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RESUMEN

La Tuberculosis pulmonar es una epidemia global causada por el agente patéogeno
Mycobacterium tuberculosis. Un tercio de la poblacion mundial esta infectado por ésta
bacteria; sin embargo, no todos desarrollan la enfermedad activa. Usualmente, la
progresion de la enfermedad activa esta correlacionada a padecimientos, tal como la
diabetes, desnutricion, VIH, alcoholismo, etc. En el 2012 se registraron a nivel mundial
9 millones de nuevas infecciones y 1.4 millones de muertes por complicaciones de la
enfermedad. La vacuna actual BCG protege contra la infeccion de un 0 a 80% de los
casos, asimismo, la prueba de la tuberculina o PPD para diagnosticar pacientes con
tuberculosis genera falsos positivos y/o negativos debido a la presencia de otras
micobacterias inocuas del ambiente. La utilizacion de antigenos producidos por M.
tuberculosis capaces de elicitar una respuesta inmune ofrece la opcion de desarrollar
nuevos metodos de prevencion y diagnodstico oportuno. En éste trabajo, se llevd a cabo
la produccidon de un antigeno glicosilado e inmunodominante secretado por M.
tuberculosis en la levadura de expresion P. pastoris. La incorporacion del gen del
antigeno en la levadura se realizé mediante un vector inducible por metanol generando
el plasmido pAJVT. La producciéon del antigeno se llevo a cabo en medio BMMY cuya
induccion se realizé con metanol. El antigeno fue separado por cromatografia en gel
del sobrenadante y detectado mediante inmunodeteccion utilizando un anticuerpo
monoclonal. Posteriormente, el antigeno recombinante (AR) se purificé a partir del
sobrenadante mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) en fase reversa
y fue identificado mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF). Los analisis de
densitometria en SDS-PAGE de proteina del sobrenadante mostraron que el AR
representa aproximadamente 44% del total, con una produccion de ~177 mgL"' del
antigeno recombinante. Adicionalmente, el analisis por MALDI-TOF mostré que la
proteina recombinante se encuentra modificada en el N-terminal con 2, 11, 12, 13y 14
manosas, mientras el C-terminal se encontr6 con 0 y hasta con 10 residuos de
manosas. El uso del sistema de expresion en la levadura P. pastoris permitid la
produccion de un antigeno inmunodominante glicosilado de M. tuberculosis, mostrando

la utilidad de éste sistema para producir antigenos similares.



ABSTRACT

Pulmonary tuberculosis is a global health concern caused by the pathogen
Mycobacterium tuberculosis. About one third of the global population is infected with
this bacterium, although the disease progression to the active phase is influenced by
factors such as diabetes, malnutrition, HIV, alcoholism, among others. In 2012, 9 million
new infections were reported globally and 1.5 deseased due to complications. Actual
vaccine BCG confers protection against the initial pulmonary infection with effectiveness
from 0 to 80%, in the same way, tuberculin diagnosis or PPD commonly used to
diagnose patients, generates false positive/negative, this caused in some part by other
non-infective mycobacteria in the environment, resulting in inespecific reactivity. The
utilization of antigens produced by M. tuberculosis with the capacity to elicit an immune
response offers alternatives to develop new technologies implicated in prevention
methods as well as opportune diagnosis. In this work, the production and expression of
an immunodominant glycosylated antigen secreted by M. tuberculosis was
accomplished in the yeast expression system P. pastoris. Incorporation of the codifying
sequence into a methanol induced vector generated the plasmid pAJVT. The antigen
production was assayed in culture media BMMY using transformant colonies of P.
pastoris with pAJVT and induced with methanol. The antigen was separated by gel
chromatography, immunodetected using a monoclonal antibody and by mass
spectrometry (MALDI-TOF) of purified recombinant antigen by reverse phase high
performance liquid chromatography (HPLC). Densitometric analysis performed on SDS-
PAGE showed that production of protein corresponds to approximately 44% of the total
protein secreted, and a production of recombinant antigen of ~177 mgL-". The analysis
performed of the recombinant antigen in MALDI-TOF showed modification in the N-
terminal with 2, 11, 12, 13, and 14 possible manoses, likewise, in the C-terminal from 0
and up 10 manoses. The utilization of the yeast P. pastoris to produce, express and
glycosylate the immunodominant antigen from M. tuberculosis denoted the usefulness

of this system to produce this type of antigens in a recombinant way.



1. INTRODUCCION
1.1. La tuberculosis pulmonar; problema mundial

La Tuberculosis pulmonar (Tb) es una enfermedad infecciosa sistémica causada por el

bacilo Mycobacterium tuberculosis (Figura 1) que afecta al sistema respiratorio.

Figura 1. Imagen de microscopio electronico del bacilo Mycobacterium tuberculosis, agente causante de
la tuberculosis a nivel mundial. Tomado de: Centers for Disease Control and Prevention CDC Atlanta GA.
www.cdc.gov.

Esta enfermedad se transmite solamente por via aérea de un paciente enfermo con Tb
pulmonar o laringea que lo propaga en particulas 0 pequeias gotas aéreas que se
secretan al toser, estornudar o hablar (www.cdc.gov). Las particulas o gotas pueden
permanecer suspendidas en el aire durante horas y la transmision ocurre cuando otra
persona inhala estas gotas conteniendo el bacilo, a través de la boca o fosas nasales
hasta alcanzar el tracto respiratorio, bronquios, y finalmente, los alveolos de los

pulmones (Figura 2).

Y

;

Figura 2. Forma de transmision del bacilo M. tuberculosis de un paciente enfermo a uno sano via aérea.
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La tuberculosis, aun, es problema de salud a nivel mundial (Da silva y Palomino, 2011),
ya que afecta principalmente a adultos jévenes en edad productiva. Se estima que el
95% de los casos de Tb se presentan en paises en vias de desarrollo y es la segunda
causa mundial de mortalidad causada por un agente infeccioso después del SIDA
(WHO 2008, 2012).

La Organizacion Mundial de la Salud reporta que 8.8 millones de personas enfermaron
de Tb en el 2011, y 1.4 millones fallecieron a consecuencia de la enfermedad (OMS,
2012). La distribucion de la Tb pulmonar es global, siendo los paises con mas
incidencia los del Africa Subsahariana, en donde se estiman mas de 270 personas
infectadas por cada 100 mil habitantes (Figura 3). En México, se estima alrededor de
14 personas infectadas con Tb por cada 100 mil habitantes. Frecuentemente la Tb se
asocia a otros factores, siendo la Diabetes mellitus, la desnutricion, el alcoholismo, y el

VIH/SIDA los principales agravantes de la enfermedad (SSA, 2009).

. 30
[] No estimado
[ No aplicable

Figura 3. Incidencia de la Tb pulmonar a nivel mundial. Tomado de: WHO Global Tuberculosis Report
2012.

La bacteria M. tuberculosis es aerobia de forma bacilar, perteneciente al orden de los
Actinomycetales, y puede permanecer en estado latente en el organismo por tiempo
indefinido (van Crevel et al., 2002). Este bacilo presenta resistencia a antibiéticos por

mecanismos intrinsecos tal como la baja permeabilidad de la pared celular, debido a
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que esta constituido principalmente por acidos micdlicos hidrofébicos que llega a
conformar ~50% de su peso seco (Kleinnijenhuis et al., 2011, Gorocica et al., 2005).
Por otra parte, la transferencia horizontal mediante plasmidos, transposones o
integrones, conlleva a la aparicion de nuevas cepas multirresistentes a antibioticos
clave en el tratamiento contra infecciones como la rifampicina y la isoniazida (Da Silva y
Palomino, 2011, OMS, 2012), por lo que el desarrollo de nuevos métodos para
controlar, identificar y disminuir esta afeccién es de interés mundial (Gatfield y Pierters,
2003).

1.2. Etapas de infecciéon de Mycobacterium tuberculosis

Se han descrito 4 etapas de infeccion de M. tuberculosis, donde el principal blanco del
bacilo son los macrofagos alveolares. Durante la primera etapa sucede el
reconocimiento bacilar por parte de las células del hospedero. El reconocimiento e
interaccidon bacilo-macréfago se da inicialmente entre componentes de la pared celular
(Figura 4), mediante receptores tipo Toll, NOD, y lectinas tipo C (Kleinnijenhuis et al.,
2011, Ragas et al., 2007). Después de este reconocimiento, ocurre la fagocitosis del
bacilo y la formacién de fagosomas encargados de eliminar la bacteria y presentar los

antigenos para activar linfocitos T (van Crevel et al., 2002).

M. tuberculosis
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Figura 4. Reconocimiento y fagocitosis de M. tuberculosis.

Los macrofagos eliminan a M. tuberculosis utilizando diferentes mecanismos como la
activaciéon de linfocitos T, produccién de oxigeno reactivo y especies de nitrégeno,

acidificacién del fagosoma y fusion del fagosoma con lisosomas (Kleinnijenhuis et al.,
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2011). Sin embargo, una vez que M. tuberculosis ha sido fagocitado por los
macrofagos, este puede evadir su destruccion mediante mecanismos fisiolégicos como
la presencia de una pared celular gruesa de &acidos micdlicos, lipomanosas,
lipoarabinomanosas y mano-glicoproteinas, que le dan resistencia contra enzimas
lisosomales. Lo anterior puede llevarse a cabo en un lapso de entre 4 y 6 semanas de
la primera exposicion al bacilo (Centers for Disease Control and Prevention, cdc.gov).
Después, M. tuberculosis empieza a replicarse, o que ocasiona que los macréfagos
mueran (Kleinnijenhuis et al., 2011, Singh et al., 2001, Lurie 1964).

La segunda etapa consiste en la acumulaciéon de monocitos y las células inflamatorias
a los pulmones. Los monocitos se diferencian en macrofagos que vuelven a fagocitar a
los bacilos, pero sin destruirlos y M. tuberculosis empieza a replicarse de forma
logaritmica. Los macréfagos se empiezan a acumular formando tubérculos (Figura 5).
Existe poco dafio tisular y la inmunidad mediada por los linfocitos T se activa para tratar
de eliminar a las micobacterias (Kleinnijenhuis et al.,, 2011, van Crevel et al., 2002,
Lurie 1964).

Figura 5. Progresion de la infeccion por M. tuberculosis en los pulmones, en la formacion de tubérculos.
Tomado de: humanorgans.org/tuberculosis.

La tercera etapa conlleva un cese del crecimiento logaritmico y ocurre una necrosis
central sélida en las lesiones primarias, o que impide que el bacilo se multiplique de
forma extracelular. La infeccién se puede volver latente o progresar de forma lenta
durante los siguientes meses o afos después de la primera etapa (Kleinnijenhuis et al.,
2011, van Crevel et al., 2002, Lurie 1964).



La formacion de cavidades en forma de tuberculos, como se observa en la Figura 5,
puede llevar a la ruptura de bronquios cercanos, permitiendo la dispersion de bacilos a
través del sistema respiratorio, a otras partes de los pulmones, y hacia el medio
ambiente. La cuarta etapa final de la infeccion depende del balance entre el crecimiento
y la inhibicién del bacilo por defensas del hospedero, asi como la extensiéon de la
necrosis tisular, fibrosis, la regeneracion de tejido, y la condicion del sistema inmune
del paciente afectado (van Crevel et al., 2002). Lo anterior se ve reflejado en una serie
de sintomas en el paciente como tos persistente por mas de tres semanas, sangre y
flema en el esputo, fatiga, debilidad, pérdida de peso, fiebre, escalofrios, sudoraciones
nocturnas, entre otros. El tratamiento contra la tuberculosis incluye la administracion de
isoniazida, rifampizina, ethambutol y pyrazinamida, que en ocasiones resulta ineficiente
por la aparicion de cepas multirresistentes (Centers for Disease Control and Prevention,

cdc.gov).

1.3. Antigenos de Mycobacterium tuberculosis

Los antigenos son proteinas, polisacaridos o alguna molécula que puede formar parte
de un organismo, que tiene la capacidad de desencadenar una reaccién antigénica o
inmune en otro organismo. Algunos antigenos descritos para M. tuberculosis son 85A,
85B, 85C (Ronning et al., 2004), ESAT-6, CFP-10 (Hemmati et al., 2011), PirG, PE-
PGRS, PTRP, MtrA (Singh et al., 2001), EspB, LprG, PstS1, MPT83, CFP21 entre otros
(Kunnath-Velayudhan et al., 2010, Romain et al., 1993a).

Se han realizado estudios dinamicos utilizando microarreglos con 4099 sondas
proteicas de M. tuberculosis, donde se analizé el suero de 561 pacientes, 254 con Tb
activa y 307 con enfermedad no tuberculosa para evaluar la respuesta de unién de
anticuerpos del suero al proteoma de la bacteria. Los resultados mostraron que el 0.5%
del proteoma de M. tuberculosis se compone de antigenos que son reconocidos con
una alta frecuencia durante la infeccion activa de la Tb. Entre estos antigenos se
ubican glicoproteinas, lipoproteinas y proteinas secretadas de diferentes pesos
moleculares (Kunnath-Velayudhan et al., 2010).



Se han identificado 13 glicoproteinas producidas y secretadas por M. tuberculosis
mediante técnicas combinadas de espectrometria de masas (Smith et al., 2014), entre
ellas CID (collision induced dissociation), HCD (high energy collision dissociation) y
ETD (electron transfer dissociation) con el fin de identificar los residuos glicosilados y

validarlo mediante diferentes técnicas.

Se generd un motivo o “motif’ para predecir la O-glicosilacién a partir del consenso de
las 13 glicoproteinas identificadas secretadas por M. tuberculosis. En este se destaca
la presencia de residuos hidrofébicos como la prolina y la alanina alrededor de los
residuos manosilados, los cuales se presenta mayoritariamente en treoninas con un
60% y serinas con un 40%. (Smith et al., 2014).
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Figura 6. El sitio consenso de O-glicosilacion generado a partir de glicoproteinas presentes en M.
tuberculosis resaltan la presencia de residuos hidrofébicos como prolinas y alaninas, con algunos
residuos hidrofilicos alrededor del residuo glicosilado treonina o serina (Carril 16). Asimismo, la presencia
de O-glicosilaciones se favorece en la region carboxilo terminal como se indica con cuadros negros.
Tomado de: Smith et al., 2014.

Entre las 13 glicoproteinas analizadas por Smith y col. (2014) se identific6 a un
antigeno inmunodominante (Al). Este mismo antigeno Al, fue identificado previamente
en el sobrenadante de medio de cultivo Sauton de Mycobacterium bovis BCG por
Romain y col. (1993a). El procedimiento de purificacion se llevé a cabo mediante
cromatografia de exclusion molecular, intercambio id6nico y fase reversa,
posteriormente, se realizaron geles de electroforesis en 2 dimensiones e
inmunoensayos. Para cada purificacion, se realizaron pruebas inmunogénicas,

encontrando asi una fraccién que solo interaccionaba con los anticuerpos obtenidos del
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suero de cobayos inmunizados previamente con micobacterias vivas, mas no asi con
micobacterias muertas. De acuerdo a ensayos de ELISA, se reporté una concentracion
de moléculas reaccionantes de aproximadamente 2% en extracto crudo de BCG vivo, y

menos del 0.001% con micobacterias muertas (Romain et al., 1993a).

Romain y col. (1993b) reportaron la respuesta a la hipersensibilidad retardada (DTH)
utilizando el antigeno inmunodominante purificado del medio de cultivo de BCG en dos
poblaciones de cobayos, una poblacion previamente inmunizada con BCG vivos y la
otra poblacién inmunizada con BCG muertos. La respuesta DTH se genera como
respuesta a diversos antigenos cuando el organismo es nuevamente expuesto al
mismo antigeno, desarrollando una lesion visible por la infiltracién de linfocitos T CD8*,
CD4" y macrofagos, y que aparece cuando los antigenos entran en contacto con la
dermis. El resultado es una marca visible en la epidermis, y se determina midiendo el
diametro de la lesidn en milimetros. En este mismo estudio, los cobayos inmunizados
con BCG vivas presentaron una reacciéon DTH (15 mm de diametro) con 0.2 ug de
antigeno inmunodominante purificado, mientras que los cobayos inmunizados con BCG
muertos requieren hasta 2 ug (diez veces mas) de antigeno inmunodominante para
igualar la reaccion DTH de 15 mm. Lo anterior indica que el antigeno inmunodominante
se encuentra mayoritariamente en BCG vivos, y no en BCG muertos (Romain et al.,
1993b).

En los ensayos de Romain y col. (1993 a,b), se pudo observar que otros antigenos
presentes en el medio de cultivo de BCG son capaces de interaccionar con anticuerpos
en el suero de pacientes con Tb y con otras enfermedades. Sin embargo, el antigeno
Al no presenta este tipo de interaccion cruzada y solo reacciona con el suero de
aquellos pacientes con Tb. Cabe destcar que el Al es producido por M. tuberculosis, M.
bovis y el BCG (Nandakumar et al., 2013).



2. ANTECEDENTES

El Al es una adhesina de superficie y secreciéon de M. tuberculosis. Tiene un punto
isoeléctrico de 4.5, y un peso molécular de 28 kDa aunque migra de manera aberrante
debido a la alta cantidad de prolinas, localizandose entre 45-47 kDa en geles SDS-
PAGE. Este Al participa en el reconocimiento por lectinas de tipo C de los macréfagos
y se ha reportado que puede actuar como un mediador para la colonizacion de células
como parte de la primera etapa de reconocimiento en la infeccidén. Incluso, se ha
propuesto que ademas, el Al secretado puede interactuar como un accesorio tipo
carnada para inactivar aquellos receptores reconocedores de patdgenos involucrados
en la captura de patdgenos invasores (Ragas et al., 2007). Por otra parte, también
estimula la proliferaciéon de linfocitos T, por o que se presume tiene la potencialidad
para ser usado en el mejoramiento de vacunas contra la Tb existentes o para el

desarrollo de pruebas de diagnéstico (Kumar et al., 2003).

Con la finalidad de secuenciar, clonar y expresar heter6logamente al Al, se han llevado
a cabo experimentos desde 1995. Por ejemplo Laqueyrerie y col. (1995) observaron
que los anticuerpos producidos por Romain y col. (1993 a, b) reconocian los antigenos
presentes en el medio de cultivo de M. tuberculosis, por lo que decidieron expresar los
complejos inmunodominantes en Mycobacterium smegmatis mediante cosmidos
generando una genoteca. Las clonas de M. smegmatis que resultaron productoras del
Al fueron identificados por ELISA y posteriormente estos césmidos se subclonaron en
cepas de E. coli NM554 para aislar la secuencia nucleotidica del Al (Laqueyrerie et al.,
1995).

La produccion del Al se encontré en el medio de cultivo de M. smegmatis similar al
producido por BCG. Mientras que en E. coli solo se encontré de forma intracelular. La
secuencia del antigeno indicé que una parte de la secuencia consiste en un péptido
sefal de 39 aminoacidos solamente reconocido por las micobacterias y que ademas
este antigeno esta compuesto con un alto porcentaje de prolinas (21.7%) y alaninas

(18.5%) con un peso molecular de 28 kDa. Sin embargo, por la alta cantidad de



prolinas, el antigeno inmunodominante migra de forma irregular en un par de bandas
localizadas alrededor de 45-47 kDa en geles SDS-PAGE (Laqueyrerie et al., 1995).

Se determindé asi, que el Al esta conformado por 325 aminoacidos (UniProtKB/Swiss), y
es considerada una de las moléculas de M. tuberculosis con mayor actividad antigénica
(Horn et al., 1999). La primera evidencia de glicosilacion del Al se obtuvo por Dobos y
col. (1995) y, posteriormente, se reportdé una definicion completa de los aminoacidos
que se encontraban glicosilados (Dobos et al., 1996). Los ensayos con glucosa
marcada radiactivamente (“C) e hidrolisis de los azlcares del Al demostraron la

presencia de manosas (Dobos et al., 1995).

En el mismo sentido, el tratamiento con manosidasas del Al y la digestién con
subtilisina o tripsina y posteriormente analizados mediante espectrometria de masas,
mostroé residuos modificados en las treoninas 10, 18 y 27 en el N-terminal, con dos
manosas adheridas en cada residuo, y en la treonina 277 del C-terminal con 1, 2 6 3

manosas covalentemente unidas mediante enlaces a-1,2 (Dobos et al., 1996).

2.1. Antigeno inmunodominante Al; actividad antigénica/inmunogénica

Una de las caracteristicas mas importantes del antigeno Al cuando esta glicosilado, es
la capacidad de activar una respuesta antigénica en cobayos y en humanos (Romain et
al., 1993a, 1993b, 1999). Ademas, se evalud el reconocimiento de la Inmunoglobulina
G (IgG) del Al en ensayos de inmunoblot utilizando el suero de pacientes
diagnosticados como positivos y/o negativos en el test de la PPD (Diagbouga et al.,
1997). Para determinar la interaccion del antigeno con el suero de los pacientes se
inmovilizé 0.25 pg del antigeno en membranas de nitrocelulosa y se incubd con el
suero diluido 1:200 en TBS, y se detectd con un anticuerpo anti-Human IgG
(Diagbouga et al., 1997). La especificidad reportada fue del 98% para diferenciar
pacientes sanos o previamente infectados contra pacientes con infeccion activa
utilizando el suero, aunque también reportan una sensibilidad del 40% (Diagbouga et

al., 1997), por lo que se sugiere utilizarla junto con otras proteinas antigénicas de M.



tuberculosis para aumentar la sensibilidad en este tipo de pruebas (Diagbouga et al.,
1997, Sable et al., 2011).

El grado de O-manosilacion del Al se ha relacionado con la capacidad de inducir
respuesta antigénica in vivo o in vitro, pues al tratar al antigeno con manosidasas y ver
la reaccion DTH en la epidermis de cobayos y la proliferacion de linfocitos T in vitro se
pudo observar que el Al desglicosilado tiene una eficacia de 30 a 50 veces menor que
el Al glicosilado (Romain et al., 1999). Por otra parte, los cambios en el patron de
manosilacién también influyen en la respuesta inmune, por ejemplo, se demostré que el
Al expresado en E. coli (no glicosilado) provoca la disminucién de la proliferacion de
linfocitos T provenientes de cobayos vacunados previamente (28 dias) con BCG en
alrededor del 90%, comparado con el efecto del Al nativo de M. tuberculosis (Figura 7).
El Al expresado en M. smegmatis que se encuentra O-glicosilado, diferencialmente con
respecto al control, disminuy6 alrededor de 60% en comparacion con la respuesta de

proliferacion causada por Al de M. tuberculosis (Horn et al., 1999).
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Figura 7. Comparacion de la habilidad de Al’s nativos y recombinantes para estimular la proliferacion de
linfocitos T in vitro provenientes de cobayos inmunizados con BCG. Cultivo filtrado de M. tuberculosis
(®). Al purificado de M. tuberculosis (V). M. bovis (A) o BCG (<). Al expresado en M. smegmatis ((I) o
en E. coli (O). Tomado de: Horn et al., 1999.

La Figura 7 indica que los cambios en la O-manosilacion, asi como probablemente el
sitio de la modificacion y el nimero de manosas, podrian afectar la respuesta de
proliferacion de linfocitos T y por lo tanto es un factor determinante en las propiedades

de los antigenos (Nandakumar et al., 2013, Horn et al., 1999,).
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Recientemente se reporté que la O-manosilacion del Al es crucial para su
antigenicidad, ya que mediante citometria de flujo se determindé in vitro el aumento de la
proliferacion de linfocitos T utilizando el Al nativo glicosilado (de M. tuberculosis) contra
el AR sin glicosilar producido en E. coli, utilizando células mononucleares de sangre
periférica proveniente de 24 pacientes sanos vacunados con BCG y no vacunados
(Nandakumar et al., 2013). La proliferacion de células T CD8" y CD4" de estos 24
individuos vacunados previamente con BCG, se observd mayoritariamente con el Al
nativo en un 70.8% de los casos, mientras que solo se observo 12.5% de proliferacion
con el Al expresado en E. coli (Nandakumar et al., 2013). Posteriormente, realizaron
inmunoensayos en ratones previamente infectados con M. tuberculosis y BCG para
medir la estimulacion en la proliferacion de linfocitos T CD4* provenientes de pulmon,
bazo y nodulos linfaticos, encontrando asi que el Al nativo induce hasta 8.6 veces mas
la produccién de linfocitos T CD4* comparada con el Al expresado en E. coli sin
glicosilar, demostrando una vez mas que la proteina glicosilada es un antigeno

reconocido por receptores de linfocitos T CD4* (Nandakumar et al., 2013).

Otro modelo utilizado para la expresion, secrecion y glicosilacion del Al fue
Streptomyces lividans, organismo procariético Gram-positivo, de crecimiento micelial no
patdgeno (Lara et al., 2004). Esta bacteria tiene la habilidad de O-manosilar proteinas
homodlogas (Kluepfel et al., 1990) y heterdlogas (McLeod et al., 1992) ademas de
pertenecer al orden de los Actinomycetales al igual que las micobacterias, lo cual lo

hace un hospedero ideal para expresar y secretar este tipo de proteinas.

Datos no publicados (Martinez-Sotelo, 2012, Tesis de Maestria de C. Bioquimicas,
UNAM) demostraron el aumento en la proliferacién de linfocitos T de hasta un 50%
mayor usando el Al producido en S. lividans y comparado contra el Al nativo usando
una concentracién de 25 ug de proteina (Figura 8). Por lo que se vuelve interesante
comparar otros sistemas de produccion del Al para evaluar la proliferacion de linfocitos

T y la respuesta inmune en cobayos.
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Figura 8. Porcentaje de proliferacion de linfocitos totales inducido por el Al nativo de M. tuberculosis vy el
Al producido en S. lividans y E. coli. La concentracion de Al utilizado fue 0, 1, 10 y 25 yg. Tomado de:
Tesis Martinez-Sotelo, 2012.
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2.2. Sistemas de expresion: Pichia pastoris como herramienta para expresar el

antigeno recombinante (AR) glicosilado

La produccién y purificacion de antigenos en M. tuberculosis es compleja pues las
muestras procesadas asi como los subproductos de la misma deben ser manejados en
laboratorios de bioseguridad nivel 3 con personal altamente capacitado. El personal
encargado de procesar cultivos de M. tuberculosis tiene hasta 3 veces mas
probabilidad de infectarse, pues los aerosoles producidos durante los cultivos son
altamente infecciosos (Center for Disease Control and Prevention, cdc.gov). Ademas,

los cultivos de micobacterias duran alrededor de 30 dias y utilizan medios complejos.

Se ha reportado que, al igual que Mycobacterium spp, las bacterias como S. lividans
pueden O-glicosilar proteinas (Dobos et al., 1996; Lara et al 2004; Gamboa-Suasnavart
et al., 2011). Sin embargo, la produccién del antigeno en S. lividans presenta
desventajas como la variabilidad en el inéculo para iniciar su produccién, ya que se
requieren de esporas transformadas que tienen que ser preparadas lote a lote. Esto
causa variabilidad al inicio de los cultivos. Ademas, el microorganismo tiene tiempos de
duplicacion lentos (~6 h), alta produccién de proteasas y su crecimiento filamentoso
representa un problema de difusion tanto de nutrientes como del oxigeno al interior de
los agregados que se forman como se observa en la Figura 9 (Gamboa-Suasnavart et
al., 2011).

b0 ' “V_g_’

Figura 9. Morfologia micelial de S. lividans en cultivo de matraz agitado vista bajo el microscopio a 10X.
Tomado de: Gamboa-Suasnavart et al., 2011.
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Particularmente, en este sistema bacteriano la produccién de proteinas recombinantes
secretada es menor al 10% de proteina total del sobrenadante, comparada con
sistemas como el de levaduras en el que se han obtenido hasta el 30% de proteinas
recombinantes de proteina total del sobrenadante (Tschopp et al., 1987, Koutz et al.,
1989, Macauley-Patrick et al., 2005).

Las levaduras son capaces de producir y modificar proteinas recombinantes
heter6logamente bajo un esquema eucariético y mediante procesos que usan medios
de cultivos sencillos. La levadura metilotréfica Pichia pastoris (Figura 10) ha sido
utilizada para la produccion de proteinas recombinantes, debido a que puede ser
manipulada facilmente. Crece en medios de cultivos sencillos y econémicos tal como
en medio basal de sales, realiza modificaciones postraduccionales y algunas
construcciones presentan una alta produccion de proteina recombinante de hasta 12
gL' (Lin-Cereghino et al., 2008, Clare et al., 1991).

Figura 10. Microscopia electronica de barrido de la levadura P. pastoris. Tomado de: Pichia.com.

Hasta ahora, existen mas de 600 productos reportados en donde se ha utilizado el
promotor inducible por metanol AOX1 (Tschopp et al., 1987, Zhang et al., 2009). Los
bioprocesos ademas tienen la ventaja de que pueden llegar a alcanzar cultivos de alta
densidad de hasta ~50 D.O.s00 nm €n cultivo de matraz agitado (Villatte et al., 2001) y de
~320 D.O.s00 nm en biorreactor de lote alimentado (Lei et al., 2012). En cuanto a la
productividad, se han reportado valores de proteina recombinante en P. pastoris

usando diferentes estrategias de cultivo como se compara en la Tabla 1.
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Tabla 1. Produccién de proteinas recombinantes utilizando P. pastoris y rendimientos.

Proteina Bioproceso PV (g/Lh) Referencia
Pertactin (P69) Lote alimentado 0.06 Romanos et al., 1991
IgG1 Lote alimentado 0.008 Potgieter 2010
Phytasa AppA Lote alimentado 0.03 Chen et al., 2004
Aqualisina | / 0.02 Oledzka et al., 2003
Lipasa B (CALB?) Lote alimentado 0.007 Jahic et al., 2003
Lipasal/Acetiltransferasa 3.1.1.3 Lote alimentado 0.05 Brunel et al., 2004
GSP Lote continuo 0.008 Yan et al., 2003
Xylanase XynA Lote alimentado 0.04 Fan etal., 2012
rhiL-2-HAS Lote alimentado 0.004 Lei etal.,, 2012
TrCBH2 0.07
TrbMan Lote alimentado 0.01 Mellitzer et al., 2012
TIXynA 0.01
a-amilase Lote alimentado 0.02 Paifer et al., 1994
Antigen Bm95 Lote alimentado 0.03 Garcia-Garcia et al.,

2000

Human bikunin Lote alimentado 0.004 Gou et al., 2012
Staphylococcal protein A (SPA) / 0.12 Hao etal., 2013
B-Defensina 2 (porcina) Lote alimentado 0.03 Peng et al., 2013
AfCel2A Endoglucanasa Lote alimentado 0.05 Varnai et al., 2014
Cadena ai(lll) Colageno Lote alimentado 0.1 Lietal., 2015

PV: Productividad volumétrica

El tipo de fermentacion mas utilizado y reportado para este hospedero es el de lote
alimentado y usualmente se rige por 4 fases o etapas fermentativas anotadas en la
Tabla 2.

Tabla 2. Etapas de la fermentacion de P. pastoris para la produccion de proteinas recombinantes.
Adaptado de: Zhang et al., 2000.

Fasel/etapa Descripcion
1 Crecimiento en medio definido utilizando glicerol como fuente Unica de carbono.
2 Incremento de biomasa alimentando glicerol.
3 Adaptacién del cultivo con baja concentracién de metanol.
4 Induccion de expresion de proteina incrementando la cantidad de metanol alimentado.

La levadura P. pastoris es un organismo eucariotico capaz de realizar modificaciones
en proteinas homodlogas y heterdlogas tal como la N-glicosilacion del grupo amino del
residuo asparagina cuando se encuentra dentro del consenso N-Xaa-T/S y la O-
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glicosilacion del grupo hidroxilo del residuo treonina y/o serina sin necesidad de un sitio
consenso como tal. Aunque se ha observado que la presencia de una prolina en la
posicion -1 del sitio de glicosilacion influye fuertemente para ser O-glicosilada
(Bretthauer y Castellino, 1999, Gemmil y Trimble, 1999).

En Sacharomyces cerevisiae se han reportado 7 genes (Pmt 1-7) que codifican para
las O-manosiltransferasas, que aunque son redundantes, se sugiere que estos poseen
diferentes sustratos proteicos especificos. Ademas, la delecion de alguno de estos
genes en mutantes reduce el numero de cadenas de oligosacaridos unidos a la
proteina, mas no asi la longitud de las mismas (Girrbach y Strahl 2003). En P. pastoris,
al igual que en C. albicans, se han reportado 5 genes que codifican para
manosiltransferasas: Pmt1, Pmt2, Pmt4, Pmt5 y Pmt6 homodlogos a los de S.
cerevisiae. Las enzimas Pmt1 y Pmt2, se han propuesto como las responsables por la
O-glicosilacion, a partir de experimentos con P. pastoris donde se deletaron los genes

codificantes para las mismas (Prill et al., 2005, Nett et al., 2013).

La via de O-glicosilacion varia en levaduras y mamiferos. En levaduras, la O-
manosilacién se inicia en el reticulo endoplasmico utilizando la Manosil-P-Dolicol como
el donador de los glicanos, mientras que en mamiferos se inicia en el aparato de Golgi
utilizando UDP-N acetil galactosamina como el donador de glicanos (Gemmill y Trimble
1999). Por lo general, las levaduras no agregan acidos sialicos terminales a los
glicanos; sin embargo, usan el fosfato, acido glucordénico o el piruvato para impartir
cargas negativas (Jigami y Odani, 1998), o acidificar la proteina, aunque la funcién de

estas cargas no esta del todo elucidada (Fukazawa et al., 1995).

Se ha observado que en las levaduras se adhieren solamente manosas o galactosas a
proteinas nacientes, y estas manosas contienen fosfatos diesterificados unidos por el
carbon-1 de una manosa a otra manosa en la cadena lateral del oligosacarido, con
algunas excepciones (Jigami y Odani, 1998). Otra de las caracteristicas importantes es
que P. pastoris no posee manosiltransferasas que realicen enlaces a-1,3, lo cual es

muy deseable pues se ha demostrado que este tipo de enlaces son alergénicos en
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humanos (Bretahuer y Castellino 2009). En P. pastoris se agregan manosas que se
unen con enlaces a-1,2, los cuales pueden o no estar modificados con fosfomanosas

terminales, como se observa en la Figura 11 (Hamilton et al., 2013, Nett et al., 2013).

Endoplasmic Golgi

reticulum al,2
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Figura 11. Representacion ilustrativa de la O-glicosilacion en P. pastoris. El diagrama representa los
eventos de la O-glicosilacién que se llevan a cabo en la ruta secretoria de P. pastoris. Posterior a la
translocacion de la proteina en el reticulo endoplasmico, un residuo de manosa se transfiere a una serina
o treonina por el donador Dol-P-Man a través de una manosiltransferasa (PMT). Subsecuentemente, en
el aparato de Golgi, prosigue la elongacién de estas manosas por una combinacién de a-, B- o fosfo-
manosiltransferasas. Las manosas estan representadas por circulos verdes. Tomado de: Nett et al.,
2013.

Usualmente, la longitud de manosas adheridas a las glicoproteinas expresadas en P.
pastoris no exceden de 6 residuos de glicanos, siendo la mayoria di- 6 tri-manosas
como lo sugieren Lommel y Strahl (2009). Por ejemplo, se expreso heterdlogamente la
proteina plasminégeno humana en P. pastoris y ésta demostré estar O-glicosilada por
cadenas cortas de hasta 5 residuos de manosas cuando se ensayd mediante -
eliminacion alcalina e hidrazinolisis y analizada por cromatografia de intercambio
anionico (Duman et al., 1998). Interesantemente, Duman y col. (1998) determinaron el
tipo de enlaces entre los residuos de manosas utilizando a-1,2 y a-1,3 manosidasas y
concluyeron que los enlaces entre manosas se componen de enlaces a-1,2 pues no se
detectaron glicanos libres cuando se ensay6 con a-1,3 manosidasas (Duman et al.,
1998). En el mismo sentido se reportd la ausencia de enlaces a-1,3 en P. pastoris
(Trimble et al., 1991), asi como la ausencia de actividad manosiltransferasa a-1,3 en

ensayos con membrana de organelos en la misma levadura (Verostek y Trimble 1995).
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Los datos reportados sugieren que la levadura P. pastoris puede producir proteinas
heter6logas de M. tuberculosis usando un esquema genético optimizado y modificado.
Las proteinas heterdlogas producidas contendran modificaciones postraduccionales
como la O-manosilacion con sacaridos de cadena corta unidos por enlaces a-1,2 y con
lo que es posible que presenten actividad antigénica e inmunogénica en ensayos de

proliferacion con linfocitos T de forma similar a los producidos por M. tuberculosis.
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3. JUSTIFICACION

La Tuberculosis es un problema de salud de caracter mundial por lo que urgen nuevas

formas de diagnostico y tratamiento (WHO 2012).

Entre los antigenos producidos por M. tuberculosis se encuentra Al glicosilado, que
induce una respuesta inmune via Linfocitos T y DTH en cobayos (Romain et al., 1993).
El antigeno Al posee 4 glicosilaciones de tipo manosa en residuos de treonina, 3 en el
N-terminal y 1 en el C-terminal, y se sugiere que son determinantes en su antigenicidad
(Romain et al., 1999). Ademas, tiene la potencialidad de utilizarse en el disefio de una
prueba diagndstico como el de la PPD, en la fabricacion de una vacuna o en el

mejoramiento de vacunas existentes.

Dicho antigeno producido en diferentes organismos como E. coli, S. lividans, M. bovis,
BCG y M. smegmatis, estimulan diferencialmente la proliferacién in vitro de linfocitos T
comparado con el Al nativo de M. tuberculosis, segun el nimero o patrén de manosas
que contengan (Martinez-Sotelo 2012, Lara et al., 2004, Horn et al., 1999). Aunado a
que el tratamiento con manosidasas del Al nativo, inhibe su capacidad linfoproliferativa
in vitro e in vivo (Horn et al., 1999). Lo que sugiere que el patréon de glicosilacion y la

cepa de expresion determinan la actividad del Al.

La produccion y purificacion del Al en M. tuberculosis para aplicaciones biotecnoldgicas
y biomédicas no es un proceso ventajoso debido a que su crecimiento es lento y debe
ser realizado en laboratorios de bioseguridad nivel Ill. Se ha optado por la produccién
del Al de forma recombinante en otras cepas tal como en S. lividans y E. coli, pero, los
bioprocesos enfrentan problemas de productividad y actividad del Al recombinante. En
S. lividans la produccion es compleja por la variabilidad de los inéculos que contienen
esporas que deben prepararse lote a lote, y se reporta una productividad de 5 mg/L del
antigeno recombinante después de 36 h de induccién. Por otro lado, la produccion en

E. coli es inconveniente ya que esta bacteria no realiza las modificaciones
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postraduccionales necesarias para obtener este antigeno de forma similar al Al nativo

de M. tuberculosis.

Por lo anterior, se plantea la necesidad de producir el Al recombinante
biotecnolégicamente viable en un sistema eucariético de facil manejo y crecimiento, por
lo que se propuso utilizar P. pastoris que es un sistema de expresion de proteinas
recombinantes ampliamente utilizado, donde se han alcanzado productividades de
hasta 12 gL' de proteina recombinante secretada, realiza O-manosilaciones mediante
enlaces a-1,2, presenta baja produccion y/o secrecion de proteasas, e inducible por
metanol (Macauley-Patrick et al., 2005). Las glicoformas del Al recombinante
producidas se utilizaran para continuar ensayos inmunoldgicos con aplicaciones

biomédicas.
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4. HIPOTESIS

La cepa de expresion Pichia pastoris produce el antigeno inmunodominante (Al) de
forma recombinante, con O-manosilaciones en la region C-terminal, similar al Al nativo
de Mycobacterium tuberculosis.

5. OBJETIVOS

5.1. General

Expresar y caracterizar al antigeno inmunodominante (Al) de M. tuberculosis en la
levadura Pichia pastoris.

5.2. Especificos

1. Obtener clonas de P. pastoris productoras del Al recombinante

2. Expresar y purificar el Al recombinante del sobrenadante de medio de cultivo de

las clonas P. pastoris-AJVT.

3. ldentificar las O-manosilaciones del C-terminal del Al recombinante.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Secuencia del antigeno inmunodominante Al

La secuencia del gen que codifica para el Al se obtuvo de la base de datos Gene Bank
(ID 885896). Las subsecuentes modificaciones se implementaron utilizando el software
Gene Designer 2.0. Se agregaron los sitios de restriccion Mly | y Pst | en el extremo 5’ y

los sitios Kpn |, Sac Il y Nae | en el extremo 3’ precedido por dos codones de paro.

Se simuld el corte e insercion de la secuencia optimizada dentro del vector pPICZBa
(Invitrogen™, donado por la Dra. Clarita Olvera) utilizando los programas de edicion de
secuencias Gene Designer 2.0 y SnapGene® 2.7.1 para corroborar que el marco de

lectura se mantuviera abierto.

La construccion nucleotidica AJVT, que contiene la secuencia optimizada del Al
(denominada ahora como antigeno recombinante o AR) se obtuvo por sintesis quimica
en la empresa GenScript USA Inc. (NJ, Piscataway) inserta en el plasmido de

propagacion pUCS57 con resistencia a ampicilina.

6.2. Material Biolégico

Se utilizo la cepa quimiocompetente E. coli One Shot® Top10 Invitrogen™, para la
transformacion, propagacion y purificacion de los plasmidos pPICZBa (Invitrogen™),
pUCS7-AJVT (GenScript USA Inc.) y pAJVT (este trabajo), asi como la cepa de
expresion Pichia pastoris X-33 (Invitrogen™, donada por el Dr. Jorge Folch) para las

transformaciones con el vector codificante pAJVT.
Las transformaciones de E. coli One Shot® Top10 se realizaron por choque térmico de

acuerdo al protocolo de Invitrogen. De las transformantes resultantes, se obtuvieron

colonias aisladas en medio LB sdlido con antibidtico (Ampicilina para pUC57-AJVT o
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Zeocina para pPICZBa y pAJVT y se corroboré la presencia de los plasmidos por PCR

para cada caso.

Los bancos de trabajo se prepararon para cada cepa transformada de E. coli o P.
pastoris. Primero se dejo crecer una colonia transformante en matraz con medio LB o
YPD respectivamente adicionado con el antibiotico correspondiente. Se incubd E. coli a
37 °C y P. pastoris a 30 °C, ambos con 200 rpm toda la noche (C25 Incubator Shaker,
New Brusnwick Scientific). Posteriormente, se prepararon crioviales con 800 pL del
cultivo y 200 pL de glicerol al 80% estéril y se congelaron a -80 °C. En todos los casos

se confirmo viabilidad de las células al mes de haberse almacenado.

6.3. Construccién de pAJVT y transformacién de E. coli

Se transformo E. coli One Shot® Top10 con los plasmidos pPICZBa y pUC57-AJVT y se
purificaron utilizando el kit Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research).
Posteriormente, se digirieron con las enzimas de restriccion Pst | y Kpn | (Jena
Bioscience). Una vez realizada la doble digestion, pPICZBa se incubd con fosfatasa
alcalina FastAP (Thermo Scientific) y los productos se separaron mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 1% con buffer TAE a 100 V. Posteriormente, las
bandas se visualizaron con bromuro de etidio (Sigma Aldrich) en un fotodocumentador
Gel Doc™ EZ Imager (Bio-Rad). La banda correspondiente al fragmento AJVT se
escindio y se purificd con el kit EZ-10 Spin Column DNA Gel Extraction Kit (Bio Basic

Inc.).

Para la reaccién de ligacion y construccion de pAJVT, se utilizé el plasmido pPICZBa
doblemente digerido y desfosfatado, el inserto AJVT purificado del gel y la ligasa T4
DNA (Thermo Scientific). La reaccion se incub6 toda la noche a 4 °C. La ligacion se
confirmé mediante PCR en un termociclador (Gene Mate®) utilizando los
oligonucledtidos 5 AOX (GACTGGTTCCAATTGACAAGC) y 3’ AOX (GCAAATGGCAT
TCTGACATCC) y luego se procedio a transformar E. coli One Shot® Top10 con la

reaccion de ligacion.
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Se obtuvieron 15 colonias positivas y estas se inocularon en medio liquido y sélido
LB/Zeocina (25 ug/mL). Se realizé una PCR de 5 de las colonias aisladas con los
oligonucledtidos 5 AOX y otro oligonucleotido que se disefid e hibrida dentro de la
secuencia del inserto, denominada 3’AR (GCGCTATTCAGATCCTCTTCT). Se optd por
purificar el amplicon de la colonia 3 del gel y este se secuencid para confirmar el inserto

dentro del marco de lectura abierto.

Las condiciones de PCR utilizadas en las amplificaciones fueron:

1 ciclo 95 °C X 5 min

30 ciclos 95 °C X 30 seg
62 °C X 45 seg
72 °C X 90 seg

1 ciclo 72 °C X 10 min

6.4. Transformacion de P. pastoris con el plasmido pAJVT

Se aislo el plasmido de E. coli-pAJVT mediante el kit comercial Zyppy Plasmid
Miniprep™ y posteriormente este se linearizé con la enzima de restriccion Sac |
(Thermo Scientific) por 3 h a 37 °C. La transformaciéon se realizd mediante
electroporacion con la cepa de expresion P. pastoris X-33 suspendida en 1 M de
sorbitol y el plasmido linearizado. Se dio un pulso de 1.5 kVolts e inmediatamente se le
agregéb 1 mL de sorbitol 1 M frio a la cubeta y se dejé reposar por 1 h. La
transformacién se inoculd en cajas Petri con YPDS/Zeocina (150 pg/mL) y a partir de
10 dias se obtuvieron 12 colonias productoras del antigeno recombinante (AR), de la
cual, se seleccionaron 2 colonias a las cuales se les denominé como C6 y C12. La

cepa silvestre sin transformar que se utilizé como control se le denomino ST.
Se realizé una PCR de la colonia C6 crecida en medio selectivo con Zeocina utilizando

los oligonucledtidos 5° AOX y 3’AR y el amplicon se visualizé en un gel de agarosa
observandose un fragmento de 1291 pb.
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Las condiciones de PCR utilizadas en las amplificaciones fueron:

1 ciclo 95 °C X 5 min

30 ciclos 95 °C X 30 seg
62 °C X 45 seg
72 °C X 90 seg

1 ciclo 72 °C X 10 min

Dicha banda, se corté y se purifico del gel con el kit EZ-10 Spin Column DNA Gel
Extraction Kit (Bio Basic Inc.) y se secuencio en el Instituto de Biotecnologia (UNAM).
Una vez corroborada la secuencia del inserto en la colonia analizada, se preservo en

un banco conservado en glicerol al 80% a -80 °C.

6.5. Cinética de crecimiento e induccién de P. pastoris-AJVT

El crecimiento de las clonas C6, C12 y ST se llevd a cabo en dos medios de cultivo.
Primeramente en medio de crecimiento con glicerol como fuente de carbono
BMGY/Zeocina (200 pg/mL) (1% extracto de levadura, 2% peptona, 1% glicerol) y
posteriormente en medio BMMY con metanol como fuente de carbono e inductor (1%

extracto de levadura, 2% peptona, 0.5% metanol).

Inicialmente se dejaron crecer las clonas en matraz bafleado de 250 mL conteniendo
50 mL de medio BMGY durante 36 h, a 30 °C y agitacion orbital de150 rpm (C25
Incubator Shaker, New Brusnwick Scientific). Se tomé6 un 1 mL de muestra a las 0, 3, 6,
9, 12, 15, 18, 21 y 24 h, para determinar el crecimiento mediante densidad O&ptica

(D.0.600 nm ) en un espectrofotometro Thermo Spectronic (Genesys™ 5).

Posteriormente, se centrifugaron las células a 6300 g (Centrifuge 5804R, Eppendorf)
por 15 minutos a 4 °C y se inocularon en matraces bafleados de 250 mL con 50 mL de
medio BMMY a una D.O.s00onm de 1.0 £ 0.2 U.A. Los matraces se mantuvieron a 30 °C y
con agitacion orbital de 150 rpm (C25 Incubator Shaker, New Brusnwick Scientific)
durante 54 h. La toma de muestra se realiz6 a las 0, 6, 18, 24, 30, 42, 48 y 54 h con 1
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mL para determinar densidad Optica, biomasa, y cuantificar proteina total de
sobrenadante en cada punto. La biomasa se calculd por triplicado en peso seco con el
precipitado obtenido de 1 mL de muestra y secado a 60 °C durante 24 h. Como control

se utilizé P. pastoris ST en todos los casos.

6.6. Electroforesis en gel desnaturalizante y Western Blot

Se cuantifico proteina total en microensayos con placas de 96 pozos por el método de
Bradford (Bio-Rad) tomando 10 yL de sobrenadante. Adicionalmente los sobrenadantes
obtenidos de cada punto (500 uL) se precipitaron con 30% de acido tricloroacético
(TCA) en acetona fria (-4°C) en volumenes iguales a -20 °C durante toda la noche. Las
soluciones se centrifugaron por 25 min a 20 000 g a 4 °C, el precipitado se lavo dos
veces con acetona al 80% a 4 °C y un lavado final con etanol al 70% a 4 °C, el pellet
resultante se suspendio en 30 uL de H20 Milli Q®. Se cargaron 5 uL de la muestra
resuspendida en H20 Milli Q® para visualizar la produccién en geles SDS-PAGE al
12%, 5 pL de la muestra de medio sin induccién y 5 uL del control sin transformar. El
gel se resolvié a 80 V durante 3 h y las bandas se visualizaron con azul de Coomasie
R250 en un fotodocumentador Gel Doc™ EZ Imager (Bio-Rad).

Para los ensayos de Western Blot, las proteinas del gel de SDS-PAGE se transfirieron
a una membrana de PVDF Immobilon™ (Millipore) utilizando una solucion de
transferencia (Tris-glicina-metanol 20%) a 20 V durante 1 h. Después se procedio a
realizar el bloqueo de la membrana con leche al 5% durante 30 min, los lavados se
realizaron en TBS-Tween 20 durante 10 min, y la incubacién con el anticuerpo
monoclonal primario Mab 6A3 1:500 (donado por la Dra. Clara Espitia) o lectina Con-
A/HRP 1:1000 (Sigma Aldrich) se realizé durante 2 h. Para finalizar, la membrana se
volvio a lavar 2 veces con TBS-Tween 20 y una ultima vez con TBS. Posteriormente, la
membrana se incubd con el anticuerpo secundario anti-mouse/HRP (Sigma-Aldrich)
durante 3 h. Después, se lavo 2 veces con TBS-Tween 20 durante 15 min y una ultima

vez con TBS durante 5 min. El revelado de las membrana se realizd con SuperSignal®
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West Pico (Thermo Scientific) y se visualizé en un revelador digital de escaner C-Digital
(LI-COR).

6.7. Purificacion del AR en columna de Concanavalina-A y HPLC

El sobrenadante previamente filtrado con membrana Millipore de 0.22 pm se
suplementé con 0.5 M de NaCl, 20 mM Tris, pH 7.4. La muestra se incubd con 2 mL de
la resina Concanavalina-A acoplada a sefarosa (Sigma Aldrich) previamente tratada
con 5 volumenes de solucién de equilibrio (acetato de sodio 0.1 M, cloruro de
manganeso 5 mM, cloruro de sodio 1 M, cloruro de magnesio 5 mM vy cloruro de calcio
5 mM, pH 7.4) durante 2 h a 4 °C en agitacion suave. La resina se recuperd en una
columna cromatografica (Bio-Rad), y después de 5 volumenes de lavado con solucion
de unién (Tris 20 mM vy cloruro de sodio 0.5 M pH 7.4), las fracciones unidas se
recuperaron con una solucion de elucion (acetato de sodio 0.1 M, cloruro de
manganeso 5 mM, cloruro de sodio 1 M, cloruro de magnesio 5 mM y cloruro de calcio
5 mM, 0.2 M de a-D-glucopiranosido, pH 7.4). Las fracciones eluidas fueron dializadas,
liofilizadas y suspendidas en PBS o IEF, visualizadas en geles SDS-PAGE 12% y

transferidas a membranas PVDF para inmunodeteccion.

La purificacion del antigeno recombinante (AR) se realiz6 mediante cromatografia
liquida de alta eficiencia en fase reversa con un equipo HPLC Shimadzu (facilitado por
el Dr. Roberto Arreguin) usando una columna C18 High Bar de 250 mm x 4.6 mm y
tamafo de particula de 5 ym. Las soluciones de trabajo fueron: (a) 0.1 % de TFA en
H20 y (b) 0.1 % TFA en acetonitrilo. La corrida cromatografica se comenzd con 0% de
la solucion b en flujo constante de 1 mL/min durante 5 min. De 5 a 85 min se aplico un
gradiente de 0% a 80% de la solucion b. La absorbancia se registré a 220 y 280 nm. La
adquisicién y el procesamiento de los datos se realizaron utilizando el programa
EZChrom Elite™ Chromatography Data System. Las fracciones obtenidas se dializaron
y se concentraron en H20 para su analisis en gel SDS-PAGE 12% y Western Blot
utilizando el anticuerpo Mab 6A3 y Lectina Con-A como fue descrito.
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6.8. SDS-PAGE bidimensional y Western Blot del AR purificado

Usando 10 pg de AR purificado por HPLC en fase reversa, se llevo a un volumen final
de 125 uL con buffer de isoelectroenfoque IEF (Urea 8M, tiourea 2M, triton X-100 2%
v/v, DTT 50 mM, CHAPS 4% wl/v, 0.1% de anfolinas de pH 3-10 GE Healthcare), con
esta mezcla, se hidrataron tiras de gradiente de pH inmovilizado IPG (Bio-Rad), de
intervalo de pH lineal de 4-7 (10 cm), durante 90 min a temperatura ambiente en una
bandeja de rehidrataciéon (Immobiline DryStrip Reswelling Tray, GE Healthcare).
Después de la rehidratacidn pasiva, las tiras se cubrieron con aceite mineral, la bandeja
se transfirid a la unidad de isoelectroenfoque (PROTEAN IEF Cell, Bio-Rad) y se
rehidrataron de manera activa con las siguientes condiciones; 12 h a 20 °C a 50 V
seguido por tres pasos de focalizacién; 500 V por 30 min (rapida), 1000 V por 1 h
(gradiente).

Tras el proceso de isoelectroenfoque, las tiras de IPG se removieron de la bandeja, se
elimind el aceite mineral y se incubaron en un amortiguador de equilibrio SDS (Tris 1.5
M pH 8.8 con HCL, urea 6 M, 30% glicerol (V/V) y 5% SDS (W/V). El equilibrio se
realizé en dos pasos empleando en cada uno 1 mL de la solucién de equilibrio por tira;
en el primero, la solucién de equilibrio se le afnadié DTT 1% para mantener el estado
reducido de la proteina por 15 min a temperatura ambiente y en agitacién constante. A
continuacion se elimind el amortiguador, e inmediatamente se realizé el segundo paso
en donde el amortiguador de equilibrio se le afiadi6é 2.5% de iodoacetamida (W/V) para
alquilar los atomos de azufre y evitar la renaturalizacién. Después de la segunda
incubacion y tras un breve lavado de amortiguador de corrida SDS, las tiras quedaron

listas para efectuar la electroforesis de segunda dimension en un gel SDS-PAGE 12%.

6.9. Espectrometria de masas del AR

Se realizaron digestiones enzimaticas del AR purificado por HPLC en fase reversa

utilizando la enzima Lys-C (Roche) como se describe a continuacion.
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1. Se suspendieron 20 ug del AR purificado por HPLC en fase reversa en
amortiguador de digestion (25 mM Tris HCI, pH 8.5, 1 mM EDTA) en un volumen
de 30 L.

2. La solucién se ensayo con Lys-C a una proporcion 1:100 de enzima-sustrato, y

la protedlisis se llevé a cabo durante 16 h a 37 °C.

Para la determinacién de los péptidos de la digestion del AR, se recurrié a la
espectrometria de masas por MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization)
con un detector de iones acoplado al equipo (Time of Flight). La proteina digerida se
analizé en un equipo Bruker Microflex del Instituto de Quimica de la UNAM, (Bruker
Daltonics GmbH, Leipzig, Alemania) equipado con un laser de nitrégeno de 20 Hz a | =
337 nm. El espectro fue detectado en modo lineal positivo para el rango de masas
entre 1000 a 13000 Da. 1.0 pyL de solucion de la proteina obtenida en cada digestion,
se mezcldé con 5 yL de acetonitrilo al 30% y TFA 0,1%, y se saturd con acido sinapinico
0 con acido a-ciano-4-hidroxicinamico. Posteriormente, 1.0 yL de esta solucion se
deposité en la placa de MALDI-TOF y se dej6é secar a temperatura ambiente para su

posterior lectura.

Adicionalmente, el antigeno digerido se analizé en un equipo MALDI TOF/TOF 4800
(Applied Biosystems) del Instituto de Medicina Gendmica (INMEGEN) para determinar
y secuenciar los péptidos resultantes de la digestion. Para esto, la muestra se
concentrd y se dializé utilizando una columna C18 (ZipTipC18). La muestra se colocod
por sextuplicado en la placa utilizando como matriz a-ciano-4-hidroxicinamico. Los
espectros MS/MS obtenidos se analizaron con el algoritmo de busqueda Paragon del
software ProteinPilot, con un porcentaje de confianza del 66% y el algoritmo de
busqueda Mowse Scoring de Mascot, con un limite en el error de masa de 0.5 Da. Los
resultados fueron procesados en el Software Scaffold con los mismos criterios dados
para Mascot realizando una nueva busqueda confirmatoria con el algoritmo de Mascot

y el de Xtandem para buscar falsos positivos y confirmar los péptidos encontrados.
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7. RESULTADOS
7.1. Diseino de AJVT

Con la secuencia proteica original del antigeno inmunodominante de M. tuberculosis
(UniProtKB/Swiss-Prot: P9WIR7.1) se disefid la secuencia nucleotidica optimizada para
P. pastoris utilizando el programa de edicién de secuencias Gene Designer 2.0 y
SnapGene 2.7.2. Se eliminé ademas, un péptido sefial de 39 aminoacidos presente en

la secuencia nativa, asi como sitios posibles de N-glicosilacion.

Los aminoacidos susceptibles a N-glicosilaciéon fueron sustituidos por glutamina, con
base a lo reportado en la expresion de la enzima activadora del plasmindgeno humano
tipo urocinasa en P. pastoris (Tsujikawa et al., 1996). La secuencia disehada (Figura
12b) fue sintetizada quimicamente por la empresa GenScript USA Inc. (NJ,

Piscataway).
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Figura 12. Mapa AJVT de 891 pb optimizado y sitios de restriccion disefiado en el programa de edicion
de secuencias Gene Designer 2.0 y SnapGene 2.7.2.
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7.2. Diseino de la construccion del plasmido pPICZBa con la secuencia AJVT

Se realizé una ligacion in-silico de la secuencia codificante AJVT del AR con el plasmdo
pPICZBa utilizando los programas de edicidon de secuencias Gene Designer 2.0 y
SnapGene 2.7.2 para confirmar la secuencia en fase con el factor de secrecion a (alfa).
Se comprobd que utilizando las enzimas de restriccion seleccionadas Pst | y Kpn | se
obtiene la secuencia en fase. El plasmido construido in-silico se le denomind como

pAJVT y se muestra en la Figura 13.

Figura 13. Mapa del plasmido pAJVT (4427 pb), generado a partir del plasmido pPICZBa inducible por
metanol (AOX1), resistencia a Zeocina (BleoR) y el péptido sefial de secrecién factor-a. La secuencia
AJVT se muestra en rojo. Los oligos utilizados en este trabajo 5’A0X, 3'AOX, y 3’AR se muestran en
rosa.
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7.3. Construccion del plasmido pAJVT y transformacion de E. coli

La digestion de los plasmidos pPICZBa (3597 pb) y pUC57-AJVT (3607 pb) se realizd
con las enzimas de restriccion Pst | y Kpn |. En la Figura 14 se muestra un gel de
agarosa 1% en donde se observa en los carriles 2 y 3 una banda correspondiente al
plasmido pPICZBa con la enzima de digestion Pst | y Kpn | respectivamente. El carril 5
correspode a la digestion con Pst | del plasmido pUC57-AJVT. Asimismo, los carriles 7-

9 muestran la segunda digestién con Kpn | del mismo plasmido (Figura 14)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

6000 3597 pb 3607 pb
2738 pb
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869 pb (AIVT

1000 e B (A

e e = —

-

-

Figura 14. Digestiéon de plasmidos pPICZBa y pUCS57-AJVT. Carril 1: Marcador de 1 kb (Life
Technologies). Carril 2: pPICZBa digerido con Pst |. Carril 3: pPICZBa digerido con Kpn I. Carril 5:
pUC57-AJVT digerido con Pst I. Carriles 7,8 y 9: pUC57-AJVT digerido con Kpn I. Carril 10: Control sin
DNA.

En los carriles 7, 8 y 9 se observaron 2 bandas, una de 2.7 kb correspondiente al
plasmido pUC57 sin inserto y otra de 869 pb correspondiente al fragmento AJVT. Los
fragmentos AJVT se purificaron utilizando el kit EZ-10 “Spin Column DNA Gel
Extraction Kit” (Bio Basic Inc) y el producto se utilizé en la reaccion de ligacion de AJVT

en el plasmido pPICZBa doblemente digerido.

A partir de la ligacién se procedio a realizar la transformacién de E. coli One Shot®
Top10 por el método de choque térmico. Las células transformadas se inocularon en
medio agar LB/Zeocina (25 ug/mL) durante toda la noche a 37 °C, obteniéndose 15

colonias transformantes.
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A partir de 5 transformantes seleccionadas al azar se realizé una PCR con los
oligonucledtidos 5’ y 3° AOX que amplifican un fragmento de 593 pb del vector vacio.
En la Figura 15 se observan las bandas de 1423 pb en los carriles 2, 4, 5 y 6 lo cual
corresponde al inserto de 869 pb mas el fragmento del vector de 593 pb, lo que indica

que estas colonias fueron transformadas con el plasmido pAJVT.

En el carril 3 no se observd amplificacién, probablemente porque no se recuperé DNA
de la colonia transformante. En el carril 7 se muestra como control la amplificacién con

5’y 3’AOX usando de templado el plasmido pPICZBa sin inserto.

1 2 3 4 5 6 7
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3000
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Figura 15. Amplicones provenientes de colonias transformantes de E. coli One Shot® Top10 con pAJVT
usando los oligos 5 y 3’AOX. Carril 1: Marcador 1 kb (Life Technologies). Carril 2, 3, 4, 5, y 6: Amplicon
de las colonias 1, 2, 3, 4 y 5 respectivamente. Carril 7: Control plasmido pPICZBa.
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7.4. Transformacion de P. pastoris X-33 con el plasmido pAJVT

Se realizé la electroporacion de P. pastoris X-33 con el plasmido pAJVT linearizado con

Sac I. A los 10 dias del procedimiento de transformaciéon e inoculacién en medio

selectivo YPDS/Zeocina (200 ug/mL) se obtuvieron colonias que se pueden observar

en la Figura 16.

Figura 16. Colonias de P. pastoris X-33 transformadas con el plasmido pAJVT en medio selectivo
YPDS/Zeocina (200 uyg/mL), a 30 °C, después de 10 dias.

Se realizdé una PCR a partir de 2 colonias de P. pastoris transformadas con el plasmido

pAJVT utilizando los oligos 5y 3’AOX. El producto de PCR o amplicon se visualizé en

un gel de agarosa y se observé un fragmento de 1423 pb como se muestra en la Figura

17.

PM
1kb

6000 et 1 y 4

Figura 17. Amplicones de 2 colonias de P. pastoris transformadas con el plasmido pAJVT. Carril 1 y 2:
Amplicones obtenidos usando los oligos 5 y 3° AOX de 1423 pb de dos colonias transformantes
(denominadas C6 y C12) obtenidas en medio YPDS/Zeocina. Carril 3: Control utilizando como templado
plasmido pAJVT. Carril 4: Control negativo sin DNA.
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La extraccion y purificacion de los amplicones se realizd con el kit EZ-10 Spin Column
DNA Gel Extraction Kit (Bio Basic Inc.) y se obtuvo la secuenciacién nucleotidica del
fragmento amplificado en el Instituto de Biotecnologia (UNAM). La secuencia traducida
a aminoacidos se confirmé contra la secuencia original de M. tuberculosis mediante un
alineamiento comparandola en un Blast con la base de datos NCBI, encontrandose

100% de homologia.
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7.5. Crecimiento de P. pastoris C6 y C12, e induccion para la produccién del AR

Las colonias 6 y 12 (denominadas como C6 y C12) de P. pastoris transformadas con
pAJVT fueron crecidas en dos medios de cultivo. Durante la primera etapa de
crecimiento se utilizé el medio BMGY para obtener biomasa durante 24 h (Figura 18) y
en la segunda etapa se uso6 el medio BMMY con metanol para inducir la produccion de
proteina recombinante durante 66 h (Figura 19). Ambas colonias fueron cultivadas en
matraz bafleado de 250 mL con un volumen de llenado de 50 mL a 30 °C y ambas

fueron comparadas con la cepa X-33 sin transformar (ST).

En la Figura 18a se muestra la curva de crecimiento de las colonias C6, C12 y ST en
medio BMGY donde se puede observar que la colonia C6 y ST alcanzan la mayor
densidad optica a las 24 h con una D.O.s00 nm de 20.7 £ 0.6 U.A. y 21.6 + 0.7 U.A.

respectivamente, comparada con la C12 que fue de 17.2 £ 0.5 U.A.

0 3 6 9 12 15 18 21 24
Tiempo [h]

Tiempo [h]

Figura 18. Curvas de crecimiento de P. pastoris C6 (M), C12 (A) y sin transformar ST (#).Los
experimentos fueron realizados por triplicado y cada punto representa la desviacién estandar. a) Curva
de crecimiento a escala lineal y b) Curva de crecimiento a escala logaritmica. La cepa ST se utiliz6 como
control.

Las células provenientes de la primera etapa fueron centrifugadas, y concentradas.
Posteriormente las células sin medio se colocaron en medio nuevo de la etapa dos
BMMY. El inéculo inicial de los tres cultivos se ajustd a una D.O.s00 nm de 1.0 U.A. Se

adicioné6 metanol al 1% al medio BMMY para inducir la produccién del AR en la
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segunda etapa de la cinética de crecimiento.La cinética se llevé a cabo durante 66 h

(Figura 19). En la Figura 19a se observa que la colonia C6 alcanzé una D.Osoo nm. de
36.9 £ 2.2 U.A., mientras la ST y C12 alcanzaron 32.3 £+ 1.1 UA. y 31.8 £+ 1.3 UA,

respectivamente.
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Figura 19. Curvas de crecimiento de P. pastoris C6 (m), C12 (A) y sin transformar ST (). Los
experimentos fueron realizados por triplicado y cada punto representa la desviacion estandar. La adicién
de metanol 1% se realiz6 a las 0, 6, 18, 24, 30, 42, 48, 54 y 66 h. a) Curva de crecimiento a escala lineal.
b) Curva de crecimiento a escala logaritmica. La cepa ST se utilizé como control.

La velocidad especifica de crecimiento (4) en ambas etapas (medio BMGY y BMMY) se

determind con la pendiente de la fase exponencial de la cinética de crecimiento en

escala logaritmica (Figuras 18 y 19b) y se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3. Comparaciéon de la concentracion de biomasa maxima alcanzada y velocidad especifica de
crecimiento de las cepas de P. pastoris cultivadas en dos medios con diferente fuente de carbono.

Cepa DOesoonm BMGY* (UA)  DOsoonm BMMY** (UA)

pBMGY (h) pBMMY (h~') p Biomasa (h')

ST 21507 323+ 1.1 0.37 £ 0.00 0.17 £ 0.00 0.15+0.00
C6 20.7+0.6 36.9+22 0.38 £0.03 0.14 £ 0.00 0.13+0.00
C12 17.2+0.5 31.8+1.3 0.38 £ 0.00 0.15+0.00 0.15+0.00

* Concentracion de biomasa medida a las 24 h de cultivo.
** Concentracion de biomasa medidad a las 66 h de cultivo.
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La acumulacién de biomasa se calculé por peso seco a lo largo de la cinética de
crecimiento en cultivo BMMY (Figura 20). En la gréafica de la Figura 20, se observa que
a las 66 h de cultivo se alcanzo una biomasa de 18.08 + 1.97 gL', 13.80 + 1.16 gL 1y
13.80 £ 0.27 gL' para las colonias C6, C12 y ST respectivamente.

21

Biomasa [gL]

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66
Tiempo [h]

Figura 20. Acumulacion de biomasa determinada en peso seco de P. pastoris C6 (W), C12 (A) y sin
transformar ST (®) durante 66 h de cultivo en medio BMMY. Los experimentos fueron realizados por
triplicado y cada punto representa la desviacion estandar.

Posteriormente, se identificd la acumulacién de proteina total en el sobrenadante a lo
largo de la cinética de cultivo en medio BMMY. Los datos obtenidos se muestran en la

Figura 21.

Proteina Total [gL?]
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Figura 21. Acumulacion de proteina total producida en sobrenadante BMMY de las colonias C6 (), C12

(A)y ST (®). Los experimentos fueron realizados por triplicado y cada punto representa la desviacién
estandar.
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Las colonias C6 y C12 alcanzaron una acumulacibn maxima de proteina en
sobrenadante a las 66 h de 0.400 + 0.075 gL' y 0.225 + 0.025 gL', respectivamente
(calculado por el método de Bradford). La cepa ST solo alcanzo los 0.191 + 0.035 gL'
alas 66 h.

7.6. Electroforesis en gel desnaturalizante y Western Blot del AR

A partir de los sobrenadantes de los cultivos de las colonias C6 y C12 colectados en
diferentes tiempos de la etapa con induccién, se visualizé la acumulacion de AR en el
sobrenadante mediante SDS-PAGE al 12% (Figura 22).
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Figura 22. SDS-PAGE de proteina de los sobrenadante colectados en diferentes tiempos de las
cinéticas de la segunda etapa de cultivo de las colonias C6 (a), C12 (b), y sin transformar ST (c). En
cada gel se cargd el mismo volumen colectado de cada cinética realizadas en medio BMMY con metanol
al 1%. La toma de muestra se realiz6 a las 6, 18, 24, 30, 42, 48, 54 y 66 h de cultivo como se indica en
cada carril. d) Acumulaciéon de proteina de sobrenadante a las 24 h de cultivo en medio BMGY (sin
iducir) con glicerol, carril 1-2 colonia C6, carril 3-4 colonia C12, carril 5-6 colonia ST. Como control se
utilizé 1 ug de Al (con etiqueta de 6 His) purificado a partir de E. coli. Flecha: proteina de interés.
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Las Figuras 22a y 22b muestran la acumulacion de proteina total de sobrenadante de
las colonias C6 y C12, respectivamente a lo largo del tiempo indicado en los carriles (6,
18, 24, 30, 42, 48, 54, y 66 h). Se observa en la electroforesis de la Figura 22a y 22b
una proteina de interés (indicada con flecha) la cual fue posteriormente identificada
como el AR en ensayo de Western Blot, mostrando un tamano similar al de la proteina

control. Se observa que el AR se acumula en el sobrenadante durante la cinética.

Para determinar el porcentaje del AR, se realiz6 un analisis densitométrico utilizando el
programa Image Lab® 3.0 (Bio-Rad) de los geles SDS-PAGE de las colonias C6 (Figura
22a) y C12 (Figura 22b). El resultado indicé que durante el cultivo de la colonia C6 a
partir de las 42 h en medio BMMY llega a acumular hasta el 44.40 + 3.91 % del
antigeno recombinante (AR) con respecto a la proteina total, mientras la colonia C12
acumulé el 34.37 £ 3.19 %. Siendo asi para la colonia C6 la cantidad de 0.177 £ 0.033
gL'y para la C12 la cantidad de 0.077 + 0.009 gL' a las 66 h. Aplicando una prueba
estadistica T de Student con un P<0.05, se encuentra que hay diferencias significativas

entre las colonias C6 y C12 en cuanto a la cantidad de AR en sobrenadante.

A partir de la densitometria obtenida de la acumulacién de proteina durante la cinética
de crecimiento de las colonias C6 y C12 y de la cuantificacion de proteina total a las 66
h (Figura 21) se determiné el rendimiento del AR con respecto a biomasa de ambas
colonias (Tabla 4). La colonia C6 tuvo un rendimiento de 0.011 + 0.002 gAR/gBiomasa
y la colonia C12 de 0.006 £+ 0.001 gAR/gBiomasa. También se calcul6 la productividad
volumétrica, la cual fue superior en la colonia C6 con 0.003 + 0.000 gARI/Lh,
comparada con la colonia 12 con 0.001 £ 0.000 gAR/Lh (Tabla 4).

Tabla 4. Rendimientos obtenidos y productividad volumétrica de AR en P. pastoris.

Cepa Biom. (gL")* PT (gL™) Y gorotighiom AR (gL™) Y gARigBiom P. Vol. (gAR/Lh)
ST 13.89+1.36 0.191 £ 0.035 0.013 £ 0.002 / / /
C6 18.08 £ 2.16 0.400 £ 0.075 0.024 £ 0.004 0.177 £ 0.033 0.011 £ 0.002 0.003 £ 0.000
C12 13.83+£0.22 0.225 + 0.025 0.016 £ 0.077 0.077 £ 0.009 0.006 + 0.001 0.001 + 0.000

* Medio de cultivo BMMY, a 30 °C, 66 h en matraz bafleado y 200 rpm. PT, proteina total, AR, antigeno recombinante.
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La electroforesis SDS-PAGE de la cepa sin transformar ST (Figura 22c) se utiliz6 como
control. Ademas, se realiz6 otra electroforesis en gel SDS-PAGE de las tres cepas en
medio sin inducir BMGY (Figura 22d). En la Figura 22d no se observo ninguna banda
de tamafo similar a la del antigeno recombinante observado en la Figura 22a o 22b. Lo
que sugiere que el promotor inducible por metanol AOX se mantuvo reprimido en el

medio con glicerol BMGY.

Las proteinas obtenidas de la cinética de la colonia C6 fueron separadas por SDS-
PAGE vy transferidas a una membrana de floruro de polivinilideno PVDF (Immobilon-P
Millipore™). Con la membrana se realizé una inmunodeteccién mediante Western Blot
utilizando el anticuerpo monoclonal Mab 6A3 y un segundo anticuerpo anti-ratén

acoplado a peroxidasa Anti-Mouse/HRP (Sigma-Aldrich®) (Figura 23).
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Figura 23. Inmunodeteccion Western Blot de acumulacion de proteina de sobrenadante durante la
cinética de cultivo de la colonia P. pastoris C6 con el anticuerpo monoclonal Mab 6A3. La toma de
muestra se realiz6 a las 6, 18, 24, 30, 42, 48, 54 y 66 h de cultivo como se indica en cada carril con 83
pL de sobrenadante. Como control se utilizé 8 ug de Al (con etiqueta de 6 His) purificado a partir de E.
coli.

Se confirmd la produccién del AR (indicado con flechas) de la colonia C6 cultivada en
BMMY e inducida con metanol. La inmunodeteccién mostré una banda de peso
molecular similar al peso molecular del control. No se detect6 AR en los
inmunoensayos de la cepa ST en medio BMMY, ni en los provenientes de medio
BMGY (Anexo A).
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7.7. Purificacion del AR en columna de Concanavalina-A

El sobrenadante del cultivo BMMY inducido con metanol de la colonia C6 se purificd en
columna de afinidad de Concanavalina-A (Con-A) acoplada a sefarosa (Sigma-
Aldrich®), cuya lectina presenta alta afinidad por manosas. Las fracciones obtenidas en
cada elucion se analizaron en SDS-PAGE. Las proteinas de cada fraccién fueron
transferidas a membranas de PVDF y se realizé un inmunoensayo utilizando el Mab
6A3 (Figura 24).
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Figura 24. a) Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) e inmunodeteccion (b) de las
fracciones eluidas de la cromatografia de afinidad Con-A/Sefarosa. Carriles 1 y 2: Primer y décimo
lavado respectivamente. Carril 3: Primera fraccion eluida con 10 ug de proteina recombinante. Carriles 4
y 5: Segunda vy tercera fraccion del AR eluida de la columna de afinidad Con-A/Sefarosa. Carril 6:
Proteina de sobrenadante no unida a Con-A. Como control se utilizd 1 ug de Al (con etiqueta de 6 His)
purificado a partir de E. coli.

En el Western blot de la Figura 24b se pudo detectar el AR en el carril 3,
correspondiente a la primera elucion de la resina de afinidad Con-A/Sefarosa, que
corresponde al AR manosilado. Asimismo, se detectdé AR en el primer lavado (Carril 1)
que podria corresponder al AR con baja afinidad por la Con-A. En el carril 6 de la
Figura 24a, se detectaron las proteinas no unidas a la resina, ademas del AR. Lo que
podria sugerir que una fraccion del AR producido no esta glicosilado o que los sitios de

afinidad Con-A a las manosas del antigeno estan saturados.
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7.8. Purificacion del AR por HPLC-fase reversa

La purificacion del AR del medio de cultivo BMMY inducido se llevd a cabo en
cromatografia liquida de alta eficiencia en fase reversa utilizando una columna C18
High Bar de 250 mm x 4.6 mm y tamano de particula de 5 ym. Los componentes del
sobrenadante de cultivo centrifugado se muestran en el cromatograma de la Figura 25.
El tiempo de retencidn del componente mayoritario fue de 59 min eluyendo al 49% de

acetonitrilo.
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Figura 25. Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) en fase reversa del sobrenadante de medio
de cultivo BMMY de la colonia C6 inducido con metanol y colectado a las 66 h. Se us6 una columna C18
High Bar de 250 mm x 4.6 mm y tamafio de particula de 5 ym. El componente de importancia (marcado
con una flecha) presenté un tiempo de retencion de 59 min eluyendo con 49% de acetonitrilo (linea
negra). Linea rosa absorbancia a 220 nm. Linea azul absorbancia a 280 nm.
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Para detectar las manosilaciones de la fraccién del AR purificado se realizdé un ensayo
de Western Blot utilizando la lectina de uniéon a manosas Con-A acoplado a peroxidasa
(Anexo B). ElI AR purificado ademas fue confirmado mediante espectrometria de

masas.

7.9. SDS-PAGE bidimensional del AR purificado

Para determinar el punto isoeléctrico (Pl) del AR y corroborarlo con el Pl del antigeno
nativo tedrico (4.52, PeptideMass ExPASy), se llevd a cabo una electroforesis
bidimensional con 10 ug del AR purificado por HPLC en fase reversa. La primera
dimension se realizd mediante iso-electroenfoque en tiras de gradiente inmovilizado
IPG (Bio-Rad) con un intervalo de pH lineal de 4-7 (10 cm). Posteriormente se analizé
en segunda dimension SDS-PAGE al 12 % (Figura 26a).
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Figura 26. Electroforesis bidimensional IEF/2D de AR purificado por HPLC en fase reversa. a) El AR
(flecha) fue separado de acuerdo a su punto isoeléctrico en tiras de IPG (Bio-Rad) pH 4-7 (10 cm) y
posteriormente en una segunda dimensién de acuerdo a su peso molecular en un gel SDS-PAGE al
12%. b) Western blot del antigeno recombinante utilizando el Mab 6A3.

En la Figura 26a (SDS-PAGE tenido con azul de coomasie) se observé una mancha
prominente (marcado con flecha) similar a lo observado en geles de una dimensién
(Figura 22a y 22b). El punto isoeléctrico (PIl) del AR fue de aproximadamente 4.5-4.7.
La otra mancha prominente que se observa en el gel de la figura 22a (parte inferior
izquierda) corresponde a una seccion del gel roto. Una vez terminada la electroforesis
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en 2D, ésta se transfiri6 a membrana de PVDF y se realiz6 una inmunodeteccion con el
anticuerpo primario Mab 6A3, y posteriormente se revel6 con el anticuerpo secundario
Anti-Mouse/HRP (Figura 26b). Similarmente la mancha observada en la Figura 26a fue
reconocida por el Mab 6A3, con un Pl de 4.5-4.7 en el ensayo de inmunodeteccion de
la Figura 26b (Flecha), y aunque aparecen otras manchas reconocidas por el
anticuerpo, éstas podrian ser a consecuencia de impurezas, efecto del buffer IEF,

deficiencia del isoelectroenfoque, o degradacion del AR.

7.10. Espectrometria de masas del AR

Con el objetivo de comprobar la existencia del antigeno y poder determinar si el AR se
encontraba modificado postraduccionalmente, el AR fue digerido con la proteasa Lys-C
(Roche). La digestion fue analizada mediante MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization) y un detector de iones acoplado al equipo (Time of Flight) como
fue previamente descrito por Gamboa-Suasnavart y col. (2011). La digestion de AR con

Lys-C da como resultado 8 fragmentos o péptidos tedricos (Tabla 5).

Tabla 5. Péptidos tedricos de la digestion del antigeno recombinante con Lys-C. PeptideMass ExPASy

Posicion No. De

Péptido de corte  residuos Da

P1 107 107 10376.17
P2 135 28 3000.59
P3 146 11 1155.55
P4 189 43 4602.15
P5 195 6 680.32
P6 235 40 4198.12
P7 239 4 346.20
P8 / 48 4622.49

La muestra digerida fue analizada en dos equipos, una en el equipo del Instituto de
Quimica de la UNAM (Bruker Daltonics GmbH) y la otra en el equipo MALDI-TOF/TOF

3800 (Applied Biosystems) del Instituto Nacional de Medicina Gendémica.

Se obtuvo la grafica del espectro de masa completo y se compararon los péptidos

detectados. En particular el péptido P8 (el cual se encuentra glicosilado en la proteina
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nativa) fue detectado con un peso experimental de 4,627.304 Da. Ademas, en la regién

del espectro mostrado en la Figura 27

se sefalan los componentes detectados

correspondientes a la masa mencionada con la adicion de 162 Da hasta la

incorporacion de 10 veces éste valor.
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Figura 27. Espectro de masas MALDI-TOF (Bruker Daltonics GmbH) en la regién correspondiente a las
unidades de masa atdmica del péptido P8 que corresponde a la region C-terminal del AR. El P8 se
conforma por 48 aa con un peso teérico calculado de 4,622.497 Da.

En éstos ensayos ademas se identificaron los péptidos restantes (Figura 28). El péptido

P1 (que se encuentra glicosilado en su forma nativa) se observé en el espectro de

masas en su forma modificada. No se detectd el peso tedrico de 10,376.174 Da. Sin

embargo, se encontraron formas que se observan con diferentes incorporaciones de

162 Da (Figura 28a) que van de 2, 11,

12, 13 hasta 14 veces. Asimismo, se

identificaron los péptidos P2 con peso experimental de 3,004.799 Da (Figura 28b), P3
de 1,115.62 Da (Figura 28c), P4 de 4,608.321 Da (Figura 28d) y P6 de 4,203.817 Da

Figura 28d).
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Figura 28. Espectro de masas MALDI-TOF (Bruker Daltonics GmbH y Applied Biosystems) del AR
digerido con Lys-C. a) Péptido P1 de 107 aa, b) Péptido P2 de 28 aa. c) Péptido P3 de 11 aa. d) Péptido
P4 de 43 aa, péptido P5+P6 de 49 aa y péptido P6 de 40 aa. e) Péptido P7+P8 de 52 aa.
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Los péptidos P5 y P7 no se detectaron en el espectro de masas; sin embargo, los datos
de un analisis de protedlisis in-silico en el programa PeptideMass de ExPASy del AR
con un numero maximo de 5 cortes inespecificos por Lys-C, muestra formas
combinatorias de estos péptidos que se detectaron en MALDI-TOF. El péptido P5 se
encontrd junto con el péptido P6, con un peso experimental de 4,860.422 Da (Figura
28d). De igual manera, el péptido P7 se detectd junto con la forma no modificada del

péptido P8, con un peso experimental de 4,955.768 Da (Figura 28e).

Mediante espectrometria de masas MALDI-TOF y MALDI-TOF/TOF, se identificaron los
péptidos P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7 y P8, cubriendo el 100% de identificacion del AR
expresado en P. pastoris. Asimismo, se obtuvo la secuencia peptidica en los ensayos
de MALDI-TOF/TOF (Tabla 6) de los péptidos P2, P3 y P5 y la secuencia peptidica
parcial de los péptidos P1, P4, y P6, cubriendo un 40% del total del antigeno

recombinante AR.

Tabla 6. Péptidos identificados y secuenciados en analisis de espectrometria de masas del AR.

Peso Tedrico Peso Experimental

Péptido  na)ExPASy  (Da) MALDI-TOF Descripcion
P1 10376.174 Modificado 2,11-14 Man=12655.617 Parcialmente Secuenciado MALDI-TOF/TOF
P2 3000.590 3004.799 Secuenciado y validado MALDI-TOF/TOF
P3 1155.552 1155.620 Secuenciado y validado MALDI-TOF/TOF
P4 4602.155 4608.321 Parcialmente secuenciado
P5 680.325 Modificado P5+P6 4860.433 Secuenciado MALDI-TOF/TOF
P6 4198.125 4203.817 Parcialmente secuenciado MALDI-TOF/TOF
P7 346.208 Modificado P7+P8 4955.768
P8 4622.497 4622.497 Hasta 10 Man = 6576.592. MALDI-TOF
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8. DISCUSION

A la fecha, existen en el mercado productos biofarmacéuticos aprobados para su uso
en humanos que son producidos en un muy limitado numero de sistemas de expresion
tal como E. coli, S. cerevisiae y Chinese Hamster Ovary cells (Ferrer-Miralles et al.,
2009). Aunque recientemente se han desarrollado nuevos sistemas de expresion no
muy convencionales y con buenos resultados (Corchero et al., 2013). En el caso de
levaduras, hasta el 2009 todas las proteinas de uso terapéutico aprobadas por la FDA
(Food and Drug Administration) eran expresadas en S. cerevisiae. Recientemente, 2
levaduras se han posicionado como buenos candidatos para la produccion de proteinas
recombinantes: la levadura metilotréfica Pichia pastoris y Hansenula polymorpha
(Corchero et al., 2013).

Al momento de seleccionar el sistema de expresion se debe tener en cuenta tanto las
caracteristicas del producto, como la complejidad y conformacién del mismo. Por lo que
se debera considerar aquellas modificaciones postraduccionales de las proteinas, tal
como: glicosilaciones, fosforilaciones, enlaces disulfuro, metilaciones, acetilaciones,
lipidaciones, procesamiento proteolitico, entre otros. Dichas modificaciones pueden

actuar directamente en el desempeno, actividad y eficiencia biolégica de la proteina.

P. pastoris es una levadura con potencial para producir algunas proteinas de uso
terapéutico, pues presenta varias ventajas: es indécua, su manejo y cultivo son
relativamente parecidos a los de bacterias, realiza modificaciones postraduccionales,
no es pirogeénica, se puede cultivar a nivel industrial con medios de cultivo sencillos y la
induccion de proteina recombinante se puede realizar con metanol (Hamilton et al.,
2013, Walsh, 2010). Al 2010, se han reportado mas de 600 genes que han sido
clonados y expresados en P. pastoris (Zhang et al., 2009).

La produccion de proteinas postraduccionalmente modificadas, con N- y O-
glicosilaciénes tiene importancia a nivel terapéutico. Ya que los glicanos adheridos a
los péptidos le confieren la capacidad de poder ser reconocidos por receptores en

células humanas, mejorar sus capacidades antigénicas e inmunogénicas, aumentar su
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vida media al darle resistencia o bloquear el acceso a proteasas y mejorar su
solubilidad (Oh-eda et al., 1990, Carter et al., 2004).

En el presente trabajo, se utilizé la plataforma P. pastoris como modelo experimental
para producir un antigeno de interés médico-farmacéutico identificado previamente de

M. tuberculosis.

La utilizacién de técnicas, como mejorar la informacion genética transferida al sistema y
la mutacion de sitios indeseables de glicosilacion influye fuertemente en la expresion
del mismo (Yadava y Ockenhouse, 2003). La secuencia peptidica del antigeno
recombinante (AR), se analizé en el servidor en linea NetNGlyc 1.0 para reconocer los
posibles sitios consenso de N-glicosilacion (N-Xaa-S/T). Esto con el fin de evitar
glicosilaciones no deseadas, por lo que se decidié mutar puntualmente el aminoacido
Asn 161 (N) por el de GIn (Q) como lo sugieren Tsujikawa y col. (1996) y Yadava y
Ockenhouse (2003).

Referente a la sustitucién de asparagina por glutamina para evitar la N-glicosilacion, se
han reportado mutaciones puntuales en otras proteinas como la de una urocinasa, en
donde se pudo observar que la actividad enzimatica se mantenia similar a la enzima
nativa cuando se le hizo el cambio de Asn por GIn, lo que sugiere que la mutacién de
éste aminoacido no afecta el correcto plegamiento y/o actividad de la enzima
(Tsujikawa et al., 1996). Esto debido a que éstos dos aminoacidos contienen cadenas
laterales muy similares polares y sin carga, y estructuralmente, la glutamina posee un

grupo —CHz2 mas que la asparagina.

Respecto al crecimiento de P. pastoris en medio con glicerol se ha reportado
anteriormente por Chiruvolu y col. (1998) una velocidad especifica de crecimiento de
0.26 h' en matraz agitado con medio basal de sales. Aunque en éste proyecto
realizado obtuvimos velocidades especificas de crecimiento mayores (0.37-0.38 h"),
cabe destacar que en éste trabajo se utilizd el medio rico BMGY con glicerol como
fuente de carbono y matraz bafleado, el cual incrementa la transferencia de oxigeno en

el medio.
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Durante el crecimiento e induccion en medio BMMY con metanol se observd una
velocidad especifica (u) de crecimiento de entre 0.14-0.17 h-" muy similar a lo reportado
por Brierley y col. (1990) de 0.14 h-' asi como Maccani y col (2014) de 0.15 h-'.

La produccion de proteina recombinante en el medio es afectada por la concentraciéon
de metanol. De acuerdo a Ling y col. (2010) y Lei y col. (2012) la produccion de
proteina recombinante disminuye en medios de cultivo que contienen mas del 2% de
metanol o menos del 0.5%. En nuestros resultados se observa un aumento gradual de
la concentracion de proteina en el medio de cultivo similarmente a lo reportado
(Tsujikawa et al., 1996, Li et al., 2012, Lei et al., 2012).

Se reportd que la concentraciéon optima de metanol en la produccion de la enzima
xylanasa de Aspergillus niger, correspondia al 0.8% y que fuera de éstos valores
disminuia su actividad (Li et al 2012). En nuestros medios de cultivo se desconoce la
concentracion de metanol alcanzada en los ultimos puntos de la cinética, por lo que se
sugiere medir éstos parametros e indagar el efecto de metanol en el crecimiento y
produccion de proteina. Asimismo en futuros ensayos se pretende disminuir la cantidad
de metanol suministrado, bajo un esquema controlado, para comparar la produccién de

proteina heterdloga en nuestro sistema.

Se ha reportado que P. pastoris secreta una baja concentracién de proteinas nativas al
medio de cultivo, comparado con S. lividans, lo que facilita la purificacion de la proteina
recombinante (Maccani et al., 2014, Cregg et al., 2009). Aunado a la poca secrecion de
proteasas de P. pastoris, las glicosilaciones de una proteina pueden brindar mas
resistencia a la degradacién por proteasas al ocultar transitoriamente los sitios de
reconocimiento por las manosas como lo sugieren Carter y col. (2004). Al comparar la
proteina G-CSF (granulocyte-colony stimulating factor) glicosilada contra la misma
proteina de forma no glicosilada, ellos encontraron que la no glicosilada es 95% mas
susceptible de ser degradada por elastasas a las 2 h. En nuestros ensayos de
inmunodeteccion con el anticuerpo Mab 6A3 se logré identificar al AR. Asi como
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también se demostrd la manosilacion mediante la purificacién del AR en columna Con-
A/Sefarosa y de Western Blot con Con-A/HRP.

Se logré confirmar el AR producido en medio BMMY (con metanol) mediante
espectrometria de masas MALDI-TOF y MALDI-TOF/TOF. La identificacion se obtuvo
en un 100% y la secuenciacién se obtuvo parcialmente abarcando el 40% de los
residuos totales. De igual manera se detectd la mutacién puntual de Asn por Gin. Para
obtener una cobertura total se sugiere utilizar otros ensayos de protedlisis y técnicas
combinadas de espectrometria de masas como CID, HCD y ETD que nos permita
identificar y secuenciar los péptidos restantes o utilizar la técnica de secuenciacion

mediante degradacion de Edman.

En S. lividans el rendimiento de proteina purificada de un cultivo en matraz agitado fue
de 5 mgL"' después de 36 h de induccion (Lara et al., 2004). La purificacion
subsecuente con Con-A/Sefarosa demostré estar glicosilada y ademas esta fraccion
fue reconocida en ensayos ELISA con suero de individuos infectados con Tb. El Al
producido en S. lividans, al ser tratado con a-D-manosidasas, disminuye la interaccién
con anticuerpos de suero de pacientes con Tb hasta en un 60%, similar a los ensayos
realizados por Romain y col (1999) y Horn y col. (1999). EI mapeo peptidico por
MALDI-TOF revel6 que las manosas adheridas al C-terminal variaban de 0 hasta 4
manosas, contribuyendo a los indicios de que el patrén de manosilacion influye en la

actividad antigénica (Lara et al., 2004).

En trabajos previos realizados por Gamboa-Suasnhavart y col. (2011) se ensayaron
digestiones del Al de S. lividans, y analizadas por MALDI-TOF (Anexo C). En ese
trabajo se reporta la identificacion del péptido P8 con un peso de ~4,600 Da, y
detecciones subsecuentes con aumentos 162 Da, lo que indicé la adicion de 1 hasta 5
manosas dependiendo del tipo de matraz utilizado para el cultivo. Sin embargo, en

éstos mismos ensayos no se pudo detectar el péptido P1.

En nuestros analisis se identificaron 2 péptidos con posibles modificaciones

postraduccionales. El péptido P1, originalmente con un peso molecular tedrico de
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10,376.174 Da (Figura 28a) y el péptido P8 con un peso molecular tedérico de 4,622.497
Da (Figura 27). La deteccién de péptidos de 10 709 Da, 12 169 Da, 12 332 Da, 12 494
Da y 12 665 Da sugiere la presencia del péptido P1 con 2, 11, 12, 13 y 14 posibles
manosilaciones respectivamente. Por otra parte, la deteccion del péptido P8 sin
modificaciones y subsecuentes modificaciones adicionales, sugiriendo desde 0 hasta

10 manosas adheridas.

Originalmente, en el antigeno nativo de M. tuberculosis se reportaron manosilaciones
en la treonina 10, 18 y 27 con 2 residuos de manosa en cada una y en la treonina 277
de 1 hasta 3 residuos de manosas de acuerdo a Dobos y col. (1996) y Smith y col.
(2014). Sin embargo; los sitios de manosilacion en el AR producido en P. pastoris
deben ser determinados; pues tanto, en el péptido P1 como en el péptido P8 existen
otros sitios posibles de O-glicosilacion (treoninas 11, 39, 275, 278, 280, 285; y serinas
14, 17 y 244) ademas de los ya reportados por Dobos y col. (1995 y 1996), aunque
como se ha podido observar in vitro, la treonina generalmente es mejor aceptor que la
serina (Strahl-Bolsinger et al., 1999-1991, Bause et al., 1979).

A pesar de que en el péptido P8 se detectaron posibles manosilaciones que van desde
0 hasta 10 residuos mediante espectrometria de masas y el péptido P1 con 2, 11, 12,
13 y 14 posibles manosas, éste ensayo no nos permite determinar los residuos

glicosilados y/o la longitud de las manosilaciones.

La presencia de péptidos unidos como el P5 y P6, asi como la del péptido P7 y P8
como se observan en la Figura 28d y 28e es probablemente debido a deficiencias en la
actividad de la proteasa Lys-C, que puede no estar reconociendo sitios de protedlisis

por la presencia de modificaciones postraduccionales.

Aunque el objetivo final de éste proyecto es soélo determinar el numero de posibles
manosas adheridas al péptido P8, se pretende a futuro determinar los sitios de
glicosilacién, asi como la longitud de las cadenas de oligosacaridos siguiendo los

mismos protocolos realizados previamente por Dobos y col. (1995 y 1996), Lara y col.
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(2004) y Smith y col. (2014). De igual manera, es necesario determinar el tipo de
enlace presentes en los glicanos, los cuales se puede argumentar que estan unidos por
enlaces a-1,2, ya que en la secuenciacién del genoma de P. pastoris reportada por
Schutter y col. (2009) no se encontraron genes ortélogos, ni homologos que realicen

enlaces a-1,3 que resultan alergénicos en el humano.

El patrén de glicosilacion tanto del Al nativo como el AR, influye importantemente en la
proliferacion de linfocitos T in vitro e in vivo. En la tabla 7 se resume la presencia de
manosas de los antigenos producidos en diferentes sistemas reportados previamente y

la de este trabajo.

Tabla 7. Manosilaciones del antigeno producido en diferentes hospederos.

Cepa # Man N-Terminal # Man C-Terminal Referencia
M. tuberculosis 6 1-3 Dobos et al., 1996
S. lividans 0-9 0-4 Lara et al., 2004
S. lividans N/D 0-5 Gamboa-Suasnavart et al., 2011
E. coli 0 0 Horn et al., 1999
P. pastoris 2,11-14 0-10 Este trabajo

Respecto a la importancia de las glicosilaciones, Haurum y col. (1994) y Dasgupta y
col. (2007) destacan el papel que juegan los carbohidratos adheridos a los péptidos
durante el reconocimiento de linfocitos T por sus receptores, los cuales se
correlacionan con la estructura y numero de los glicanos presentes, asi como de la
posicion en el péptido. De ahi que sera importante estudiar la actividad del AR sobre la
proliferacion de linfocitos T, lo que nos permitird conocer si el patron de glicosilacion del
AR producido modifica la activacion en la proliferacion comparado con otros antigenos

ya evaluados.

En un estudio realizado por Benabdesselem y col. (2006) en el que expresan y
purifican el antigeno CFP32 de M. tuberculosis en P. pastoris, el antigeno presento
reactividad del 100% en ensayos de ELISA con el suero de 7 pacientes con Tb.

Ademas de haber sido comparado con el antigeno producido en E. coli el cual solo
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demostrd un 30% de reactividad. Probablemente, las diferencias bioldgicas se debieron

a los patrones de glicosilacién como lo sugieren Benabdesselem y col. (2007).

En la espectrometria de masas de nuestros ensayos se pudo observar desde 0 y hasta
10 manosas adheridas al péptido P8 del C-terminal, un patron que abre la posibilidad
de un cambio significativo en la eficiencia y actividad del antigeno. Por lo tanto, P.
pastoris demuestra ser una opcidén para expresar otras proteinas antigénicas de M.
tuberculosis como los reportados por Kunnath-Velayudhan y col. (2010) para utilizarse
en vacunas o serodiagnosis en pacientes. Pues como ya se ha reportado, la vacuna
BCG que se comenz6 a administrar como método preventivo desde 1921 ha arrojado
resultados variables que van desde 0 a 80% de proteccion para Tb pulmonar (Bloom &
Fine, 1994), aunque también se ha observado que sigue siendo eficiente contra otras

formas de la infeccién como la Tb meningea y la diseminada (Rodriguez et al., 1993).

El cultivo en biorreactor de cepas recombinantes de P. pastoris asi como la
bioingenieria ha permitido aumentar los rendimientos en produccion de proteina
recombinante a tal grado que se vuelven comercialmente atractivos para empresas
biofarmacéuticas que buscan bajar los costos de produccién y por lo tanto los precios
en el mercado. El primer medicamento aprobado por la FDA producido en P. pastoris
fue Kalbitor® (Ecallantide) en el 2009, utilizada para tratar angiodema hereditario (Craig
et al., 2014), y Jetrea® (Ocriplasmin) para tratar la adhesion vitreomacular sintomatica
en el 2012. Otros antigenos expresados en P. pastoris de interés farmacéutico y/o
veterinario, algunos ya en ensayos clinicos o disponibles en el mercado se muestran en
la Tabla 8.

-55-



Tabla 8. Antigenos expresados en Pichia pastoris.

Nombre Descripcion Organismo Concentracion Referencia
Mb86 Antigeno de garrapata de ganado ~ Boophilus microplus 1.5-2 gL ROd”azengfEt al,
Bm95 Antigeno de garrapata de ganado Boophilus mocroplus 0.55 gL Boué et al., 2004

Fragmento C Toxina de tetanos Costridium tetani 12 gLt Clare etal., 1991
P69 Protglna de membrana Bordetella pertussis 3 gL Romanos et al.,
inmunogénica 1991
gb Glicoproteina secretorlla del virus Bovine herpesvirs 1 10-20 mgL™" Zhuetal., 1997
del herpes bovino
rBoNTA(Hc) Neurotoxina botulinica Clostridium botulinum - Bouvier et al., 2003
6L1 Proteina del virus de papiloma Human papillomavirus 125 pgL! Lietal., 2003
humano
gD Proteina deL\ng::ode papiloma Equine herpesvirus 1 50-100 mgL" RU|ten2b(()a(;g11 etal,
E4rec Gllcqprotelna de envgltura del Dengue virus 4 - Muné et al. 2003
virus del dengue tipo 4

HBsAg* Antigeno de Hepatitis B Hepatitis B Virus - Leptic et al., 1996
ORF2 Antigeno de Hepatitis E Orthohepevirus A - Tong et al., 2002

PfCP-2.9 Antigeno contra la malaria Plasmodium falciparum 2.6 gL’ Pan et al., 2004
Pfs25 Antigeno contra la malaria Plasmodium falciparum 19 mgL" Zou et al., 2003
AMA1 Antigeno contra la malaria Plasmodium falciparum  28.3-50 mgL™’ Kenn;(c)igzet al.

P30P2MSP1 Antigeno contra la malaria Plasmodium falciparum 0.5 gL’ Brady et al., 2001
. . Foot-and-mouth » Balamurugan et al.,
P1-2A Antigeno precursor de capside disease virus 120-150 mgL 2003
AR Antigeno de M. tuberculosis M. tuberculosis 177 mgL"! Este trabajo

La produccion alcanzada del AR en nuestros ensayos fue de ~0.177 + 0.033 gL' (~177
mgL™") y una productividad volumétrica de ~0.003 + 0.000 gAR/Lh en matraz y con
medio no optimizado, lo cual es una produccion comparable a los antigenos
expresados en el mismo sistema y que se muestran en la tabla 8. Sin embargo aun
existe la posibilidad de disefar un bioproceso donde se pueda alcanzar alta

concentracion de biomasa y aumentar el rendimiento de proteina.

La produccion del AR en P. pastoris en éste trabajo nos ofrece una nueva linea de
investigacion en la produccidon de proteinas recombinantes de M. tuberculosis. Dicho
AR, junto con otros antigenos que aun se encuentran en fase de disefio y produccion
en nuestro equipo de investigacion, se pueden utilizar para el mejoramiento de vacunas
existentes, fabricacion de vacunas multicomponentes o la elaboracién de una prueba

diagnéstico.
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9. CONCLUSIONES

Se logré mediante el disefio y construccion propuestos, la produccion de un antigeno
glicosilado de Mycobacterium tuberculosis en la levadura metilotréfica Pichia pastoris

con la finalidad de utilizarse en procesos biomédicos.

La estrategia empleada para el disefio y construccién del plasmido pAJVT codificante
para el antigeno recombinante fue exitosa y se obtuvieron clonas de P. pastoris

productoras del AR.

Se obtuvo un bioproceso de produccion del AR en el que se produce hasta 44.4% del
total de proteina en sobrenadante, correspondiendo a una productividad volumétrica de
0.003 * 0.000 gAR/Lh acumulando hasta ~177 mgL-"! a las 66 h.

El bioproceso en matraces de P. pastoris C6 permitio purificar del sobrenadante el AR
mediante HPLC fase reversa, siendo el componente mayoritario. Ademas el AR
presentd un punto isoeléctrico, similar al reportado para el antigeno nativo de M.
tuberculosis. También se demostré la huella digital al 100% del AR mediante
espectrometria de masas. En el mismo sentido, se determind el 40% de la estructura
primaria del AR, pues se detectaron e identificaron los aminoacidos que componen a
los péptidos denominados P2, P3, P5 obtenidos de la digestiéon con Lys-C. La
presencia de los péptidos P1, P4 y P6, fue deducida a partir de la detecciéon de

fragmentos parcialmente digeridos del espectro de masas.

A partir de las condiciones poco controladas como las que suceden en matraces, se
obtuvo el AR en su forma glicosilada, comprobado por afinidad a la lectina Con-A y por
espectrometria de masas. Particularmente, se detectd el P8 del extremo C-terminal con
0 y hasta 10 manosas adheridas. Con lo que se demostré que en el bioproceso
presentado se obtienen 7 manosas mas, comparadas con las obtenidas en M.
tuberculosis, en el que se han obtenido hasta 3 manosas en el C-terminal y cinco
manosas mas, comparada a las obtenidas en S. lividans. También se demostrd la
presencia de modificaciones en el extremo N-terminal liberado de la misma digestion

proteolitica con 1, 11, 12, 13 y 14 posibles manosas.
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Los resultados obtenidos evidencian la posibilidad de usar el sistema de expresion P.
pastoris en bioprocesos de alta produccion de antigenos recombinantes modificados
postraduccionalmente. La informacion presentada también muestra que aun es
necesario desarrollar estrategias para mejorar la productividad y estudiar la relacién de

condiciones controladas en el efecto de las modificaciones postraduccionales.

*La metodologia presentada en este proyecto, desde el disefio del gen y construcciones de los vectores,
hasta la expresion y purificacién en P. pastoris, sirvié también para evaluar la producciéon de un antigeno
recombinante de 38 kDa de M. tuberculosis como parte de una tesis doctoral. Los resultados estan en

proceso de discusion y evaluacion.
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10. PERSPECTIVAS

Identificar los residuos glicosilados del AR y la estructura de los glicanos.

Demostrar la actividad bioldgica del AR estimulando la proliferacién de Linfocitos

T in vitro e in vivo.

Aumentar la productividad volumétrica de AR mediante el disefio de un

bioproceso de alta densidad.

Estudiar el efecto de las condiciones de cultivo sobre las glicosilaciones que

realiza Pichia pastoris durante la produccion del AR.
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ANEXO A
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Figura Anexo A1. Inmunodeteccion Western Blot de acumulacion de proteina de sobrenadante a las 24
h de cultivo en medio BMGY con glicerol. Se utilizd el anticuerpo monoclonal Mab 6A3. El ensayo se
realizé por volumen. Carril 1 y 2: Colonia C6. Carril 3 y 4: Colonia C12. Carril 5 y 6: P. pastoris sin
transformar ST. Como control se utilizd Al recombinante purificado a partir de E. coli.

PM Control
kDa 6 18 24 30 42 48 54 66 +

Figura Anexo A2. Inmunodeteccion Western Blot de acumulacién proteina de sobrenadante durante la
cinética de cultivo de P. pastoris sin transformar ST en la etapa dos en medio BMMY con metanol. Se
utilizé el anticuerpo monoclonal Mab 6A3. El ensayo se realizd por volumen. La toma de muestra se

realizé a las 6, 18, 24, 30, 42, 48, 54 y 66 h de cultivo como se indica en cada carril. Como control se
utilizé Al recombinante purificado a partir de E. coli.
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ANEXO B
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Figura Anexo B. Western Blot utilizando Con-A/HRP de la fraccion obtenida del AR purificado por HPLC
en fase reversa. Carril 1: AR purificado a partir de E. coli. Carril 2: Proteina de sobrenadante total de la
colonia C6 de P. pastoris. Carril 3: AR de la colonia C6 de P. pastoris (flecha) purificado por HPLC en
fase reversa reconocido por Con-A/HRP.
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ANEXO C

Figura Anexo C. Analisis MALDI-TOF del péptido P8 del C-terminal del antigeno inmunodominante (Al)
producido en S. lividans, generado por la digestion con Lys-C. La presencia de 0 hasta 5 manosas se
observa con aumentos graduales de 162 Da. Tomado de: Gamboa-Suasnavart et al., 2011.
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