccionar hibridomas productores de anticuerpos IgG2a contra

BCG México.

3. Caracterizar los anticuerpos producidos a través de la reactividad con otras

cepas de micobacterias e identificacion de las proteinas reconocidas en

BCG México.
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METODOLOGIA

La metodologia fue dividida en cuatro principales fases:

1 Desarrollo del indculo

1.1 Precultivo de la cepa

Se realiz6 un cultivo de la cepa BCG México en medio sélido Middlebrook 7H10
suplementado con OADC (medios de cultivo en Anexo Il), incubandolo a 37°C y
5% de CO, durante un periodo de 12 a 15 dias aproximadamente. Para la
elaboracién del precultivo se cultivé una colonia por duplicado en 50mL de medio
liquido Sauton, los cultivos se incubaron en agitacion constante bajo las
condiciones descritas anteriormente; ademas se realizé un frotis del cultivo y se
tind por Ziehl- Neelsen para verificar su pureza; a partir de estos precultivos se

determiné la curva de crecimiento de la cepa.

1.1.1 Curva de crecimiento

De cada precultivo de BCG México se tom6 1mL del cultivo y se inoculo en 120mL

de medio Sauton. La DOgonm fue tomada cada 24 horas durante un periodo de 30

dias, estableciendo la curva de crecimiento e identificando sus fases.
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1.2 Elaboracion del inéculo

Del precultivo se tomé 1mL y se transfiri6 a 125mL de medio Sauton por
duplicado, incubando a las mismas condiciones del precultivo hasta su fase media
logaritmica. Estos cultivos de BCG México se cosecharon por centrifugacion a
3000rpm por 10 min; al final las micobacterias fueron resuspendidas en SSI,
alicuotadas y almacenadas a -70°C. Para inactivar al indculo, las micobacterias
fueron irradiadas con rayos gamma en el Instituto Nacional de Investigaciones

Nucleares (ININ), a la dosis de 12kGy.

2 Inmunizacion

La inmunizacion se realizd en un grupo de 10 ratones hembras BALB/c de entre 6-
8 semanas de vida, los cuales fueron identificados por perforacién en la oreja
derecha. Previo a cada inmunizacién se obtuvo una muestra de sangre de la vena
maxilar, de la cual se recuperd el suero; la inmunizacién se realizd por via
intraperitoneal a 5 ratones con 0.2mL del inoculo y 5 ratones con 0.2mL de SSI
estéril, grupo control negativo. Los ratones fueron reinmunizados en 4 ocasiones
con intervalos de 15 dias entre cada inmunizacidon y los sueros fueron

almacenados a -70°C hasta su analisis.
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2.1 Analisis de sueros obtenidos de los ratones inmunizados con BCG

México

Para evaluar la respuesta humoral en los ratones conforme se incrementaban las
inmunizaciones, se realizd el andlisis de los sueros obtenidos previo a cada
inmunizacién con la técnica de ELISA. Se sensibilizaron placas de 96 pozos de
PVC blancas con 5ug/mL de proteina de la cepa BCG México, obtenida por
sonicacién y cuantificada por el método de Bradford (Anexo [), en solucion
amortiguadora de carbonatos (soluciones en Anexo Il) a 4°C durante toda una

noche.

Las placas se bloquearon con una solucion de PBS-albumina al 1%, incubando a
37°C por 1h 30 min. Al término, se adicion6 como anticuerpo primario los sueros
de cada raton a diferentes tiempos de inmunizacion, a las diluciones 1:5, 1:25,

1:125, 1:625, 1:3125 en PBS-Tween por duplicado, incubando a 37°C por 1h.

Se adicioné el anticuerpo secundario anti-ratbn I1gG2a de conejo HRP
(INVITROGEN) a una dilucién 1:2000 en PBS, incubando a 37°C por 1h. Para el
revelado de las placas se empled el sustrato HRP Quimioluminiscente (Millipore)
incubando por 5 min y protegiendo las placas de la luz; al finalizar se dio lectura a
las placas por luminiscencia con el equipo Genios Plus con el software Magellan.
Después de determinar el titulo de anticuerpos en cada ratén, se eligidé el ratén
con mayor titulo contra BCG México y se reinmunizé6 una semana previa a la
fusion.
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3 Fusiodn, seleccion y clonacion de hibridomas

3.1 Lineas celulares y fusion

Para realizar la fusion se deben preparar previamente las lineas celulares de
mieloma y los esplenocitos de forma independiente, lo cual se describe a

continuacion.

3.1.1 Células de mieloma

La linea celular utilizada fue Sp2/0-Ag14 (ATCC, CRL-1581), la cual fue
descongelada una semana previa a la fusion en medio DMEM-10% SFB (medios

en Anexo ) y se mantuvo a una densidad celular entre 5x10* y 5x10° células/mL.

El dia de la fusién las células de mieloma fueron cuantificadas con azul de tripano,
para ajustar a un numero de 2x10” células en 25mL de medio DMEM, con una

viabilidad >95% y se incubaron a 37°C y 5% CO, hasta la fusion.

3.1.2 Esplenocitos

El ratdén seleccionado fue sacrificado por dislocacion cervical para la obtencion de
su bazo, el cual fue disgregado con medio DMEM sobre una tela de organza; la
suspensién celular de esplenocitos fue cuantificada con una solucion de é&cido
acético al 3% con azul de metileno, para ajustar a un nimero de 1x10® células

viables en 25mL de medio DMEM y se incubaron a 37°C y 5% CO; hasta la fusion.
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3.1.3 Fusion

Se afiadieron 2x10” células de mieloma y 1x10® esplenocitos en un tubo cénico y
fueron centrifugadas a 400g, 37°C por 10 min; todo el sobrenadante fue retirado e
inmediatamente se adicioné 1mL de PEG (4000 al 50% en DMEM, GIBCO) gota a
gota en un periodo de 1 min sin agitacién, después fueron resuspendidas por 1
min. Se agregaron 4mL de medio DMEM y se mantuvo con agitacién gentil

durante 4 min.

Enseguida se agregaron lentamente 10mL de medio DMEM y se incub6 a Baro
Maria a 37°C por 15 min, después se adicionaron 30mL de medio DMEM-10%
SFB y se centrifugd a 400g, 37°C por 7 min. Se desechd el sobrenadante y el
paquete celular fue resuspendido en 10mL de medio DMEM-10% SFB, ésta
suspensién celular fue transferida a una botella de cultivo celular con 20mL del

mismo medio y se incubd a 37°C con 5% de CO, por 24 horas.

3.2 Seleccion y clonacion de hibridomas

Después de 24 horas de incubacioén las células fueron cosechadas a 400g, 37°C
por 10 min; el sobrenadante fue eliminado y el paquete celular fue resuspendido

con 10mL de medio DMEM-10% SFB. Esta suspensién celular fue adicionada a

90mL de medio HAT y mezclada por inversion.
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La suspension celular fue dividida en placas de 96 pozos estériles, colocando
70uL por pozo, las placas fueron incubadas por un periodo de 8 dias bajo las
condiciones mencionadas anteriormente. Al finalizar éste periodo se les adicion6

150uL de medio HT por pozo y se dejaron incubando 4 dias més.

Después del periodo de incubacion se recolectd 100puL del sobrenadante de cada
pozo y se analizaron con la técnica de ELISA (metodologia en el punto 2.1),
seleccionando las clonas provenientes de una fusién linfocito B con célula de
mieloma. Estas clonas fueron transferidas a placas de 24 pozos que contenian

1mL de medio HT y gradualmente se fue reemplazando a medio DMEM-10% SFB.

Se realiz6 una segunda seleccion de las clonas en base a su proliferacion celular y
reactividad de sus anticuerpos a BCG México, mediante la técnica de ELISA
(metodologia en el punto 2.1), se selecciond las clonas con mayor reactividad a la
cepa y similar proliferacion celular. De éstas, la clona con mayor reactividad a la

cepa fue elegida para la caracterizacion de sus anticuerpos.

4 Caracterizacion de anticuerpos monoclonales

4.1 Reaccion cruzada

La evaluacion de la reactividad cruzada de los anticuerpos monoclonales frente a
diferentes cepas de micobacterias se realiz6 a través de una ELISA, con cepas

que corresponden a diferentes complejos del género Mycobacterium:
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Complejo M. tuberculosis MNT
M. tuberculosis H37Rv M. avium

M. microti M. chelonae
BCG Danesa M. abscessus
BCG Japon

BCG Phipps

La obtencidén de las proteinas se realiz6é a partir de las cosechas de cada cepa,
éstas fueron sonicadas y cuantificadas por el método de Bradford, ademas se
verific la calidad e integridad de las proteinas (Anexo 4). Se sensibilizaron las
placas con 5ug/mL de proteina de cada cepa por duplicado. El protocolo de la
técnica de ELISA se realiz6 como en el punto 2.1, con los anticuerpos
monoclonales contra BCG México de la clona seleccionada como anticuerpo

primario.

4.2 Identificacion de las proteinas reconocidas por los anticuerpos

monoclonales contra BCG México

Se realizaron dos geles de dos dimensiones (2D-PAGE) simultdneamente, con el
objetivo de utilizar uno para la inmunodeteccion y otro para la identificacion de las

proteinas de interés.

4.2.1 Primera dimension: Isoelectroenfoque

Se adicionaron 100ug de proteinas de extracto celular de BCG México (Anexo |) a

una solucion con urea 7M, tiourea 2M, DTT 1M, CHAPS 4%, anfolinas 1% y azul
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de bromofenol 0.001% a un volumen final de 180uL (por duplicado). Con esta
solucion se hidrataron dos tiras de gradiente de pH inmovil de 4-7 y 11 cm de
longitud (IPG, BIORAD), durante 16 horas en aceite mineral para evitar su
desecacion. Al finalizar la hidratacién se realizo la electroforesis en una camara
Multiphor Il, con un sistema de enfriamiento a una temperatura de 17°C bajo las
siguientes condiciones: 500V por 30 min, 1000V por 30 min, 1500V por 30 min,

2000V por 30 min y 2500V por 24 horas hasta completar 52,000 V/h.

4.2.2 Equilibrio y segunda dimension

Al finalizar el isoelectroenfoque, las tiras se colocaron en buffer de equilibrio
(Anexo Il) con DTT 97mM por 15 min, seguido de una solucion de buffer de
equilibrio con IAA 203mM por 15 min; enseguida fueron colocadas en geles de
acrilamida al 12% (Anexo II) dentro de una camara de Hoeffer SE600. La
electroforesis se realiz6 con un incremento gradual del voltaje: 50V aprox. 30 min,
100V 2 horas y 150V hasta que el frente de electroforesis llegd a 3 mm del borde

inferior del gel.

4.2.3 Fijacion y tincion con plata

Uno de los geles fue colocado en solucion de fijacion durante toda la noche a 4°C
para su posterior tincién con plata (soluciones en Anexo Il). Una vez fijadas las

proteinas, el gel se colocd en una solucién de pretratamiento por 1 min y después
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en una solucién de impregnacion durante 20 min, enseguida se adicioné la
solucion de revelado hasta la aparicion de los puntos en el gel (aproximadamente
10 min) y la reaccién se detuvo con una solucién de paro. La imagen fue
capturada en formato digital en el densitometro Molecular Imagen GS-800

(BIORAD), con el programa Quantity One (BIO-RAD).

4.2.4 Western Blot

El segundo gel fue transferido a una membrana de PVDF con poro de 0.45 pm
(AMERSHAM), la cual se activé con metanol (100%) durante 10 segundos y se
coloc6é en solucién de transferencia Bjerrum y Schafer-Nielsen (soluciones en

Anexo II) por 10 minutos.

El gel y la membrana fueron colocados en una camara de transferencia Trans-Blot
SD (Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell, BIO-RAD), la transferencia se llevo a
una diferencia de potencial constante de 10V durante 1h, al finalizar la membrana

fue almacenada en TBS a 4°C hasta su uso.

La membrana fue bloqueada con leche 5% en TBS a 4°C durante toda la noche,
después fue incubada con el anticuerpo monoclonal contra BCG México en TBS-
Tween durante 1h. Posteriormente, la membrana se incub6é con el anticuerpo
secundario anti-raton IgG2a de conejo HRP (INVITROGEN) a una dilucién 1:2000
durante 1h. Se adicion6 el sustrato HRP Quimioluminiscente (Millipore) y se reveld

en placas fotograficas.
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Los puntos reconocidos en las placas fotograficas fueron identificados en el
proteoma de la cepa BCG México de acuerdo a su MM y pl. Para la secuenciacion
de las proteinas identificadas se realizé un gel en segunda dimensién siguiendo
las mismas condiciones de los puntos 4.2.1 y 4.2.2, unicamente modificando la
cantidad de proteina de la cepa BCG México a 200ug. Al finalizar la segunda
dimensién el gel fue fijado y tefiido con Coomasie coloidal (Silver blue, Anexo Il) y

las proteinas de interés fueron secuenciadas por espectrometria de masas.
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RESULTADOS

1 Cultivo de la cepa BCG México

e Identificacion del cultivo
La pureza de la cepa BCG México se verificé microscopicamente realizando una
tincion de Ziehl-Neelsen, en la cual se observaron bacilos acido alcohol
resistentes, pleomérficos (rectos o ligeramente curvos), con agrupacion
caracteristica del género ademas de no mostrar contaminacion por otra bacteria
(Figura 8). A nivel macroscoépico la cepa mostrd colonias secas, rugosas, de un

color beige y de crecimiento lento.

Figura 8. Tincion de Ziehl-Neelsen de la cepa BCG México en medio 7H10 con un aumento 100x

e (Curva de crecimiento
La curva de crecimiento de la cepa BCG México se elabord en un periodo de 30
dias hasta la fase estacionaria, la fase media logaritmica fue alcanzada al dia 20

de crecimiento a una DOgyonm 0.8 (Grafico 1).
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En la cinética de crecimiento de la cepa BCG México se distinguen las diferentes
fases del crecimiento bacteriano: la fase lag 6 de adaptaciéon de la bacteria al
medio tuvo un periodo de 15 dias, la fase exponencial 6 logaritmica donde la
bacteria incrementa su crecimiento por duplicacion de su poblacion a una
velocidad constante y exponencial tuvo una duracion aproximada de 10 dias y la
fase estacionaria en la que el nimero de bacterias es constante y fue apreciada

en un corto periodo de tiempo ya que la cuantificacion se detuvo al dia 30 >,

1.4

1.2 A

0.8

0.6 A

DO 600nm

0.4 -

0.2 A

0 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo (dias)

Grafico 1. Curva de crecimiento de la cepa BCG México.
La cepa BCG México fue cultivada en medio Sauton y su crecimiento fue evaluado por mediciéon de
DOegoonm Cada 24 horas. El grafico representa los valores de DOgyonm VS tiempo, sefialando con
lineas rojas la fase media logaritmica.

2 Analisis de sueros obtenidos de los ratones inmunizados con BCG
México

Los sueros de los 5 ratones no inmunizados e inmunizados con BCG México

fueron analizados con el anticuerpo secundario IgG2a por la técnica de ELISA

para evaluar la respuesta inmune humoral de cada ratén a lo largo del esquema
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de inmunizacion (resultados del grupo control en Anexo 3). Los resultados
obtenidos muestran que conforme se incrementa el nimero de inmunizaciones
con BCG México, la produccion de anticuerpos IgG2a contra BCG México
aumenta (Grafico 2). A través de los titulos de anticuerpos obtenidos del analisis
de los sueros en la ultima inmunizacion, se seleccion6 al raton No. 1 ya que

present6 el mayor titulo de anticuerpos 1gG2a contra BCG México (Tabla 2).
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Grafico 2. Determinacién de anticuerpos IgG2a, por la técnica de ELISA, en ratones inmunizados
con BCG México (R1-R5) y en el grupo control. a) Ratones no inmunizados, b) 15 dias post-
inmunizacién, ¢) 30 dias post-inmunizacién, d) 45 dias post inmunizacién, e) 60 dias post-
inmunizacién. El grupocontrol negativo representa el promedio de los 5 ratones inmunizados con
SSI.
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Ratén Titulo de anticuerpos IgG2a
1 3.2
2 2.8
3 2.8
4 2.8
5 3.1

Tabla 2. Titulo de anticuerpos lIgG2a en base logaritmo a 60 dias post-inmunizacién con BCG

México.

3 Fusion, seleccion y clonaciéon de hibridomas

De la fusién y clonacién se obtuvieron 1440 posibles clonas, las cuales fueron

seleccionadas con medio HAT y evaluadas para determinar su reactividad contra

la cepa BCG Meéxico con la técnica de ELISA. Para la seleccidén de las clonas

positivas se establecio como punto de corte un valor de luminiscencia de 1000 UR;

es decir, aquellas clonas con valor de luminiscencia superior a éste fueron

seleccionadas. Los resultados obtenidos para una de las placas se muestran en el

grafico 3 y las clonas seleccionadas de ésta placa se muestran en la tabla 3.
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Grafico 3.Valores de luminiscencia de las clonas obtenidas en la placa 1, el control negativo es
representado en rojo. La linea roja muestra el punto de corte (1000 UR)
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Clona Luminiscencia Clona Luminiscencia
1A10 1243 1H9 1263
1H1 1550 1H10 1672

Tabla 3. Valores de luminiscencia de las clonas positivas seleccionadas en la placa 1.

En total se seleccionaron 110 clonas que reconocieron a BCG México, con un
valor de luminiscencia mayor al punto de corte establecido, lo que equivale a un

7% del total de las clonas obtenidas durante la seleccion y clonacion (Figura 9).

® Clonas no
seleccionadas
n= 1440

7%

Clonas
seleccionadas
n=110

Figura 9. Porcentaje de clonas seleccionadas y no seleccionadas tomando como base el
reconocimiento a BCG México.

A partir de las 110 clonas se realiz6 un segundo escrutino, el cual se basé en la
proliferacion celular y la reactividad de sus anticuerpos contra BCG México
(técnica de ELISA). Diez de las clonas probadas presentaron similar confluencia
celular (mayor 75%) y la mayor reactividad contra BCG México (Tabla 4); y la
clona 2A10 fue la productora de anticuerpos con mayor reactividad hacia esta

micobacteria.
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Clona Luminiscencia
2A10 4282
2A12 2949
4G10 2385
7G10 2375
7A12 1932
6A6 1639
7A5 1622
7F12 1468
7F1 1360
5F1 1322

Tabla 4. Valores de luminiscencia de las 10 clonas seleccionadas en el segundo escrutino, todas
las clonas presentaba una confluencia celular mayor al 75%.

4. Caracterizacion de anticuerpos monoclonales
e Reaccioén cruzada
Para evaluar la especificidad del anticuerpo monoclonal, se determiné su
reactividad frente a antigenos similares a la cepa BCG México; es decir, se empled
proteinas provenientes de bacterias lisadas del mismo género de la cepa, para
determinar si los anticuerpos de la clona 2A10 fueron capaces de reconocer a

éstas proteinas.

Los resultados obtenidos se muestran en el grafico 4, en el cual se observa que
existe reactividad cruzada de los anticuerpos monoclonales de la clona 2A10
contra antigenos de diferentes cepas de micobacterias. Sin embargo, el mayor

reconocimiento es hacia la cepa BCG México, al menos 2 veces mas si se
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compara con las cepas BCG Danesa y M. Abscessus que son las que le siguen en

reactividad.

Medio
BCG Phipps
BCG Mexico

2235

ECG Japon

BCG Daonesa 10656.33

Cepa

M. tuberculosis H37Rv

W Clona 2A10

M. microti

M. chelonae

M. avium ambiental

M. abscessus 988

0] 500 1000 1500 2000 2500 3000

Luminiscencia (UR)

Grafico 4. Reaccién cruzada con difrentes micobacterias utilizando como anticuerpo primario el
sobrenadante dela clona 2A10 con la técnica de ELISA por quimioluminiscencia.

e Identificaciéon de proteinas reconocidas por los anticuerpos monoclonales
contra BCG México

Para identificar las proteinas especificas reconocidas por el anticuerpo monoclonal

en BCG México, se elabor6 un gel de dos dimensiones de la cepa BCG México,

en éste se observo una distribucion de las proteinas en un intervalo de pH 4-7 y de
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MM entre 10-150kDa. A partir de éste gel se realiz6 un Western-blot con el

sobrenadante de la clona 2A10 como anticuerpo primario.

En el inmunoproteoma se identific6 3 proteinas que fueron reconocidas por los
anticuerpos monoclonales, su ubicacién se muestran en el proteoma de la cepa
(Figura 10). Las 3 proteinas reconocidas se identificaron mediante Ila
secuenciacion por espectrometria de masas y su busqueda en la base de datos en
el sitio Mascot * del complejo micobacteriano, que identifica proteinas a partir de

una base de datos de secuencia primaria.

La identificacion de las proteinas se elabor6 con la base de datos de la cepa
Mycobacterium bovis BCG Pasteur 1173P2, ya que su genoma esta secuenciado
y es el mas cercano a la cepa BCG México (Ordufa-Estrada y col. Manuscrito en
preparacion, 2010). Dos de las proteinas forma parte de procesos metabdlicos y

una proteina es hipotética conservada (Tabla 6).
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Figura 10. Inmunoproteoma de BCG México. Gel en 2D con 200ug de lisado proteico de BCG
México tenido por Silver Blue Los circulos rojos representan las proteinas reconocidas con el
anticuerpo monoclonal de la clona 2A10 sobrepuesto en el proteoma de BCG México, este gel fue
elegido para la identificacion de las proteinas de interés por espectrometria de masas.
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1 Glicina Enzima que 100074 | 5.31 27 32 | gi|831793022
deshidrogenasa cataliza la
= reaccion de
descarboxilacién
de la glicina (7).
EC1.4.42
2 Proteina Funcion 31747 5.46 67 60 | gi|[15609760
Hipotética desconocida, su
Rv2623 regién se
encuentra dentro
la familia de
proteinas de
estrés universal
(10)
3 Tiosulfato Enzima que 31110 5.14 26 58 | gi|15607955
sulfotransferasa cataliza la
CysA2 transferencia del
atomo sulfuro del
tiosulfato al
cianuro, para
formar sulfito y
tiocianato (7)
EC 2.8.1.1

Tabla 5. Identificacion de las proteinas reconocidas por el anticuerpo monoclonal de la clona 2A10
contra BCG México. Con el sitio Mascot http://www.matrixscience.com/

*Clasificacion por categoria funcional de proteinas de acuerdo al BCGList > donde: “0” virulencia,
destoxificacién y adaptacion, “1” metabolismo de lipidos, “2” vias de informacion, “3” pared celular
y procesos celulares, “4” ARNs estables, “5” segs insercién y fagos, “6” PE/PPE, “7” metabolismo
intermediario y respiracién, “8” desconocidas, “9” proteinas regulatorias, “10” hipotéticas
conservadas, “16” hipotéticas conservadas con un ortélogo en Mycobacterium.

Se realiz6 un alineamiento de las tres proteinas identificadas, para compararlas en
diferentes micobacterias con genoma secuenciado (Tabla 7), obteniendo que las

cepas pertenecientes al Complejo M. tuberculosis tienen una identidad mayor o
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igual al 99% con las proteinas de BCG México, mientras que la identidad en otras

cepas pertenecientes al mismo género varia, pero es inferior al 90%.

N
$ s 18 |3
Q > 3 = 2 g
Q 4 7 ) = 3
£ 18 S S A e | 3
%) I o o o Q :
2 |2 Q 3 3 g _§
S |3 S |8 |8 |83 %
- - K] K] K] K] € € v
S | 8 S | S 3 S |3 |38
S 2 |8 |8 |89/ 8 |8 |5 |5 |®
S | S | S S |S535 S S | S | S
Glicina + + + + + + + + |+ | +
deshidrogenasa
81 | 99 | 99 | 100 | 100 | 100 | 100 | 88 | 87 | 78
Proteina Hipotética | - + + + + + + + |+ |+
Rv2623
100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 56 | 56 | 37
Tiosulfato + + + + + + + - + |+
sulfotransferasa
CysA2 85 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 28 | 27 | 86

Tabla 6. Identificacién de las proteinas en los genomas secuenciados de diferentes micobacterias,
a través de un BLAST http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/.

e Alineamiento de las proteinas reconocidas por los anticuerpos
monoclonales contra BCG México

Con las secuencias de las 3 proteinas reconocidas por el anticuerpo monoclonal

se les realiz6 un alineamiento con el software ClustalW, esto para identificar si

compartian secuencias de aminoacidos en comun. Este andlisis permitié identificar

regiones conservadas entre las tres proteinas y 117 aminoacidos en comun

(Figura 11).
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Figura 11. Consenso de las 3 proteinas reconocidas por el anticuerpo monoclonal en BCG México

con el software ClustalW.
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DISCUSION

La BCG es la Unica vacuna empleada para la prevencion de la tuberculosis, pero
ha sido cuestionada por la variabilidad en la eficacia protectora que confiere contra
la tuberculosis pulmonar en adultos. Esta variabilidad ha sido atribuida a diversos
factores, entre los que se encuentran las diferencias genéticas y antigénicas entre
las subcepas BCG ?*# 3!, Dadas estas evidencias, en el presente trabajo se opt6
por buscar proteinas inmunogénicas y unicas de la BCG, las cuales estan
involucradas en la eficacia protectora conferida por la vacuna, a través de la

produccion y caracterizacion de anticuerpos monoclonales.

La subcepa de eleccién fue BCG México, ya que ha sido estudiada ampliamente a
nivel proteico y genémico en el Programa de Inmunologia Molecular Microbiana,
donde actualmente se ha secuenciado su genoma, también ha sido incluida en
estudios comparativos de eficacia protectora con diferentes subcepas BCG y fue

empleada como cepa vacunal en México 2 %,

La produccién de los anticuerpos monoclonales comprendié: el crecimiento de la
subcepa BCG México para su uso como indculo, la inmunizacién en ratones
BALB/c, la produccion de hibridomas productores de anticuerpos monoclonales
contra la cepa y la caracterizacién de éstos a través de la reactividad cruzada

frente a diferentes micobacterias e identificacién de las proteinas reconocidas.
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La cepa BCG México presentd un crecimiento lento, de aproximadamente 30 dias
en medio liquido Sauton, caracteristico de las subcepas BCG 2. Los bacilos de la
cepa fueron identificados como &cido alcohol resistentes a través de la tincion de
Ziehl-Neelsen, en la cual las micobacterias se tiien de color rojo debido al alto
contenido de lipidos que presentan en la pared celular, que les confiere resistencia

a la decoloracion alcohol-acida * *°.

Para la preparacion del inéculo el cultivo de la subcepa BCG México se cosechd
en la fase media logaritmica de crecimiento, ya que en ésta fase existen la mayor
cantidad de células viables en el cultivo, se tiene la maxima actividad metabdlica y

se expresan una mayor cantidad de proteinas *°.

Para la inmunizacién se eligié el raton BALB/c como modelo animal debido a que
ha proporcionado hibridomas estables con lineas de mieloma provenientes de la
misma especie, ademas de su facil manejo, disponibilidad y que desarrolla una
: : o 32,40, 41, 46 : : . Py
respuesta inmune frente a micobacterias . La inmunizacién se realizé en
4 ocasiones para asegurar la presencia de linfocitos B de memoria productores de

4. 46 gSe realizaron

anticuerpos con alta afinidad a las proteinas de la cepa
sangrias previas a cada inmunizacion por puncién en la vena maxilar, ya que ésta
via no es invasiva para el animal y proporciona cantidades de suero suficientes

para el andlisis posterior, esto para corroborar el incremento en la produccion de

anticuerpos al avanzar con el esquema de inmunizacion.
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El andlisis de los sueros de ratones inmunizados con BCG México fue realizado
con la técnica de ELISA, ésta técnica confiere ventajas tales como sencillez,
economia y reproducibilidad; ademas se utilizdé como deteccién la
quimioluminiscencia lo que le aporté una mayor sensibilidad a la técnica. Como
anticuerpo secundario se usé el lgG2a anti-ratdn, ya que las micobacterias
despiertan una respuesta protectora mediada por linfocitos T, los cuales se
diferencian a linfocitos efectores Tni1 que secretan citocinas como IFN-y, él
cual actua sobre los linfocitos B favoreciendo el cambio de isotipo a 1gG2a en

ratones .

El andlisis de los sueros de los ratones mostrdé que conforme incrementa el
namero de inmunizaciones también aumenta la cantidad de anticuerpos IgG2a en
suero. Esto se debe a que el indculo despierta una respuesta humoral primaria
donde los linfocitos B son estimulados y diferenciados a células secretoras de
anticuerpos y de memoria; al re-inmunizar se da una respuesta humoral
secundaria donde se estimulan los linfocitos B de memoria que da lugar a una
proliferacién y diferenciacion mas rapida, lo que lleva a una mayor produccion de

anticuerpos con alta afinidad por el inéculo “°.

La fusion se realiz6 con la linea celular de mieloma Sp2/0-Ag14 proveniente de
ratones BALB/c, lo cual favorece la formacién de hibridos estables ademéas de no
37, 38, 40 La

secretar inmunoglobulinas y tener una propagacién in vitro indefinida

seleccion y clonacién se efectuaron simultdneamente con el objetivo de disminuir
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tiempos de trabajo. La seleccion se realizd con el medio HAT ya que unicamente
permite la sobrevivencia de aquellas clonas provenientes de una fusion
esplenocito-mieloma, mientras que para la clonacién se realizaron diluciones para
individualizar una clona por pozo y de ésta forma garantizar la monoclonalidad del

anticuerpo % *°.

Posterior a los 12 dias de clonacién se realizé el primer escrutinio en base a la
reactividad de cada clona contra BCG México, lo cual permitié seleccionar clonas
productoras de anticuerpos especificos contra la cepa. Un total de 110 hibridos
fueron identificados, lo que representa un 7.6% del total de clonas. Para
seleccionar los anticuerpos con mayor reconocimiento a la cepa se realizd un
segundo escrutinio, basado en la proliferaciébn celular y reactividad de los
anticuerpos contra la cepa BCG México; de aqui se seleccionaron 10 clonas que

presentaron similar proliferacidén celular y la mayor reactividad contra la cepa.

En la literatura se estima que de una fusién de 2x10° células de bazo se obtiene 1
hibrido y del total de hibridos solo el 1% produciran anticuerpos especificos al

% En este trabajo se inici6 con 1x10°® células de bazo,

antigeno de interés
tedricamente se esperaria un aproximado de 500 hibridos de los cuales solo 5
clonas serian de interés; después de un segundo escrutinio se eligieron 10 clonas

de interés lo que representaria el doble de clonas estimadas, debido a que en la

practica la cantidad de clonas de interés suele ser mayor a lo esperado.
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Para la caracterizacion de los anticuerpos monoclonales se seleccioné la clona
2A10 cuyos anticuerpos tuvieron la mayor reactividad a la cepa BCG México. La
caracterizacién se realiz6 con base en la reactividad cruzada con otras
micobacterias y la identificacion de las proteinas que reconocen en la cepa BCG

México.

El ensayo de reactividad cruzada se realizd con el fin de evaluar si los anticuerpos
tienen reconocimiento a antigenos en otras cepas del mismo género. Para ello se
eligieron cepas representativas del género Mycobacterium: micobacterias que
pertenecen al Complejo M. tuberculosis (M. microti y M. tuberculosis H37Rv),
micobacterias pertenecientes al mismo complejo pero que han sido atenuadas y
empleadas como cepas vacunales (BCG Danesa, BCG Japén y BCG Phipps) y
micobacterias no tuberculosas que causan enfermedades pulmonares similares a

la tuberculosis (M. abcsessus, M. avium, M. chelonag).

Los resultados mostraron que los anticuerpos presentan reactividad contra
antigenos de diferentes cepas micobacterianas, sin embargo, el mayor
reconocimiento se da para BCG México. Lo cual indica que existen antigenos
reconocidos por los anticuerpos monoclonales de BCG México en otras
micobacterias que no son necesariamente idénticos sino que son estructuralmente
relacionados 6 el anticuerpo tiene sitios multiespecificos que reconocen dos é méas

entidades diferentes de epitopes.
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La segunda parte de la caracterizacibn de los anticuerpos monoclonales
comprendié la identificacion de las proteinas reconocidas por éstos en BCG
México. Tres proteinas fueron reconocidas por los anticuerpos de la clona 2A10,
dos forman parte de procesos metabdlicos (GLDC, TS) y una es una proteina

hipotética conservada.

La glicina deshidrogenasa (GLDC) es uno de los componentes del sistema de
segmentacién de la glicina. Esta enzima cataliza la reaccién de descarboxilacion
de la glicina, utiliza como segundo sustrato H-proteina-lipoil-lisina y como cofactor
a piridoxal-5'-fosfato, obteniéndose como productos diéxido de carbono y H-
proteina-S-aminometildihydrolipoil-lisina. Como enzima es clasificada como EC
1.4.4.2 por catalizar reacciones de oxidacion/reducciéon y forma parte del

metabolismo intermediario y la respiracion %2 %3 %4 %%,

La tiosulfato sulfotranferasa (TS), también llamada rodanasa, es una enzima que
participa en el metabolismo del azufre catalizando la transferencia de un atomo de
sulfuro del tiosulfato al cianuro para formar sulfito y tiocianato, participa en la
destoxificacién del cianuro. Como enzima es clasificada como EC 2.8.1.1 porque

es una transferasa y forma parte del metabolismo intermediario y la respiracién °*

53, 57

La proteina hipotética es una proteina con funcién desconocida cuya expresién no
ha sido demostrada. Pero, la secuencia presenta dominios conservados con la

familia de proteinas de estrés universal (USP), las cuales son expresadas cuando
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la célula es expuesta a agentes estresantes y su funcidén es incrementar la tasa de
supervivencia de las células durante una exposicion prolongada a tales
condiciones. Ademas, el homologo de la USP de M. tuberculosis, Rv2623, es uno
de los genes altamente inducidos en el regulén de dormancia cuando los bacilos
son sometidos a hipoxia y estrés oxidativo, lo cual es altamente relevante durante

la infeccion °% %% %,

La busqueda de secuencias de las tres proteinas en diferentes genomas de
micobacterias mostré6 que éstas se encuentran presentes en todos los genomas
analizados; con una similitud mayor al 99% en aquellas pertenecientes al
Complejo M. tuberculosis, mientras que con las micobacterias no tuberculosas, la
similitud fue menor al 90%. Esto correlaciona con la ubicacién de ambos grupos
de micobacterias en las filogenias que se han construido dentro de este género

utilizando la comparacién de la secuencia de genes housekeeping *® *°.

Esto implica que las proteinas reconocidas por los anticuerpos monoclonales de la
clona 2A10 no son unicas de la cepa BCG México. Sin embargo, la mayor
reactividad contra las proteinas de BCG México puede deberse a que los
anticuerpos presentan mayor avidez y/o a que las proteinas presentan una mayor
expresion en la cepa. Una alternativa para encontrar proteinas Unicas en la cepa
BCG México, seria comparar los proteomas de diferentes subcepas BCG y de

otras micobacterias con el de BCG México.
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Para determinar si las tres proteinas identificadas comparten regiones de
secuencia que son reconocidas por el anticuerpo monoclonal, se realiz6 el
alineamiento de la secuencia proteica con el programa ClustalX2. Esto permitié
identificar regiones conservadas entre las tres proteinas, las cuales son las
responsables del reconocimiento de los anticuerpos monoclonales hacia éstas tres

proteinas. Para corroborar ésta hipotesis se requiere de ensayos especificos.

La produccién de anticuerpos monoclonales es un trabajo que requiere de altos
costos y tiempo, pero la ventaja que ofrecen es que son reproducibles ya que las
clonas produciran anticuerpos especificos de forma indefinida, ademas de la

especificidad que se logra con éstos.
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CONCLUSIONES

BCG México generd una respuesta inmune adaptativa en los ratones

inmunizados.

10 hibridomas tuvieron alto reconocimiento hacia BCG México.

Los hibridomas secretan anticuerpos del tipo IgG2a.

Existe reaccién cruzada de los anticuerpos monoclonales contra BCG

México con diferentes micobacterias.

Dos de las proteinas reconocidas por los anticuerpos monoclonales

pertenecen al metabolismo de la bacteria y la otra es una proteina

hipotética conservada.

Las proteinas reconocidas comparten regiones conservadas.

Las proteinas reconocidas por los anticuerpos monoclonales son idénticas

en micobacterias pertenecientes al Complejo M. tuberculosis.
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ANEXO |
Técnicas
e Tincion de Ziehl-Neelsen
El frotis es fijado con calor durante 30 min, se adiciona solucion de fucsina-
fenicada calentando la muestra hasta la emision de vapores durante 5 min, se
enjuaga con agua, se decolora la muestra con solucion alcohol-acido (etanol —
HCIl) por 1 min, se enjuaga con agua, se adiciona como contraste azul de

metileno por 1 min y se enjuaga el exceso.

¢ Lisis de micobacterias por sonicacion

Los cultivos bacterianos fueron cosechados por centrifugacion, el paquete
celular fue lavado 3 veces con agua desionizada estéril y fue ajustado a una

concentracion de 0.1 g/mL.

De la suspensidn obtenida se tomaron de 1 a 2mL los cuales fueron lisados con
ultrasonido (sonicador Vibra Cell), dando 15 pulsos de 1 min con intervalos de 1
min entre éstos, se adicion6 PMSF como inhibidor de proteasas a una
concentracién final de 20mM. Al finalizar la muestra se centrifugo a 5000 rpm

durante 3 min, se alicuoto y almacené a -70°C hasta su uso.

Para verificar que las micobacterias hayan sido lisadas se realiza un frotis, se
tine por Ziehl-Neelsen y en el microscopio se observa que no haya presencia de

bacterias completas.
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e Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

Se elabora una curva estandar utilizando BSA (1mg/mL) por duplicado:

uL de BSA

10

uL H0

50

49

48

47

46

45

44

42

40

Para la muestra a cuantificar se toma 1L de ésta y se adicionan 49 ul de H»O,

por duplicado, enseguida se adicionan 200ul del reactivo de Bradford (CBB G-

250 0.01%, Etanol 5%, HzPO4 10%), se incuba 5 minutos en la oscuridad y se

mide a A=595nmy A=450nm.
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ANEXO Il
Preparacion de medios y soluciones
1. Medios

e Medio sélido Middlebrook 7H10 suplementado con OADC

Medio Middlebrook 7H10 (BD) 199
Glicerol 5mL
H20 c.b.p. 900mL

Esterilizar a 121°C por 8 min. Adicionar en condiciones de asepsia 100mL de
OADC y vaciar en placas petri. Guardar a 4 °C.

e Medio liquido Sauton

L-Asparagina 49
Acido citrico 29
KH2PO4 0.5¢
MgS0O4.7H.0 0.5¢g
Tween 80 0.5mL
Citrato de amonio férrico 0.05¢g
Glicerol 60mL

Ajustar a pH 7.4 y llevar a un volumen final de 1L. Esterilizar a 121°C por 15 min.

e Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

DMEM (GIBCO) 13.5g
NaHCOs 3.79
HEPES 25mL

Ajustar a pH 7.3 y llevar a un volumen final de 1L, filtrar en membrana de
0.22um.

e Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) 10% SFB

DMEM 900mL
SFB (GIBCO) 100mL

Adicionar suero fetal bovino (SFB) al 10% vy filtrar por una membrana de 0.22um.
Guardar 4°C.

65



Anticuerpos monoclonales contra BCG México

e Medio Hipoxantina Aminopterina Timidina (HAT)

Medio DMEM 10% SFB 500mL
Suplemento de medio HAT 50X (SIGMA) 1 vial

Tomar 10mL del medio y reconstituir un liofilizado del suplemento de medio HAT
50X (SIGMA), filtrar por una membrana de 0.22um vy transferir al medio DMEM
10% SFB. Almacenar a 4°C, protegido de la luz.

e Medio Hipoxantina Timidina (HT)

DMEM 10% SFB 495mL
Suplemento liquido HT 100X (GIBCO) 5mL

Adicionar el suplemento HT al medio DMEM 10% SFB vy filtrar por una
membrana de 0,22um. Guardar a 4 °C.

2. Soluciones para técnica de ELISA por quimioluminiscencia

e Soluciéon amortiguadora de fosfatos (PBS)

NaCl 89
KCl 0.2g
NazHPO4 1449

Ajustar a pH 7.4 y llevar a un volumen final de 1L.
e Buffer de carbonatos

N&zCO3 0.1 599
NaHCOs; 0.293¢g

Ajustar a pH 9.6 y llevar a un volumen final de 100mL.
e PBS-Tween 0.05%
Tween 20 0.5mL
Adicionar tween a un volumen final de 1L de PBS.
3. Soluciones para geles 2D - PAGE
e Buffer de equilibrio

Urea 36.0369
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Glicerol
Tris pH 8.8(stock 1.5M)
SDS

Azul de bromofenol (stock 1%)

Llevar a un volumen final de 100mL.

e Buffer de corrida 5X

Glicina
Tris base
SDS

Llevar a un volumen final de 1L.
o Gel acrilamida 12%

H-O desgasificada
Acrilamida/bisacrilamida 30%
Tris pH 8.8,1.5M

SDS 10%

PSA 10%

TEMED

Solucién que polimeriza en 1 hora.

4. Soluciones para la tinciéon con plata

e Solucion de fijacion
I\/Ietanol
Acido acético
H-O
e Solucion de pretratamiento
N8.28203 5H20
Llevar a un volumen final de 1L.
e Solucion de fijacion

AgNO3
Formaldehido

Llevar a un volumen final de 1L.

37.86g
3.33mL

4ulL

729
15¢g
59

16.4mL
20mL
12.5mL
500uL
500uL
20 pL

50mL
40mL
10mL

0.75mL
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e Soluciéon de revelado

N&zCO3 609
Formaldehido 0.5mL
N8.28203 5H20 4mg

Llevar a un volumen final de 1L.
e Solucién de paro
Acido acético 10mL
Llevar a un volumen final de 1L.
5. Soluciones para la tincion con Coomassie (Silver blue)

e Solucion de Coomasie coloidal (silver blue)

Acido fosférico 14.8mL
Sulfato de amonio 25¢g
Metanol 50mL
CBB-G250 0.3g

Disolver y llevar a un volumen final de 250mL; solucién coloidal.
6. Soluciones para la inmunodeteccion

e Solucion de transferencia Bjerrum y Schafer-Nielsen

Metanol 200mL
Tris-HCL 5.82¢g
Glicina 2.93¢g

Llevar a un volumen final de 1L.
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Analisis de sueros del grupo control negativo

Titulos de anticuerpos IgG2a en los ratones inmunizados con SSI.
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Grafico 5. Analisis de anticuerpos IgG2a en 5 ratones sin inmunizacién y post-inmunizacién con
SSI, determinados con la técnica de ELISA. a) Ratones sin inmunizar, b) 15 dias post-
inmunizacién, ¢) 30 dias post-inmunizacién, d) 45 dias post inmunizacién, e) 60 dias post-

inmunizacion.
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Grafico 6. Promedio de los titulos de anticuerpos IgG2a de los ratones controles negativos. De
cada tiempo de inmunizacién se obtuvo el promedio de los titulos de anticuerpos de todos los
ratones, el cual fue representado en el Grafico 2.
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Anexo IV

Cepas empleadas en el ensayo de reactividad cruzada

Se verificd la calidad e integridad de las proteinas de extracto celular empleadas
en el ensayo de reactividad cruzada, realizando un gel de poliacrilamida de 8-25%

en el equipo Phast-System, para cada cepa se cargd 1ug de proteina.

Figura 12. Gel de poliacrilamida de 8-25% tefido con plata. Cada carril se cargdé con una cepa
micobacteriana diferente representada con nimeros del 1-8, los nombres de éstas se encuentran
enlatabla 7.

Posicion Cepa

1 M- microti

M. tuberculois H37Rv

M. abcsessus

M. avium ambiental

M. chelonae
BCG Danesa
BCG Japon
8 BCG Phipps

N o o B~ W N

Tabla 7. Posicion de las cepas micobacterianas en el gel de poliacrilamida.
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