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RESUMEN

La proteina PE_PGRS33 es miembro de la familia PE, la cual incluye las subfamilias PE y
PE_PGRS. Entre las PE_PGRS esta proteina es uno de los antigenos mas estudiados y se
ha comprobado que cada uno de sus dominios, el PE y el PGRS, juega diferentes roles en
las propiedades biolégicas atribuidas a la proteina completa. Sin embargo, la contribucién
de tales dominios al reconocimiento inmune de la proteina PE_PGRS33 y su papel
potencial en la infeccién tuberculosa latente en humanos es atin desconocida. En este
estudio, las propiedades inmunogénicas de la proteina PE_PGRS33 completa y de cada
dominio por separado fueron evaluadas en ratones BALB/c inmunizados y en muestras
de sangre periférica de individuos infectados latentemente o no con tuberculosis. En
ratones, se detectaron niveles similares de anticuerpos contra la PE_PGRS33 y sus
dominios, asi como una secrecién similar de IFN-y en respuesta a la re-estimulacién con
tales antigenos. Por el contrario, la PE_PGRS33 y el dominio PE estimularon una mayor
proliferacion de las células T CD4* y CD8* comparado con el dominio PGRS. El estudio en
ratones sugirié6 que la principal diferencia en la inmunogenicidad de los dominios PE y
PGRS radica en la mayor induccién a la proliferacién de las subpoblaciones CD4* y CD8*
por parte del dominio PE. En humanos, se detect6 la secrecion de IFN-y en respuesta a la
PE_PGRS33 tanto en individuos latentemente infectados como en no infectados. Se
demostr6 la presencia de anticuerpos contra la proteina completa en individuos
latentemente infectados y en no infectados, la cual tuvo como blanco el dominio PGRS y
no el dominio PE. Tales observaciones sugieren que las respuestas de células T y B a la
proteina PE_PGRS33 y sus dominios son inducidas por la vacunacién con BCG y que
pueden ser mantenidas por muchos afios en humanos no infectados. También se concluye
que la respuesta de IFN-y detectada contra este antigeno no se asocia con infeccién latente
por M. tuberculosis. Los resultados reportados en este trabajo contribuyen a la elucidacion
del papel de la proteina PE_PGRS33 y sus dominios PE y PGRS en la respuesta inmune

contra Mycobacterium tuberculosis.
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ABSTRACT

The PE_PGRS33 protein is a member of the PE family, which encompasses the PE and the
PE_PGRS subfamilies. Among PE_PGRS’s, this protein is one of the most studied antigens
and its immunomodulatory properties are influenced by both PE and PGRS domains.
However, the contribution of these domains to the host immune recognition of the
PE_PGRS33 protein and their potential role in latent tuberculosis infection in humans is
still unknown. In this study, the immunogenic properties of the complete PE_PGRS33
protein and each domain were evaluated in BALB/c mice and in blood samples from
latent tuberculosis infected (LTBI) and non infected humans. In mice, PE_PGRS33 and its
domains induced similar antibody production and secretion of IFN-y. PE_PGRS33. The PE
domain stimulated higher CD4* and CD8* T-cell proliferation compared to the PGRS
domain. The findings in mice suggested that the principal difference in the PE and PGRS
domain’s immunogenicity is the higher activation of CD4* and CD8* sub-populations by
the PE domain. In humans, the secretion of IFN-y in response to PE_PGRS33 was detected
in both LTBI and in non-infected vaccinated individuals. It was observed antibody
response in LTBI and in non-infected vaccinated individuals, this response targets
epitopes located in the PGRS domain but not in the PE domain. These observations in
humans suggest that T and B cell responses to PE_PGRS33 are induced by BCG
vaccination and can be maintained for many years in non-infected individuals. This also
indicates that the IFN-y response detected might not be associated with latent tuberculosis
infection. These results contribute to the elucidation of the role of the PE_PGRS33 protein

and its PE and PGRS domains in the immune response against Mycobacterium tuberculosis.
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1. INTRODUCCION

1.1. La tuberculosis

La tuberculosis (TB) es la segunda causa mundial de mortalidad, después del SIDA,
ocasionada por un agente infeccioso; siendo esta enfermedad responsable de 1.5 millones
de muertes en el 2013 alrededor del mundo (WHO Global tuberculosis report, 2014). La
incidencia de tuberculosis (nuevos casos detectados) durante el 2013 fue de 9 millones de
casos, los cuales se ubican principalmente en Asia y regiones del Pacifico Occidental (56%)
y en Africa (25%). En México, la incidencia en el mismo afio fue de 18-23 casos por 100.000
habitantes (WHO Global tuberculosis report, 2014). Un estimado de 1.1 millones (13%) de
los 9 millones de personas que desarrollaron tuberculosis en el 2013 se encontraban
también infectadas con el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH). La co-infeccion
TB-VIH incrementa la morbilidad y mortalidad de los pacientes con TB activa. La TB es
més comdn en hombres que en mujeres y afecta principalmente a adultos en la edad
econémicamente mas productiva. A pesar de que la incidencia y la mortalidad por TB han
disminuido lentamente cada afio, el nimero de muertes que ocasiona es atin muy alto; por
lo cual se contintia haciendo un gran esfuerzo por combatir dicha enfermedad (WHO

Global tuberculosis report, 2014).

La tuberculosis afecta primariamente el sistema respiratorio (tuberculosis pulmonar) y es
caracterizada por tos crénica productiva, fiebre baja, sudores nocturnos y pérdida de peso

(McMurray DN, 1996). La enfermedad puede afectar también otros 6rganos (tuberculosis
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extrapulmonar), siendo las localizaciones mas comunes la pleural, 6sea, ganglionar y el

sistema nervioso central (Pacheco MC et al., 2013).

El agente causal de la tuberculosis es el bacilo Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis),
reportado por primera vez por Robert Koch. Es miembro del complejo Mycobacterium
tuberculosis, conformado por M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum y M. microtii; todos
patégenos para diferentes hospederos. Las micobacterias son bacilos aerobios curvos, con
un alto contenido de lipidos en pared celular lo cual le confiere su caracteristica acido-
alcohol resistencia en la tincién de Ziehl-Neelsen. Presenta tiempos de duplicacion de 18 a
24 horas y los aislamientos clinicos pueden requerir de 4 a 6 semanas para crecer

(McMurray DN, 1996).

La tnica vacuna aprobada contra la tuberculosis es el bacilo Calmette-Guérin (BCG) la
cual es una cepa atenuada de M. bovis desarrollada hace mas de 100 afios (Russell DG,
2011). Es usada en paises con tuberculosis endémica dado que protege contra formas mas
severas de la enfermedad, tales como la tuberculosis meningea o diseminada; sin embargo
su eficacia disminuye en 10 a 15 afios y por lo tanto no previene la aparicién de TB
pulmonar en la edad adulta en el tercer mundo (Brandt L et al., 2002). La eficacia de la
vacunacion con BCG en la protecciéon contra la TB pulmonar se ha comprobado en paises
como el Reino Unido pero ha sido muy baja o nula en otros, como la India y algunos
paises africanos (Black GF et al., 2002; Verma I., Grover A, 2009; Brandt L et al., 2002). La
hipétesis mas ampliamente aceptada atribuye esta variacion a la interacciéon de la vacuna
con micobacterias presentes en el ambiente. La exposiciéon previa a micobacterias
ambientales induce una amplia respuesta inmune que rdpidamente inhibe Ila

multiplicacion de la BCG aplicada en la vacunaciéon. Solo BCG vivas secretan muchos
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antigenos de importancia para la induccién de una respuesta inmune protectora. Por lo
tanto, el mecanismo descrito podria explicar la baja proteccién de la vacuna BCG en
regiones tropicales como Africa e India, donde la exposicién a micobacterias ambientales
es comun (Brandt L et al., 2002). Las nuevas estrategias de vacunacién incluyen la creacion
de cepas recombinantes de BCG que sobre-expresen antigenos de M. tuberculosis altamente
inmunogénicos, cepas atenuadas de M. tuberculosis a las que se les han suprimido vias
metabolicas requeridas para su supervivencia o determinantes de virulencia. Debido a que
la respuesta inmune a estas cepas recombinantes estaria sujeta a los mismos factores
ambientales que reducen la efectividad de la BCG en humanos, se han propuesto
estrategias como la aplicaciéon de un refuerzo en la adolescencia usando vectores virales
que codifiquen antigenos de M. tuberculosis o subunidades proteicas (Russell DG et al.,

2010).

1.1.1 Patogénesis de la tuberculosis pulmonar

El bacilo tuberculoso es transmitido a través de la inhalacién de aerosoles generados
cuando una persona que padece la enfermedad tose. Dichos aerosoles alcanzan el pulmoén
donde las bacterias son fagocitadas por macréfagos alveolares que invaden luego la capa
epitelial. La inflamacién resultante atrae neutréfilos, monocitos y mas macréfagos, los
cuales forman el estado inicial de formacién del granuloma. Los macréfagos se diferencian
en tipos celulares especializados tales como células gigantes multinucleadas, macréfagos
espumosos y macrofagos epitelioides. Cuando se desarrolla la inmunidad adquirida los
linfocitos son atraidos hacia el lugar de la infeccién, rodeando el grupo de macréfagos y

déndole al granuloma una estructura mas organizada (Russell DG et al., 2010).
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La aparicion de linfocitos T y B especificos para M. tuberculosis lleva a la fase de contencion
de la multiplicacién bacteriana (Russell DG et al., 2010). El granuloma consiste ahora en
macréfagos infectados y células gigantes espumosas rodeadas por células T de memoria
central y células B. Aunque el hospedero falle en erradicar el patégeno, la multiplicaciéon y
diseminacién de la micobacteria son prevenidas (Walzl G et al.,, 2011). Este estado se
denomina infeccion latente por M. tuberculosis (LTBI, del inglés Latent tuberculosis
infection) y puede durar toda la vida de la persona. Se estima que un tercio de la poblacion
mundial porta tales bacilos persistentes y que aproximadamente un 10% de los individuos

con LTBI desarrollan infeccién activa en el transcurso de su vida (Corbett EL et al., 2003).

La tuberculosis activa es la enfermedad sintomatica causada por la infecciéon con M.
tuberculosis. Puede surgir por la reactivaciéon de la tuberculosis latente, en caso de que el
sistema inmunolégico de la persona se debilite o por una recaida después de poca

adherencia del paciente al tratamiento (Walzl G et al., 2011).

1.1.2 Respuesta inmune a la tuberculosis

El macréfago es el principal reservorio de M. tuberculosis, al cual ingresa la bacteria por
fagocitosis mediada por receptores y permanece al interior de la vacuola fagocitica (Pieters
J, 2001). El macroéfago infectado inicia la produccion de Interleucina-12 (IL-12) e IL-18 y
presenta antigenos micobacterianos en el contexto de moléculas del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad de clase II (MHC-II) a células T CD4*. Se establece entonces una
respuesta de tipo Thl (del inglés T helper cell type 1), donde las células T CD4* secretan
Interferén y (IFN-y) y factor de necrosis tumoral o (TNF-a), las cuales activan a los

macréfagos para que produzcan Oxido Nitrico, un fuerte metabolito microbicida
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(MacMicking JD et al. 1997, Flynn JL 2011). De igual forma, el IFN-y eleva la expresién de
MHC II en los macréfagos; con ello se incrementa la presentacion de antigenos a las

células T (Gehring A]J et al., 2003).

Ademas de las células T CD4+*, se ha descubierto que las células T CD8* juegan un papel
importante en el control de la infeccién por M. tuberculosis, sobre todo durante la fase
latente de la misma. Las células T CD8* pueden producir citocinas como IFN-y y de igual
forma activar macréfagos para eliminar la micobacteria via Oxido Nitrico. También
pueden actuar como células citoliticas (CTLs) para lisar macréfagos infectados; una de las
formas puede ser por el sistema Fas- Ligando de Fas, donde la bacteria liberada sera
posteriormente captada por macréfagos mds capacitados para su destruccion. La otra
forma de lisis directa es mediada por la liberacién de perforinas a partir de la CTL, dicha
proteina se intercala en la membrana celular y permite el ingreso de una segunda proteina:
la granulisina. El resultado es destruccion del macréfago por los poros que causan las

perforinas y lisis de la bacteria por accién de la granulisina (Flynn JL & Ernst JD, 2000).

Teniendo en cuenta que M. tuberculosis se encuentra confinado en los fagosomas de la
célula hospedera ha sido intrigante determinar la via por la cual antigenos
micobacterianos alcanzan las moléculas del MHC-I y son posteriormente presentados a las
células T CD8*. Una hipotesis reciente postula que la infecciéon de macréfagos por M.
tuberculosis induce la apoptosis en dicha célula, causando la liberacién de vesiculas
apoptoticas cargadas de antigenos micobacterianos. Dichas vesiculas son posteriormente
fagocitadas por células dendriticas no infectadas, donde los antigenos captados son

procesados y presentados via MHC-I y CD1 a las células T CD8* (Winau F et al., 2004).
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Los macréfagos deben ser desactivados con el fin de que no induzcan un dafio tisular
excesivo después de la contencion de la infeccién, esta funcion se encuentra a cargo de las
citocinas IL-10 y TGF-f. IL-10 es producida por macréfagos y células T; su funcién es
disminuir la expresiéon de IL-12, con lo que a su vez bloquea la secrecion de IFN-y y TNF-a
desactivando asi al macréfago. TGF-f es producida por monocitos e inhibe la produccién
de la sintetasa 2 de 6xido nitrico (NOS2) por IFN-y en los macréfagos, interfiriendo con su

actividad antimicobacteriana (Flynn JL & Chan J, 2001).

Los mecanismos efectores de células T, méds que los anticuerpos, son requeridos para
eliminar la micobacteria (Flynn JL & Chan ], 2001). Sin embargo en estudios
experimentales usando ratones deficientes en células B y ratones con deficiencia inmune
severa combinada a los cuales se les aplicaban anticuerpos contra antigenos
micobacterianos, se demostré que existe sinergia e interdependencia entre la inmunidad
humoral y la inmunidad mediada por células (Abebe F & Bjune G, 2009). Ha sido
reportado también que la respuesta humoral contra ciertos antigenos se asocia con
diferentes estadios clinicos de la infeccion tuberculosa (Koh KW et al., 2009). Por tales
razones contintia siendo importante el estudio de antigenos que pudieran estimular la
respuesta de anticuerpos, para su uso como herramienta diagnostica o como vacunas
inductoras de la respuesta inmune humoral (Abebe F & Bjune G, 2009. Koh KW et al,,

2009).

1.1.3 Diagndstico y tratamiento de la tuberculosis

El método mds usado para el diagndstico de la tuberculosis activa es la detecciéon por

microscopia de bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR) en el esputo de la persona
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enferma usando la técnica de Ziehl Neelsen. Esta prueba tiene una sensibilidad del 34 al
80%, siendo negativa en casos con 10.000 bacilos por ml de esputo (Walzl G et al., 2011). La
sensibilidad ha sido incrementada con el analisis de tres muestras de esputo consecutivas
en los casos con evidencia clinica de la enfermedad (Guia de practica clinica, Secretaria de

Salud de México, 2009).

El cultivo del esputo permite confirmar la presencia de M. tuberculosis, sin embargo toma
al menos dos semanas contar con los resultados y los paises con mayor incidencia no
cuentan con los laboratorios adecuados para realizarlo (Walzl G et al., 2011). En algunos
casos es dificil obtener una muestra de esputo para estos estudios, especialmente en los
nifios; por lo que se ha empleado la nebulizacién con solucién salina hiperténica para

promover la expectoracion (Guia de préctica clinica, Secretaria de Salud de México, 2009).

Para el diagnéstico de la tuberculosis latente se ha empleado por mas de un siglo la prueba
cutanea de la tuberculina o PPD, la cual consiste en la inyeccién intradérmica de proteinas
purificadas derivadas de M. tuberculosis y medicién de la hipersensibilidad de tipo
retardado (Walzl G et al.,, 2011). Este método no puede diferenciar entre tuberculosis

latente, sensibilizacién con micobacterias ambientales o vacunacién con BCG.

Hace una década se desarrollaron los ensayos de liberacion de IFN-y (IGRAs, del inglés
IFN-y release assays). Dichos ensayos miden la secrecién de IFN-y in vitro después de la
incubacion de sangre total o células mononucleares de sangre periférica con antigenos
inmunodominantes y especificos de M. tuberculosis, tales como ESAT-6 (del inglés 6 kDa
early secretory antigenic target), CFP-10 (del inglés 10 kDa culture filtrate antigen) y TB 7.7
(Walzl G et al., 2011). Estos ensayos se han convertido en la prueba estandar para

diagnosticar la sensibilizacion con M. tuberculosis (Ferrara G et al., 2009).
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La tuberculosis conlleva a una alta tasa de mortalidad cuando no se instaura un
tratamiento. En estudios acerca de la historia natural de la TB pulmonar,
aproximadamente el 70% de los pacientes con prueba de esputo positiva para la presencia
de Bacilos Acido Alcohol resistentes (BAAR)/HIV negativos, murieron en un lapso de 10

afios cuando no se administré tratamiento (Tiemersma EW et al., 2011).

El tratamiento de primera linea para los pacientes con tuberculosis incluye los antibiéticos
rifampicina, isoniazida, pirazinamida y etambutol; los cuales deben ser administrados al
paciente durante 9 meses. Dicha terapia es eficaz, sin embargo presenta varias limitaciones
tales como la falta de adherencia de los pacientes al régimen completo lo cual conlleva a la
seleccién de cepas resistentes a multiples farmacos. La tuberculosis multidrogoresistente
(TB MDR) se define como la resistencia a rifampicina e isoniazida (los antibiéticos mas
potentes contra la TB). El tratamiento para los pacientes con TB MDR es largo y requiere
del uso de antibidticos mds toxicos y costosos que los de primera linea (WHO Global

tuberculosis report, 2014).

La efectividad de la terapia también depende de una adecuada infraestructura de salud
publica, la cual no existe en los paises con mayor incidencia de la enfermedad (Russell DG,

2011).

El control adecuado de la tuberculosis s6lo podria ser alcanzado a través del desarrollo de
nuevas vacunas, mejores métodos diagnésticos y regimenes terapéuticos novedosos y

acortados (Abu-Raddad L] et al., 2009).
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1.2. Familia de genes PE de Mycobacterium tuberculosis

La secuenciaciéon del genoma de M. tuberculosis H37Rv revel6 la existencia de una familia
compuesta por casi 100 genes distribuidos por todo el genoma, los cuales codifican
proteinas con una significativa homologia en los primeros 110 aminodacidos
aproximadamente. Dichas proteinas han recibido el nombre de PE, dada la conservaciéon
de los residuos prolina y glutdmico en la posiciones 8 y 9 cercanas al extremo amino
terminal de la secuencia (Cole ST et al., 1998). La familia PE puede subdividirse en dos
subfamilias (Figura 1.1.). La més grande de éstas se compone de 61 miembros PE-PGRS,
los cuales contienen el dominio PE (secuencia homologa) seguido por el dominio PGRS (de
la sigla en inglés Polymorphic GC-rich Repetitive Sequence). Este tltimo dominio varia en
tamafio entre los miembros de la subfamilia y es rico en motivos repetitivos glicina-
glicina-alanina (Gli-Gli-Ala) (Cole ST et al., 1998). La subfamilia PE est4d compuesta por 38
miembros, que en muchos casos estdn formados soélo por el dominio PE y en otros es

seguido por una regioén carboxilo terminal que comparte muy poca similitud de secuencia

(Cole ST et al., 1998).
Miembros de la familia PE
PE_PGRS
PE ~ PGRs  (GGAGGAIN
110 aa 0-1400 aa
PE
PE Secuencia Unica
110 aa 0-500 aa

Figura 1.1. Clasificacién de los miembros de la familia de proteinas PE. Adaptado de Cole ST
et al., 1998.
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Hasta ahora, la similitud de secuencia con genes no micobacterianos se encuentra
restringida a proteinas ricas en glicina, incluyendo el antigeno EBNA-1 del virus Epstein
Barr, que muestra una significativa similitud con el dominio PGRS de las proteinas PE-
PGRS (Brennan, MJ & Delogu G, 2002). EBNA 1 contiene numerosas repeticiones Gli-Ala
(la fuente de la homologia) que inhiben el procesamiento proteosomal y presentaciéon de
EBNA 1 a través del MHC-I, impidiendo el reconocimiento y destrucciéon de las células
infectadas con el virus por parte de los linfocitos T CD8* (Levitskaya J et al., 1995). Dentro
de las repeticiones Gli-Ala que pueden dar lugar a esta interferencia con la via ubiquitina-
proteosoma, se ha identificado una, AGGAGGAG (Sharipo A et al., 2001), la cual se
encuentra presente en 41 miembros de la familia PE-PGRS; en algunos de ellos, hasta 6

veces dentro del dominio PGRS.

1.2.1 Proteinas PE_PGRS

Una caracteristica relevante de los genes pe_pgrs en cepas clinicas de M. tuberculosis es la
alta variabilidad en su secuencia (McEvoy CR et al., 2012; Talarico S et al., 2005; Talarico S et
al 2008; Wang J et al., 2011). La expresion genética en algunos miembros de las PE_PGRS es
también variable entre diferentes cepas clinicas (Flores ] & Espitia C, 2003; Gao Q, 2005).
Los mencionados estudios indican que las proteinas PE_PGRS son una fuente importante

de polimorfismo en M. tuberculosis.

Algunas proteinas PE-PGRS se localizan en la pared celular de las micobacterias, donde
pueden interactuar con el sistema inmune del hospedero (Brennan M]J et al., 2001; Delogu
G et al, 2004; Banu S et al., 2002). Al respecto, se han hallado anticuerpos contra la

PE_PGRS51, PE_PGRS62, PE_PGRS33 y el dominio PGRS de la Wag 22 (Rv1759¢PEPCRS) en
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el suero de pacientes con tuberculosis o durante la tuberculosis experimental en ratones
(Espitia C et al., 1999; Singh KK et al., 2001; Koh KW et al., 2009; Delogu G & Brennan MJ,
2001). Varias PE_PGRS inducen respuestas de células T en humanos y son reconocidas por
moléculas MHC-I restringidas a células T CD8* en ratones (Chaitra MG et al., 2007;
Chaitra MG et al., 2008). Estos hallazgos indican que muchos miembros de la subfamilia

PE_PGRS son inmunogénicos.

La alta inmunogenicidad y naturaleza polimérfica de las PE_PGRS indican que dichas
proteinas podrian estar involucradas en variacién antigénica y/o en escape del sistema

inmune (Banu S et al., 2002).

No se ha dilucidado el papel exacto que las PE_PGRS juegan en la biologia de las
micobacterias, sin embargo las especies de rapido crecimiento-no patdgenas carecen o
poseen muy pocos genes pe_pgrs (Poulet S & Cole ST, 1995). Ciertas PE-PGRS influencian
interacciones con otras micobacterias, asi como con macréfagos (Brennan MJ et al., 2001) y
proteinas de la matriz extracelular del hospedero tales como la fibronectina (Espitia C et
al., 1999). Todo lo anterior sugiere que éstas proteinas son importantes en la patogénesis

de las especies del complejo Mycobacterium tuberculosis.

1.2.1.1 Proteinas PE_PGRS y latencia

Durante la infeccion tuberculosa latente (LTBI) el bacilo permanece por afios en un estado
durmiente en el interior de los tejidos del hospedero, siendo controlado pero también
influenciando la respuesta inmune que establece y mantiene la latencia. Esto lo haria a
través de la expresion en superficie y/o secrecion de ciertos antigenos (Parrish NM et al.,

1998; Campuzano J et al., 2007).
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Los siguientes estudios sugieren que algunas proteinas PE_PGRS podrian jugar un papel
en la infeccién tuberculosa latente. Mutantes de Mycobacterium marinum en tres genes
pe_pgrs fueron incapaces de replicarse en el interior de los macréfagos y mostraron una
persistencia disminuida en granulomas (Ramakrishnan L et al, 2000). La proteina
PE_PGRS33 estimula la producciéon de TNF-a (Basu S et al., 2007), una de las citocinas
involucradas en la inducciéon y mantenimiento de la tuberculosis latente en modelos
animales (Flynn JL et al., 1998; Arriaga AK et al., 2002). Cepas clinicas de M. tuberculosis
que portan grandes variaciones genéticas en el rv1818c (gen codificante para la
PE_PGRS33) han sido asociadas con ausencia de cavitaciones en los pulmones, sugiriendo
que la proteina PE_PGRS33 podria estar influenciando la organizacién del granuloma o
jugando un papel importante en el establecimiento y/o mantenimiento de la infeccion
latente (Talarico S et al., 2007). Adicionalmente se sugiri6 que el antigeno Rv1759cPEPGRS
participa en la generacién de la respuesta inmune que mantiene la infeccién latente en un

modelo murino de tuberculosis crénica (Campuzano J et al., 2007).

Por lo tanto, una de las funciones que ha sido sugerida para algunas proteinas PE_PGRS es
permitir al bacilo persistir en su hospedero. Sin embargo, se desconoce si individuos con
infeccion latente por M. tuberculosis muestran repuesta inmune contra las PE_PGRS y si

este reconocimiento pudiera ser diferente hacia el dominio PE y PGRS.

La identificacién como inmunégenos de antigenos secretados por el bacilo durante la
latencia en seres humanos es importante ya que éstos podrian ser usados como
marcadores inmunolégicos de esta etapa de la infecciéon o para el desarrollo de vacunas
(Shuck SD et al., 2009; Campuzano J et al., 2007). La incorporaciéon de antigenos asociados

a la latencia a vacunas de subunidades que se aplicarian como refuerzo afos después de la
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vacunacién con BCG, podria actuar como vacuna post-exposicion para la prevencion de la

reactivacion de la TB latente (Singh S et al., 2014).

1.2.1.2 La proteina PE_PGRS33

El gen rv1818c codifica la proteina PE_PGRS33 y es considerado un miembro tipico de la
subfamilia PE_PGRS por varias razones: Muestra un alto grado de homologia con otros
genes pe_pgrs de tamafo similar (Delogu G & Brennan M]J, 2001); codifica para una
proteina con un alto contenido en glicina (41%) y alanina (20%), como el encontrado en las
repeticiones proximas al C-terminal de la mayoria de las PE_PGRS y la proteina tiene un
tamafio de 499 aa, muy cercano al promedio de las PE_PGRS el cual es de 550 aminoécidos

(Cole ST et al., 1998).

Adicionalmente, en uno de los primeros estudios relacionados con las PE_PGRS se
encontré que una mutacién en un gen de M. bovis BCG homoélogo al rv1818c generaba en
tal micobacteria un crecimiento disperso en medio liquido e infeccién reducida en los
macréfagos. Este hallazgo sugirié que la proteina codificada por este gen es importante
para la interaccion con otras micobacterias y con células del hospedero (Brennan M]J et al.,
2001). Posiblemente por tales razones, la proteina PE_PGRS33 ha sido la mas estudiada y

de la cual se ha obtenido la mayor cantidad de informacién relacionada con las PE_PGRS.

El gen rv1818 es expresado durante el crecimiento de la micobacteria en medio liquido
(Brennan MJ et al, 2001), durante la infeccién en modelos murinos de tuberculosis
pulmonar (Delogu G & Brennan M] 2001), asi como en diferentes regiones del pulmén

durante la tuberculosis en humanos (Rachman H et al., 2006).
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La proteina PE_PGRS33 se localiza en la membrana externa de la pared celular de la
micobacteria, a la cual se encuentra débilmente asociada (Cascioferrro A et al., 2007). Esto
significaria que perturbaciones a la pared celular como las que ocurren al encuentro con
las defensas antibacterianas del sistema inmune llevarian a la liberacion de la PE_PGRS33
y su interaccion con componentes del hospedero (Dheenadhayalan V et al., 2006; Basu S et

al., 2007; Cascioferro A et al., 2007).

Se ha sugerido que la PE_PGRS33 juega un papel importante y probablemente no
redundante en la patogénesis de M. tuberculosis (Talarico S et al., 2007). La expresion del
rvl818c en M. smegmatis le confiri6 a esta micobacteria no patégena la capacidad de
sobrevivir mejor en cultivos de macréfagos e incrementé sustancialmente su persistencia
en tejidos del hospedero (Dheenadhayalan V et al., 2006). La secuenciacion del gen rv1818c
en 639 aislamientos clinicos de M. tuberculosis evidencié que algunos de ellos contenian
grandes inserciones, deleciones o mutaciones de cambio de marco abierto de lectura que
resultarian en modificaciones significativas en la proteina PE_PGR33. La asociacién de
estos cambios con la ausencia de cavitacion y el agrupamiento de casos de tuberculosis
permitié establecer una posible participacion de la proteina PE_PGRS33 en el
establecimiento o mantenimiento de la infeccién latente, como fue arriba mencionado
(Talarico S et al., 2007). En este estudio también se hizo evidente que variaciones en la
secuencia del gen rv1818c tenfan un impacto en las caracteristicas clinicas y

epidemioldgicas de los pacientes con tuberculosis (Talarico S et al., 2007).

La proteina PE_PGRS33 induce apoptosis y necrosis en células del hospedero
(Dheenadhayalan V et al., 2006; Cadieux N et al., 2011; Balaji KN et al., 2007; Basu S et al.,

2007). Dicha proteina induce la secrecion de TNF-o al interactuar con el TLR-2 y
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desencadena una cascada de sefializacién mitocondrial que conlleva a apoptosis (Basu S et
al., 2007). La proteina PE_PGRS33 puede interactuar directamente con la mitocondria y

desencadenar necrosis primaria, ademas de la apoptosis. (Cadieux N et al., 2011).

La respuesta inmune generada contra la proteina PE_PGRS33 ha sido parcialmente
caracterizada (Delogu G & Brennan M]J, 2001; Chaitra MG et al., 2007). En ratones C57BL6
inmunizados con el gen rv1818c y en ratones infectados con M. tuberculosis se generan
anticuerpos que reconocen la proteina completa purificada (Delogu G & Brennan MJ,
2001). Al inmunizar ratones BALB/C con el gen rv1818c se indujo una fuerte respuesta de
linfocitos T CD8* citotéxicos (Chaitra MG et al., 2007). Se desconoce sin embargo si hay

otras poblaciones celulares involucradas en la respuesta inmune celular a esta proteina.

1.2.1.3 Dominios PE y PGRS de la proteina PE_PGRS33

Desde la secuenciacion del genoma de M. tuberculosis H37Rv se observaron diferencias
entre el dominio PE y PGRS de los 61 miembros de la subfamilia PE_PGRS. El dominio PE
tiene un tamafo relativamente constante (110 aminodacidos) y alto grado de homologia
(Cole ST et al., 1998). El dominio PGRS varfa en tamafio (100 a 1400 aminoécidos),

secuencia y en el nimero de repeticiones Gli-Gli-Ala o Gli- Gli- Asn (Cole ST et al., 1998).

El dominio PE de la proteina PE_PGRS33 contiene la informacién necesaria para la
localizacion de la proteina completa en la pared celular bacteriana (Cascioferro A et al.,
2007), parece estar involucrado en la induccién de necrosis (Cadieux N et al.,, 2011) y
mutaciones experimentales en dicho dominio afectan las propiedades pro-inflamatorias de
la proteina PE_PGRS33 (Zumbo A et al., 2013). Dicho dominio es altamente conservado en

secuencia entre aislamientos clinicos de M. tuberculosis (Talarico S et al., 2005). Por otra

26



parte, el dominio PGRS es capaz de dirigir la proteina PE_PGRS33 a la mitocondria
produciendo apoptosis celular (Cadieux N et al., 2011). Este dominio media la interacciéon
con TLR 2-activando la cascada de sefializaciéon inductora de apoptosis (Basu S et al.,
2007). Deleciones en este dominio modulan la secrecién de TNF-a inducida por la proteina
PE_PGRS33 (Basu S et al.,, 2007). El dominio PGRS exhibe las mayores variaciones de

secuencia en aislamientos clinicos de M. tuberculosis (Talarico S et al., 2005).

Brennan y Delogu compararon la inmunogenicidad de la proteina PE_PGRS33 con la del
dominio PE al vacunar ratones con las respectivas secuencias de DNA. Fue reportado que
el dominio PE, pero no la proteina completa inducia la respuesta inmune celular. Por el
contrario, el dominio PE no indujo la respuesta inmune humoral, como si lo hizo la
proteina completa (Delogu G & Brennan M]J, 2001). En este trabajo la contribucién del
dominio PGRS a la respuesta inmune generada por la PE_PGRS33 fue inferido a partir del
estudio de la proteina completa y del dominio PE. (Delogu G & Brennan MJ, 2001). Hasta
ahora, la inmunogenicidad del dominio PGRS no ha sido directamente ensayada, sino
inferida a partir del estudio de la inmunogenicidad de la proteina completa y el dominio

PE.
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2. JUSTIFICACION

Los dominios PE y PGRS que conforman la proteina PE_PGRS33 muestran diferencias
llamativas en composicion de aminodcidos (Cole ST et al, 1998), conservaciéon de
secuencia entre especies de M. tuberculosis (Talarico S et al.,, 2005) y papel biolégico
(Cascioferro A et al., 2007; Talarico S et al., 2007; Cadieux N et al., 2011, Zumbo A et al,,
2013; Basu S et al., 2007). Con respecto a la inmunogenicidad de la proteina PE_PGRS33 y
su dominio PE, fue reportado que este dominio, pero no la proteina completa inducia
respuesta inmune celular en ratones vacunados con el gen rv1818c. Por el contrario, el
dominio PE no indujo una respuesta inmune humoral, como si lo hizo la PE_PGRS33
completa (Delogu G & Brennan MJ., 2001). Esto planteaba la posibilidad de que el dominio
PGRS estuviera inhibiendo la presentacion y/o procesamiento de la proteina completa,
como lo hace el antigeno EBNA-1 del virus Epstein Barr (Brennan MJ & Delogu G, 2002;

Levitskaya ] et al., 1995).

Sin embargo, en nuestro grupo fue determinado que varias PE_PGRS poseen epitopes que
de acuerdo a la prediccién, tienen elevada afinidad de unién por moléculas MHC-I
(Presente trabajo). Dichos epitopes se encuentran en el dominio PE y en el dominio PGRS,
lo cual abria la posibilidad de que ambos dominios indujeran una respuesta inmune
mediada por células T CD8*. Por tanto, se planteé determinar si los dominios PE y PGRS
estdn involucrados en la respuesta inmune celular y humoral inducida por la proteina
completa. De esta forma se estudiaria directamente la inmunogenicidad del dominio
PGRS sin inferirla a partir del estudio de la proteina completa y el dominio PE, como habia

ocurrido en estudios anteriores.
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Considerando que los modelos de ratén han proporcionado gran cantidad de informacién
sobre las interacciones funcionales e inmunolégicas entre el hospedero y proteinas de M.

tuberculosis, se decidi6 llevar a cabo la primera parte del estudio en ratones BALB/c.

Adicionalmente, una de las funciones que ha sido sugerida para algunas proteinas
PE_PGRS es permitir al bacilo persistir en su hospedero. Sin embargo, se desconoce si
seres humanos con infeccién latente por M. tuberculosis muestran repuesta inmune contra
las PE_PGRS Yy si este reconocimiento pudiera ser diferente hacia el dominio PE y PGRS.
Para clarificar este segundo punto, el estudio fue extendido a individuos con infeccién
tuberculosa latente e individuos no infectados, en los cuales la secreciéon de IFN-y en
respuesta a la proteina PE_PGRS33 y sus dominios y los niveles de anticuerpos especificos

para esta proteina fueron evaluados.

La identificacion como inmunégenos de antigenos que podrian estar siendo secretados por
el bacilo durante la latencia en seres humanos es importante ya que éstos podrian ser
usados como marcadores inmunolégicos de esta etapa de la infeccion o empleados en el
desarrollo de vacunas que refuercen el sistema inmune en dicho estadio (Schuck SD et al.,

2009; Campuzano ] et al., 2007; Singh S et al,, 2014).
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3. HIPOTESIS

¢ La inmunizacién con la proteina PE_PGRS33 induce la respuesta inmune, tanto
celular como humoral contra los dominios PE y PGRS que constituyen dicha

proteina.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL.

Estudiar la respuesta inmune generada contra la proteina PE_PGRS33 asi como contra
cada uno de sus dominios PE y PGRS por separado en ratones inmunizados y en
humanos con y sin infeccién latente por M. tuberculosis.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Identificar posibles epitopes peptidicos en las proteinas PE_PGRS reconocidos por
linfocitos T CD8*.

¢ Estudiar la respuesta inmune de tipo celular contra la proteina PE_PGRS33
completa, y sus dominios PE y PGRS en los ratones inmunizados.

¢ Evaluar la respuesta inmune humoral contra la proteina PE_PGRS33 completa, y
sus dominios PE y PGRS en los ratones inmunizados.

¢ Determinar la presencia de respuesta celular a la proteina PE_PGRS33 en
individuos con tuberculosis latente y en individuos no infectados

¢ Evaluar la respuesta celular a los dominios PE y PGRS en individuos con
tuberculosis latente y en individuos no infectados.

¢ Estudiar la respuesta inmune humoral contra la proteina PE_PGRS33 y sus
dominios PE y PGRS en individuos con tuberculosis latente y en individuos no
infectados.

31



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Identificacion de epitopes MHC-I en las PE_PGRS.

5.1.1 Prediccion de epitopes de union a MHC-I.

Como primer paso se llevo a cabo la btisqueda de epitopes en las PE_PGRS que pudiesen
ser presentados a las células T CD8*. Para este fin, las secuencias de aminoacidos de los
dominios PE y PGRS de tales proteinas se sometieron a un analisis empleando dos bases
de datos. En la primera prediccion se wus6 el programa SYFPEITHI

(http:/ /www.syfpeithi.de), el cual asigna puntuaciones de acuerdo a la presencia de

aminodcidos de anclaje a motivos presentes en moléculas Kb y D (Rammensee H et al.,
1999). Se realizé6 una segunda predicciéon usando el programa BIMAS (http://www-
bimas.cit.nih.gov/molbio/hla_bind/), el cual identifica péptidos que contienen epitopes
de unién a MHC-I H2-DP y H2-KP basado en el tiempo medio de disociacion de la 2

microglobulina (Parker et al., 1994).

De acuerdo a la prediccion efectuada por tales programas se encontraron dos péptidos en
la region PE con alta afinidad de union por moléculas MHC-I Kb. Se detecté también un
péptido en la region PGRS con alta afinidad por MHC-Db. Dichos péptidos fueron
sintetizados quimicamente (Washington Biotechnology Inc., Baltimore, MD) vy
posteriormente purificados por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) a un

nivel de pureza de mas del 94%.
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5.1.2. Ensayo de union de péptidos a moléculas MHC-I

El siguiente paso consisti6 en usar un ensayo de unién cuantitativo para sefialar la
probabilidad experimental de que tales péptidos se uniesen a moléculas MHC-I. Para
probar la habilidad de unién de los péptidos escogidos a moléculas Kby Db, se uso la linea
celular de ratones RMA-S, la cual es deficiente en el transportador asociado con
procesamiento de antigenos tipo 2 (TAP). Dichas células exportan a la superficie MHC-I
vacios que decaen rdpidamente, pero que se estabilizan y son reconocidos por un
anticuerpo anti-MHC-I cuando se unen con afinidad a un péptido presente en el medio

extracelular.

La linea celular RMA-S se cultivé con 200uM y 1mM de cada péptido, previamente
solubilizado en DMSO al 10%, durante 12 horas a 37°C. Como referencia de unién
positiva a KP se emple¢ el péptido de la ovoalbiimina del aminoécido 257 al 264 (OV A»s;.
264). Pasado tal tiempo se realizaron lavados con Buffer fosfato salino (PBS 1X) y las células
fueron independientemente tefiidas a 4°C con anticuerpos monoclonales contra Kt (Y3;
Ozato K, 1981), Db (28-14-8S; ATCC HB-27) y Kd(SD1-1.1.1; ATCC HB-159), éste altimo se
us6 como control de isotipo. Después de lavar nuevamente con PBS se incubaron las
células con anticuerpo IgG anti-raton hecho en cabra marcado con Isotiocianato de
fluoresceina (Sigma, St. Louis, Mo.) y 10.000 células fueron analizadas por citometria de

flujo en un FACSort (Becton Dickinson, Mountain View, CA.)
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5.2 Preparacion de las proteinas recombinantes PE_PGRS33,
PE y PGRS.

5.2.1 Clonacion de los fragmentos PE y PGRS.

El gen rv1818c de Mycobacterium tuberculosis clonado en el vector pET15b fue donado por
el Dr. Michael Brennan. Dicho gen codifica la proteina PE_PGRS33 y la insercién en el
pldsmido mencionado adiciona un tallo de histidinas en el extremo carboxilo de la

proteina, una vez expresada.

Un fragmento de 1172 pares de bases (del nucleétido 339 al 1494) que contiene la region
PGRS del gen rv1818c fue amplificado por Reacciéon en cadena a la polimerasa (PCR, por
sus siglas en inglés) (Figura 5.1.). Se wus6 el oligonucleétido sentido 5'-
GGAATTCCATATGGGGCGCCCACTGATCGGT-3", el cual contiene un sitio de corte
Ndel y el oligonucleétido reverso 5-ATGGATCCCTACGGTAACCCGTTCATCCCGTTC-
37, el cual contiene un sitio de corte BamHI y un codén de paro. El fragmento Ndel-
BamHI fue luego clonado en el vector pET15b (Novagen), con lo cual la proteina una vez

expresada, contarfa también con un tallo de histidinas en su extremo carboxilo terminal.

La secuencia a partir del nucleétido 1 al 339, que contiene la regién PE del gen rv1818c, fue
amplificada por PCR (Figura 5.1.). Se emple6é el oligonucleétido sentido 5°-
CGGGATCCATGTCATTTGTGGTCACGATCC -3°, que posee un sitio de corte BamHI y el
oligonucleétido reverso 5-CGGAATTCACAACAGCGCCAGGGCG-3, el cual porta un
sitio de corte EcoRI. El fragmento EcoRI-BamHI fue clonado en el plasmido pGEX-4T-2
(GE Healthcare Biosciences, Pittsburgh, PA) para crear una fusién con la secuencia
codificante para Glutation S transferasa (GST).
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Figura 5.1. Secuencias amplificadas por PCR para obtener los dominios PE y PGRS de la proteina PE_PGRS33.

5.2.2 Expresion y purificacion de las proteinas recombinantes

La proteina PE_PGRS33 y su dominio PGRS fueron expresados en E. coli C41 (DE3). La
expresion de las proteinas se indujo con Isopropyl B d tiogalactopiranosido (IPTG) 0.5
mM. A 1 gr de pelet de bacterias se le adicionaron 3 ml de bufer fosfato salino (PBS)
adicionado con inhibidor de proteasas libre de EDTA 1X (Complete inhibitor, Roche) y se
sonicé 12 minutos totales: 1 min de sonicacién, 1 min de descanso; todo el proceso se llevo

a cabo manteniendo los tubos en hielo.

Se centrifugé a 10300 g por 30 minutos a 4°C, el sobrenadante se descart6 y al pelet se le
adicion6 PBS 1X/ Triton X-100 2%. El pelet fue agitado vigorosamente durante 30
segundos y se centrifugé 10300 g por 20 minutos a 4°C. El sobrenadante se descarté y se
repite el lavado con PBS 1X/Tritén X-100 1% y finalmente con PBS; manteniendo el pelet
para el siguiente paso. Por cada 1 gr de pelet de cultivo inicial se adicionaron 6 ml de
Buffer de solubilizacién (NaxHPO, 50 mM (pH 8.0), urea 8 M, NaCl 300 mM, Imidazol 10
mM) y se incub6 en por 14 horas en movimiento rotatorio a 4°C. El pelet solubilizado se
centrifug6 a 10300 g por 30 minutos a 4°C; el sobrenadante se separd y las proteinas se
purificaron por cromatografia de afinidad a metales en un equipo Akta-Prime (GE

Healthcare Biosciences, Pittsburgh, PA) usando una Columna: His-Trap HP (GE
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Healthcare Biosciences, Pittsburgh, PA). La cromatografia tuvo 4 pasos de elucién: 10, 30,
50 y 100% del buffer de elucion (Fosfato de Sodio 50 mM pH 8.0, Cloruro de Sodio 300
mM, Imidazol 500 mM, Urea 8 M), con un flujo de 1 ml/min. Se reunieron las fracciones
en las que la proteina apareci6 pura y se efectuaron didlisis secuenciales, en una
proporcién de bufer de 100 veces el volumen de la muestra y dejando la dialisis por 12
horas minimo en cada paso; todo a 4°C. El bufer para la primera dialisis fue Tris 50 mM
pH 8.0, NaCl 150 mM, Urea 6M, para la segunda fue Tris 50 mM pH 8.0, NaCl 150 mM,
Urea 4M, la tercera se realiz6 con bufer Tris 50 mM pH 8.0, NaCl 150 mM, Urea 2M y la
cuarta con bufer Tris 50 mM pH 8.0, NaCl 150 mM. En éste ultimo permanecieron las
proteinas hasta su uso. La cuantificacion de las proteinas se realizé por un ensayo de

Lowry.

El dominio PE fusionado a la proteina GST fue expresado en E. coli BL21 (DE3) e inducido
por la adicién de IPTG 0.25 mM. Las células bacterianas se cultivaron por centrifugaciéon y
se lisaron por sonicacion. Los cuerpos de inclusién se disolvieron en Tris-HCI 50mM (pH
8.0), NaCl 150 mM, urea 8 M, Dithiothreitol (DTT) 1 mMy EDTA 1 mM. El sobrenadante
fue dializado contra una solucion de Tris-HCl 50mM (pH 8.0), NaCl 150 mM, y DTT 1
mM, EDTA 1 mM, urea 4M y posteriormente contra una soluciéon Tris-HCl 50mM (pH
8.0), NaCl 150 mM, y DTT 1 mM, EDTA 1 mM, urea 2M. La diélisis final se llevé a cabo
con Tris-HCI 50mM (pH 8.0), NaCl 100 mM, y DTT 1 mM (btufer A). Para la purificacién se
us6 una resina de agarosa-glutation (SIGMA), la cual se equilibra adicionando 5 ml de
bufer de unién (Tris HCI 50 mM pH 8.0, NaCl 100 mM, DTT 1 mM, EDTA 1 mM, PMSF 20
pg/ml) por 0.5 ml de resina y dejando 1 hora en movimiento a 4°C. Se centrifuga a 500g, 5

min, 4°C y se descarta el buafer. Los reactivos Triton X-100 1%, PMSF 20 pg/ml y EDTA
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1mM se adicionaron a la muestra dializada y se incubé en movimiento rotatorio por 30
minutos a 4°C. Esta muestra se adicioné a la matriz de Agarosa-glutation previamente
equilibrada (2 ml de muestra por 0.5ml de resina, SIGMA) y se dej6 en un tubo de 15 ml de
capacidad por 12 horas en movimiento rotatorio a 4°C.Se centrifugé a 500 g por 5 minutos
a 4°Cy al pelet se le hizo un lavado con 10 ml de Tris HCI 50 mM pH 8.0, NaCl 100 mM,
DTT 1 mM, PMSF 20 pg/ml, Tritén X-100 0.1% dejando en movimiento por 20 minutos a
4°C. El segundo lavado se efectué bajo las mismas condiciones pero usando un bufer de
Tris HCI 50 mM pH 8.0, NaCl 100 mM, DTT 1 mM. La proteina se eluy6 adicionando a la
matriz 0.5 ml de Tris HCl 50 mM pH 8.0, NaCl 100 mM, Glutation reducido 20 mM e
incubando por 1 hora y media en movimiento a 4°C. Después de centrifugar a 500 g por 5
minutos, 4°C; se recuperd la muestra. El glutation se removié por dialisis en una
proporcioén de bufer Tris-HCI 50mM (pH 8.0), NaCl 100 mM de 100 veces el volumen de la
muestra, dejando la dialisis por 12 horas minimo a 4°C. La didlisis se repiti6 bajo las

mismas condiciones y la proteina se mantuvo en dicho bufer hasta su uso.

La proteina GST, la cual seria usada como control de la fusién PE-GST, se expresé a partir
del pladsmido pGEX-4T-2 original. La expresion y purificacion se realiz6 de la manera
descrita para la proteina PE fusionada con GST. La cuantificacién de las proteinas se

realiz6 por un ensayo de Lowry.

Después del proceso de purificacion, las proteinas se cargaron en geles de poliacrilamida
al 12% y se realiz6 electroforesis en presencia de SDS (SDS-PAGE) (Laemmli UK, 1970).
Luego se llevé a cabo la transferencia a membranas de nylon- PVDF (del inglés
polyvinylidene difluoride, Millipore) y tinciéon con azul de coomassie. Esto permitia

verificar el peso molecular de las proteinas al comparar con un patréon de pesos
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moleculares (pesos conocidos en kilodaltons) y determinar la pureza de las mismas

(Figura 5.2).
Rv1818PE-GRS Rv1818F6RS Rv1818FPE-GST GST
kDa kDa kDa kDa ,
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Figura 5.2. Proteinas recombinantes purificadas. Tincién con azul de coomassie.

Las membranas con proteinas fueron usadas también durante los procesos de expresion y
purificacion para llevar a cabo Western blots. Después de la transferencia a PVDF, las
membranas se bloqueaban con PBS-Tween 20 0.05% / albimina de suero bovino (BSA)
3%, se lavaban con PBS- Tween 20 0.05% y eran incubadas con los anticuerpos. En el caso
de las proteinas PE_PGRS33 y PGRS, se incubabaron con Anti-histidina (GE Healthcare
Biosciences, Pittsburgh, PA) o con un anticuerpo policlonal producido después de
inmunizar conejos New Zealand tres veces con la proteina PE_PGRS33 completa. En el
caso de la PE-GST y la GST se us6 un anticuerpo Anti-GST (GE Healthcare Biosciences,

Pittsburgh, PA).
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5.3. Ensayos en ratones

5.3.1 Preparacion del antigeno para la inmunizacion

Se cargaron 100 pg de la proteina PE_PGRS33 en un gel de acrilamida/poliacrilamida al
12% vy se realiz6 electroforesis en presencia de SDS (SDS-PAGE) (Laemmli UK, 1970). Se
llevé a cabo la transferencia a membranas de nitrocelulosa (Amersham) y se identificé la
proteina con la tincién de Ponceau S. La banda fue escindida de la membrana, destefiida y
cortada en piezas diminutas, para posteriormente obtener particulas cargadas con el
antigeno (Filley E et al., 1989). Describiéndolo brevemente; los segmentos de nitrocelulosa
se disolvieron en dimetil sulféxido, posteriormente se precipitaron con un bufer de
carbonato/bicarbonato 0.05M, pH 9.6, se lavaron con PBS y se resuspendieron en 500ul de
PBS estéril. De igual manera se procesaron particulas de nitrocelulosa sin antigeno, con el

fin de ser inyectadas en los ratones control.

La razén de usar esta metodologia fue minimizar la contaminacién con otras proteinas de
diferente peso molecular que pudiesen estar en la muestra y asi inmunizar los ratones sélo

con la proteina de estudio.

5.3.2. Inmunizacion de los ratones

Se emplearon hembras BALB/c de 6 a 8 semanas de edad (Harlan México), las cuales
fueron mantenidas en el bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas, bajo
condiciones libres de patégenos. Todos los estudios se llevaron a cabo siguiendo las guias

institucionales. En cada experimento se usaron dos grupos de ratones (n=5 por grupo), un
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grupo fue inmunizado con inyecciones intraperitoneales de 20 ng de PE_PGRS33 en
particulas de nitrocelulosa (100 pl de PBS conteniendo 20 pg de PE_PGRS33 por ratén). El
grupo control fue inyectado via intraperitoneal con 100 pl de PBS que contenia particulas
de nitrocelulosa sin antigeno. Se llevaron a cabo dos inmunizaciones posteriores a
intervalos de tres semanas, con la misma cantidad de antigeno y empleando la misma via

de inmunizacion.

5.3.3 Ensayo de proliferacion con CFSE

Se obtuvieron las células del bazo de los ratones inmunizados y controles. Después de
lisar los eritrocitos, 107 células del bazo fueron incubadas 5 minutos a temperatura
ambiente y en oscuridad con carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester 0.5 puM
(CFSE, Invitrogen). La reacciéon se detuvo adicionando 9 volimenes de medio RPMI 1640
(GIBCO, BRL) mas suero bovino fetal 10% (GIBCO, BRL). Las células tefiidas con CFSE se
centrifugaron, se lavaron dos veces con PBS mas suero bovino fetal 10% y se
resuspendieron en medio RPMI suplementado con suero bovino fetal 10% (SBF),
glutamina 1.5mM, penicilina 100U/ml, estreptomicina 100nug/ml, aminoacidos no
esenciales 1%, bafer HEPES 20mM y 2-mercaptoetanol 50uM (todo obtenido de GIBCO,
BRL). Las células viables se contaron por el método de exclusiéon de azul de tripano y 1.5
millones de células tehidas se estimularon con 25ug de los antigenos PE_PGRS33, PE,
PGRS o GST. A cada pozo se le adicionaron 10 pg/ml de Polimixina B (SIGMA) con el
objetivo de eliminar los efectos de trazas de lipopolisacarido que pudiesen estar presentes
en las proteinas recombinantes. Las células se incubaron 96 horas a 37°C en presencia de
5% CO,. Como control positivo, 1.5 millones de células tefiidas se estimularon con 2ug/ml

de concanavalina A (SIGMA) 37°C in 5% CO; por 72h. El control negativo consistié en
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células tefiidas con CFSE que no fueron estimuladas con ningtn antigeno. Después de los
tiempos mencionados las células de cada pozo se colectaron, se lavaron con PBS Dulbecco
(DPBS), SBF 2% mas azida de Sodio 0.09% y se incubaron con anticuerpo anti FcyR (CD16-
CD32, CALTAG, Burlingame, CA) con el fin de bloquear la unién inespecifica de los
anticuerpos conjugados. Las células marcadas con CFSE fueron incubadas con anticuerpo
anti- CD4 marcado con ficoeritrina (PE) (BD Pharmingen) y anticuerpo anti-CD8
conjugado a aloficocianina (APC) (CALTAG-INVITROGEN) por 15 minutos en hielo y
oscuridad, posteriormente se lavaron con DPBS, SBF 2% mas azida de Sodio 0.09% y
finalmente se resuspendieron en DPBS. La citometria de flujo se llevé a cabo en un FACS
Calibur (Becton Dickinson, Mountain View, CA), los linfocitos y blastos se identificaron
por tamafo y granularidad y se adquirieron 10.000 eventos con estas caracteristicas. EIl
porcentaje de células en proliferaciéon fue determinado haciendo una ventana de las células
CD4* o CD8*. Posteriormente la poblacion de células cuya intensidad de tincién con CFSE
iba disminuyendo (células en proliferacién) se comparé con la poblaciéon de células que
exhibfan alta tinciéon de CFSE (células que no habian experimentado division celular)
(Mannering, 2003). El programa Cellquest™ se emple6 para adquirir y analizar los datos.

Las muestras y controles se adquirieron y analizaron bajo las mismas condiciones.

5.3.4 Medicion de IFNy en cultivos de esplenocitos de ratones

Las células del bazo de los ratones inmunizados y ratones control fueron incubadas con 25
pg de los antigenos PE_PGRS33, PGRS, PE o GST mas 10 pg/ml de Polimixina B durante
96 horas. Los sobrenadantes de cultivo fueron colectados y la cantidad de IFN-yse
determiné mediante un ensayo de ELISA (PEPROTECH, México DF, México) siguiendo

las instrucciones del fabricante.
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5.3.5 Deteccion de anticuerpos en sueros de ratones

Dos semanas después de la Gltima inmunizacion se colect6 sangre total de la cola de los
ratones. Las muestras fueron centrifugadas para obtener el suero y se determinaron los
titulos de IgG, IgG1 e IgG2a mediante un ensayo de ELISA, el cual se describe brevemente
a continuacién. Se adicionaron 5 pg/ml de PE_PGRS33, PGRS, PE o GST a cada pozo de
placas de 96 pozos (Maxisorp Nunc Immunoplates) y las placas fueron mantenidas a 4°C
durante toda la noche. Para prevenir la unién inespecifica, los pozos se bloquearon con
PBS-BSA 2%-Tween 20 0.05% durante una hora a temperatura ambiente. Posteriormente
las placas se incubaron con diferentes diluciones del suero de los ratones (1:100, 1:300 o
1:500) en PBS durante una hora a temperatura ambiente. Después de que las placas fueron
lavadas con PBS-BSA 2%-Tween 20 0.05% dos veces, éstas se incubaron con los
anticuerpos secundarios apropiados: IgG, IgGl, IgG2a anti-raton hechos en cabra y
conjugados a peroxidasa (HRP) (Todos obtenidos de ZYMED, San Francisco, CA) durante
una hora a temperatura ambiente, se lavaron como se mencioné anteriormente y la
reaccion de color se evidencié con el uso de o-fenilendiamina tetrahidrocloridro (SIGMA,
St. Louis, MO). Los valores de absorbancia se midieron a una densidad 6ptica de 492nm

usando un lector de ELISA.

5.4. Estudio en humanos

5.4.1. Caracteristicas de los donadores

Los 88 individuos que participaron en el estudio eran estudiantes de posgrado de la

facultad de odontologia de la Universidad Nacional Auténoma de México. Todos los
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participantes habian sido vacunados con Mycobacterium bovis BCG al nacer, tenian edades
entre 25 y 32 afios, eran clinicamente sanos y no se encontraron en ellos hallazgos
indicativos de tuberculosis al realizar radiografias de térax. El estudio se apegd a las
normas éticas de extraccion y procesamiento de muestras de sangre del Laboratorio de
Micobacterias del Instituto de Investigaciones Biomédicas y cada individuo dio su

consentimiento firmado. No se ofrecieron incentivos para su participacion en el estudio.

5.4.2. Determinacion de IFN-y para detectar individuos LTBI y no
infectados

Se colectaron 10 ml de sangre total de cada individuo participante en el estudio. Una
muestra de 5 ml fue conservada para el estudio de anticuerpos y una muestra de 5 ml se
depositd en tubos heparinizados y fue empleada para determinar la secreciéon de IFN-
y usando el kit QuantiFERON®-TB Gold (Cellestis Limited, Carnegie, Victoria, Australia.
Numero de catalogo: 05980201). Brevemente, 1 ml de sangre total heparinizada a partir de
cada sujeto fue incubada con los antigenos ESAT-6 y CFP-10 durante 16 horas a 37°C en
presencia de 5% de CO,. Posteriormente las muestras fueron centrifugadas y los plasmas
se emplearon para cuantificar la produccién de IFN-y usando el ensayo de ELISA que
forma parte del kit QuantiFERON®-TB Gold, siguiendo las instrucciones de los fabricantes.
En este método los estandares de IFN-y y las muestras de plasma se afiadieron a placas de
96 pozos cubiertas con anticuerpo contra IFN-y humano hecho en ratén. El conjugado anti-
IFN-y- humano marcado con HRP fue incorporado inmediatamente después de las
muestras y estindares y mantenidos en movimiento a temperatura ambiente por 2 horas.
Después de la adicién del sustrato enzimético para la HRP, las placas fueron incubadas a

temperatura ambiente por 30 min. La reaccién fue detenida con el reactivo incluido en el
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kit y la densidad 6ptica se midi6 después de 5 minutos usando un lector de ELISA. Los
resultados fueron analizados usando el software de analisis del kit QuantiFERON®-TB

Gold.

Esta determinaciéon fue usada para dividir el grupo de individuos en latentemente

infectados y no infectados con TB.

5.4.3. Determinacion de IFN-ypara detectar individuos con
respuesta positiva a la proteina PE_PGRS33

Un volumen de 1ml de sangre total heparinizada a partir de cada individuo de los 88
participantes en el estudio, se incub6 con 25 pg/ml de la proteina PE_PGRS33 durante 16
horas a 37°C en presencia de 5% de CO,. Las muestras fueron centrifugadas y el plasma se
uso6 para cuantificar la secrecion de IFN-y empleando el ensayo de ELISA que forma parte
del kit QuantiFERON®-TB Gold, como se describié arriba. Esta determinaciéon permitié
identificar individuos con respuesta positiva a la proteina PE_PGRS33 completa entre los

donadores latentemente infectados y no infectados con TB.

5.4.4. Determinacion de IFN-y para estudiar la respuesta a la
proteina PE_PGRS33 y sus dominios PE y PGRS en los individuos
LTBI y no infectados.

Los individuos categorizados como respondedores a la proteina PE_PGRS33 por el ensayo
de secrecion de IFN-y, fueron citados en una ocasiéon posterior para continuar el estudio.
A partir de los individuos que accedieron participar, se colectaron 5 ml de sangre total en
tubos heparinizados y dicha muestra se diluyé 10 veces con medio RPMI 1640

suplementado con glutamina 2mM, penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml
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(Todo obtenido de GIBCO BRL). Se tom¢ 1 ml de sangre diluida y se incub6 con 25 pg de
las proteinas PE_PGRS33, PE, PGRS o GST mas 10 pg/ml de Polimixina B durante 6 dias a
37°C en presencia de 5% de CO.. La cantidad de IFN-y en los sobrenadantes de cultivo fue
cuantificada usando ensayo de ELISA que forma parte del kit QuantiFERON®-TB Gold,

como se describi6 arriba.

5.4.5. Deteccion de anticuerpos antigenos especificos en
individuos LTBI y no infectados.

Dado que se contaba con una muestra de suero de los 88 individuos participantes en el
estudio, se evaluaron los titulos de anticuerpos IgG total contra la proteina PE_PGRS33 y
sus dominios en el suero de 61 de ellos mediante un ensayo de ELISA. Los sueros
analizados incluyeron 15 sueros provenientes de individuos que produjeron IFN-y en
respuesta a la proteina PE _PGRS33 total y 46 sueros de individuos con respuesta de IFN-y
negativa a la proteina PE _PGRS33. Para realizar el ELISA se adicionaron 5 pg/ml de
PE_PGRS33, PGRS, PE o GST a cada pozo de placas de 96 pozos (Maxisorp Nunc
Immunoplates) y las placas fueron mantenidas a 4°C durante toda la noche. Para prevenir
la unién inespecifica, los pozos se bloquearon con PBS-BSA 2%-Tween 20 0.05% durante
una hora a temperatura ambiente. Posteriormente las placas se incubaron con diferentes
diluciones del suero de los humanos (1:100, 1:300 o 1:500) en PBS durante una hora a
temperatura ambiente. Después de que las placas fueron lavadas con PBS-BSA 2%-Tween
20 0.05% dos veces, éstas se incubaron con el anticuerpo secundario IgG anti/humano
hecho en cabra y conjugado a peroxidasa (HRP) (ZYMED, San Francisco, CA) una hora a
temperatura ambiente, se lavaron como se mencioné anteriormente y la reacciéon de color

se evidencié con el uso de o-fenilendiamina tetrahidrocloridro (SIGMA, St. Louis, MO).
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Los valores de absorbancia se midieron a una densidad 6ptica de 492nm usando un lector

de ELISA.

5.5. Analisis estadisticos

Los datos entre grupos se compararon usando el test t de Student. Los valores de p

menores de  0.05 fueron  considerados  estadisticamente  significativos.
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6. Resultados

6.1. Identificacion de epitopes MHC-I en las PE_PGRS.
6.1.1. Prediccion de epitopes de union a moléculas del MHC-I.

Los programas computarizados empleados identificaron varios péptidos con probabilidad
de unirse y ser presentados por moléculas MHC-I KP y Db en las PE_PGRS. Con base en la
frecuencia de apariciéon en las PE_PGRS y en la mayor puntuacién de afinidad por las
MHC-], se encontraron en el dominio PE dos epitopes. Uno de ellos exhibe elevada
afinidad por la molécula Kb, su secuencia es HAQAYQAL y se localiza cercano o en la
posicién 45 del dominio PE. El otro péptido mostré en la prediccion elevada afinidad por
la molécula Db, su secuencia es LDVINAPAL y generalmente se localiza en la posicién 58

del dominio PE de las PE_PGRS.

En la region PGRS se detecté un péptido con afinidad de unién a moléculas Db, su
secuencia es GAGGNAGLL. Dada la naturaleza polimoérfica de la regiéon PGRS, la posicién

de este péptido en las proteinas miembros de la subfamilia es variable.

6.1.2. Ensayo de union de péptidos a moléculas del MHC-I.

Los péptidos purificados se probaron en un ensayo de unién a moléculas MHC-I. En la
Figura 6.1 A se observa el perfil de union de las moléculas Kb sobre las células RMA-S

cargadas con el péptido HAQAYQAL de la regién PE.
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Figura 6.1 Ensayo de union de péptidos de la proteina PE_PGRS33 a moléculas MHC-I. Células
RMA-S fueron cultivadas con 200 uM o 1 mM de los péptidos de la proteina PE_PGRS33 o con el
péptido de OV Ausy.64 durante 12 horas a 37°C. Luego las moléculas MHC-I fueron tefiidas con un
anticuerpo de superficie anti-Kb o anti-Db y analizadas por citometria de flujo. En A se muestran los
resultados para el péptido HAQAYQAL y en B para el péptido LDVINAPAL, ambos ubicados en el
dominio PE. En C los resultados para el péptido GAGGNAGLL, del dominio PGRS.
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Dicho péptido puede unirse a las moléculas Kb y estabilizar las cadenas o sobre la
superficie de las células RMA-S en una forma dosis-dependiente (con un incremento de 2.2
en la fluorescencia media a 200 uM y 6.08 a 1 mM comparado con la fluorescencia de las
células RMA-S sin péptido). El péptido LDVINAPAL del dominio PE mostré in
incremento en la fluorescencia media de 1.5 a 200 uM y 3.0 a ImM evidenciado por el
anticuerpo anti-DP (Figura 6.1. B). El péptido GAGGNAGLL de la regiéon PGRS, con
afinidad predicha por moléculas Db también estabiliz6é dichas moléculas sobre la superficie
de las células RMA-S en una forma dosis-dependiente (incremento en la fluorescencia

media de 3.0 a 200 pM y de 4.41 a ImM) (Figura 6.1. C).

6.2. Respuesta inmune humoral y celular a la proteina
PE_PGRS33 y sus dominios PE y PGRS en ratones

6.2.1. Respuesta inmune humoral en ratones

M PE_PGRS
B PGRS
OPE
OGST

)

Inmunizados Control

Figura 6.2. Respuesta de anticuerpos IgG contra la proteina PE_PGRS33 y sus dominios. Ratones
BALB/c fueron inmunizados tres veces con la PE_PGRS33 en nitrocelulosa o con nitrocelulosa sin
antigeno (Control). Los sueros fueron obtenidos después de la ultima inmunizacién y se
determinaron los niveles de IgG total contra la proteina completa y sus dominios por ELISA.
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En el suero de los ratones inmunizados se obtuvieron titulos similares de IgG total
dirigidos contra la proteina PE_PGRS33 completa y sus dominios PE y PGRS. No se
obtuvo respuesta significativa contra la proteina completa ni los dominios en los ratones

control (Figura 6.2.).

Con el fin de detectar posibles diferencias en las subclases de IgG, se midieron los titulos
de IgG1 e IgG2a en el suero de los ratones. En el caso de IgGl, los titulos fueron similares
en respuesta a la proteina completa y a sus dominios en cada una de las diluciones de
suero probadas (Figura 6.3. A). En contraste, los niveles de la subclase IgG2a inducidos
contra el dominio PE fueron mas bajos que los niveles contra el dominio PGRS vy la
proteina PE_PGRS33 (Figura 6.3. B). Esto indica que los anticuerpos IgG1 en el suero de
los ratones inmunizados estan dirigidos contra la proteina PE_PGRS33 completa y sus dos
dominios, mientras que los anticuerpos IgG2a reconocen epitopes localizados

exclusivamente en el dominio PGRS.

Se observ6 también que los niveles de IgG1 contra la proteina completa y el dominio PGRS

son mayores que los de IgG2 (Figuras 6.3 Ay B).

No se obtuvo respuesta significativa para IgG o las subclases ensayadas contra la proteina

completa ni los dominios en los ratones control (Datos no mostrados).
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Figura 6.3. Respuesta de anticuerpos IgGl e IgG2a contra la proteina PE_PGRS33 y sus
dominios. Ratones BALB/c fueron inmunizados tres veces con la PE_PGRS33 en nitrocelulosa. Los

sueros se obtuvieron después de la dltima inmunizacién, diluidos segtin se muestra en la figura y
los niveles de IgG1 e IgG2a contra la proteina completa y sus dominios se determinaron por ELISA.

6.2.2. Proliferacion antigeno-especifica de células T CD4* y CD8*
en ratones.

Con el fin de evaluar la contribucién de la proteina PE _PGRS33 y sus dominios PE y
PGRS en la activacion de las células T, se determiné la proliferaciéon de los linfocitos T
CD4+* y CD8* provenientes del bazo de los ratones inmunizados. Ambas subpoblaciones
de células T proliferaron en respuesta a la estimulaciéon con la PE _PGRS33 completa de

manera similar (Figura 6.4. Ay B).
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Figura 6.4. Proliferacién antigeno-especifica de células T CD4* y CD8* en ratones.
Células del bazo de ratones inmunizados con la proteina PE_PGRS33 fueron tefiidas con CFSE e
incubadas con 25 ng de PE_PGRS33, PE, PGRS o GST mas 10 pg de Polimixina B por 96 horas.
Células del bazo de ratones inyectados con nitrocelulosa fueron también cultivadas con los
antigenos (Control). Células sin antigeno fueron cultivadas durante el mismo tiempo (No estimulo).
Las células fueron marcadas con los anticuerpos monoclonales anti-CD4 conjugado a ficoeritrina
(A) o con anti-CD8 conjugado a aloficocianina (B) y el porcentaje de células en proliferacion se
determiné por dilucién del CFSE en un citémetro de flujo. Cada barra representa el promedio + SD
estandar de los datos obtenidos de 4 ratones por grupo y los resultados son representativos de tres
experimentos independientes.

Ambos dominios estimularon la proliferacién de las células T CD4* y CD8*, sin embargo la
respuesta de las dos subpoblaciones celulares contra el dominio PE fue significativamente

mas alta que la inducida por el dominio PGRS (Figura 6.4. A y B).
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El porcentaje de proliferacién de los linfocitos provenientes de los ratones inmunizados
fue significativamente maés alta que la de los ratones control en respuesta a los antigenos
PE _PGRS33, PE y PGRS (Figura 6.4). Dado que el dominio PE se expres6 como producto
de fusién con la proteina GST, se evalu6 la proliferacion en respuesta a la proteina GST
sola. Los resultados mostraron que dicha proteina no tuvo ningin impacto en la
proliferaciéon de las células procedentes de los ratones control ni de los ratones

inmunizados (Figura 6.4).

6.2.3. Secrecion de IFN-y en respuesta al estimulo con PE_PGRS33, PE y PGRS
en ratones.

Como se muestra en la Figura 6.5. las células del bazo de los ratones inmunizados
secretaron cantidades significativamente mayores de IFN-y después de la estimulacién con
la proteina PE _PGRS33 y los dominios PE y PGRS en comparacién con las células de los

ratones control.

4000 1
3500 +
— 3000 -
%2500 4 Bimmunized
o i OcControl
?_ 2000 ontrol
= 1500 -
L
= 1000 -
500 -
o | Ml , , i
> 3> < el A
& & <Q & &
& Q
@ <
N Q

Figura 6.5. Secrecion de IFN-y en respuesta al estimulo con los antigenos en ratones. Células del
bazo provenientes de ratones inmunizados con la PE_PGRS33 o de los ratones control fueron
incubadas con 25 nug de PE_PGRS33, PE, PGRS o GST mas 10 pg de Polimixina B por 96 horas. Se
detecté el IFN-y en los sobrenadantes de cultivo usando un ensayo de ELISA. Cada barra
representa la media + SD de los datos de 4 ratones por grupo y los resultados son representativos
de tres experimentos independientes.
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Los niveles de IFN-y en respuesta a estos tres antigenos también fueron mayores en las

células estimuladas comparadas con las células no estimuladas (Figura 6.5).

Las células del bazo de los ratones inmunizados secretaron cantidades similares de IFN-y

en respuesta al estimulo con la proteina PE _PGRS33 y sus dominios (Figura 6.5).

Este resultado, asi como la proliferacién celular previamente mencionada, indican que la
proteina PE _PGRS33 y sus dominios PE y PGRS son inductores de la respuesta inmune

celular en ratones.

6.3. Respuesta inmune humoral y celular a la proteina
PE_PGRS33 y sus dominios en humanos

6.3.1. Respuesta de IFN-y a la proteina PE_PGRS33 completa en
individuos LTBI y en individuos no infectados

De los 88 individuos que participaron en el estudio, 14 fueron identificados como LTBI y

74 como no infectados (Tabla 6.1).

Con el objetivo de determinar si la proteina PE _PGRS33 es inductora de la respuesta
inmune celular en humanos infectados y no infectados con M. tuberculosis, se evalu6 la
secrecion de IFN-y en sangre total después de la estimulacién con la PE _PGRS33 completa

en los 88 individuos descritos (Tabla 6.1).

Los resultados mostraron que las células de sé6lo 4 de los 14 individuos latentemente
infectados (28.5%) secretaron IFN-y en respuesta a la proteina PE _PGRS33 mientras que

16 de los 74 individuos no infectados (21.6%) también mostraron respuesta a esta proteina
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(Tabla 6.1). Estos resultados sugieren que una respuesta de IFN-y a la proteina PE

_PGRS33 no se encuentra asociada con infeccién latente por M. tuberculosis.

Tabla 6. 1. Respondedores a la proteina PE_PGRS33 completa en individuos LTBI y no
infectados.

Respuesta de IFN-y a la PE_PGRS33P
Estatus de los

individuos 2 No. individuos Positivos © Negativos ¢
LTBI 14 4/14 (28.5) 10/14 (71.4)
No infectados 74 16/74 (21.6) 58/74 (78.3)

2 Los 88 individuos fueron clasificados como LTBI o no infectados de acuerdo a la secrecion de IFN-
y en respuesta a la ESAT-6 y CFP-10 como se describié en materiales y métodos.

b Los 88 individuos fueron identificados como positivos o negativos a la PE_PGRS33 de acuerdo a
la secrecién de de IFN-y en respuesta a dicha proteina como se describi6é en materiales y métodos

¢ Se muestra el nimero de individuos seguido por el porcentaje en paréntesis.

6.3.2. Respuesta de IFN-y a la proteina PE_PGRS33, y sus dominios
PE y PGRS en individuos con LTBI y en individuos no infectados

A los individuos que mostraron respuesta positiva de IFN-y a la proteina PE _PGRS33
(Tabla 6.1) se les convocé para llevar a cabo una segunda determinacién en sangre total,
esta vez con el fin de evaluar la respuesta celular a los dominios PE y PGRS. De los 20
voluntarios, 7 aceptaron continuar con el estudio; este grupo estuvo conformado por 3

individuos con LTBI y 4 no infectados.

Los niveles de IFN-y en respuesta a la proteina PE _PGRS33 y sus dominios PE y PGRS se
determinaron en la sangre total de dichos individuos. Los resultados mostraron una
mayor secrecion de IFN-y en respuesta a la proteina PE _PGRS33 en individuos no
infectados que en individuos latentemente infectados (Figura 6.6.). Se observé también

que la produccioén de IFN-y tiende a ser mayor en respuesta al dominio PE que al dominio

PGRS (Figura 6.6).
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Figura 6.6. Respuesta de IFN-y a la proteina PE_PGRS33 y sus dominios PE y PGRS en LTBI y en
individuos no infectados. La sangre total diluida se estimulé con 25 pug de PE_PGRS33, PE, PGRS
o GST més 10 pg de Polimixina B. Las letras representan cada individuo y los simbolos
corresponden a la cantidad de IFN-y producida.

6.3.3. Respuesta inmune humoral a la proteina PE_PGRS33 y sus
dominios PE y PGRS en humanos

Con el fin de determinar la respuesta humoral, se evalu6 la respuesta IgG total contra la
proteina PE _PGRS33 y sus dominios PE y PGRS en el suero de 61 de los voluntarios que
participaron en el estudio. El ensayo se realiz6 con 10 muestras provenientes de

individuos LTBI y 51 muestras de individuos no infectados. Esto fue posible dado que en
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la primera parte del estudio se obtuvo una muestra de sangre total a partir de todos los

individuos.

Los niveles de IgG contra el dominio PE fueron significativamente mas bajos que contra el
dominio PGRS, tanto en individuos no infectados como en individuos latentemente

infectados (Figura 6.7).
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Figura 6.7. Respuesta inmune humoral a la proteina PE_PGRS33 y sus dominios PE y PGRS en
humanos. Los sueros obtenidos de individuos LTBI y no infectados se diluyeron 1:300 y fueron
incubados en placas que contenian los antigenos PE_PGRS33, PE, PGRS o GST. Los anticuerpos IgG
totales especificos para tales antigenos se detectaron por un ensayo de ELISA.
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La respuesta IgG contra la proteina completa es significativamente mas alta que contra el
dominio PE, sin embargo no hay diferencias entre la proteina completa y el dominio
PGRS. Lo anterior es evidente también tanto en individuos no infectados como en los
LTBI (Figura 6.7). Los niveles de IgG detectados hacia el dominio PE fueron tan bajos

como los del control negativo, la proteina GST (Figura 6.7).

La comparacién de los niveles de IgG total contra la proteina completa y sus dominios
también se llevd a cabo analizando por separado el grupo de individuos cuyas células
secretan IFN-y en respuesta a la PE_PGRS33 completa y el grupo que no responde de tal
manera. En ambos grupos los titulos fueron significativamente mayores contra la

PE_PGRS33 y el dominio PGRS comparados con el dominio PE (Datos no mostrados).

Todos estos resultados indicaron que en humanos latentemente infectados con
tuberculosis o no infectados, la respuesta inmune humoral en contra de la proteina PE

_PGRS33 es dirigida hacia epitopes principalmente localizados en el dominio PGRS.
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/. DISCUSION

La proteina PE _PGRS33 ha sido involucrada en la patogenicidad de M. tuberculosis
(Talarico S et al., 2007; Dheenadhayalan V et al., 2006) y se conoce que cada uno de sus
dominios juega diferentes roles en las propiedades atribuidas a la proteina completa. El
dominio PE es requerido para la translocaciéon de la PE _PGRS33 a través de la pared
celular micobacteriana y la induccién de necrosis primaria (Cascioferro A., et al 2007;
Cadieux N et al., 2011). El dominio PGRS interacttia con el TLR-2 induciendo apoptosis,
dirige a la proteina completa hacia la mitocondria desencadenando necrosis y variaciones
en este dominio afectan la secrecion de TNF-a inducida por la proteina PE_PGRS33
(Cadieux N., 2011; Basu S et al.,, 2007). Aunque las caracteristicas mencionadas de los
dominios PE y PGRS han sido dilucidadas, aun no se ha evaluado la contribucién de cada

uno de ellos a la inmunogenicidad de la proteina PE _PGRS33 completa.

En el presente estudio, la inmunizacién de ratones con la proteina PE _PGRS33 estimul¢ la
proliferacion de las células T CD4+ y CD8*, asi como la secrecién de IFN-y. Lo anterior
indicé que la PE _PGRS33 es altamente inmunogénica. Las células T CD4* y CD8* son
cruciales en la respuesta protectora del hospedero contra M. tuberculosis. Estas
subpoblaciones celulares migran al sitio de infeccién y producen citocinas involucradas en
el control de la enfermedad (Flynn JL & Chan J, 2001; Zaiiiga ] et al., 2012). Los resultados
presentados en este trabajo en respuesta a la proteina PE _PGRS33, apoyan el uso
potencial de dicha proteina en el desarrollo de vacunas contra la tuberculosis, tal como ha

sido propuesto previamente (Chaitra MG et al., 2007).
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En un trabajo anterior, fue reportada la ausencia de secrecién de IFN-y cuando ratones
C57BL/6 fueron inmunizados con el gen codificante para la proteina PE _PGRS33 y las
células del bazo re-estimuladas con la proteina PE _PGRS33 completa (Delogu G &
Brennan MJ, 2001). En contraste, en nuestro trabajo se obtuvieron altas concentraciones de
IFN-y usando ratones BALB/c. Estos resultados estuvieron de acuerdo con los publicados
por Chaitra y cols, quienes emplearon también ratones BALB/c en sus experimentos
(Chaitra MG et al.,, 2007). Los ratones BALB/c fueron inmunizados con proteina en
nuestro estudio y con DNA o DNA/proteina en el trabajo de Chaitra y cols (Chaitra MG
et al., 2007). Por lo tanto, el que la inmunizacién sea realizada con DNA, con una
combinacién DNA /proteina o s6lo con proteina no explicaria los resultados contrastantes
inicialmente mencionados. La discrepancia se deberia probablemente a la cepa de ratéon
usada en cada estudio. Esto sugiere que las diferencias en el MHC tienen un gran impacto

en el reconocimiento inmune de la proteina PE_PGRS33.

Con el objetivo de determinar la presencia y localizacion de epitopes que pudiesen unirse
a moléculas MHC-I, en nuestro estudio se llev6 a cabo una prediccion de epitopes en las
PE_PGRS. Se predijeron tres péptidos con alta afinidad de unién a moléculas MHC-I, pero
luego se prob6 experimentalmente que dos de los péptidos predichos, uno del dominio PE
(HAQAYQAL) y uno del dominio PGRS (GAGGNAGLL) se unen con alta afinidad y
estabilizan moléculas MHC-I Kb y Db respectivamente. Posteriormente se observé que los
dos dominios PE y PGRS desencadenaron la proliferacién de las células T CD8*. Los datos
anteriores sugieren que ambos dominios juegan un papel importante en la respuesta de las
células T CD8* a la PE_PGRS33 completa. En apoyo a nuestros resultados, ha sido

reportada la presencia de epitopes en los dominios PE y PGRS capaces de ser presentados
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por componentes del MHC-I e inducir funciones efectoras en células T CD8* (Chaitra MG

et al., 2007).

M. tuberculosis reside principalmente en la vacuola fagocitica del macréfago infectado, por
lo que ciertos antigenos de la bacteria son presentados a las células T CD4* por moléculas
MHC-II (Russell DG, 2011). De hecho, las células T CD4+ se encuentran entre las mas
importantes en la respuesta protectora contra M. tuberculosis (Flynn JL & Chan ], 2001). En
cuanto a la activaciéon de células T CD4* en las PE_PGRS, se encontré un epitope en la
proteina PE_PGRS53 capaz de unirse a moléculas MHC-II y estimular respuestas
dependientes de células T CD4* en humanos reactores al PPD (Wang M et al., 2011). Hasta
el momento no se ha llevado a cabo un estudio detallado de la presencia de epitopes
restringidos a MHC-II en la PE_PGRS33. Sin embargo la activacion de células T CD4*
observada en la Figura 6.4 sugiere que los dos dominios PE y PGRS portan péptidos

inductores de respuestas dependientes de moléculas MHC-IIL.

Los resultados obtenidos también muestran que ambos dominios provocaron la secrecién
de cantidades similares de IFN-y, pero el dominio PE fue el principal inductor de la
proliferacion de células T CD4* y CD8*. Esto sugiri6 que el dominio PE podria estar
estimulando una mayor tasa de proliferacion en tales subpoblaciones para llevar a cabo
otras funciones ademds de la produccién de IFN-y. Entre tales funciones han sido descritas
la secrecién de IL-2 y linfotoxina alfa por las células T CD4* y la producciéon de granzimas

y perforinas por las células T CD8* (Zahiga J et al., 2012).

En la prueba de ELISA, el suero de los ratones inmunizados con la proteina PE_PGRS33
mostré niveles similares de IgG en respuesta a la proteina completa y a sus dominios PE y

PGRS. Una posible explicacién para esta observacion podria ser que cuando los dominios
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se encuentran separados pierden su conformacién original y exponen epitopes cripticos
que son reconocidos por los anticuerpos generados en el animal inmunizado. Por otra

parte, en la proteina completa dichos determinantes antigénicos permanecen ocultos.

Los niveles en las subclases de IgG fueron posteriormente determinados en el suero de los
ratones con el fin de detectar posibles diferencias en respuesta a los dominios estudiados.
Los resultados mostraron que los anticuerpos IgG2a detectados tuvieron como blanco a la
proteina completa y al dominio PGRS mientras que los anticuerpos IgG1 estaban dirigidos
hacia los tres antigenos. Aunque no se llevé a cabo una cuantificacién de tales subclases de
IgG, la determinacién en los sueros de los ratones a diferentes diluciones revel6 niveles
mas altos de IgGl que de IgG2a. Esto sugiere que la respuesta IgG2a podria estar
enmascarada por los altos titulos de IgG1 y las diferencias observadas a nivel de subclases
no estarfan siendo reflejadas en la determinacion de IgG total. Los resultados indican que
los dominios PE y PGRS son antigénicos en ratones BALB/c con diferencias en el

reconocimiento por parte de las subclases IgG.

La identificacién de antigenos que interactdan con el sistema inmune durante la infeccién
latente sera esencial en el desarrollo de marcadores inmunoldgicos para esta condicién
particular (Schuck SD et al., 2009; Walzl G et al., 2011). Previos reportes han descrito el
papel de algunas PE_PGRS en la persistencia micobacteriana (Ramakrishnan L et al., 2000;
Talarico S et al., 2007; Campuzano J et al., 2007), asi que una de las hipétesis para el
presente estudio fue que la PE_PGRS33 podria ser un antigeno importante en la latencia

de M. tuberculosis en seres humanos infectados.

Los resultados obtenidos en humanos indicaron que la mayoria de individuos LTBI no

mostraron secrecién de IFN-y en respuesta a la proteina PE_PGRS33 (28.5%). También se
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detect6 que algunos individuos no infectados exhibieron una respuesta positiva a la
proteina PE_PGRS33 (21.3%). Recientemente se han identificado varios antigenos
relacionados con la infeccion latente. Dichos antigenos inducen respuestas de células T en
el rango de 45 al 72% de individuos LTBI y respuestas muy bajas o ausentes en individuos
no infectados (Schuck SD et al., 2009). Los resultados obtenidos en el presente trabajo en
comparacion con la literatura revisada sugieren que la secrecién de IFN-y en respuesta a la

PE_PGRS33 podria no estar asociada con la infeccién latente por M. tuberculosis.

La explicaciéon al alto numero de individuos LTBI que no mostraron respuesta a la
PE_PGRS33 (71.4%) podria ser que las cepas infectantes en tales casos no expresan el gen
rv1818c. Otra razén seria que las cepas causantes de la infeccién porten genes rv1818c con
grandes variaciones en su secuencia. Esta variacion genética se veria reflejada en cambios
significativos en la proteina PE_PGRS33 lo que a su vez llevaria a la ausencia de
reconocimiento por el sistema inmune. Ambos mecanismos han sido descritos como
fuente de polimorfismo entre miembros de la subfamilia PE_PGRS en aislamientos
clinicos de M. tuberculosis (Talarico S et al., 2005; Gao Q et al., 2005; Flores ] &Espitia C,
2003; McEvoy CR et al., 2012; Talarico S et al., 2008). Los resultados obtenidos en humanos
reforzarfan la hipétesis de que la alta variacion antigénica en miembros de las PE_PGRS

podria ser una fuente de variacion antigénica en M. tuberculosis (Cole ST et al., 1998).

Tanto la vacunacién con M. bovis BCG como la infecciéon latente por M. tuberculosis
inducen células T CD4* de memoria especifica para antigenos micobacterianos, las cuales
son fenotipica y funcionalmente distintas (Adekambi T et al., 2012). Los individuos no

infectados con M. tuberculosis en nuestro grupo de estudio habian sido vacunados con M.
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bovis BCG en su nifiez, por lo que el 21.3% de individuos que muestra respuesta positiva a

la proteina PE_PGRS33 podria ser atribuido a la respuesta inducida por la vacunacién.

Durante la infeccion por M. tuberculosis las células B ejercen cierta influencia sobre las
células T, son constituyentes importantes de la arquitectura del granuloma y los
anticuerpos especificos que producen tienen un gran impacto en modular la respuesta
tisular inflamatoria (Abebe F & Bjune G, 2009). Conocer la respuesta de anticuerpos a los
miembros de la subfamilia PE_PGRS contribuiria al entendimiento de la inmunopatologia
de la infeccién micobacteriana (Sampson SL, 2011). Los resultados obtenidos en humanos
latentemente infectados con tuberculosis o no infectados indicaron que la respuesta
inmune humoral en contra de la proteina PE _PGRS33 es dirigida hacia epitopes
principalmente localizados en el dominio PGRS. El dominio PGRS de la PE_PGRS33 es
rico en repeticiones Gli-Gli-Ala-Gli-Gli. Estas secuencias podrian ser el blanco del
reconocimiento de los anticuerpos observado en este estudio, dado que proteinas con
secuencias repetitivas de aminoacidos han sido identificadas como inmunodominantes en

seres humanos y en conejos (Singh KK et al., 2011).

En un estudio llevado a cabo en humanos LTBI y no infectados, la proteina PE_PGRS62
indujo una fuerte respuesta de anticuerpos contra la proteina total y una débil respuesta
contra el dominio PE de dicha proteina (Koh KW et al., 2009). Los resultados con la
PE_PGRS62 concuerdan con el patrén de reconocimiento de anticuerpos observado en el

presente estudio para la PE_PGRS33.

La respuesta humoral hacia la PE_PGRS33 en individuos no infectados puede ser

atribuida a la vacunacién con M. bovis BCG. Esto indica que el reconocimiento de esta
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proteina por parte del suero de individuos sanos es independiente de la infeccion con M.

tuberculosis.

El llevar a cabo la identificacién de los individuos como respondedores a la PE_PGRS33,
permitié planear una segunda determinacién para evaluar la secrecién de IFN-y en
respuesta a los dominios PE y PGRS. En los individuos respondedores a la PE_PGRS33
quienes participaron en la segunda parte del estudio, el reconocimiento inmune celular de
la proteina completa mostré una tendencia a ser mas alto en individuos no infectados que
en los LTBI. En cuanto a los dominios, no se observé una tendencia clara, que podra ser
dilucidada con la participaciéon de un nimero mayor de humanos voluntarios. Esto
permitird determinar si la respuesta inmune celular se encuentra preferencialmente
dirigida hacia uno de los dominios de la proteina PE_PGRS33, como se hizo evidente para

la respuesta humoral.
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8. CONCLUSIONES

La inmunizacién de ratones BALB/c con la proteina PE_PGRS33 indujo una respuesta

inmune celular y humoral contra sus dos dominios constituyentes, PE y PGRS.

El estudio en ratones sugirié que la principal diferencia en la inmunogenicidad de los
dominios PE y PGRS radica en la mayor induccién a la proliferacién de las subpoblaciones

CD4+ y CD8* por parte del dominio PE.

La PE_PGRS33 completa indujo la activacion de células T CD4*+ y CD8*, asi como la
secrecion de IFN-y. Esto confirmé el uso potencial de la PE_PGRS33 como un candidato a
vacuna para la tuberculosis e incrementé el conocimiento existente sobre la

inmunogenicidad de esta proteina.

En un porcentaje bajo de humanos latentemente infectados con tuberculosis se detect6 la
secrecion de IFN-y en sangre total después de la estimulacion con la proteina PE_PGRS33;
sin embargo una respuesta similar fue encontrada en individuos no infectados. Lo anterior
sugiere que la respuesta de IFN-y en humanos a la proteina PE_PGRS33 no est4 asociada a
la infeccion latente por M. tuberculosis. En este contexto, la PE_PGRS33 no seria un

antigeno apropiado como un marcador inmunolégico para la LTBI.

La respuesta de IFN-y y la reactividad serolégica a la proteina PE_PGRS33 en humanos
sanos es independiente de la infeccién con M. tuberculosis. Estas observaciones sugieren
que las respuestas de células T y B contra la PE_PGRS33 podrian ser inducidas por la

vacunacién y mantenidas por muchos afios en individuos no infectados.
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La respuesta inmune humoral contra la PE_PGRS33 en humanos se encuentra dirigida

hacia epitopes localizados en el dominio PGRS.
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