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RESUMEN

La vacunacién con BCG es la Unica forma para prevenir la tuberculosis. Sin
embargo, la eficacia varia de 0-80%, es por ello que se desea desarrollar nuevas y
mejores vacunas, una opcién para mejorar la eficacia de la vacunacion contra la

tuberculosis son las vacunas recombinantes.

En este trabajo se utilizaron tres cepas diferentes Mycobacterium microti (M.
microti), M. microti Rv0934 y M. microti Rv1886c¢, de las cuales las ultimas dos sobre-
expresan las proteinas inmunogénicas; PstS-1 para M. microti Rv0934 y el Ag85B
para M. microti Rv1886¢c (Para fines de simplificacién, a partir de esta linea se hace
referencia a M. microti Rv0934 como M. microti/PstS-1 y a M. microti Rv1886¢c como
M. microti/Ag85B).

Cada una de las cepas mencionadas, se cultivaron y cosecharon, se extrajeron
proteinas de los extractos celulares y se separaron de acuerdo a su masa molecular
por electroforesis en una dimensién. Posteriormente, se realiz6 un Western-Blot en el
cual se utilizaron cinco lectinas; Galanthus nivalis (GNA), Sambucus nigra (SNA),
Maackia amurensis (MAA), de Arachis hypogaea (PNA) y Datura stramonium (DSA),
que identifican diferente(s) glicano(s) con la finalidad de obtener las proteinas
glicosiladas.

Después de esto, las proteinas del extracto celular se marcaron con
fluorocromos y se realizaron dos proteomas con las tres cepas en cada proteoma. Uno
de los geles se utiliz6 para realizar un Western-Blot, en el cual se utilizaron las lectinas
con las que se obtuvieron resultados positivos de glicosilacion de acuerdo al ensayo
anterior y se identifican los perfiles de glicosilacién para cada cepa. Este blot se traté
con una enzima que rompe los enlaces de tipo N- con el cual se podia diferenciar el
tipo de glicosilacion que presentan las proteinas glicosiladas (N- u O-glicosilacion).
Otro de los geles se utilizé para obtener las imagenes de los proteomas de cada cepa,
al igual que las combinaciones entre cepas. De acuerdo con la informacién obtenida
en los ensayos, se identificaron las proteinas que no fueron expresadas en una o dos
de las cepas y las proteinas que presentaron algun tipo de glicosilacion para después

ser secuenciadas por Espectrofotometria de Masas (MS/MS).

viii



Stavuliad do Ruinica; LONAH

1D

2D

Ag

ADN

ARN

ARNmM

ARNt

BCG

BCIP

BSA
CsHgO7-Fe-HsN
CHAPS

CMT

Cy

D.O.

DSA

DTT

E. coli

EDTA

GNA

IPG

K;HPO,

M. microti

M. microti Rv0934
M. microti Rv1886¢
M. tuberculosis
MAA

MgCl,
MgSQO,-7H,0
MnCl,

MM

MS/MS
Na,HPO,

ABREVIATURAS

Primera dimension

Segunda dimensién

Antigeno

Acido desoxirribonucleico

Acido ribonucleico

Acido ribonucleico mensajero
Acido ribonucleico de transferencia
Bacilo Calmette-Guerin
5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato
Albumina Sérica Bovina

Citrato férrico de amonio
3-[(3-colamidopropil)dimetilamonio]-1 propanosulfato
Complejo Mycobacterium tuberculosis
Cianina

Densidad o6ptica

Datura stramonium

Ditiotreitol

Escherichia coli

Acido etilendiaminotetracético
Galanthus nivalis

Gradiente de pH inmovil

Fosfato monobasico de potasio
Mycobacterium microti
Mycobacterium microti Rv0934
Mycobacterium microti Rv1886¢
Mycobacterium tuberculosis
Maackia amurensis

Cloruro de magnesio

Sulfato de magnesio heptahidratado
Cloruro de manganeso

Marcador de masa molecular
Espectrometria de Masas Tandem

Fosfato monobasico de sodio




Stavuliad do Ruinica; LONAH

NaCl

NBT

pH

PNA

PVDF

SAA

SDS
SDS-PAGE
TBS
Tris-base

Cloruro de sodio

4-nitro azul tetrazolio cloruro

Potencial de hidrégeno

Arachis hypogaea

Polifluoruro de vinilideno

Sambucus nigra

Dodecil sulfato de sodio

Electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio
Solucién Amortiguadora de Tris con Tween 20
2-Amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol




Stavuliad do Ruinica; LONAH

UNIDADES
H20q4 Agua desionizada estéril
A Amperes
cm Centimetros
°C Grados Centigrados
A Longitud de onda
m/m Masa/masa
m/v Masa/volumen
puL Microlitros
rpm Revoluciones por minuto
U Unidades
Vv Voltios

viv Volumen/volumen

Xi



Staculiad de Ruinica, LENAH

1. ANTECEDENTES

La vacuna BCG presenta una alta variabilidad en la eficacia protectora contra la
tuberculosis pulmonar en adultos (0-80%). Las vacunas recombinantes son una
alternativa para el desarrollo de nuevas vacunas contra la tuberculosis, por lo que en
nuestro grupo de trabajo se recombinaron las proteinas Ag85B y PstS-1 de M.
tuberculosis H37Rv en M. microti que es una cepa naturalmente atenuada para el

humano.

Durante el analisis de las proteinas recombinadas se encontr6 que los genes
que codifican para la PstS-1 y el Ag85B tienen una identidad de 100% y 99.9% entre
M. tuberculosis y M. Microti, respectivamente. Ademas, se observé que en M. microti
la proteina PstS-1 tiene un menor tamafio en el extracto celular en comparacién con la
encontrada en el filtrado de cultivo. Sin embargo, en las cepas recombinantes se
pierde la liberacion de ésta proteina al medio de cultivo. Las diferencias encontradas
en el tamafio de la proteina y su secrecion al medio de cultivo podrian deberse a que
estas cepas presentan diferencias en sus procesos de glicosilaciéon. Por tal motivo, se
decidio realizar la caracterizacion de los perfiles de glicosilacion de M. microti y sus

recombinantes.
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2. INTRODUCCION

2.1 Tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una enfermedad conocida desde la antigiiedad. Existen
evidencias de la presencia de ADN de M. tuberculosis en momias de Egipto que datan
de 5500 y 3500 a. C. [3]

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa que se transmite por via aéreay
es causada por una bacteria llamada Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis). La
transmision se da a través de gotas de saliva expulsadas al toser 0 estornudar por un

individuo enfermo. [4]

Las micobacterias ingresan al organismo a través de los pulmones y se
diseminan desde su ubicacién inicial en los pulmones a otras partes del cuerpo via

torrente sanguineo, el sistema linfatico o por extension directa a otros 6rganos. [5]

La tuberculosis pulmonar es la forma mas frecuente de esta enfermedad y
usualmente constituye mas del 80% de los casos. Esta es la forma de tuberculosis
mas contagiosa. [5]

Por otra parte, la tuberculosis extrapulmonar afecta a los ganglios linfaticos, la
columna vertebral, huesos, articulaciones, el tracto genitourinario, el sistema nervioso,

el abdomen, es decir, practicamente cualquier 6rgano.[6]

De las personas que estan infectadas con M. tuberculosis, alrededor del 10%
desarrolla la enfermedad en alguna etapa de su vida. De hecho, los microorganismos
pueden permanecer en estado latente dentro del cuerpo durante un largo periodo de
tiempo.[5] [7]

2.1.1 Mycobacterium tuberculosis

El género Mycobacterium pertenece a la familia Mycobacteriaceae y al orden
Actynomicetales. La bacteria M. tuberculosis forma parte del complejo Mycobacterium
tuberculosis (CMT) que comprende especies estrechamente relacionadas vy

responsables de la tuberculosis en diferentes hospederos.[1]
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Las especies que forman al CMT tienen un 99.9% de identidad a nivel de
nucleétidos y secuencias idénticas de ARN ribosomal 16S (Figura 1); cada una de
éstas especies difiere en su hospedero, fenotipo y patogenicidad. Asi, M. tuberculosis,
M. africanum y M. canettii infectan al humano, M. bovis es el agente causal de la
tuberculosis bovina, Mycobacterium microti [1, 8] causa tuberculosis en voles o ratones
de campo, M. caprae afecta a cabras y el hospedero de M. pinnipedii son los leones
marinos y las focas. [9]. Sin embargo, algunas de éstas Ultimas también han sido
encontradas en humanos como M. canetti, M. caprae, M. microti y M. pinnipedii. [10]
También se considera dentro de éste grupo la cepa de la vacuna BCG (Bacilo de
Calmette-Guérin).

Las micobacterias del complejo M. tuberculosis presentan un alto contenido de
G+C (61-71%) en su ADN. Son microorganismos aerobios estrictos, inmaviles,
pleomérficos (rectos o ligeramente curvos), no capsulados y no forman esporas ni
flagelos. Ademéas poseen una pared gruesa con un elevado contenido lipidico que
supone el 60% del peso seco de la micobacteria y esta constituida por cuatro capas
(Figura 2). La mas interna es de peptidoglicano con moléculas de N-acetilglucosamina
y acido N-glucoliimuramico. Esta capa da rigidez y forma a la bacteria. La segunda
posee arabinogalactanos que se encuentran unidos a los acidos micélicos de la
tercera capa. Los cuales son &cidos grasos de cadena larga (60-90 atomos de
carbono) con una gran importancia taxonémica. La capa méas externa se encuentra
constituida por lipidos como el “factor cordon” (trehalosa 6, 6-dimicolato) y por
mucosidos. En conjunto, esta composicion de la pared le confiere a las micobacterias
una escasa permeabilidad celular que es responsable, entre otras cosas, de la
ineficacia de multiples agentes antimicrobianos, asi como de la caracteristica de acido-
alcohol resistencia que presentan con algunas tinciones para su Vvisualizaciéon
microscopica. Ademds, determinados componentes de la pared, como el
lipoarabinomanana, intervienen en la patogenia y favorecen la supervivencia del

microorganismo en el interior de los macréfagos. [11] [12] [13]
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Figura 2. Estructura de la pared celular de las micobacterias. [12]

2.2 Epidemiologia de la tuberculosis

2.2.1 Tuberculosis en el mundo

La tuberculosis representa un serio problema de salud a nivel mundial, ya que
se estima que mas de dos millones de personas (un tercio de la poblaciéon mundial)
estan infectadas con el bacilo de la tuberculosis. De estas personas, una de cada 10

contraera tuberculosis activa en algin momento de su vida. [14]

La tuberculosis afecta principalmente a personas que viven en paises con
escaso nivel socioeconémico, desnutridas, inmunocomprometidas y la mayor parte de

los casos son adultos jévenes en edad productiva y econémicamente activos.

La incidencia de la tuberculosis, de acuerdo a la Organizacion Mundial de la
Salud, fue de 9.4 millones de nuevos casos en el 2009. Sin embargo, el nimero de
nuevos casos sigue en aumento por lo reporte obtenidos anualmente. La mayor parte
de los casos en el afio 2009 se presentaron en Asia (55%) y Africa (30%). En la figura

3 se aprecia el mapa en el cual la intensidad de color aumenta, representa la mayor
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incidencia de esta enfermedad. De los 9.4 millones de nuevos casos al afo, se estima

que entre 1.0 y 1.2 millones correspondieron a personas VIH-positivos (13.11%). [2]

En cuanto a la mortalidad, es importante sefalar que cada 8 segundos muere
una persona por tuberculosis en el mundo. En el afio 2009 hubo un estimado de 1.3
millones de muertes y de las cuales 0.38 millones fueron mujeres y 0.4 millones fueron
VIH-positivos. [14]

En el mundo, la OMS se ha fijado dos metas importantes para el 2015 con

respecto a la tuberculosis:

- Detener y comenzar a reducir la incidencia.

- La Alianza propuesta por la OMS “Alto a la tuberculosis” consiste en reducir a

la mitad el nUmero de muertes por la tuberculosis.

«® 100 000 population
024 !

- Estimated new TB
ﬁ cases (all forms) per

atalil ]

2545

50-99

100-299 }
=300 &

&

URE0RE

Ho estimate

Figura 3. En el mapa se muestra la incidencia de la tuberculosis por pais, estimada
para el 2009. Casos de tuberculosis por cada 100 000 habitantes. (WHO 2010)

Desde 1995 se han tratado exitosamente 41 millones de personas infectadas
con tuberculosis y se han salvado 6 millones de vidas. El “Plan Mundial para Detener
la Tuberculosis 2011-2015” propuesto por la OMS podria salvar mas de 5 millones de

vidas si es que se consigue financiar. [15].

o 908
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2.2.2 Tuberculosis en México

La incidencia de la tuberculosis en México fue de 18,085 casos nuevos en el
2009, de los cuales el 82.5% correspondieron a tuberculosis pulmonar, el 1.5% a
tuberculosis meningea, el 5.6% a tuberculosis ganglionar y el 10.4% a otras formas. El
23% de los nuevos casos de tuberculosis México, en el 2009, fueron asociados a

diabetes mellitus y un 5% a personas infectadas con VIH. [16]

En el 2008, 2,164 personas murieron a causa de la tuberculosis pulmonar.
Como podemos apreciar en la figura 4, la incidencia de tuberculosis ha ido

disminuyendo en los ultimos doce afios. [15]
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Figura 4. Incidencia de la tuberculosis en México de 1990-2009. En barras se
muestran los casos de tuberculosis y en lineas se muestra la morbilidad de la
tuberculosis. [16]

2.3 Vacunacion contra la tuberculosis

2.3.1 Bacilo Calmette-Guérin (BCG)

La vacuna BCG fue desarrollada por Albert Charles Calmette y Camille Guérin
en el Instituto Pasteur, en Lille, Francia a principios del siglo XX. Calmette y Guérin
trabajaron durante 13 afios con una cepa de M. bovis aislada de mastitis bovina
realizando 230 cultivos subsecuentes de la cepa en un medio de cultivo de papa
glicerinada adicionado con bilis de buey. Lo que llevé a la obtencién de una cepa

atenuada en comparacion con la cepa virulenta de M. bovis.[17]
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En la primera inoculacion reportada (antes de la primera vacunacion
notificada), se informé que un hombre no identificado recibié 44 000 bacilos por via
intravenosa, resultando "inofensivos"”. Posteriormente, en 1921 Weil-Hallein realizaron
con éxito la vacunacién de un nifio, lo que llevé a la vacunacion de 664 nifios en 1924.
A partir de éste afilo muchos lotes semillas fueron distribuidos a nivel mundial para el

uso de esta cepa como vacuna.

Hasta el momento sélo se cuenta con la vacuna BCG para la prevencion de la
tuberculosis, no obstante existen evidencias de que la eficacia protectora conferida
contra la tuberculosis pulmonar varia de un 0-80 %. [18]

Entre las explicaciones de la variacion observada en la eficacia de la vacuna BCG
se encuentran: la variacibn genética de las cepas BCG, la variacibn genética
poblacional, la interferencia de micobacterias no tuberculosas, la interferencia por
infeccidn con parasitos recurrentes y la exposicion de la vacuna a la luz UV. [19] [20,
21] [22]

2.4 Vacunas contra la tuberculosis

La variabilidad de la eficacia protectora contra la tuberculosis pulmonar mostrada
por la vacuna BCG ha llevado al desarrollo de nuevas vacunas. Hoy en dia existen
diferentes tipos de vacunas desarrolladas con la finalidad de aumentar la eficacia
protectora de la vacuna BCG. Las vacunas con las que se cuenta, se encuentran en
diferentes fases del desarrollo desde la preclinica hasta la fase Ill. Entre las vacunas
que se encuentran en desarrollo se encuentran las vacunas recombinantes, de ADN,
de subunidades proteicas e incluso de cepas filogenéticamente relacionadas a M.

tuberculosis (figura 5). [23]
2.4.1 Vacunas de ADN

Las vacunas de ADN utilizan vectores que expresan antigenos con los promotores
eucariotes del huésped vacunado y por lo tanto inducir potente respuesta
inmunoldgica, tanto humoral como celular, que comprenden la activacion de células T
CD4 y T CD8, entre otras subpoblaciones. En este tipo de vacunas se requiere un
adyuvante e inmunizacién intramuscular para inducir una respuesta tipo Thl. [24] [25]
[26]
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Estas vacunas, por lo general son cepas manipuladas genéticamente que
sobre-expresan antigenos de M. tuberculosis. Una amplia gama de antigenos se ha
utilizado como lo son el Ag85A, Ag85B, PstS-1, entre otros. [27]

2.4.3 Vacunas de subunidades proteicas

Las vacunas de subunidades proteicas se obtienen a partir de proteinas del
filtrado de cultivo de M. tuberculosis. Se requiere de coadyuvantes que activan las
células presentadoras de antigeno (CPA) para el desencadenamiento de la inmunidad
protectora. Sin embargo, no se sabe que vias de sefializacion participan en la
presentacion a CPA y como estas vias se unen a la respuesta inmune adaptativa.
Ademas, tienen la desventaja de no inducir inmunidad protectora por un largo periodo

de tiempo. [28]

Las vacunas de subunidad proteicas se han desarrollado con las proteinas
Ag85B-ESAT-6 y Ag85B TB10.4. Estudios de estas vacunas en modelos animales han
revelado su capacidad para generar respuestas inmunes protectoras. Sin embargo, se
ha sugerido que la diversidad genética entre cepas de M tuberculosis compromete la

eficacia de la vacuna. [29]

2.5 Mycobacterium microti como vacuna

Debido a que esta especie es naturalmente atenuada para el humano y a su
mas cercana relacién filogenética con M. tuberculosis (Figura 1), en Checoslovaquia,
en 1951 y 1969 se utiliz6 ésta cepa como vacuna, donde se administr6 por via
intradérmica a aproximadamente 500,000 personas, en su mayoria recién nacidos. En
este estudio se observé que ésta vacuna confirid una proteccion de aproximadamente
75% contra la tuberculosis. Para 1954 se report6 un estudio comparativo de M. microti
y BCG en donde se observé una proteccion contra la tuberculosis del 75 al 80%. [30],
Sin embargo, se decidié no emplearla mas como vacuna debido a que presentaba un
mayor nimero de efectos adversos comparada con la BCG. Tales como reacciones
cutaneas de mayor induracion y alérgicas [31]. Sin embargo, hoy en dia se considera
que M. microti es una buena candidata para el desarrollo de nuevas vacunas contra la
tuberculosis e incluso se han evaluado vias de administracion alternativas para evitar

reacciones secundarias. Por ejemplo, se observd que tanto por via oral como
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intranasal presentd una mayor proteccién en comparacién con la BCG administrada

por via subcutanea. [32]

2.6 PstS-1

Este antigeno es una proteina de 38 kDa que se encuentra codificada por el
gen pstS-1 (Rv0934). En M. tuberculosis y M. bovis BCG es uno de los principales
constituyentes del filtrado de cultivo; también se le conoce como: Ag 78 (deteccién por
contrainmunoelectroforesis), proteina de 38 kDa, AgB (deteccion con anticuerpos
monoclonales) o Ag5 (deteccion por inmunoelectroforesis). [33]. Las micobacterias no
tuberculosas no produce esta proteina [32]

La proteina PstS-1 se localiza en la pared celular de la bacteria. Es un receptor
primario de un sistema de transporte de fosfato tipo ABC, presenta un 30% de
identidad con la proteina PhoS de Escherichia coli (E. coli) cuya funcién es el
transporte de fosfato. [34]

Hasta el momento se sabe que el sistema pst se encuentra organizado en un operén
que sugiere estar regulado por fosfato ya que, la expresion del gen pstS1 se da en

ausencia de fosfato en el medio de cultivo. [35] [36, 37] [38]

Este antigeno induce la proliferacion de células T CD4+ y genera altos niveles
de INF-y e IgG2a. Ademas, existe una elevada produccién de IL-12 por los

macrofagos y la estimulacion de CD8+ citotdxicas. [39]

2.7 Antigeno 85B

Este antigeno es el principal componente del filtrado de cultivo de M.
tuberculosis H37Rv cuya masa molecular es de 20 kDa. El Ag85B (Rv1886¢) es una
micolil transferasa cuya funcion es la sintesis de componentes de la pared celular. Se
le han asignado diferentes nombres como antigeno 6, MPT59/MPB59 o antigeno 85B.
[40] [41]

El Ag85B forma parte del complejo 85. Estas proteinas estan codificadas por
tres genes independientes fbpA, fopB y fbpC. Estas proteinas se secretan en una
relacion de 3:2:1 (30kDa/32A/32B), siendo el antigeno 85B el componente mayoritario

en el filtrado de cultivo de M. tuberculosis. Esta proteina es producida como una pre-
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proteina con un péptido sefial de 40 residuos de aminoacidos, lo cual permite su

secrecion. [42] [43]

2.8 Gilicosilacion

La glicosilacion es la unién covalente de los hidratos de carbono a un
polipéptido, lipidos, polinucledtido, hidratos de carbono o compuesto organico

catalizada por enzimas denominadas glicosiltransferasas [44] [45] [46]

Uno de los aspectos caracteristicos de esta modificacion postraduccional es el
fenbmeno de la microheterogeneidad. Este término indica la gran variedad de
estructuras adjuntas que forman los glicanos y el tipo de célula que las presentan. El
alcance de esta microheterogeneidad varia considerablemente de sitio de glicosilacion
a otro, de la glicoproteina y de un tipo de célula a otro. Por lo tanto, una proteina
puede existir en numerosas "glicoformas"”, cada forma con diferentes propiedades.
[47] [48]

Existen diferentes tipos de glicosilaciéon: C-, N-, O- y P-glicosilacion, las formas
mas comunes son la N- y la O-. En las bacterias so6lo se encontro los tipos N-y O, los

cuales son descritos a continuacion. [44, 46] [49]

Man
BacAc, \ GleNAG éThr
GlcNAc 43
GalNAc \Asn. Gle Gal /
Gl . ;
Hh: ~N-glycosyl FucN)/(\; — ;
Gl A ". GICNAC Gal / “ :.
5 "9 GalNAc “‘ :.
Gal \
M Ser/Thr =======*
Trp ----C-glycosyl an 7 O -glycosyl
BacAc2 ,." :' -‘-
GlcNAc-1-P Glc Tyr ; y
Man-1-P ——=gqr.... P—g/ycosy/ A s
Fuc-1-P -—7" Gal— Hyl .
Xyl-1-P .
GlIcNAc ‘..
Gal Hyp
Ara/

Man-6-P-EthN — C-term ---- Glypiation

Figura 6. Representacion esquematica de los cinco tipos de glicosilaciones
encontradas en la naturaleza. arabinosa (Ara); ramnosa (RHA); (FucNAc) N-
acetilfucosamina (2-acetamido-2,6-dideoxi-D-galactosa), (Bac) bacillosamina (2,4-
diamino-2,4, 6-trideoxi-D-glucosa); (PSE) acido pseudaminico (acido 5,7-diacetamido-
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3,5,7,9-tetradeoxi-L-glicero-L-mano-nonulosonico); (Hy!) hidroxilisina; (Hyp)
hidroxiprolina, (C-término ) residuo de aminoacido carboxi-terminal. Glipiacion es el
proceso por el que se afiade un glicosilfosfatidilinositol (GPI) de anclaje de una
proteina. [50]

2.8.1 N-glicosilacion

En la glicosilacion de tipo N- el glicano esta unido de forma covalente a las
proteinas en el residuo de asparagina, mediante un enlace N-glicosidico. Se han
reportado cinco diferentes N-glicanos ligados, de los cuales la N-acetilglucosamina es
el mas comun (Asn-GIcNAcB1). [51] [17]

La N-acetilglucosamina fue descubierta por el analisis bioquimico de las
glipoproteinas mas abundantes en el suero, como las inmunoglobulinas. Se han
llevado a cabo estudios donde se confirma que no todas las asparaginas pueden sufrir
el proceso de glicosilacién, si no que la glicosilacion se da en una secuencia consenso
(Asparagina-X-Serina/Treonina) donde X es cualquier aminoacido, excepto la prolina.
[46]

2.8.2 O-glicosilacién

La O-glicosilacion es una modificacion comdn donde un azlcar se une
covalentemente a residuos de serina y treonina. Los O-glicanos se unen
covalentemente a la N-acetilgalactosamina (GalNAc) en su forma a en el residuo -OH

de la serina o treonina mediante un enlace O-glucosidico. [52]

En la glicosilacion de tipo O- no existe una secuencia consenso debido a que
hay diferentes transferasas involucradas en el proceso de glicosilacién. Se sabe que
residuos de prolina cercanos a los aminoacidos que sufren glicosilacion favorecen las
estructuras B y se ha propuesto que la glicosiltransferasa reconoce a las prolinas para

llevar a cabo su funcion de transferencia de glicanos.[44]
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3. JUSTIFICACION

La variacién que presenta la vacuna BCG en la eficacia protectora contra la
tuberculosis pulmonar ha propiciado el desarrollo de nuevas vacunas. Una alternativa
son las cepas recombinantes como M. microti/PstS-1 y M. microti/Ag85B, las cuales
posiblemente presentan diferentes perfiles de glicosilacion. La caracterizacién de estas
glicosilaciones resulta de interés debido a que ha sido reportado que estan implicadas

en la interaccion con células del sistema inmune.
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4. OBJETIVO GENERAL

Determinar el perfil de glicosilaciéon de las proteinas de extracto celular en M.
microti, M. microti/PstS-1 y M. microti/Ag85B.

4.1 Objetivos particulares

e Obtener las proteinas de extracto celular de M. microti, M. microti/PstS-1 y M.
microti/Ag85B.

e Determinar el perfil de proteinas glicosiladas en M. microti, M. microti/PstS-1 y M.
microti/Ag85B en geles de una dimension.

e Construir y comparar los proteomas de las cepas M. microti, M. microti/PstS-1 y M.
microti/Ag85B.

¢ Identificar en los proteomas las proteinas glicosiladas y el tipo de glicosilacion.
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5. HIPOTESIS

La caracterizacion de los perfiles de glicosilacién de las proteinas de M. microti,
M. microti/PstS-1 y M. microti/Ag85B mostrara que existen diferencias en el perfil de

glicosilacién entre éstas cepas.
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6. METODOLOGIA

Siembra y cosecha de:
Mycobacterium microti
Mycobacterium microti/PstS-1
Mycobacterium microti/Ag85B

6.2 Obtencidn de proteinas de extracto
. celular

e Proteinas glicosiladas (Geles

de las proteinas glicosiladas y tipo de
glicosilacion(Geles 2D)
e Secuenciacion de proteinas

[\ 1D)
Caracterizacion e |dentificacion de proteinas

Figura 9. Esquema general de la metodologia.
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6.1 Siembra y cosecha de Mycobacterium microti, Mycobacterium

microti/PstS-1y Mycobacterium microti/Ag85B

Las cepas utilizadas durante el desarrollo experimental fueron: Mycobacterium
microti, Mycobacterium microti Rv0934 y Mycobacterium microti Rv1886c¢. Las Ultimas
dos cepas sobre-expresan las proteinas PstS-1 (Rv0934) y Ag85B (Rv1886¢),
respectivamente. Para fines de este texto se utlizar4 la terminologia M. microti, M.
microti/PstS-1 y M. microti/Ag85B para Mycobacterium microti, Mycobacterium microti
Rv0934 y Mycobacterium microti Rv1886c.

Las cepas de M. microti, M. microti/PstS-1 y M. microti/Ag85B se inocularon en
medio BD Middlebrook 7H10 (ver anexos, apartado 9.1) por estria cruzada a 37°C,
durante cuatro semanas. Una vez que se tuvieron colonias aisladas se observaron sus
caracteristicas macroscépicas y microscépicas, para éstas Ultimas se realizé una
tincion de Ziehl-Neelsen en caliente (Ver anexos, apartado 9.2). Las tinciones fueron
observadas en un microscopio de luz, Leica DMLS™ (Leica Microsystem Wetzlar
GmbA, Germany).

Posteriormente, las cepas se cultivaron en medio Sauton modificado con
glucosa y piruvato (ver anexos, apartado 9.3) de la siguiente forma: se tomd una
asada de las cepas M. microti, M. microti/PstS-1 y M. microti/Ag85B que se obtuvieron
del medio Middlebrook 7H10 y se sembraron e incubaron a 37°C y 150 rpm hasta
obtener una D.O.g00nm €ntre 0.6 y 0.8 de absorbancia. A las cepas de M. microti/PstS-1
y M. microti/Ag85B se les agreg6 kanamicina (30 pg/mL, concentracion final) cada 72
horas. Una vez que se alcanz6 la D.O. antes mencionada se realiz6 una tincién de
Ziehl-Neelsen y se corrobord que la morfologia correspondiera a la descrita en el paso

anterior. El cultivo se conservé a 4°C hasta su uso.

6.2 Obtencion de las proteinas de extracto celular.

Los medios de cultivo de cada una de las cepas se cosecharon por
centrifugacion a 4°C, 5,000 rpm por 15 minutos. Posteriormente, el paquete celular

bacteriano se obtuvo por decantacion.

Para obtener las proteinas del extracto celular, el paquete celular se lavo tres
veces por centrifugacion con H,Oyq4 fria a 4°C y 5,000 rpm por 15 minutos en cada

lavado. Al paquete celular bacteriano obtenido se le agrego H,O4 fria para obtener una
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suspension bacteriana de 300 mg/mL. Después, las bacterias se lisaron por sonicacion
con el equipo Ultrasonic Precessor™ (Cole Parmer Corporation) aplicando 18 pulsos
de 100 mV (1 minuto encendido y 1 minuto apagado) a 4°C. Durante la sonicacion se
le agreg6 PMSF a una concentracion final de 1 mM. Finalmente, el extracto celular
bacteriano se obtuvo por centrifugacién a temperatura ambiente a 14,000 rpm durante
5 min. Al sobrenadante se le realizd una tincién de Ziehl-Neelsen y de ésta forma se
comprobd que se los bacilos fueron lisados.

Para concentrar las proteinas del extracto celular éstas se colocaron en tubos
AMICON™ (Ultra-15 Centrifugal Filter Units, MILLIPORE) y se centrifugé a 4°C y 5,000
rpm hasta obtener aproximadamente 1mL. A este concentrado se le agreg6 azida de
sodio y PMSF a una concentracion final de 0.05% y 1mM, respectivamente.
Posteriormente, se cuantificé la proteina por el método de Bradford y las muestras se
etiquetaron y almacenaron a -70°C hasta su uso.

Para la cuantificacién de las proteinas por el método de Bradford, se realizd
una curva patron con albumina sérica bovina (BSA) (Ver anexo, apartado 9.4).

6.3 Identificacion de proteinas glicosiladas en el extracto celular de M.
microti, M. microti/PstS-1y M. microti/Ag85B

Como parte de la identificacion de las proteinas glicosiladas en las cepas de
interés primero se realizaron geles de 1D, en los cuales se determind si éstas cepas
tienen proteinas glicosiladas y que tipo de glicano presentan. Posteriormente, en geles
de 2-D se identificaron las proteinas glicosiladas asi como si corresponden a una N- u

O-glicosilacion.

6.3.1 Identificacidon de glicanos: Geles en 1 dimensién (1D)

6.3.1.1 Geles de acrilamida al 12.5%

Las proteinas del extracto celular de M. microti, M. microti/PstS-1 y M.
microti/Ag85B en una solucion amortiguadora de carga (Tris-HCI 0.625M pH 6.8,
glicerol 10% vl/v, azul de bromofenol 0.05% m/v y B-mercaptoetanol 0.05% v/v) en

proporcion 1:1.
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Una vez realizado lo anterior, se colocaron 1 ug de cada una de las muestras, asi
como del marcador de masa molecular Precision Plus Protein™ (Standars Dual Color;
250-10 kDa. Bio-Rad Laboratories), del control positivo (proteinas especificas
mencionadas en la tabla 1) y de la proteina PstS-1 (control negativo) en geles de
acrilamida al 12.5% (PhastGel™, Homogeneous 12.5 Amersham Biosciences). La
electroforesis se realiz6 en el equipo PhastSystem® (Amersham Biosciences) con tiras
de amortiguador SDS Buffer Strips (0.20 M tricina, 0.20 M Tris-base, 0.55% SDS pH
8.1, Amersham Biosciences) a 400V, 10mA y 15°C durante 15 minutos.

Tabla 1. Controles positivos utilizados con las diferentes lectinas.

N Lectina
Control positivo

GNA SNA MAA DSA PNA
Carboxipeptidasa Y + - - - -
Transferrina - + - (+) -
Fetuina - + + T i
Asialofetuina - - - + +
+ = Reaccion fuerte, (+) = Reaccion débil, - = Reaccidn negativa.

6.3.1.2 Transferencia en membranas de PVDF

Una vez que se realizé la separacion por masa molecular de las proteinas, uno
de los geles se utiliz6 para transferir las proteinas a una membrana de PVDF (Hybond-
P Membrane™ Amersham Biosciences) y el otro se tifié con plata. La transferencia se
realiz6 en semiseco en el equipo PhastSystem™ (Amersham Biosciences) con una
solucion amortiguadora de Towbin (Tris-base 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20%,
pH8.3) a 400V, 10mA y 15°C durante 30 minutos.

Una vez terminada la transferencia, la membrana se colocé en solucion de
bloqueo (Blocking Reagent™ Amersham Biosciences) diluida 9:1 en TBS (solucién
amortiguadora de Tris-base con tween 20 a un pH 7.5) durante toda la noche con
agitacion constante a 4°C y posteriormente se utilizé el kit DIG Glycan Differentiation™
(Amersham Biosciences) para identificar que glicosilaciones presentan las proteinas

de cada una de las cepas analizadas.
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6.3.1.3 Diferenciacion de glicanos
Para la identificacion de glicanos, se utilizé el kit DIG Glycan Differentiation™
(Amersham Biosciences) que tiene las siguientes caracteristicas: Cada una de la
lectinas incluidas en el kit se une especificamente a un glicano. En la tabla 2 se
muestran ejemplos del tipo de estructura molecular que identifica cada lectina, en la

tabla 3 se ilustran ejemplos de glicanos a los cuales se unen las lectinas.

Tabla 2. Lectinas utilizadas y tipo de glicanos a los que se unen.

Lectina Glicanos que se identifican Dilucién
Galanthus nivalis (GNA) Manosa, terminal 1:1000
Sambucus nigra (SNA) Acido sidlico ligado (2-6) a galactosa o N- 1:1000

acetilgalactosamina
Maackia amurensis (MAA) | Acido sialico ligado (2-3) a galactosa 1:200
Arachis hypogaea (PNA) Galactosa-B(1-3)-N-acetylgalctosamina 1:100
Datura stamonium (DSA) Galactosa- B(1-4)-N-acetilglucosamina 1:1000

El kit utilizado funciona de la siguiente forma: Las lectinas, unidas a la anti-
digoxigenina AP (Anti-digoxigenina Fosfatasa Alcalina), se unen especificamente a un
glicano. Cuando se lleva a cabo la union de la lectina al glicano especifico y
posteriormente se le agregan los colorante NBT/BCIP, éstos llevan a cabo una
reaccion de tipo 6xido-reduccion (REDOX) con la fosfatasa alcalina. Los colorantes
que tienen una coloracion amarilla, forman un precipitado que va del gris al negro. En
la figura 10 se muestra una representacion de como se llevo a cabo la identificacion de
los glicanos con las lectinas. En la tabla 3 se ejemplifica el tipo de glicano que

identifica cada lectina de acuerdo a sus caracteristicas estructurales.
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Tabla 3. Ejemplos representativos de los enlaces identificados por las lectinas GNA,

SNA, MAA, PNA'Y DSA.

Lectina Representacion grafica de los glicanos que identifica la lectina
GNA Manosa terminal
\.!laﬂ-ﬁ] N
[Ma(1-3) =Mu(1-2)” o Ma1-6)
M-P-Ma(1-3) Mia(1-6)
/NI — GIcNAc, — Asn
[Ma(1-2) =MJo(1-2) = Ma(1-3)
SNA Acido siélico ligado(2-6) a la galactosa o N-acetilgalactosamina
SAw(2-6) — Gal|p(1-4) — GIcNAcB(1-2) — Ma(1-6)\
/IVI — GlcNAc, —Asn
SA(2-6) — Gal|p(1-4) = GIcNACB(1-2) — Moi(1-3) %
MAA Acido sidlico ligado (2-3) a galactosa
[SAc(2-3)_Gallp(1-3) — GalNAC —Ser/Thr
[SAa(2-3) — Gal[p1-3) —GialNAc —Ser/Thr
SAw(2-6)
[5Au2-8) — Gall(1-4) — GleNACB1-6)\
[SAa(2-3) — Gal[p(1-3) — GalNAc —SeréThr
PNA Galactosa-B(1-3)N-acetilgalactosamina
[Galp(1-3) — GaINAc |—Ser/Thr
Galactosa-B(1-4)N-acetilglucosamina
DSA

|Ga|ﬁ(1-4] —GIcNAcl— (in N-glycans like fetuin)

—Ser/Thr
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NBT/BCIP
C@O Reaccion
colorida
@ . H Lectina marcada con
Asparagina o .
digoxigenina
<:> Acido sidlico >_. Anti-digoxigenina AP

Figura 10. Resumen de como se lleva a cabo la identificacién de los glicanos con
ayuda del KIT DIG Glycan Differentiation™ (Roche-Applied Science).

Una vez que se tuvo la membrana blogueada, se eliminé el excedente con con
soluciéon amortiguadora de tris-boratos salino (TBS) de 10 min cada uno y uno mas
con solucién amortiguadora de cloruros (1 mM MgCl,, 1 mM MnCl,, 1ImM CacCl,, en
TBS a pH7.5) a temperatura ambiente. Al término, la membrana se incubd con la
lectina de interés a diferentes diluciones (Tabla 2), durante una hora en agitacién
constante. Para cada lectina, se realizé un ensayo electroforético y de transferencia en

las condiciones mencionadas anteriormente.

Una vez que se llevé a cabo la incubacién de la membrana con las lectinas,
ésta se eliminé la lectina no reactante con TBS en agitacion constante y a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Después de esto, la membrana se incub6 con Anti-
Digoxigenina-AP™ (Amersham Biosciences) a una dilucién 1:1000 (TBS) en agitacion
constante y a temperatura ambiente. Para detectar la union de la lectina a las
proteinas glicosiladas se utilizaron los colorantes cloruro de 4-nitro azul de tetrazolio y
5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato  (NBT/BCIP) en una diluciébn 1:50 en solucion
amortiguadora de Tris-acido (Tris-HCI 0.1 M, MgCl, 0.05M y NaCl 0.1M, pH 9.5). La
membrana se incubd con los colorantes sin agitacion a temperatura ambiente hasta
notar precipitacion y un cambio de color de gris a negro. Posterior a la identificacion de
las lectinas, se tomo la imagen con el densitdémetro Molecular Imager GS-800™ (Bio-
Rad Laboratories) para su andlisis con el programa Quantity One™ (1-D Analysis

Software, Bio-Rad Laboratories).
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6.3.1.4 Tincidn con plata

Los geles utilizados tanto en la separacion electroforética como en la
transferencia se tifieron con plata con la siguiente metodologia. Al término del
corrimiento electroforético, los geles se colocaron en la solucién de fijacion (metanol
50%, acido acético 50% mas 0.5 mL de formaldehido al 37%) durante 2 horas. Se
realizaron 3 lavados con solucién de lavado (etanol 50%) durante 20 min por cada
uno. Se elimind la solucién de lavado y se agregé la solucion de pretratamiento
(Tiosulfato de sodio pentahidratado 0.2 g/L), se incubé durante 1 minuto y se lavo 3
veces con H,O4 por 20 segundos en cada lavado y al final se retird esta solucion. El
gel se coloco en solucion de plata (nitrato de plata 0.2% y 0.002% de formaldehido)
durante 20 min en la obscuridad. Se retir6 la solucién de plata y el gel con H,O4 por 20
segundos cada ocasién e inmediatamente se le agregd la solucion de revelado
(carbonato de sodio 60g/L, formaldehido 37%/L, tiosulfato de sodio pentahidratado 4
mg/L) durante 10 min. En seguida, el gel se traté 2 veces con H,Oq4 por 2 min. Los
geles se colocaron en solucién de inhibicién de precipitacion de la plata (metanol 50%,
acido acético 12%) por 10 minutos, al término se descartd la solucion y los geles
fueron colocados en solucién de lavado. Por dltimo, los geles se mantuvieron en H,Oq4

hasta su deshidaratacion.

Los resultados se compararon con las imagenes que se tomaron con el

densitémetro Molecular Imager GS-800™

(Bio-Rad Laboratories) para su posterior
andlisis con el programa Quantity One™ (1-D Analysis Software, Bio-Rad

Laboratories).

6.3.2 Identificacion de proteinas glicosiladas: geles en 2 dimensiones
(2D)

De acuerdo a los resultados obtenidos en la primera dimensién, sélo se
realizaron los ensayos de 2D con las lectinas que reconocieron proteinas glicosiladas
en las muestras. Se realizaron dos geles en un mismo ensayo de los cuales uno se
utilizé para marcarlos con los diferentes fluorocromos y el otro para ser transferido a

una membrana de PVDF.

6.3.2.1 Primera dimension: Isoelectroenfoque

Las proteinas del extracto celular de las diferentes cepas utilizadas se

marcaron por separado de la siguiente forma:
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Se cuantificd las proteinas del extracto celular por el método de Bradford y se
ajustoé el pH a 8.5. Se colocaron 50 pg del extracto celular en un tubo Ependorfy 1 pL
de la solucién de trabajo de cada fluorocromo CyDye™ (DIGE Fluor for 2-D
fluorescence difference gel electrophoresis, Amersham Biosciences) en
dimetilformamida (DMF) (400 pmol/pL) de acuerdo a la siguiente tabla:

Tabla 4. Fluorocromos utilizados para el marcaje de las proteinas de extracto celular.

Absorcién en | Emision en DMF
Cepa Fluorocromo
DMF (nm) (nm)
M. microti Cy3 553 +3 572 +5
M. microti/PstS-1 Cy5 641 + 3 660 + 5
M. microti/Ag85B Cy2 492 + 3 510+5

Posteriormente, las muestras se incubaron a 4°C en la oscuridad durante 30
minutos, la reaccién se detuvo con Lisina (10 mM). Al término, las muestras se
incubaron durante 10 minutos a 4°C en la oscuridad. Las proteinas marcadas se
solubilizaron en 360 pL de solucién amortiguadora de rehidratacién [Urea 9M, CHAPS
4%, ditiotreitol (DTT) 100 mM, anfolinas 0.1%, Bio-Lite™ pH 3-10 (Bio-Rad
Laboratories) y azul de bromofenol 0.001%. La mezcla se utilizé para rehidratar dos
tiras de gradiente de pH linmovil (IPG, pH 4-7, 11 cm) durante 16 horas. Después de
gue las tiras se rehidrataron, se llevé a cabo el isoelectroenfoque bajo las siguientes
condiciones: a) 500 V, 1 mA, 5 W a 1 V/h, b) 2500 V, 1 mA, 5 W y c) 2500 V, 1 mA,
5W a 49500 V/h en el equipo Multiphor Il Electrophoresis Unit, Flatbed System™

(Amersham Biosciences) durante 8 horas.

6.3.2.2 Segunda dimension: Electroforesis en gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE)

Después de la realizaciéon del isoelectroenfoque, cada una de las tiras se
colocdé en 5 mL de una solucién de ditiotreitol 70 mM en solucién amortiguadora de
equilibrio Urea 6 M, glicerol 30% v/v Tris-base 50 mM, dodecil sulfato de sodio (SDS)
2% y azul de bromofenol 0.002%] y posteriormente en 5 mL de una solucién de
lodoacetamida (IAA) 193 mM preparada en solucion amortiguadora. Posteriormente,
las tiras se colocaron sobre geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 12%, al igual

que el marcador de masa molecular Precision Plus Protein™ Dual color de 250-10 kDa
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(Bio-Rad Laboratories). La electroforésis se llevé a cabo en una camara Hoeffer SE
600™ (Pharmacia Biotech) en solucién amortiguadora (Glicina 192 mM, Tris-base 25
mM y SDS 0.1% m/v) a 50 V por 30 minutos, 100 V por 2 horas y 200 V por 3 horas.
Uno de los geles se utiliz6 para tomar una imagen con el equipo Typhon™ 9400
(Amersham Biosciences) y realizar el analisis con el programa QuantityOne™ (1-D
Analysis Software, Bio-Rad Laboratories).

6.3.2.3 Transferencia en PVDF

Uno de los geles utilizados obtenidos en la segunda dimension se transfirio a
una membrana de PVDF en solucion amortiguadora de Towbin (Tris-base 25 mM,
glicina 192 mM, metanol 20%, pH8.3) a 100V durante 1 hora en una camara en

semiseco Trans-Blot™ (Bio-Rad Laboratories).

Después de la transferencia, la membrana se coloc6 en solucion de bloqueo
(Blocking Reagent™ (Amersham Biosciences), diluida 9:1 en TBS a un pH 7.5, durante
toda la noche a 4°C y en agitacion. Posteriormente, se utilizé el kit DIG Glycan
Differentiation™ (Amersham Biosciences) para diferenciar el tipo de glicosilacion que

presentan las proteinas de los extractos celulares.

6.3.2.4 Identificacion de proteinas con manosa terminal y acido sialico

ligado (2-3) a galactosa

Una vez que se tuvo la membrana bloqueada se hicieron tres lavados; dos con
TBS durante 10 min cada uno y 1 con solucién amortiguadora de cloruros (1 mM
MgCl,, 1 mM MnCl,, 1 mM CaCl,, en TBS a pH7.5) a temperatura ambiente.
Posteriormente, la membrana se incubd durante una hora a temperatura ambiente y

agitacion constante con la lectina GNA que reconoce manosa terminal.

Después que se llevo a cabo la incubacion de la membrana con la lectina GNA,
se lavé 3 veces con TBS en agitacion constante a temperatura ambiente, durante 10
minutos. Después de esto, se incubd con la Anti-Digoxigenina-AP™ (Amersham
Biosciences) en dilucién 1:1000 con TBS en agitacion constante durante 1 hora. La
union de la lectina a las proteinas glicosiladas, se identificé con NBT/BCIP diluida 1:50
en solucién amortiguadora de Tris-&cido (Tris-Hcl 0.1 M, MgCl, 0.05 M y NaCl 0.1 M,
pH 9.5) sin agitacion y a temperatura ambiente hasta observar precipitacion y un

cambio de color de gris a negro. Posterior a la identificacion de las lectinas, se tomé la
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imagen con el densitémetro Molecular Imager GS-800™ (Bio-Rad Laboratories) para
su posterior andlisis con el programa PDQuestTM (2-D Analysis Software Bio-Rad
Laboratories).

Con la finalidad de diferenciar si la glicosilacién identificada en éste ensayo es
de tipo N- u O-glicosilacién se realiz6 lo siguiente: la membrana se incub6 con 20 U de
N-glycosidasa F (N-Glycosidase F, recombinant™, Roche Applied Science), la enzima
se diluy6 en 100 mL de solucién amortiguadora de incubacion, (fosfato monobasico de
sodio (NaH,PO,) 1 M, acido etilendiaminotetracético (EDTA) 50 mM, 3-[(3-
colamidopropil)dimetilamonio]-1 propanosulfato (CHAPS) 2%, SDS 0.2% vy B-
mercaptoetanol 1% v/v pH 7.8) toda la noche en agitacion constante a 37°C. Después
de la incubacion, la membrana se elimind los excesos de reactivos con 2 veces con
TBS durante 10 minutos y la imagen se tomé con el densitdmetro Molecular Imager
GS-800™ (Bio-Rad Laboratories) con el programa PDQuestTM (2-D Analysis Software
Bio-Rad Laboratories).

Para la identificacion de las proteinas glicosiladas con &cido sidlico ligado (2-3)
a galactosa se utiliz6 la misma metodologia mencionada en el apartado 5.3.2.4.

6.3.2.5Tincidn con plata

La tincion con plata se realiz6 de la misma forma que la mencionada

anteriormente en el punto 5.3.1.3

6.3.2.6 Identificacion y secuenciaciéon de proteinas glicosiladas

Los proteomas se analizaron con el programa PDQuestTM (2-D Analysis
Software Bio-Rad Laboratories) con la finalidad de identificar las diferencias en la
presencia/ausencia de proteinas entre las tres cepas analizadas, asi como las

proteinas que presentaron algun tipo de glicosilacion.

Después del andlisis, las proteinas que resultaron ser Unicas en una o dos de
las cepas, al igual que las proteinas que presentaron un tipo de glicosilacion o ambas

caracteristicas, se secuenciaron por Espectrometria de Masas en Tandem (MS/MS).
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7. RESULTADOS

7.1 Obtencién de las proteinas de M. microti, M. microti/PstS-1 y M.
microti/Ag85B

Las cepas M. microti, M. microti/PstS-1 y M. microti/Ag85B crecidas durante 4
semanas en el medio Middlebrook 7H10 mostraron colonias circulares, pequefias de
2-4 mm de didmetro. Después de realizar la tincion de Ziehl Neelsen, se observaron
bacilos &cido alcohol resistentes (ver anexos, apartado 9.5).

Las tres cepas cultivadas en medio Sauton modificado se cultivaron durante 8
dias hasta una D.O.gpnm de 0.6 a 0.8. Las morfologias se observaron muy similares y

se muestran en la figura 11.

Las D.O. a 600 nm se midieron para cada una de las cepas cada 72 horas en
éste ensayo se utiliz6 como blanco medio Sauton modificado con glucosa y piruvato.
En la siguiente tabla se muestran las D.O. de crecimiento de M. microti, M.
microti/PstS-1 y M. microti/Ag85B cada 72 horas.

Tabla 5. Crecimiento de M. microti, M. microti/PstS-1 y M. microti/Ag85B

Cepa Tiempo de,crecimiento D.O. 2 600 nm
(dias)

0 0.01

2 0.06

M. microti 4 0.23

6 0.55

8 0.78

0 0.01

2 0.06

M. microti/PstS-1 4 0.20
6 0.54

8 0.71

0 0.01

2 0.05

M. microti/Ag85B 4 0.18
6 0.56

8 0.76

Una vez que se obtuvieron absorbancias en el intervalo de 0.6-0.8 a los medios
de cultivo, se realizaron preparaciones de M. microti, M. microti/PstS-1 y M.

microti/Ag85B y se tifieron con Ziehl-Neelsen (ver anexos apartado 9.2). La morfologia
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de cada una de las cepas se observé en el microscopio de luz Leica DMLS™ (Leica
Microsystem Wetzlar GmbA, Germany) la cual mostré bacilos curvos &cido alcohol
resistentes que se muestra en la figura 11.
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Figura 11. Observacion microscopica de a) M. microti, b) M. microti/PstS-1 y ¢) M.

microti/Ag85B de preparaciones tefiidas por Ziehl-Neelsen con un aumento de 100x;

bacilos acido alcohol resistentes ligeramente curvos.

Los resultados de la cuantificacion de proteinas de extracto celular para cada
una de las cepas se muestran en la tabla 6 (Ver anexos, apartado 9.6)

Tabla 6. Concentracion de proteinas de M. microti, M. microti/PstS-1 y M.

microti/Ag85B
Cepa Concentracion de proteinas
(Mg/pL)
M. microti 1.8
M. microti/PstS-1 2.1
M. microti/Ag85B 2.0
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7.2 ldentificacion de proteinas glicosiladas en M. microti, M. microti/PstS-1
y M. microti/Ag85B

Los resultados de la identificacibn de proteinas glicosiladas se describen a
contiuacion.

7.2.1 Proteinas glicosiladas a partir de geles en 1D

En esta fase se determind la presencia de cinco tipos de glicanos [manosa
terminal, acido sidlico ligado (2-6) a galactosa o N-acetilgalactosamina, acido sialico
ligado (2-3) a galactosa, galactosa-p(1-3)-N-acetilgalactosamina y galactosa-B(1-4)-N-
acetilglucosamina] en las proteinas de extracto celular de las muestras analizadas.
Unicamente se encontraron resultados positivos con las lectinas GNA y MAA que
reconocen manosa terminal y acido sialico ligado (2-3) a galactosa, respectivamente.

Los resultados obtenidos con estas dos lectinas se decriben a continuacioén.

En la figura 12 se muestra la membrana de PVDF incubada con la lectina GNA
que reconoce especificamente manosa terminal y cuya glicosilacion es de tipo N-.
Como se aprecia, los perfiles de glicosilacibn son muy similares, excepto por una
proteina de aproximadamente 44 kDa que se encontré en M. microti/PstS-1, pero no
en M. microti y M. microti/Ag85B. No obstante, se logré identificar a mas de una

proteina ya que comparten la misma masa molecular.

:/ls:l (kDa) Carril Muestra
o0 — - - 1 MM
75 9 Control positivo:
. . Carboxipeptidasa Y
;t; _ il 3 Control negativo:
, Proteina PstS-1
25— = - 4 Extracto celular de
20— M. microti
15 - -~
5 Extracto celular de
10 M. microti/PstS-1
1 2 3 4 > R 6 Extracto celular de
M. microti/Ag85B

Figura 12. Proteinas del extracto celular de M. microti, M. microti/PstS-1 y M.
microti/Ag85B con glicosilacién manosa terminal de tipo N-.

30




Staculiad de Ruinica, LLNAAH

En la figura 13 se muestra la membrana de PVDF incubada con la lectina MAA
gue reconoce especificamente &acido sidlico ligado (2-3) a galactosa y cuya
glicosilacién es N- u O-. En la figura 13 se observa una proteina de 55-57 kDa que
esta presente en las tres cepas; M. microti, M. microti/PstS-1 y M. microti/Ag85B.

Carril Muestra
1 MM
Control positivo:
2 .
Fetuina
3 Control negativo:
Proteina PstS-1
Extracto celular de
4 g ;
M. microti
5 Extracto celular de
M. microt/PstS-1
6 Extracto celular de
o ' . M. microti/Ag85B
1 2 3 445 6
..;".'f:fu..o’-_ _u:.i' e

Figura 13. Proteinas del extracto celular de M. microti, M. microti/PstS-1 y M.
microti/Ag85B que tienen glicosilacién acido sialico ligado (2-3) a galactosa.

Los resultados se compararon con los geles tefiidos con plata que se muestran
en los anexos (apartado 9.7). El total de glicosilaciones encontradas en las cepas de
M. microti analizadas se muestra en la tabla 7.

Tabla 7. Masa molecular de las proteinas de extracto celular glicosiladas en M. microti,
M. microti/PstS-1 y M. microti/Ag85B y el tipo de glicanos que se identifico.

_ o M. microti M. microti/PstS- | M. microti/Ag85B
Tipo de glicosilacion
(kDa) 1 (kDa) (kDa)
133 131 124
80 80 80
68 68 66
Manosa terminal
54 57 55
- - 44
26 26 26
Acido sidlico ligado (2-3) a
57 55 55
galactosa
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7.2.2 Perfiles de glicosilacion de M. microti, M. microti/PstS-1 y M.

microti/Ag85B en geles de 2-D

7.2.2.1 Proteomas de M. microti, M. microti/PstS-1y M. microti/Ag85B

A partir del ensayo en el cual se marcaron con diferentes fluorocromos las

proteinas de extracto celular para M. Microti (Cy3, verde), M. microti/PstS-1 (Cy5,

rojo) y M. microti/Ag85B (Cy2, azul) se obtuvieron los proteomas para cada cepa. En la

figura 14 se sefialan los colores que corresponden a las proteinas de extracto celular

de M. microti, M. microti/PstS-1 y M. microti/Ag85B de acuerdo a los fluorocromos

utilizados, asi como, los colores observados en las proteinas compartidas entre las

cepas. Asi, las proteinas compartidas entre M. microti y M. microti/PstS-1 se

observaron de color anaranjado, M. microti y M. microti/Ag85B de color azul claro, las

proteinas compartidas entre M. microti/PstS-1 y M. microti/Ag85B fueron de color lila

obscuro, mientras que las proteinas compartidas entre las tres cepas fueron de color

lila.

M. microti y
M. microti/

PstS-1

M. microti y
M. microti/
Ag85B

M. microti, M.
microti/PstS-1
y M.microti/
Ag85B

M.microti/
Ag85B

M. microti/
PstS-1y
M.microti/
Ag85B

Figura 14. Colores de las proteinas compartidas en M. microti, M. microti/PstS-1y M.
microti/Ag85B para las figuras 15 a la 20.
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En las figuras 15 a la 20 se muestran los proteomas de los extractos celulares
de M. microti, M. microti/PstS-1 y M. microti/Ag85B donde se aprecian perfiles muy

similares entre ellas.

Figura 15. Proteoma del extracto celular de M. microti en el cudl las proteinas estan
marcadas con el fluorocromo Cy3 CyDye™ (DIGE Fluor for 2-D fluorescence
difference gel electrophoresis, Amersham Biosciences).
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Figura 16. Proteoma del del extracto celular de M. microti/PstS-1 en el cuél las
proteinas estan marcadas con el fluorocromo Cy5 CyDye™ (DIGE Fluor for 2-D
fluorescence difference gel electrophoresis, Amersham Biosciences).
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Figura 17. Proteoma del extracto celular de M. microti/Ag85B en el cuél las
proteinas estan marcadas con el fluorocromo Cy2 CyDye™ (DIGE Fluor for 2-D
fluorescence difference gel electrophoresis, Amersham Biosciences).

El marcaje de los extractos celulares con fluorocromos nos permitié determinar
las proteinas que se comparten entre las cepas. En la figura 18 se muestran la
comparacion de los proteomas del extracto celular de M. microti y M. microti/PstS-1,
en el cual se encuentran las proteinas Unicas de M. microti de color verde, de color
rojo las de M. microti/PstS-1 y las proteinas compartidas se muestran de color

amarillo. En la tabla 9 se muestran las proteinas Unicas para M. microti.
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Figura 18. Comparacion del proteoma de M. microti y M. microti/PstS-1. En circulos
blancos, se muestran enumeradas las proteinas expresadas solo en M. microti.

Tabla 8. Proteinas expresadas solo en M. microti (Figura 18).

Numero de proteina Masa molecular (kDa) pl
1 24.5 4.7
2 22.0 4.8
3 22.5 4.9
4 19.6 4.8
5 20.0 4.9
6 18.8 4.7
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En la figura 19 se muestra la comparacion de los proteomas del extracto celular
de M. microti y M. microti/Ag85B, en el cual se encuentran las proteinas unicas de M.
microti de color verde, de color azul las de M. microti/Ag85B y las proteinas
compartidas se muestran de color azul claro. En la tabla 9 se resumen las proteinas
Unicas para M. microti que son las proteinas 1-7 y 10 mientras que las proteinas
expresadas solo en M. microti/Ag85B son las 8 y 9.

MM (kDa) P!

150 ==

100———
7:‘, g——

' N

Figura 19. Proteoma del extracto celular de M. microti y M.microti/Ag85B. Se muestran
en circulos blancos las proteinas Unicas expresadas en M. microti (1-7 y 10) y para M.
microti/Ag85B (8 y 9).
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Tabla 9. Proteinas Unicas expresadas en M. microti y M.microti/Ag85B.

Numero de Masa molecular ol
proteina (Fig. 19) (kDa)
1 46.0 5.6
2 22.0 4.8
3 22.5 4.9
4 19.6 4.8
5 18.8 4.7
6 45.0 5.4
7 19.6 4.8
8 16.5 4.3
9 15.8 4.3
10 17.3 4.8

Mientras que en la figura 20 se muestra la comparacién de los proteomas del
extracto celular de M. microti/PstS-1 y M. microti/Ag85B, en el cual se encuentran las
proteinas Unicas de M. microti/PstS-1 de color rojo, de color azul fuerte las de M.
microti/Ag85B y las proteinas compartidas se muestran de color lila. En la tabla 10 se
resumen las proteinas Unicas para M. microti/PstS-1 que son las proteinas 2y 4y M.
microti/Ag85B que corresponde a las proteinas 1, 3y 5.

Tabla 10. Proteinas Unicas expresadas en M. microti/PstS-1 y M. microti/Ag85B

(Figura 20)
Numero de proteina Masa molecular (kDa) pl
1 54.7 4.8
2 45.7 55
3 28.7 4.9
4 30.8 5.7
5 19.6 4.5
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Figura 20. Proteoma de M. microti/PstS-1 y M. microti/Ag85B. Se muestran en circulos
blancos las proteinas Unicas de M. microti/ 1PstS-1 (proteinas 2y 4) y M.
microti/Ag85B (proteinas, 3y 5).

Después de analizar los proteomas por separado, se analizaron las proteinas
por presencia/ausencia para se compard entre las cepas de M. microti, M.
microti/PstS-1 y M. microti/Ag85B, en un gel de 2D tefido con plata al 0,02%. Los

resultados de éstos analisis se muestran a continuacion:

Las proteinas que se lograron secuenciar se resumen en la tabla 11. De lado
izquierdo se muestran en nuamero la proteina que corresponde en el proteoma de la
figura 21. También se sefala con un signo (+) la presencia de la proteina para cada
cepa, mientras que el signo (-) indica que las proteinas estan ausentes en
determinada cepa. Por ejemplo; la proteina AhpD que corresponde a la proteina 3 en
el proteoma de la figura 21 se expresa en M. microti, M. microti/Ag85B pero no en M.
microti/PstS-1.
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Figura 21. Proteoma de M. microti, M. microti/PstS-1 y M. microti/Ag85B. Se muestran
las proteinas Unicas para M. microti, M. microti/PstS-1 y M. microti/Ag85B en circulos
de color rojo, azul y verde, respectivamente. También se muestran las proteinas con
glicosilacion de tipo manosa terminal y &cido sidlico ligado (2-3) a galactosa en
circulos rosas y amarillos respectivamente. Los nUmeros muestran las proteinas que
se obtuvieron al secuenciar por MS/MS.
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Tabla 11. Diferencias en la expresion de proteinas de las cepas de M. microti y sus
recombinantes.

. . . M. microti/ | M. microti/
Proteina M. microti PstS-1 Ag85B

3. AhpD + - +
4. Superoéxido dismutasa (SoD) - + +
5. Proteina hipotética MAP1452c¢ + + i
(MAP1452c 5)

6. Enzima multifuncional peroxisomal + + i
tipo 2 (FabG)

7. Proteina hipotética MAP3475c (FabG) - + +
11. Dihidropicolinato sintasa (DHDPS) - + +
13. MoxR - + +

7.2.2.2 Proteinas con glicanos manosa terminal y &cido sidlico ligado
(2-3) a galactosa

De acuerdo al proteoma mostrado en la figura 21 se observan proteinas con

glicosilaciones de tipo manosa terminal y acido sialico ligado (2-3) a galactosa.

La lectina GNA fue (til para identificar glicosilaciones de tipo manosa terminal,
sin embargo, no permite identificar si la glicosilacion es de tipo N- u O-, por lo que se
utilizé la enzima N-glicosidasa F para determinar el tipo de glicosilacién que tienen las

proteinas de interés.

Table 12. Proteinas glicosiladas en M. microti, M. microti/PstS-1 y M. microti/Ag85B

N-glicosilacion

Manosa terminal Acido sialico ligado (2-3)
9. P40 10. Fructosa-1,6-bifosfato aldolasa
15. MaviaA2_17499 22. Chaperona GroEL

16. 3-cetoacil-(proteina acarriadora de
acilos) reductasa

17. Serina hydroxymetilltransferasa

20. Fosfopiruvato hydratasa

21. Proteina hipotética MaviaA2_00119
22. Chaperona GroEL

Se muestran enumeradas las proteinas que corresponden al proteoma (Figura 21)
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7.2.3 Secuenciacion de proteinas

Aunque existe un gran nimero de proteinas diferentes entre los proteomas de
cada cepa, sOlo se secuenciaron un cierto nimero de proteinas las cuales se

muestran a continuacion.

Tabla 13. Proteina de M. microti, M. microti/PstS-1 y M. microti/Ag85B identificadas
con las lectinas de Galanthus nivalis y Maackia amurensis por MS/MS
Ausente Mycobacterium microti

Proteina Funcion MM Pi
(Da)

4. Superoéxido dismutasa | Cataliza la dismutacion de superoxido | 22462 | 5.74
(SoD) en oxigeno y peréxido de hidrégeno
7. Proteina hipotética Familia de la nitroreductasa 23997 | 5.97
MAP3475c (FabG)
11. Dihidropicolinato En via de degradacion de lisina 30925 | 5.63
sintasa (DHDPS)
13. MoxR Regulador transcripcional 40705 | 5.89
18. Transaldolasa Cataliza la reaccion sedoheptulosa 7- | 40456 | 4.72

fosfato y D-gliceraldehido 3-fosfato
para producir D-eritrosa 4-fosfato y D-
fructosa fosfato en la via de pentosa

fosfato
19. Fosfoglicerato 1,3BPG es utilizado para formar ATP 42525 | 4.84
cinasa y 3-fosfoglicerato (3PG)

Ausente Mycobacterium microti M. microti/PstS-1 y M. microti/Ag85B
2. Subunidad proteolitica | Hidrolasas; actian sobre los enlaces 21651 | 4.78

| proteasa Clp ATP- peptidicos (peptidasas);
dependiente Serina endopeptidasas
Ausente Mycobacterium microti/PstS-1
3. AhpD Subunidad del sistema alquil 18830 | 4.96

hidroperéxido reductasa

Ausente Mycobacterium microti/PstS-1y Glicosilacion acido sialico ligado (2-
3) a galactosa

12. Proteina p40 Proteina responsible de la union a la 36437 | 5.44

IL-12R

Ausente M.microti/Ag85B

5. Proteina hipotética Funcién desconocida 32383 | 5.48
MAP1452c (MAP1452c
5)
6. Enzima multifuncional | (S)-3-hidroxiacil-CoA + NAD"—3- 29887 | 5.55
peroxisomal oxoacil-CoA+NADH+H"

tipo 2 (FabG)

Glicosilacion manosa terminal
9. Proteina p40 Proteina involucrada en la respuesta 36240 | 5.44
del sistema inmune
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15. Proteina hipotética Funcion desconocida 43581 | 5.62
MaviaA2 17499

16. 3-cetoacil reductasa | Proteina acarreadora del grupo acilo 47198 | 5.95

17. Serina Cataliza la reaccion de glicina en L- 44927 | 5.75
hidroximetiltransferasa serina

20. Fosfopiruvato Cataliza la reaccion: 44846 | 4.52
hidratasa 2-fosfo-D-glicerato «»

fosfoenolpiruvato + H,O

21. Proteina hipotética Familia DUF3662 30827 | 4.98
MaviaA2 00119 Funcion desconocida

22. Chaperona GroEL Chaperona; 56580 | 4.84

Ayuda al plegamiento de las proteinas

Glicosilacion &cido sialico ligado (2-3) a galactosa

10.Fructosa-1,6- D-fructose 1,6- 33624 5.31
bifosfato aldolasa bisphosphate «<»  glicerol

fosfato + D-gliceraldehido 3-fosfato
22. Chaperona GroEL Chaperona; 56580 | 4.84

Ayuda al plegamiento de las proteinas
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7. DISCUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos, los perfiles de glicosilacion, al igual que
los perfiles electroforéticos mostraron diferencias en la expresion de sus proteinas. En
los geles de una dimension se obtuvo una proteina con glicanos manosa terminal de
aproximadamente 44 kDa que no se mostr6 en la cepa M. microti y M. microti/PstS-1.
Sin embargo el tipo de metodologia que se utilizd nos permitié apreciar las bandas con
una definicion limitada. Si se busca la proteina de 44 kDa en el proteoma de la figura
21 resulto dificil la identificacién de la proteina con glicosilacion de tipo manosa en
esa masa molecular. Esto se debe a que el gel es muy pequefio y a que en los geles
de 1D las bandas que se muestran en una masa molecular contendran de forma usual
méas de una proteina pero con diferente punto isoeléctrico. Aunque se utilizd el
software Quantity One™ (1-D Analysis Software, Bio-Rad Laboratories), la resolucion
de las proteinas es mas confiable en el proteoma puesto que se separan las proteinas
de acuerdo a su masa molecular y su punto isoeléctrico. Esta proteina no fue
secuenciada ya que se requeria comprobar con otro método mas confiable que

existian diferencias en las glicosilaciones entre M. microti y sus recombinantes. [53]

En los resultados de los geles de dos dimensiones se aprecia que existen
diferencias en el perfil de las proteinas de una cepa con respecto a alguna otra. En las
comparaciones entre dos cepas por ejemplo M. microti y M. microti/PstS-1 se
muestran seis diferentes proteinas con masas moleculares desde 18 a 24.5 kDa y
punto isoeléctrico de 4.7 a 4.9 que solo se expresan en M. microti pero no en la cepa
PstS-1. Mientras que en la comparacion de las cepas M. microti y M. mictoti/Ag85B se
muestran en la figura 19 la proteinade lal ala 7 y la 10 sélo expresadas en M. microti
y de las proteinas 8 y 9 que sélo se encuentran expresadas en M. microti/Ag85B. En
cambio en la figura 24 se muestran las proteinas 2 y 4 expresadas sélo en M.
mciroti/PstS-1 en comparacion con las proteinas 1,3 y 5 que s6lo se expresan en M.
microti/Ag85B.

Si comparamos las tres cepas; M. microti, M. microti/PstS-1 y M. microti/Ag85B,
en la figura 21 se encontraron 9 proteinas expresadas s6lo en M. microti, de las cuales
s6lo se secuenciaron, la 4, 7, 11 y la 13 que corresponden a la superdxido dismutasa,
La proteinas hipotética MAP3475c, dihidropicolinato sintasa y MoxR respectivamente.
De estas proteinas, la proteina 13 tiene glicosilacion &cido sidlico ligado (2-3) a
galactosa. No se encontr6 informacion en la literatura acerca de qué tipo de glicanos

tienen las proteinas mencionadas en éste trabajo.
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En la figura 21, se encontré una proteina que se pudo secuenciar que sélo se
expresa en M. microti/PstS-1 y que corresponde a AhpD que es una subunidad del
sistema de enzimas alquil hidroperoxido reductasa.

Dos proteinas (las marcadas en verde en la figura 21); la proteina hipotética
MAP1452c y la enzima multifuncional peroxisomal fueron secuenciadas. Estas

proteinas sélo se expresan en M. microti/Ag85B.

Como se aprecia a lo largo de los resultados, se observan diferencias en la
presencia/ausencia de las proteinas. La protedmica es Gtil para comparar los cambios
en presencia/ausencia de un gran numero de proteinas bajo diferentes condiciones
genéticas y ambientales. A diferencia de la transcriptdbmica, que se centra en la
expresion genética, la protedmica analiza los niveles de proteinas y sus cambios
en respuesta a los diferentes genotipos y condiciones. Los estudios en proteomas
en condiciones bien definidas proporcionan una mejor comprension de los
procesos biolégicos complejos y permite la inferencia de las funciones de proteinas
desconocidas. Por encima de todo, la proteébmica proporciona informaciéon acerca
de las modificaciones postraduccionales que no se obtiene a partir de perfiles de
expresion de ARNm, estos enfoques han demostrado ser fundamentales para
nuestra comprension de la funcion fisioldgica, el desplazamiento, y la localizacién

subcelular de las proteinas. [54]

Estudios en los que la modificacion de cepas al ser recombinadas, modifica los
perfiles proteicos de proteinas se han realizado. Como es el ejemplo de E. coli y su
recombinante en la cual se sobreexpresaron proteinas por induccion de
IPTG causando la expresion diferencial significativa de numerosas proteinas celulares;
la mayoriade estas proteinas disminuyeron su regulacion, incluyendo
enzimas conectado a la via pentosa fosfato y la enzima LuxS, esta Ultima que podria
conducir a una inhibiciéon de la sintesis de ARNt. Cuando la cepa que contiene el
plasmido se comparé con la cepa silvestre se encontrd que la gluconeogénesis ocurrio
por una via diferente en comparaciéon con la cepa silvestre. En este mismo estudio
también se encontré una sobreregulacién en las chaperonas ClpB, HslU y GroEL al
igual que en las proteinas de choque térmico (IbpA y IbpB) en cepas que sobre-
expresan GST-GICNAc 2-epimerasa-5D pero no en cepas que expresan GST-Neu5Ac
aldolase-5R de E. coli. [55]

En éste trabajo sOlo se utilizaron lectinas para identificar los siguientes

glicanos: manosa terminal, acido sidlico ligado (2-6) a galactosa o N-acetil
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galactosamina, &acido sidlico ligado (2-3) a galactosa, galactosa-f(1-3)-N-
acetilgalactosamina y galactosa-B(1-4)-N-acetilglucosamina. Aunque se conoce que
existe una amplia variedad de moléculas que estan glicosiladas, hay una gran
variedad de glicanos que presentan éstas glicosilaciones. Por lo que, los resultados de

este trabajo son por demas muy interesantes.

Los perfiles proteicos muestran que existen dos tipos de glicosilacién en las
cepas en estudio. En la figura 21 se aprecian proteinas circuladas de color rosa que
son proteinas glicosiladas con manosa terminal (Proteinas 9, 15, 16, 17, 20, 21, y 22).
Estas proteinas corresponden a p40, MaviaA2_17499, 3-cetoacil-(proteina
acarreadora de acilos) reductasa, Hidroxymetiltransferasa serina, Fosfopiruvato
hidratasa, Proteina hipotética MaaviaA2_00119 y la chaperona GroEL, lo cual
concuerda perfectamente con la referencia [55].

También la secuencia de las proteinas 10 y 22 se obtuvieron con glicanos
acido sialico ligado (2-3) a galactosa enmarcadas con color amarillo y que
corresponden a las proteinas Fructosa-1,6-bifosfato aldolasa y chaperona GroEL
respectivamente. De tal forma que la proteina GroEL tiene los dos tipos de glicanos
identificados en estos ensayos.

Una amplia gama de glicanos difundidos en la naturaleza se han encontrado:
han sido reportados 13 diversos monosacaridos y 8 tipos de aminoacidos que
participan en los enlaces de glicosilacion proteica y al menos 31 combinaciones de
aminoacido-monosacarido [56]. La N-glicosilacibn es la méas abundante en la
naturaleza al igual que el enlace B-glicosilamina con glicanos N-acetilglucosamina en
el amino&cido asparagina. Lo cual es coherente con los resultados que se obtuvieron

en la tabla 14 donde fueron secuenciadas las 10 proteinas con glicosilacién de tipo N-.

Los procesos de glicosilacion han sido de interés debido a las siguientes
razones: estan involucradas en el reconocimiento, evasién del sistema inmune y
porque son posibles blancos para la sintesis de nuevos farmacos. Por ejemplo, el
sistema inmune posee receptores tipo Toll (TLR) cuyo reconocimiento se basa en

patrones moleculares extrafios al organismo como proteinas glicosiladas [47, 57]

En un estudio realizado con M. avium los autores encontraron que se requiere
de acetilaciones especificas para que se dé la sefalizacion a través de TLR2. Es decir,
gue ademas de alterar los patrones de glicosilacion, las micobacterias también son

capaces de alterar la acilacion de glicolipidos. Por ejemplo, las micobacterias
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modifican la estructura de lipomananas, las cuales se produce en una variedad de
formas "acilo" las formas, que van desde monoacilados hasta tetra-acilados. Las
lipomananas con tres o cuatro cadenas de acilo se ha demostrado que estimulan
TLR2 para producir TNF-a de los macréfagos murinos y humanos, mientras que
las formas monoaciladas y diaciladas no inducen la produccién de citoquinas. En
conjunto, estos estudios concluyen como las estructuras de patrones moleculares
varian en los patdgenos y hacen hincapié en la importancia de los estados de
glicosilacion y acilacion de muchos de los ligandos [47, 58]. También se ha
encontrado que el tipo de acilacion estimula de manera diferente los receptores tipo
Toll-2 en cada cepa [48].
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CONCLUSIONES

Las proteinas de extracto celular de M. microti, M. microti/PstS-1 y M.
microti/Ag85B fueron obtenidas.

Los perfiles de glicosilacion presentes en las proteinas de las cepas M. microti, M.
microti/PstS-1 y M. microti/Ag85B en geles de 1- y 2-D se determinaron.

un proteoma de las cepas M. microti, M. microti/PstS-1 y M. microti/Ag85B Se
construyo y se identificaron los patrones de glicosilacién, al igual que las proteinas
Unicas para cada cepa.

Las cepas M. microti, M. microti/PstS-1 y M. microti/Ag85B presentaron
glicosilaciones de tipo N con glicanos manosa terminal y 4cido sialico ligado (2-3) a

galactosa.
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9. ANEXOS

9.1 Preparacion del medio s6lido BD Middlebrook 7H10

Se prepar6 medio BD Middlebrook 7H10 (DIFCO™) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante, 199 del polvo liofilizado fueron disueltos en 900 mL de
agua desionizada conteniendo 5mL de glicerol. El medio se esterilizé en autoclave por
15 minutos a 121°C. Posteriormente, se vacio a placas Petri y una vez gelificado se
mantuvo a 4°C hasta su uso.

El medio Middlebrook 7H10 contiene los siguientes componentes por cada litro
de agua:

Reactivo Cantidad Reactivo Cantidad
Sulfato magnésico 0,025 g '(Af‘lrggrc?('jr:ﬁl?ovma 50¢9
Citrato férrico de amonio 0,04 g Catalasa 0,004 g
Citrato sédico 0,4 g Piridoxina 0,001 g
Sulfato de amonio 0,5g Sulfato de zinc 0,001 g
Glutamato monosaodico 0,5g Sulfato de cobre 0,001 g
Fosfato disédico 1,59 Biotina 0,0005 g
Fosfato monopotasico 1,5g Cloruro de calcio 0,0005 g
Agar 17,0 g Verde malaquita 0,0025 g
Cloruro sodico 0,85g Glicerol 50g¢g
Glucosa 2,0g Acido oléico 0,05 mL

9.2 Tincién de Ziehl-Neelsen

La tincién de Ziehl-Neelsen se realizé de la siguiente forma: En condiciones de
esterilidad, en una campana de flujo laminar de seguridad Clase Il (LABCONCO™) se
hizo un frotis de cada una de las cepas y se dej6 secar al aire libre. Posteriormente, se
fij6 el frotis por calentamiento (a 60°C) durante 30 minutos. Se le agregd fucsina
fenicada durante 10 minutos (controlando la emision de vapores en una campana de
flujo laminar), se lavé con alcohol-acido hasta quitar el exceso de colorante y se le
agreg6 azul de metileno de Loeffer durante 3 minutos, a temperatura ambiente. El

frotis se lavd con H,O4 y se dejé secar a temperatura ambiente.
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9.3 Preparacion del medio liquido Sauton modificado

El medio Sauton esta constituido por los siguientes reactivos :

Reactivo Cantidad
Asparagina 30.3 mM
acido citrico 10.4 mM
K;HPO, 2.9 Mm
MgSO4-7H20 2 Mm
CeHgO7-Fe-HsN 0.4 mM
Tween 80 0.05%
glicerol 1.5%

Los cuales se disolvieron en aproximadamente 800 mL de H,O4 y se ajust6 a
pH 7.4. Después se afor6 hasta 1000 mL y se esteriliz6 15 minutos a 121°C.
Finalmente, se agregaron glucosa y piruvato (40 mM, concentracion final) en
condiciones de esterilidad.

9.4 Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford
La curva se realiz6 por duplicado, como se indica en la tabla 14:

Tabla 14. Curva patron de BSA

BSA a una concentracion de 1 mg/mL

ol1|21|3|4|5]|6/| 8|10
(ML)

H,O (uL) 50 |49 | 48 |47 | 46 | 45 |44 | 42 | 40

Agregar 200 pL del Reactivo de Bradford, incubar 5 min en la oscuridad y leer a una
longitud de onda (A) de 595 y 450 nm

Por otra parte, las muestras se prepararon por duplicado como se muestra en
la tabla 15:

Tabla 15. Preparacion de las muestras de extracto celular por el método de Bradford

Filtrado de cultivo (uL) 1
H,O (pL) 49
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Agregar 200 pL del Reactivo de Bradford, incubar 5 min en la
oscuridad y leer a una longitud de onda (A) de 595 y 450 nm

9.5 Morfologia de M. microti, M. microti/PstS-1, M. microti/Ag85B en medio
so6lido Middlebrook 7H10

Las caracteristicas macroscopicas fueron similares para cada una de las tres
cepas, cuya morfologia mostré colonias circulares pequefias de 2-4 mm de diametro,
con bordes irregulares, color amarillo opaco, de consistencia rugosa y ligeramente
elevadas. En cuanto a la microscopia se observaron bacilos cortos acido alcohol
resistentes mostrados en la figura 22.

x Tl

Figura 22. Observacion microscépica de M. microti, M. microti/PstS-1y M.

microti/Ag85B de preparaciones tefiidas por Ziehl-Neelsen con un aumento de 100x;

bacilos &cido alcohol resistentes ligeramente curvos.
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9.6 Cuantificacion de las proteinas del extracto celular

Se cuantificaron las proteinas por el método de Bradford (anexos, apartado 9.4)

Los resultados obtenidos se mencionan a continuacion.

Tabla 16. Concentracion de proteinas de extracto celular de M. microti, M.
microti/PstS-1 y M. microti/Ag85B

Cepa Concentracién de proteinas (ug/uL)
M. microti 2.6
M. microti/PstS-1 2.9
M. microti/Ag85B 2.8

9.7 Tincidn con plata al 0,02% de geles de extracto celular de M. microti,
M. microti/PstS-1y M. microti/Ag85B

Los resultados obtenidos al identificar el tipo de glicano que presentan las proteinas,
se compararon con los geles tefiidos con plata que se muestran en las figuras 23y 24.

Carril Muestra
1 MM
Control Positivo:
2 Carboxipeptidasa Y
3 Control negativo:
Proteina PstS-1
4 Extracto celular de
M. microti
. Extracto celular de

M. microti/PstS-1

Extracto celular de

Figura 23. Perfil electroforético de las proteinas de 6 o
M. microti/Ag85B

extracto celular de M. microti, M. microti/PstS-1 y M.

microti/Ag85B.
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VIV RLya )

Carril Muestra
1 MM
Control Positivo:
2 Carboxipeptidasa Y
Control negativo:
3 Proteina PstS-1
Extracto celular de
4 M. microti
. Extracto celular de
M. microti/PstS-1
Figura 24. Perfil electroforético de las proteinas del 5 Extracto celular de
extracto celular de M. microti, M. microti/PstS-1 y M. M. microti/Ag85B

microti/Ag85B

En general, se encontraron proteinas con glicosilaciones manosa terminal de

masa molecular de 44 a 133 kDa y también proteinas glicosiladas con acido sidlico

ligado (2-3) a galactosa de 55-57 kDa, aproximadamente. Los perfiles de glicosilacion

obtenidos para cada cepa se muestran en la tabla 7.
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