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ABREVIATURAS

ADN Acido desoxirribonucleico
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CH3COOH Acido acético

con-A Concanavalina A

D Daltons
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TBP Tuberculosis pulmonar

UHA Unidades hemaglutinantes



RESUMEN

Por- cromatografia de afinidad con las lectinas de Con-3,
lenteja y alubia se aislaron diferentes antigenos del filtrado de
cultivo del Mycobacterium tuberculosis cepas Ha7Rv y Ha7Ra. Las
diferencias m&s importantes entre las fracciones obtenidas
indican variaciones de la concetracién de proteina y
carbohidratos, estas diferencias son a su vez cualitativas. En la
cepa Hi?Rv, la fraccién aislada en Con-A presenta los componentes
de 93, 48 y 33 KDa; la aislada en lenteja los de 100, 96 y 38 KDa
y en alubia se encuentran presentes los de 66 y 43 KDa. Las
fracciones aisladas en la cepa HitRa encontramos que el antigeno
eluido en la lectina de Con-A es de de 31 KDa; en lenteja se
aislé principalmente el de 38 KDa, aungue también se encuentran
los de 61/58 KDa y 1los de 31/33 KDa; en alubia, el antigeno
aislado de forma predominante es el de 38 KDa. En la composicidn
de carbohidratos encontramos que en la fraccién aislada en Con-a
hay 2.3 veces mayor concentracién de glucosa, 10 veces nés
xilosa, 14 veces mas A&acido muradmico en la cepa H37Rv due en la
cepa Hs7Ra. En la fraccién eluida en lenteja hay 2.6 veces més
glucosa, 20 veces mas xilosa, 5 veces mas Aacido murédmico en Ha7Rv
Y no se encuentra galactosa a diferencia de la cepa Hs7Ra. En la
fraccién eluida en alubia, la principal diferencia es que se
encuentra el doble de concentracién de glucosa en la cepa Hs7Ra

en relacidén con la cepa Ha7Rv.

El anticuerpo monoclonal obtenido al inmunizar ratones
BALB/c contra los antigenos aislados de M. tuberculosis cepa
H37Rv por cromatografia de afinidad utilizando 1la 1lectina de
Con-2, reconoce los antigenos de 31/33 KDa en la cepa H3i7Rv, y de
los antigenos eluidos de la columna de Con-A reconoce uUnicamente

al antigeno de 33 KDa de esta misma cepa.



SUMMARY
Different antigens from ¥. tuberculosis HiyRv and HivRa were
isolated by affinity chromatography in_ Con-3A, .common  lentil and
alubia lectin coluzmns. In M. tuberculosis- H?Rv the 93, 43 a
KDa antigens were eluted from the Con-A column. The 100, S6 and

38 KDa antigens from the lentil lectin column; the 66 and 43 XDa

0

antigens from the alubia lectin coluzmn. In M. ctuberculosis Hi'Ra
=

the 3: KDa antigen was purified fron the Con-A column. In the
lentil lectin principalily the 38 XDa antigen and in a lower
-apount c©f 61/32 KDa, 31/33 KDa antigsns were obtainesd. Froz the

alubia lectin column the 33 XDa was the principal isolated

antigen.

The carkohydrate composition of the isolated antigens showed
important differences, i.e. the HyRv Con-A purified fraction was
predominantely composed by arabinose, xilose, glucese and

nmuranmid acid, whereas the Hz™Ra preparation had a minor content

of glucese (2.3 times less), xilose (10 tizmes less) and muraznic

& monoclona2l antibody (MM-Con-A-3.8) was produced against the
Con-~ purified ifraction frox H:7Rv, which recognized the 33 XDa
as well the 31 XDa antigen in the culture filtrate fron the
H37Rv, bkut alsc reacted with a high =olecular weight component
(65XDa). This ronoclonal antibodvy only recognized the 33 Kba

antigen in the H3?Ra extract eluted froz Con-2i.



INTRODUCCION

A pesar de que el bacilo tuberculoso fue descubierto desde
1882 por Robert Koch (22), la enfermedad producida por esta
bacteria sigue siendo un problema mundial. Se cree que cada afio
hay 10 millones de personas gque desarrocllan la enfermedad y al
menos 3 millones de ellas nueren a consecuencia de la misma
(22,96,127). En paises en desarrollo es una de las principales
causas de mortalidad. Las tecnologias qu. se usan para su
diagndéstico no han tenido el impacto esperado en su control,
debido a gue la deteccidén de la enfermedad, especialmente en
estadios tempranos, es dificil. Las manifestaciones c¢linicas de
la enfermedad no son especificas puediendose confundir con otras
enfermedades y/o presentarse asociada con neumoconiosis,
neumonia, sarcoidiosis o abcesco pulmonar (7). Por otro lado se ha
encontrado que los diagndsticos realizados basé&ndose con placas

simples del térax tienen una inespecificidad que va del 30 al 50%
(7).

Por las razones sefialadas, en la mayoria de los paises en
desarrollo menos del 50% de los casos son identificados, por lo
gue las personas infectadas continGan transmitiendo la enfermedad
(127).

Los avances de 1la tecnologia del ADN recombinante y la
produccién de anticuerpos monoclonales han permitido el
aislamiento de antigenos puros de Mycobacterium tuberculosis
tanto para el desarrollo de técnicas de diagndstico inmunolégico
como para el estudio de la interaccién de estos componentes con
el huésped; sin embargo se requieren aldn més esfuerzos ya dque a
pesar de que alguno de los antigenos que se han logrado aislar
poseen epitopos especie-especificos, otros son compartidos; éstos
Gltimos dan una elevada reactividad cruzada. Lo anterior indica
que ain no contamos con un método diagnéstico eficiente ni con el

desarrollo de una vacuna superior a la de BCG.



ANTECEDENTES

La tuberculosis es causada por ©bacterias del género
Mycobacterium, patégeno intracelular facultativo que vive y se
multiplica en macrdéfagos (22). Puede crecer en medios sintéticos
simples que contienen al glicerol como principal fuente de
carbono y la asparagina como fuente de Nitrdégeno. Su crecimiento
es estimulado por lipidos, &cidos grasos y por la yema de huevo
(39). Usualmente el M. tuberculosis es 1identificado por sus
colonias en corddn, no pigmentadas y rugosas, en agar
oléico-albGmina. Su tiempo de duplicacién es de 12 horas (39).

La pared celular de la micobacteria, ademéds de ser mas gruesa
que la de otros microorganismos es lipofilica, lo gue le da
caracteristicas especificas como la agregacién de células,
resistencia a muchos agentes bactericidas, incluyendo enzimas
liticas producidas por las células infectadas del huésped,
posible impermeabilidad a alguncs nutrientes y antibidticos (123)
y su caracteristica de alcohol-dcido resistencia, propiedad
debida a la existencia en la pared celular de &cidos micélicos
caracteristicos de la micobacteria (22,39,123).

La pared celular estd compuesta de una membrana fosfolipidica
en su parte interna, que contiene fosfolipidos no usuales como
fosfatidil inositol mandésido; en la parte externa, rodeando a
esta membrana fosfolipfdica en forma de halo, se encuentra la
peptidoglicana similar a la de bacterias Gram (+), unida a ésta,
por enlace fosfodiester se encuentra la arabinogalactana a la
cual se unen Acidos arasos de cadena larga (60 a 80 carbonos)
llamados &cidos micdlicos, a los cuales se unen azlcares tales
como trealosa dando moléculas gue originalmente fueron llamadas
factor corddén (6,6’dimicolato de trealosa). En la trealosa se
encuentran unidos sulfolipidos asi como también é&steres de

ftiocerol dimicocerosatos (123).



En. el bacilo tuberculoso existe un polipéptido ascciado a la
pared celular de Aacido poli L-glutémico el cual se encuentra
unido al peptidoglicano, parece gue este no se encuentra presente
en cepas avirulentas o en el M. bovis BCG por lo gue se sugiere
gque podria jugar un papel en la virulencia del bacilo tuberculoso
(123,124).

Los lipidos tienen un papel estructural, participan de manera
importante en la patogenicidad de la micobacteria también son
potentes inmundgenos. Asi por ejemplo el dimicolato de trehalosa,
poliftionoil trealosa y al micésido C se les ha identificado una
actividad inhibitoria en la fosforilacién oxidativa mitocondrial
de las células del huésped, probablemente debida a gue alteran la
estructura y funcién de la membrana (113).

En M. leprae uno de los antigenos especie-especificos es el
glicolipido fendlico I el cual puede ser de vital importancia en
paises endémicos de lepra para el uso de un sistema diagndstico,
la parte especifica de este antigeno es proporcionada por

estructuras de carbohidratos (26).

Del M. bovis se ha aisladoe un glicolipido fenélico el
micésido B que contiene al azicar 2-O-Metil ramnosa. Con el
epitopo gue tiene 1la parte glicdnica se construyd una
neoglicoproteina, encontrando que este epitopo es inmunodominante
y especifico para M. bovis (25).

RESPUESTA INMUNE A ENFERMEDADES MICOBACTERIANAS:

La infeccidén primaria por micobacterias sucede cuando un
huésped que no ha tenido contacto con la bacteria, inhala a la
micobacteria que esta suspendida en gotas de aire de 1-5 um de
tamafio, la cual pasa a los alvedlos (7). Las primeras reacciones
celulares en tuberculosis humana alGn son desconocidas, pero datos
en animales de experimentacién muestran gque probablemente 1las
reacciones de inflamacidén aguda se presenten en el alvedlo, con



fagocitosis del bacilo por leucocitos polimorfonucleares, éstos
son incapaces de matar a la micobacteria por lo que la liberacién
de factores gquimiotacticos atraen en un segundo intento de
defensa a los macrof&gos. Los bacilos son rdpidamente llevados
por los macrdfagos a nédulos linfaticos produciendo activacién,
dando lugar a células epiteloides y fusién de macrofdgos (células
de Langhans) provocando la formacidén de granuloma. Dentro del
granuloma se presenta caseificacién cuando la hipersensibilidad
cuténea a tuberculina es demostrable, uniendo en esta forma la

patogénesis con el fendmeno de hipersensibilidad tardia (123).

Recientemente estudios hechos en ratones con la finalidad de
seguir la cinética de la respuesta de macréfagos alveolares a un
estimulo infeccioso por micobacterias, se encontrd que si la
infeccidén es producida por cepas virulentas para el ratén, estas
cepas inducen una respuesta celular mononuclear moderada, en
cambio con cepas avirulentas se induce un flujo caracterizado
predominantemente de leucocitos polimorfonucleares, fendmeno
andlogo al observado cuando micobacterias muertas por calor son
introducidas en el pulmdén. Esto sugiere gque 1la micobacteria
dentro del pulmén debe permanecer en un estado metabdélicamente
activo, para inducir una respuesta mononuclear méxima,
probablemente porgue la micobacteria en crecimiento 1libera
factores quimiotacticos potentes para la atraccidén de monocitos
sanguineos circulantes. Hasta el momento no hay informacién con
respecto a la naturaleza de los agentes quimiotdcticos, si son
productos bacterianos o factores del huésped, se ha sugerido que
pudieran ser productos celulares con efecto inflamatorio tales
como las interleucinas Il-4, Il-1, Il-8 G otras citocinas
liberadas como resultado de la infeccidn microbiana dentro del
tejido alveolar (29). De manera importante el bacilo gque se
replica en el macréfago puede hacer que éste estalle, debido a
ello el bacilo pasa a la corriente sanguinea y se dispersa a

nuevos sitios, incluyendo rindén y médula osea (7).



El  desarrollo de tuberculosis se favorece en nifios, en
pacientes inmunosuprimidos de cualquier edad (7,36), en animales
viejos de experimentacién (36,99) y en individuos desnutridos. En
el 90% de ataques por el bacilo tuberculoso se desarroclla
inmunidad especifica de forma adecuada, la multiplicacién del
bacilo es bloqueada y el huésped permanece asintomdtico (7), en
el 5% de las personas infectadas no se lleva a cabo el control
del microorganismo de forma adecuada y la enfermedad se presenta
en el primer afio de infeccidn. Otro 5% desarrolla enfermedad a un
tiempo mas lejano a la adquisicién de la infeccidén (7,106). En
enfermedades micobacterianas la inmunidad celular juega un papel

muy importante para el control de la infeccién.
PARTICIPACION DEL MACROFAGO EN LA ENFERMEDAD MICOBACTERIANA:

Los macré6fagos son unas de las principales lineas celulares
efectoras de la respuesta inmune celular, asi como también de la
resistencia natural; pese a ello no se ha demostrado que el
macrofdgo sea cap&z de inhibir o matar al Mycobacterium
tuberculosis (46,109) . No obstante se ha asumido gque 1la
eliminacién de la micobacteria depende de que sea fagocitada por
el macrofdgo, de esta forma los antigenos micobacterianos son
presentados en la superficie de esta célula asociados a moléculas
del complejo principal de histocompatibilidad clase II a
linfocitos T cp4®. Asf en la fase efectora de la respuesta inmune
celular, 1los linfocitos T cp4? secretan citocinas tales como
interferén gamma (IFN-y), factor de necrosis tumoral (TNF), e

Il-2 que contribuyen al desarrollo del fendmeno de
hipersensibilidad tardia. También se sabe que el IFN-y aumenta la
expresién de moléculas del complejo principal de

histocompatibilidad clase II, de esta forma se favorece la
interaccién del linfocito T cp4’ con el macréfago, siendo un
mecanismo importante para la amplificacién de 1la induccidn del

fenémeno de hipersensibilidad tardia (1).

Ademds el IFN-7 es uno de los activadores mé&s potentes para



el macrdéfago de ratdbn en términos de la inhibicién del
crecimiento del Mycobacterium tuberculosis, evaluada ésta por el

nimero de Unidades Formadoras de Colonias al ser cultivado el
bacilo después de lisar los macréfagos infectados (53), o por la
incorporacién de (3H) uracilo por el Mycobacterium (42,53),
aungue en algunos casos se ha observado que incrementa el
crecimiento de M. lepraemurium (61,91). Estos estudios han sido
realizados in vitro y en modelos murinos por lo gue dificulta 1la
extrapolacién de los resultados al humano, ademads de que el IFN-y
recombinante administrado in viveo tiene poco efecto sobre la
enfermedad (111).

También se ha reportado que 1la vitamina D3 (1,25 (OH)=z
colecalciferocl) tiene efecto en la disminucién de la replicacién
del bacilo tuberculoso en macrdéfagos humanos (31). Una de las
monocinas producidas por macréfagos alveolares, monocitos vy
linfocitos es el Factor de Necrosis tumoral. Su produccién es
estimulada por M.bovis BCG, por el filtrado de cultivo de M.
tuberculosis cepas H37Rv y H37tRa y por el antigeno 5 (119). Esta
monocina puede estar involucrada en la patogénesis de la
tuberculosis ya que tiene propiedades biolégicas tales como
induccién de fiebre y caquexia en animales, activacién de
leucocitos polimorfonucleares e induce la produccién de la IL-1
(111). En pacientes con lepra lepromatosa la proliferacién de
timocitos de ratdén inducida por la interleuicina 1IL-1, es
suprimida por la prostanglandina PGE-2, la cual es producida de
forma significativa en cantidades mayores por los monocitos de

sangre periférica de estos pacientes (108).
PARTICIPACION DEL LINFOCITO EN ENFERMEDADES MICOBACTERIANAS:

En estudios realizados en animales de laboratorio, se ha
encontrado que las funciones de los linfocitos T en infecciones
tuberculosas son: la de proteccidén, la induccién del fenémeno de
hipersensibilidad tardia y de la memoria inmunoldégica. En 1961
Najarian y col (95) demostraron gque la transferencia de



linfocitos sensibilizados con BCG y marcados con timidina °H a
cobayos homdlogos no sensibilizados, daba como resultado, la
reaccidén positiva a tuberculina, al administrar por via
intradérmica el antigeno PPD. Encontrando 24 horas después, en el
sitio de aplicacién del antigeno células linfoides especificas

s s a3
marcadas con timidina “H.

Posteriormente Lefford (75) demostrd que las células
reactivas a 1la tuberculina eran linfocitos T. Los linfocitos
sensibles a la tuberculina tratados con anticuerpo anti linfocito
T m&s complemento, no conferidé la sensibilidad a la tuberculina
en los animales no sensibilizados. Ultimamente con la ayuda de
anticuerpos monoclonales (93) y con experimentos realizados en
animales depletados de células T (76,98,114) apoyan el trabajo de
Lefford acerca del papel que Jjuega el 1linfocito T en 1la
hipersensibilidad tardia. Asi también se encontré que en los
sobrenadantes de linfocitos sensibilizados con antigeno
especifico se encuentra una sustancia de naturaleza proteica no
dializable, gque inhibe la migracién del macréfago del sitio de
inflamacién (12,38), mé&s tarde se le did a esta sustancia el
nombre de MIF (factor inhibidor de la migracién). Younger &
Salvin (135) sugirieron que el MIF podria ser similar o idéntico
al IFN-y. Sin embargo actualmente atin no se define la identidad
bioquimica y el significado biolégico del MIF.

Estudios hechos en ratén para determinar la cinética de
aparicién de linfocitos T en 1las infecciones micobacterianas,
muestran que a partir del quinto dia de infeccidén los linfocitos
T se pueden identificar <con el fenotipo raTa’ (CD4+),
encontréndose en mayor proporcidén entre los dias 20-30, en los
que se observa la fase de eliminacién progresiva de 1la
micobacteria. También, a los linfocitos LyT 2t (CD8+) se les ha
encontrado actividad protectora, pero ésta se presenta hasta la
cuarta semana de la infeccidén y en menor proporcién gque a la
conferida por 1los LaTa” (98). De forma importante se ha
demostrado que la resistencia adquirida, se puede obtener de



manera acelerada en animales con memoria inmunoldgica para 1la
micobacteria cuando éstos son retados con M. tuberculosis vivo,
lo cual sugiere que los antigenos asociados con la micobacteria
viva son los gue tienen epitopos relevantes gque pueden ser
presentados por los macrdfagos infectados. El1  fenotipo del
linfocito T que da memoria en este tipo de infecciones podria ser
el L3T4+, LyT 2~ resistente a ciclofosfamida y a las radiaciones
gamma (101).

Estudios realizados por Moretta y col (90) asocian 1la
actividad cooperadora con una subpoblacidén de linfocitos T que
presentan receptores Fc para IgM, mientras gue 1la funcién
supresora se asocia con linfocitos T con receptor Fc para IgG.
Asi, de forma importante, se demostrd gue la vacunacidén por BCG
en cobayos a los gue se les induce tuberculosis pulmonar, afecta
la proporcidén y distribucién de linfocitos T con receptores Fc
para IgM, IgG o ambos. De forma especifica en los cobayos
vacunados se eleva la proporcién de células Tu en bazo y sangre
periférica de forma significativa. Mientras gue los niveles de T%
declinan en todos los tejidos aunque en estos Gltimos no hay
diferencias entre vacunados y no vacunados (9).

En pacientes con tuberculosis se han reportado alteraciones
en el numero de linfocitos T. En un estudio se demostrd gque 1la
proporcién relativa de linfocitos T fue menor en pacientes que en
controles, mientras que los linfocitos B son normales. Ademis, la
disminucién de linfocitos T se correlaciona con la duracién y
grado de la enfermedad. Estudios fenotipicos muestran gue grupos
de pacientes no tratados tienen Linfocitos T supresores
incrementados y los linfocitos T cooperadores disminuidos, lo que
se corrige después de 4 a 6 semanas posteriores a la terapia
(47) .

A la Il1-2, que es una linfocina producida por el linfocito T,

se le ha encontrado actividad protectora para tuberculosis, vya
gue se.ha visto que en macrdéfagos tratados con IL-2 el tiempo de
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replicacién del bacilo fue mayor que en los controles, como
consecuencia en los macrdfagos tratados con esta interleucina se
observé un crecimiento lento del bacilo (21); también se encontrd
que esta interleucina reduce el numero de cuentas bacterianas
viables en el cojinete plantar, nédulo linf&tico e higado de
ratén infectado con M. lepraemurium, asi como también en el bazo

de ratén infectado con M, bovis BCG (64).

AlGn no se sabe como actda la IL-2, los posibles mecanismos
que se le han sugerido son los siguientes:

1) .Liberando IFN-y de linfocitos activados (66,136).

2) .Puede tener efecto directo en macrdéfagos. Ya que se sabe
que la IL-2 aumenta la muerte de células tumorales por
macrofagos (83).

3) .Activando células naturales asesinas (NK) o células
asesinas activadas con linfocinas (LAK), tal efecto es observado

in vitro (138),

En pacientes con tuberculosis se ha demostrado due sus
células mononucleares periféricas son incapaces de producir
cantidades adecuadas de IL-2, ademds de presentar dificultades

para responder a la misma (89,115).

En ratones infectados con M. lepraemurium se ha detectado que
la actividad de IL-3, estd incrementada, lo cual en la infeccién
micobacteriana podria jugar un papel doble:

1) .El ratén podria ser protegido de los efectos deletereos y
la pérdida del funcionamiento de 1la médula ©6sea por
hematopoyesis extramedular.

2) .Las elevadas cantidades de IL~3 en el suero puede aumentar
el proceso de la enfermedad, estimulando la produccidén de células
mielomonociticas, haciendo disponible mé&s células en las cuales
el M., lepraemurium puede multiplicarse (107).
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PARTICIPACION DE CELULAS NATURALES  ASESINAS (NK) EN LAS
ENFERMEDADES MICOBACTERIANAS:

AGn no se conoce la funcién de 1las células NK en la
tuberculosis; sin embargo, se ha encontrado que su actividad esta
incrementada en pacientes con tuberculosis pulmonar. También se
ha visto una mayor susceptibilidad a infecciones por M. avium y

M. intracellulare en ratones deficientes de células NK (47).
PARTICIPACION DE LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES:

Son unas de las principales células encontradas durante los
procesos inflamatorios y exudativos en la tuberculosis, uno de
sus papeles importantes es la participacidén en la quimiotaxis y

la fagocitosis (47).
RESPUESTA INMUNE A ANTIGENOS MICOBACTERIANOS:

En 1890 Robert Koch (35) reporté un producto al cual llamd
tuberculina vieja, que es el filtrado del cultive de
micobacterias tuberculosas muertas por calor. En 1932 trataron de
recuperar proteinas de esée filtrado por precipitacién con &cido
tricloroacético, y en 1941 se prepard el PPD (proteina purificada
derivada de tuberculina), a partir del filtrado de cultivo del
Mycobacterium tuberculosis por precipitacién repetida con
(NH4)2504 al 50% de saturacién a pH 7. La evaporacidén dada a los
cultivos antes de la filtracién, produjo perse una considerable
desnaturalizacién de las proteinas (35). No obstante el PPD fue y
sigue siendo la preparacidén est&ndar para la prueba en piel a
tuberculina (49,115,117), como también ha sido usado ampliamente
en la investigacién de respuestas inmunolégicas mediadas por
células y como antigenos esté&ndar para el estudio de 1la
inhibicién de la migracién de macréfagos y de la blastogénesis en
linfocitos cultivados (35,115,117).
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El trabajo de Seibert representa la primera demostracién de
la complejidad de los antigenos micobacterianos, pues intenté
purificar estos antigenos por fraccionamiento gquimico, usando
precipitacién con alcohol-acido acético. Describid 3 proteinas y
2 polisacéridos, cada uno distinto en sus propiedades
fisicoquimicas a las cuales designdé proteinas A, B, C vy
polisacdridos I y 1I1. Posteriormente 1la utilizacién de 1la
inmunoelectroforesis reveld numerosos picos electroforéticos de

las fracciones proteicas de Seibert (35,47).

Las fracciones de Seibert se evaluaron por
inmuncelectrotransferencia con sueros de pacientes con
tuberculosis pulmonar activa. Los antigenos identificados en la
fraccién proteica A (antigeno de 32 KDa y uno de elevado peso
molecular) reaccionan con los anticuerpos de todos los pacientes
tuberculosos y con un 25% del suero de controles. En la fraccién
del polisacdrido II se observaron los antigenos de 1000,
30,000~-40,000 Daltons y un antigeno heterogéneo de elevado peso
molecular. Esos antigenos reaccionaron con anticuerpos séricos en
un 70% de pacientes con tuberculosis y con el 20-70% de los
controles. Uno de los antigenos del polisacdrido II con un peso
molecular de 17-28 KDa reacciona con el 64% del suero de

pacientes y sbélo con el 1-15% de controles (28).

Actualmente con el avance en el desarrollo de técnicas para
la obtencién de antigenos puros y su andlisis, se ha logrado
obtener la identificacién asi como también la caracterizacién
estructural detallada de una variedad de antigenos
micobacterianos. Entre los métodos que han sido usados
actualmente para el aislamiento y caracterizacién de componentes
micobacterianos se encuentran descritos en la Tabla I mostrando
algunos ejemplos. También han sido identificados y clonados los
genes que codifican para muchas de las proteinas antigénicas
(4,44,67,112,120). Los determinantes antigénicos han sido
mapeados Yy reproducidos usando péptidos sintéticos (6).
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TABLA I.

CARACTERIZACION DE COMPONENTES DE
M. tuberculosis, M. bovis y M. leprae

HETODO USADO COMPUESTO ANALIZADO REFERENCIAS
CROMATOGRAFIA DE GASES AC. CARBOXILICOS (c2-c22)
AC. TUBERCULOESTEARICO 20
CROMATOGRAFIA DE CAPA
FINA DIMICOLATO DE TREALOSA 113
MICOSIDO C 113
GRUPO FOSFATO DE LAK-B 128
INHUNOPRECIPITACION LOS Ags DE 12,15,27,32-33
36, y 48 Kba 19
ULTRACENTRIFUGACION POR
GRADIENTE DE DENSIDAD MPB 70 y HPB BO 60
CROMATOGRAFIA DE GASES~
ESPECTROMETRIA DE MASAS GRUPO FOSFATO DE LAM-B 128
INMUNOTRANSFERENCIA FRACCIONES DE SEIBERT 28
30
ISOELECTROENFOQUE HPB 80 y MPB 70 60
PURIFICACION DE COMPONENTES MICOBACTERIANOS.
HETODO USADO COMPUESTO AISLADO REFERENCIAS
CROMATOGRAFIA POR ADSORCION
EN AC. SILICO DIMICOLATO DE TREALOSA 113
KICOSIDO C 113
GLICOLIPIDO A% 23
FOSFATIDIL-INOSITOL 23
CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD
CON ANTICUERPOS MONOCLONALES LOS Ags DE 14,19,38 kDa 24
EL Ag DE 70 KDa 18
LDOS Ags de 36 y 65 KDa 107
CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION
HOLECULAR LAN-B 128
MPB 70 94
LAM. Lipoarablnomanana. Ag. Antigeno.
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Entre las proteinas nmicobacterianas m&s = estudiadas se

encuentran:
EL ANTIGENO DE 71 KbDa.

Inicialmente se identificé en M. leprae, M. bovis BCG M.
tuberculosis y M. scrofulaceum. Es miembro de la familia de las
proteinas de estrés, ya gue tiene un 55% de homologia con el gen
dnak de E. coli y 51% de homolagia con la secuencia conocida de
la proteina dnak (133). Solo se ha identificado un epitopo para
linfocitos B en la proteina de 70 KDa de M. leprae con los
anticuerpos monoclonales L7 y L27 (17). Es inmunogénica en
humanos, ya gue se ha encontrado gue reacciona fuertemente con el
suero de pacientes con lepra lepromatosa o con tuberculosis (18).

La proteina de 70 KDa de BCG, purificada por afinidad con el
anticuerpo monoclonal 17, estimula la proliferacién de células
mononucleares de sangre periférica y la produccién de IFN-y in
vitro, cuando se usan células de personas PPD positivas, e induce
hipersensibilidad tardia en las mismas personas pero no en
controles negativos (18). E1l anticuerpo monoclonal dirigide
contra el antigeno de 71 KDa de M., tuberculosis cruza con el
antigeno de 70 KDa de M. leprae (126). Su gen ya ha sido clonado
a partir de DNA de M. bovis BCG y M. africanum construyendo
librerias de expresidn de DNA recombinante agtll en E. coli (82).

EL ANTIGENO DE 65 KbDa.

Algunos grupos lo han descrito come un antigeno asociado a
pared celular, ya que se ha encontrado en la fraccién insoluble
que permanece después de la ruptura de la célula micobacteriana
(56) . Otros autores han propuesto una localizacidn periplésmica
y han demostrado la liberacién de la molécula en el sobrenadante
de cultivo de M. bovis bajo condiciones de deficiencia de 2Zn. Ya
que la secuencia de proteina no contiene regiones hidrofdbicas es
poco probable gue esté asociado a la pared celular (41).
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Pertenece a la familia de proteinas de estrés, representada por
el producto del gen groEL en E. coli (133).

Se han determinado epitopos en el antigeno para Linfocitos T
(14,74,132,133) entre ellos uno especifico para M. leprae y otro
de reaccibén cruzada con las diferentes cepas micobacterianas
(120). Encontrdndose, que los linfocitos T con receptor /8 de
ratén se estimulan con el antigeno de M. bovis BCG, ademds se
observé una buena respuesta proliferativa en los linfocitos de
humano (14). Ya que esta proteina es un antigeno inmunodominante
frecuentemente se generan anticuerpos monoclonales al inmunizar
ratones BALB/c con extractos de M. tuberculosis o M. leprae.

Se han realizado estudios para inducir inmunidad protectora
contra M. tuberculosis y M. leprae en modelos de ratdn gque han
sido inmunizados con este antigeno y no se ha encontrado una
proteccidn significativa contra la infeccidén micobacteriana (14).
Su gen ya ha sido clonado (14,85,112), secuenciado (74,85) Yy
amplificado (59). La secuencia de nucledtidos del gen que
codifica para esta proteina en M. tuberculosis y M, bovis es
idéntica y 1las secuencias espaciadoras del gen tienen una

diferencia no mayor al 1% (82).
EL ANTIGENO DE 38 KDa.

Esta proteina es reconocida por los anticuerpos monoclonales
HYT-28 (5), HBT 12 (79), HGT 3 (65), TB 71 y TB 72 (63), y se le
han definido epitopos especie-especificos para M. tuberculosis
(63).

El gen gue la codifica fue clonado en E. coli a partir de DNA
de M. tuberculosis, la secuencia de nucledétidos ya se conoce y se
identificé un fragmento de 1122 pares de bases gue codifican para
un péptido de 374 amino&cidos gque corresponde con el peso
molecular de este antigeno (4).
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Este antigeno por métodos seroldgicos es detectadeo en M.
tuberculosis y en cantidades mucho menores en M. bovis BCG (131).
Induce proliferacién de linfocitos T inmunes de ratdén, cobayo ¥y

humano (30).
EL ANTIGENO DE 35 KDa.

Inicialmente fue identificado con suero de pacientes leprosos
y con el anticuerpo monoclonal especifico para M. leprae F 47-9
asi como con los anticuerpos monoclonales F67-5 y F 126-5 los
cuales cruzan con epitopos de otras micobacterias (19). Otros
estudios han reportado epitopos especificos para linfocitos B
(126), ademds se le ha encontrado actividad supresora en la
respuesta proliferativa de linfocitos cps” y CD4+, por lo que se
sugiere que al menos un epitopo supresor existe en esta molécula

(110) .
LOS ANTIGENOS DE 30/31 KDa.

Identificados inicialmente como las proteinas principales que
se acumulan en el filtrado de cultivo durante el crecimiento de
M. tuberculosis y M. bovis BCG (3). Una respuesta en forma
cruzada es caracteristica en el suero de pacientes leprosos a
estos antigenos (37). Evidencias preliminares por mapeo de
restriccién indican que los antigenos de 30/31 KDa son
codificadas por dos genes similares, pero no idénticos, los
cudles pueden haber surgido comec resultado de alguna forma de

duplicacién génica (125).

En modelos experimentales se ha demostrado una respuesta
incrementada de linfocitos T y lifocitos B hacia estos antigenos,
perc atn no se ha llevado al cabo un mapeo detallado de epitopos
(8). Estos antigenos micobacterianos se unen a fibronectina con
una elevada afinidad, por lo que se sugiere que al ser secretados
jueguen un papel importante en la enfermedad micobacteriana,
podrian por ejemplo adherirse a superficies celulares y ser
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presentados a linfocitos T en asociacién con moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad o por otro lado podrian
actuar como blancos para mecanismos citotéxicos (2).

EL ANTIGENO DE 23 KbDa.

Este antigeno ha sido encontrado en el sobrenadante de los
cultiveos de M. tuberculosis H37Rv de 4 a 7 dias de cultivo.
Constituye un 20% de las proteinas secretadas. Parece ser dque es
un dimero formado por subunidades de 13 KDa (3).

En un estudio hecho recientemente se ha visto gue una
proteina de 12 KDa es reconocida unicamente por el suero de
pacientes tuberculosos tanto por ELISA como en
inmunoelectrotransferencia. Posiblemente este antigeno
corresponda a la subunidad de 13 KbDa identificada por Abud-Zeid
ya que también es reconocida por el anticuerpo monoclonal SA-12
(121). La proteina de 23 KDa de M. tuberculosis se ha relacionado
con la proteina de 28 KDa de M. leprae. Con el anticuerpo
monoclonal D2D da reactividad cruzada, ya gue también reacciona
con la proteina de 28 KDa de Mycobacterium leprae, de la cual
evidencias preliminares sugieren gue se trata de una proteina de
secrecidén (130). Su gen ya ha sido clonado a partir de DNA de M.
leprae (134). También han sido reportados epitopos para

linfocitos T (8).
EL ANTIGENO DE 14 KbDa.

Esta proteina ha sido expresada en E. coli Agtll (67). Es
reconocida por el anticuerpo monoclonal TB 68 (126). Tiene
epitopos especie~especificos para M. tuberculosis a nivel de
linfocitos B, aungque posee una reactividad cruzada a nivel de
linfocitos T ya que se ha encontrado gue induce proliferacién de
la célula T como también respuesta a hipersensibilidad tardia en
ratones inmunizados con M. leprae y M. bovis (67).
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Se ha encontrado que en pacientes con meningitis tuberculosa
presentan una respuesta humoral en donde este antigeno es
inmunodominante, asi como también la Lipoarabinomanana (24).

EL ANTIGENO MPB 70.

Este antigeno ha sido aislado del filtrado de cultivo de M.
bovis BCG (94). Su peso molecular ha sido calculado por
electroforésis y gradiente de densidad resultando ser de 18 y 15
KDa respectivamente (94).

Este antigeno muestra una respuesta especie-especifica de
hipersensibilidad tardia para M. bovis BCG en cobayos que han
sido sensibilizados con células muertas por calor de M. bovis
BCG. En cambio los animales gque fueron sensibilizados con M.
tuberculosis Ha7Rv, M. tuberculosis Aoyama B, M. kansasi, M.
intracellulare, M. phlei no presentaron la reaccidn cuténea
caracteristica de hipersensibilidad tardia en presencia de este

antigeno (94).

Se ha encontrado que el antigeno MPB 80 es muy similar al
MPB 70 tanto en estructura como en funcién, por lo cual suponen
que son productos del mismo gen, en donde modificaciones
postranscripcionales de 1la proteina podrian explicar dichas

diferencias (60).
IDENTIFICACION DE ANTIGENOS POR ANTICUERPOS MONOCLONALES:

El articulo publicado por G. K&hler y C. Milstein en 1975 ha
sido de los mas importantes en la inmunologia por la aplicacién
de los anticuerpos monoclonales en una amplia variedad de
problemas biolégicos. E1 método desarrollado por los autores ha
hecho posible 1la produccidén de cantidades ilimitadas de
anticuerpos homogéneos producidos contra un antigeno deseado o
haptenos. En el caso de un antigeno macromolecular, cada
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anticuerpo monoclonal es especifico para un -epitopo en . 1la

molécula antigénica.

Los anticuerpos monoclonales son producidos por células
hibridas, (hibridomas), donde wuna célula B productora de
anticuerpos se fusiona con una célula de un mieloma apropiado
para asi formar una linea celular inmortal capdz de producir
anticuerpos. Los agentes gque pueden inducir la fusién de las
células son el virus de Sendai o polietilén glicol, éste Gltimo
es usado en la tecnologia de la produccién de hibridomas

(55,129).

Para seleccionar las células que realmente se han fusionado,
se deben elegir las condiciones del cultivo en donde unicamente
se permita la sobrevivencia de las células fusionadas, para ésto:

1). El mieloma debe de carecer de la enzima
hipoxantina-guanina fosforibosil transferasa (HGPRT).

2). Después de 1la fusién, el medio usado debe contener
hipoxantina, aminopterina, y timina (medio HAT).

3). La aminopterina elimina a las células de mieloma ya gque
bloguea la sintesis de novo de purinas y pirimidinas, las células
de mieloma requieren de éstas para sobrevivir.

4). La aminopterina no elimina a las células fusionadas pues
estas pueden utilizar la hipoxantina y timina del medio de HAT en
una via alterna para la sintesis de purinas y pirimidinas, esta
via requiere de la enzima HGPRT, de la cual carece la célula de
mieloma. Sin embargo, las células del hibridoma contienen HGPRT
ya que los genes que la codifican los obtiene de la célula B.

5). Cualquier célula B que no se haya fusionado morir& porgque

su periodo de vida es corto (129).

A principio de 1los 80s algunos laboratorios comenzaron a
producir anticuerpos monoclonales usando células del bazo de
ratones inmunizados con M. tuberculosis o M. leprae
(17,27,57,62,79,88).
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Trabajos realizados por la Organizacidé4n Mundial de la Salud
para caracterizar la especificidad vy reactividad de 53
anticuerpos monoclonales producidos en 15 laboratorios (50,126),
han demostrado la gran diversidad antigénica de las proteinas
presentes en las preparaciones realizadas con los extractos
micobacterianos, también reportan gque todos los laboratorios
involucrados en el desarrollo de la tecnologia de anticuerpos
monoclonales contra antigenos micobacterianos han logrado aislar
al menos un anticuerpo monoclonal dirigido contra la proteina de
65 KDa y en 4 laboratorios diferentes han producideo anticuerpos
monoclonales dirigidos contra la proteina de 19 KDa presente en
M. tuberculosis, esta observacién sugiere gque este grupo de
proteinas seleccionadas preferentemente por anticuerpos
monoclonaes son "inmunodominantes" en 1lo gque concierne a la
respuesta humoral en la cepa de ratén BALB/c que ha sido la m&s
usada para la preparacién de hibridomas de este tipo.

Por lo anterior se puede observar el gran interés gque hay
sobre los estudios de la especific¢idad antigénica, asi como
también en la obtencién de anticuerpos monoclonales
especie-especificos. En este sentido M. leprae ha tenido mayor
auge que M. tuberculosis, ya que se han logrado obtener un nimero
mayor de anticuerpos monoclonales dirigidos contra epitopos
especificos presentes en M. leprae (50,57), en cambio para M.
tuberculosis los anticuerpos monoclonales que se han logrado
aislar con menor reactividad cruzada reconocen a todo el complejo
de M. tuberculosis, éste involucra a las cepas H37Rv y Hs7Ra, M.
bovis y a M, africanum (126), asi solo ha habido un reporte de la
produccién de un anticuerpo monoclonal el HBT-10 gue reacciona
solo con M. tuberculosis y M. marinum, no mostrando reaccién

cruzada con M. bovis BCG (79).
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JUSTIFICACION DEL TRABAJO

Con los estudios realizados en el género Mycobacterium se
observa que estas bacterias presentan una estructura antigénica
compleja, ademds de una elevada reactividad cruzada, aungue en M.
leprae ha habido mayor éxito en la identificacién de epitopos
especie-especificos, se requieren mayores esfuerzos para el
aislamiento de antigenos puros con metodologias sencillas y de
bajo costo, y asi poder identificar estos epitopos especificos,
sintetizarlos quimicamente y con estos producir nuevos reactivos

para su uso en las pruebas de diagnéstico.

Adem&s, tomando en cuenta gque la respuesta inmune a
infecciones producidas por el género Mycobacterium, involucra el
reconocimiento de los antigenos micobacterianos en la superficie
de células presentadoras de antigeno en asociacién con moléculas
del complejo principal de histocompatibilidad por el linfocito T,
resultarido asi la activacién de la cé&lula T, la cual regula la
respuesta inmune ya sea activando o suprimiendo otros tipos
celulares. Por esto es necesario el aislamiento de componentes
micobacterianos puros para tratar de identificar antigenos
protectores. En el caso de tuberculosis serian aguellos gque
fueran reconocidos por un grupo especifico de linfocitos T
mediadores de una funcidén inmune protectora. En relacidén a esto
existe la prioridad de trabajar con los antigenos presentes en el
filtrado de cultivo, ya gue se ha encontrado que la micobacteria
viva ofrece mayor proteccién (100,101), debido probablemente a su

capacidad de secretar proteinas.

También hay que tomar en cuenta gue los antigenos que son
inmunodominantes para la respuesta inmune humoral, podrian no
serlo para la respuesta inmune celular como lo han demostrado
Lamb & Young en 1987 (73), asi como también posibles
modificaciones postraduccionales no realizadas por bacterias como
E, coli (por ejemplo glicosilacidén) para el caso de los antigenos
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que ‘han sido clonados en este vector para su aislamiento, podria
ser un factor de pérdida de alguna funcién importante del
antigeno aislado. Un ejemplo de ésto lo muestra van Schooten y
col (120) en su trabajo, en donde los antigenos purificados por
la tecnologia del ADN recombinante no son reconocidos por algunas
clonas de Linfocitos T, en cambic estas clonas si reconocen a los
mismos antigenos aislados por cromatografia de afinidad
utilizando anticuerpos monoclonales.

No olvidando la importancia que tienen la tecnologia del ADN
recombinante y la produccién de anticuerpos monoclonales para el
aislamiento de antigenos puros micobacterianos, decidimos
utilizar un método de f&cil aplicacién y bajo costo para tratar
de purificar componentes micobacterianos. Goldstein & Misaki (58)
y Ellner & Daniel (48) intentaron aislar e identificar
componentes micobacterianos por <cromatografia de afinidad,
utilizando la lectina de Con-A, desde entonces hasta la fecha no
se ha avanzado al respecto, ademéds, encontramos trabajos en donde
se habla de posibles glicoliproteinas deé M. tuberculosis (122),
aunque no se realizaron estudios bioguimicos para caracterizar su
estructura.

Esto nos llevé a intentar el aislamiento de los componentes
micobacterianos del filtrado de cultivo por cromatografia de
afinidad utilizando las lectinas de Con-A, lenteja y alubia, ya
que éstas reconocen de forma especifica estructuras sacaridicas.
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ESPECIFICIDAD DE LAs LECTINAS UTILIZADAS PARA
CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD

Las lectinas son proteinas gque reconocen especificamente
carbohidratos. Son detectadas y cuantificadas por su capacidad
para aglutinar eritrocitos, se pueden purificar de manera
sencilla por cromatografia de afinidad utilizando carbohidratos
inmovilizados. Se clasifican en un ntGmero pequefio de acuerdo a la
especificidad que presentan por grupos sacaridicos (77) Tanto las
lectinas de Con-A como de 1lenteja son especificas para
a-Manosa/a-Glucosa (16,40,71).

La lectina de Con-A tiene una elevada afinidad por una
estructura biantenaria constituida por centro trimanosidico
sustituido por 2 residuos de N-acetil D-glucosamina (16,40). (fig
1a) .

La lectina de lenteja reconoce con elevada afinidad a una
estructura biantenaria del tipo N-acetilactosaminico con residuos
de galactosa en una posicién terminal no reductora, su unién
aumenta considerablemente si se encuentra unido un residuo de
fucosa por enlace a(1~6) en la GlcNAc que se encuentra unida a la

Asparagina (40,71) (fig 1B).

La lectina de alubia es especifica para galactosa, reconoce
con elevada afinidad a oligosacdridos unidos por enlace
N-glicosidicos, en los cuales la manosa del centro trimanosil es
sustituida por tres o cuatro estructuras de N-acetilactosamina
(140) (fig 1C).
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Figura 1

ESTRUCTURAS GLICOSIDICAS RECONOCIDAS POR CADA UNA DE LAS 3
LECTINAS UTILIZADAS Y CARACTERISTICAS DE LAS MISMAS

PM ESPECIFICIDAD REFERENCIA
CONCANAVALINA A 27 kbDa Glc, Man 16
LENTEJA 26 kDa Glc, Man 77
ALUBIA 28 kDa complejo )
lactosaminico 140
A,

B-GlcNAc-(1-2)-a~Man-(123)
\;Ehan—(144)-B—GlcNAc—(1a4)-s—G1cNAc—Asn

-~

B-GlcNAc-(1-2)~a-Man-(1-6)

B.

~B-Gal-(1-54) -B~-GlcNAc~(1-2) -a-Man-(1-3)
Asn

I
B-Man-(1-4)-B-G1lcNAc—-(1-4) -f-GlcNac

a(1-56)-Fuc
-B-Gal~-(1-4)-B-GlcNAc-(1-2)-a-Man-(1-6)

B-Gal-(1-54)-8-GlcNAc—(1-4)

B-Gal-(1-4)-B~-GlcNAc~-(1-2)-a-Man~(153) Asn

N

|
B=Man=-(1-4)-B-GlcNAc-(1-4)-B~-GlcNac

~

B-Gal-(1-4)-B-GlcNAc- (1-2)~a-Man~(1-6)
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OBJETIVOS DEL TRABAJO

1) El1 aislamiento y caracterizacidn parcial de componentes
del filtrado de cultivo de M. tuberculosis cepa H37Rv por
cromatografia de afinidad utilizando lectinas. La caracterizacién
parcial involucra el andlisis de carbohidratos presentes y 1la
determinacién de sus pesos moleculares por electroforesis en

geles de poliacrilamidad (PAGE-SDS).

2) Evaluar los componentes aislados c¢on el suero de
pacientes tuberculosos, con enfermedades afines y de personas
sanas por el método de ELISA para el desarrollo de un probable

método diagnéstico.
3) Seleccionar alguno de los componentes aislados para el

desarrollo de anticuerpos monoclonales y definir su especificidad
para las diferentes cepas de micobacterias.
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MATERIAL Y METODOS

METODOS BIOQUIMICOS.

1.1.-PURIFICACION DE LAS LECTINAS DE LENTEJA Y ALUBIA.
1.1.1.- Preparacién de la columna de estroma.

Las lectinas de lenteja y alubia se obtuvieron por cromatografia
de afinidad utilizando una columna de estroma de eritrocitos
humanos tipo ot (97). A un paguete de sangre (400 ml del tipo O+)
que fue obtenido del Banco Central de Sangre del IMSS se le
extrajo el plasma, gqueddndose unicamente con el paquete celular,
el cual fue lavado con Nacl al 0.9% (SS), y centrifugado a 1000
rpm a 4°C por 20 minutos (centrifuga Sorval RC-SB). Al
precipitado se le afiadié una solucidn amortiguadora de fosfatos
S5mM pH 7.4 en una relacién 1:10 respectivamente, incubando 30 min
en agitacién a 4°C con el objeto de provocar un choque
hipoténico. Posteriormente se centrifugdé a 16,000 rpm durante 15
min a 4°C y el precipitado obtenido se lavé de forma alterna con
el amortiguador de fosfatos 5mM pH 7.4 y agua hasta descartar la
hemoglobina liberada (43).

A las membranas de los eritrocitos (estroma) se les afiadid
glutaraldehido al 1.5% v/v y se incubaron durante 24 horas a 4°C
con el fin de entrecruzar 1las proteinas de la membrana del
eritrocito formando bases de Schiff o aldiminas. Posteriormente
el exceso de glutaraldehido fue eliminado con lavados de SS y los
grupos aldehidos libres se bloquearon incubando con glicina 1M
durante una noche a 4°C, se volvié a lavar con SS. El estroma se
mezclé con Sefadex G 25 (Pharmacia Uppsala, Suecia) que fue
hidratado previamente y se procedidé a montar en una columna de
vidrio (22 cm por 1.5 cm de di&metro).
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1.1.2.- Preparacién del extracto crudo de lenteja y alubia.

Las semillas de lenteja y alubia fueron obtenidas de un mercado
de la ciudad de México. El procediento se realizé de la misma
manera para las 2 semillas. A 20 gr. de harina se le agregaron
100 ml de SS y se mezclaron 2 minutos en homogenizador, se ajustd
el pH a 4 con &cido acético y se dejé incubar durante 24 horas en
cuarto frio, posteriormente, se centrifugé a 12,000 rpm y al
sobrenadante se le determina la actividad aglutinante en placas
de 96 pozos (NUNC, Denmark) usando eritrocitos humanos A, B 4 O
de acuerdo al procedimiento de la doble dilucién seriada descrito
por Osawa (102), la concentracién de proteinas por el método de
Lowry (80) o Bradford (15).

1.1.3.- Cromatografia de afinidad.

El extracto crudo de lenteja se pasd por la columna de
estroma-Sefadex. La Fraccidén no retenida fue eluida con SS y
mediante la adicidn de glucosa 0.2M y CH3COOH al 5% se obtuvieron
dos fracciones las cuales fueron dializadas con SS y se les
determinéd la actividad aglutinante (102) y concentracién de
proteina (15,80).

De forma similar se obtuve la lectina de alubia con la
diferencia de gque la fraccién con actividad aglutinante fue
eluida de la columna de afinidad con CH3COOH al 5%.
1.2.~ ACOPLAMIENTO DE LAS LECTINAS A SEFAROSA 4B~CL (MINI-LEAX).

El Mini~Leak fue obtenido de Kem-~En-Tec (Copenhagen,
Denmark). Las lectinas de lenteja y alubia fueron acopladas al

"Mini-Leak" después de tratarlo de la siguiente manera:

1) El1 gel fue lavado con 3 volumenes de amortiguador de
fosfatos 1M pH 8.6
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2) Las lectinas fueron disueltas en el mismo amortiguador y
afiadidas al gel (10 mg/ml) agitando durante 1 noche en cuarto
frio (evitande el uso de agitador magnético).

3) Se lavd el gel con el amortiguador de fosfatos.

4) Los grupos inespecificos se bloquearon con 1 volumen de
una solucidén de etanolamina 0.1M HCl1l pH 8.5.

5) Se colocd el gel en una columna de vidrio se lavéd con

amortiguador de boratos-salina pH 8.6.

Nota: El1 Mini-Leak contiene la sefarose 4B-CL activada con
Divinilsulfonato. La lectina de Con-A acoplada a Sefarosa 4B
activada fue obtenida de Pharmacia Chemicals. Por cada ml de
Sefarosa 4B activada tiene 10 mg de la lectina. La columna gque
contiene dicha lectina tiene una longitud de 6 X 1.2 cm. de
diametro.

1.3.-OBTENCION DEL EXTRACTO TOTAL DEL FILTRADO DE CULTIVO DE
M. tuberculosis cepas H3?Rv y Ha7Ra.

Las cepas de M. tuberculosis H37Rv y Hs7Ra fueron donadas por el
laboratorico del departamento de Inmunoleogia de la escuela
Nacional de Ciencias Bioldgicas del Instituto Politécnico. E1
bacilo liofilizado fue suspendido en medio libre de proteinas
Proskawer-Beck-Youman (PBY) Yy se cultivd en el medio de
Lowestein~Jensen durante un periodo de 15 dias. La cepa obtenida
de este medio se cultivé en 100 ml del medio liquido PBY a 37°C
hasta haber obtenido una fase estacionaria de crecimiento (8 a 12
semanas). El medio de cultivo fue separado de la masa bacteriana
por filtracién en papel Watman No 3; las proteinas del medio
fueron precipitadas con sulfato de amonio al 80% de saturacién
agitando durante 3 horas a 4°C, se centrifugdé a 12,000 rpm por 30
min y el sobrenadante se resuspendié y dializdé contra el

amortiguador de boratos pH 8.6.
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Al Extracto total del filtrado de cultivo (ETFC) se le hizo
una extraccidén parcial de lipidos con hexano en una relacién 1:1
(3 veces), y posteriormente se cuantificaron 1las proteinas
(15,80) y carbohidratos por el método de fenol-sulfirico (45).

1.4.- CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD UTILIZANDO LECTINAS.

E1l ETFC fue pasado por la columna de Con-A, la fraccién no
retenida se eluydé con solucidén salina boratos pH 8.6. Las
fracciones I y II fueron eluidas de la columna con Metil «a-D
Manopirénosido 0.2M y con CH3COOH al 3 % para eluir el material
con menor afinidad a la manosa, respectivamente. La Fraccién no
retenida se pasd posteriormente por 1la columna de afinidad de
lenteja, la elucién se realizdé de la misma forma gque con la
columna de Con-A. La fraccién no retenida de estas dos columnas
se pasd® a su vez por la columna de afinidad de alubia; de igual
forma, la fraccidn no retenida se eluyd con solucién salina
boratos pH 8.6 y la fraccidn retenida con CH3COOH al 3% (Fig 2).
Las diferentes fracciones eluidas fueron det:.ectadas a 280 nm.
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Figura 2

PROCESO DE PURIFICACION DE GLICOPROTEINAS DE
M. tuberculosis

CULTIVO DE Mycobacterium tuberculosis (PBY)

SOBRENADANTE LIBRE DE CELULAS

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD

CON-A
FRACCION NO RETENIDA FRACCION RETENIDA
{Con=-A)
LECTINA DE LENTEJA
FRACCION NO RETENIDA FRACCION RETENIDA
(LENTEJA)
LECTINA DE ALUBIA
FRACCION NO RETENIDA FRACCION RETENIDA

{ALUBIA)

Las fracciones I y II obtenidas de las diferentes columnas
fueron dializadas con 1la solucidén salina boratos pH 8.6 para
eliminar el carbohidrato o el CH3COOH que se utilizaron para su
elucién. A cada fraccion obtenida de las diferentes columnas se
les determindé concentracién de proteina (15,80) y carbohidrato
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(45) para determinar la capacidad de retencién de la columna. Se
determindé la composicién de carbohidratos por cromatografia de
gases (139) y los pesos moleculares por PAGE-SDS de acuerdo al
método de Laemmli (72).

1.5.- COMPOSICION DE CARBOHIDRATOS POR CROMATOGRAFIA DE GASES.

Fue determinada después de hidrolizar cada fraccién con
metanol/HCl 0.5 M a 100°C/24 horas, provocande la formacién de
alditoles los cuales son trifluoroacetilados mediante la adicién
de piridina y A&cido trifluoroacético (139). Este trabajo fue
realizado en el laboratorio de quimica biolégica de 1la
Universidad de Ciencias y Técnicas de Lille. Villenueve d’Ascq,

59655 Francia.

1.6.- ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA
CON DODECIL SULFATO DE SODIO (SDS~PAGE}.

La SDS-PAGE de las fracciones purificadas en las diferentes
columnas de afinidad y de los ETFC de las diferentes cepas
micobacterianas se realizdé en una unidad electroforética para
geles verticales en placa (LKB Instruments) en condiciones
reductoras y gradiente discontinuo de pH (72). El1 gel superior
contenia 3% de acrilamida, 0.11% de bis-acrilamida, 0.1% de SDS
en amortiguador de Tris-HCl 0.125 M pH 6.8. El1 gel separador
contenia 10% de acrilamida, 2.01% de bis-acrilamida, 0.19% de SDS
en amortiguador de Tris-HCl 0.35 M pH 8.8. Como amortiguador de
muestra se usdé Tris 0.125 M pH 6.8, gque contenia SDS al 2 %,
g-mercaptoetanol al 5%, glicerol al 10% y azul de bromofenol al
0.005%. El corrimiento electroforético se llevd a cabo empleando
30 mA por placa y como amortiguador de corrimiento Tris 0.025M,
glicina 0.192 M, SDS al 0.1%, pH 8.3. Posteriormente los geles se
tifiieron durante 1 h en una solucién de azul de Coomasie R-250 al
0.25% en metanol-Acido acético-agua (45:10:45) y el exceso de
colorante se elimind empleando una solucién de metanol-4cido
acético~agua (5:10:85).
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METODOS INMUNOLOGICOS
2.1.- OBTENCION DEL SUERO HIPERINMUNE.

El suero hiperinmune contra M. tuberculosis se obtuvo inmunizando
conejos hembras Nueva Zelanda adultos durante 5 semanas con
inyeccién intramuscular de 3.3 mg de filtrado de cultivo la cepa
de M. tuberculosis H37Rv y 5 mg de M. tuberculosis H37Rv muerta
por calor disueltas en una solucién de Al{(OH)3. El suero fue
obtenido antes de cada inmunizacién por sangrado de la vVvena
marginal de la oreja y fue medido por Inmunocelectroforesis contra

el ETFC.

2.2.-PRODUCCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES CONTRA La
FRACCION RETENIDA DE M. tuberculosis POR CROMATOGRAFIA DE
AFINIDAD EN CONCANAVALINA-A.

2.2.1.- Obtencidén de macréfagos de cavidad peritoneal.

Se obtuvieron macréfagos de 1la cavidad peritoneal de ratones
BALB/c, en condiciones estériles. Los macrofdgos asi obtenidos se
resuspendieron en 5 ml de medio de cultivo Dulbecco modificado
por Eagle, suplementado con 15% de suero fetal bovino (Sigma Co),
glutamina 2 mM, glicina 0.3 uM, 2-mercaptoetanocl 50 uM,
estreptomicina 100 pg/ml y penicilina 100 U.I./ml (DME-s). 50ul
de la suspensién de macrdéfagos, se colocaron en las placas de
cultivo de 96 pozos (Immulon II; Dynatech, Chantilly, Va.) y se
mantuvieron en una incubadora a 37°C, con 95% de humedad y 5% de

COz hasta su uso.

2.2.2.- Linea celular de mieloma.

Se emplearon células de la linea de mieloma de ratdén SP2/0
(deficiente en HGPRT). Las células SP2 en DME~s, se mantuvieron
en incubadora a 37°C, con 95% de humedad y 5% de COZ. Las células
se cosecharon en fase de crecimiento logaritmica para emplearlas

en la fusién.
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2.2.3.- Células esplénicas inmunes.

Esquema de inmunizacién: A 3 ratores BALB/c fueron inmunizados,
por via intraperitoneal (ip), el dia 0 con 25, ug de la fraccién
retenida en la columna de Con-A de M., tuberculosis cepa HatRvV en
adyuvante incompleto de Freund y los dfas 30 y 50 con 10 upg del
mismo antigeno disuelto en PBS.

2.2.4.- Obtencidn de células de bazo.

Tres dias después de la Gltima inmunizacién, en condiciones de
esterilidad, se extrajo el bazo y se depositd en una caja de
petri conteniendo 5 ml de medio de cultivo DME (54). Dentro de
una c&mara de flujo laminar, con el objeto de liberar las células
plasmiticas, se disgregé el bazo. La suspensidn asi obtenida, se
dejd sedimentar durante 5 min con el fin de eliminar los restos
tisulares. El1 sobrenadante se recuperd y se centrifugd a 1200
rpm/5 min. El sedimento se resuspendié en 5ml de medio DME y el
nimero de células viables se contd en una céamara’ de Newbauer,
mezclando dos gotas de la suspensidén de células con dos gotas de

azul de tripén al 0.2%.
2.2.5.- Fusién

La fusién se efectud, de acuerdo al método descrito por Kéller y
Milstein (55,69). Para esto, en un tubo de centrifuga cénico de
50 ml, se colocaron y centrifugaron (1200 rpm/5 min) 6.6 X 10°
células de bazo/ml y 3.3 X 10° células Sp2/ml; 1la pastilla
celular resultante se resuspendidé en 0.1 ml de DME y se le agregd
lentamente 1 ml de polietilenglicol 4000 (Aldrich Co.). Después
de dejar reposar la mezcla 1 min a 37°C, se agregaron 8§ ml de
DME, gota a gota, y se dejd reposar 5 min. a 37°C. Posteriormente
se adicionaron 30 ml de DME y después de 5 min se centrifugd a
800 rpm/S5 min. La pastilla se resuspendié suavemente en 5 ml de
medio DME-s y se agregaron 50 ul de esta suspensidén en cada uno
de los 96 pozos de una placa de cultivo (Immulon II; Dynatech,
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Chantillty, Va.) la cual habia sido recubierta con macréfagos.
Veinticuatro horas después, se reemplazd el medio DME-s por medio
HAT (DME suplementado con hipoxantina, aminopterina y timidina)
(78). Posteriormente el cambio de medio se realizd cada tercer
dia. Al décimo primer dia de cultivo el medio HAT se susbstituyd
por medio HT (DME suplementado con hipoxantina y timidina). Las
células se mantuvieron en este medio hasta el dia 17.

2.2.6.- Seleccidn y clonacidén de hibridomas.

cuando los hibridomas cubrieron la tercera parte del fondo del
pozo de cultivo, se tomé el sobrenadante para cuantificar, por el
método de ELISA, la presencia de anticuerpos especificos. Los
hibridomas secretores de anticuerpos anti M. tuberculosis se
clonaron dos veces por el método de la diluciédn limitante a 1 y

posteriormente a 0.3 células por pozo.

2.2.7.- Expansidén de hibridomas productores de anticuerpos
monoclonales.

2.2.7.a~ La expansidn in vitro, se realizd en botellas de cultivo

de 80 cm® (Nunc Co).

2.2.7.b.- La expansidén in vivo se realizé en ratones BALB/c,
inoculé&ndolos con 10°-10° células de hibridoma en 0.5 ml de DME
por via ip, los cuales habian sido tratados, un mes antes con
0.5 ml de pristano (2,6,10,14 tetrametilpentadecano Sigma Co.).
Cuando el tumor se hizo evidente, se obtuvo el liguido de ascitis

mediante puncién peritoneal (87).

2.2.7.c.~ Almacenamiento de cé&lulas: Con el objeto de conservar a
los hibridomas productores de anticuerpos monoclonales, se
prepararon viales conteniendo de 1 X 10° a 5 x 10° células en
solucién crioprotectora (9 volimenes de suero fetal bovino y 1
volumen de dimetilsulféxido), los cuales se almacenaron a -79°C
durante 24 horas y posteriormente en nitrogeno liquido.
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2.3.- ENSAYO INMUNOENZIMATICO EN FASE SOLIDA: ELISA

Para determinar la presencia de anticuerpos dirigidos contra la
fraccién purificada por cromatografia de afinidad en Con-a,
lenteja y alubia y del ETFC de M. tuberculosis cepa H37RvV en el
liguido de ascitis de ratén y en los sobrenadantes de hibridoma
asi como también en el suero de pacientes tuberculosos, con
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), neumconia o sanos,
se empleé el método de ELISA (51). Para ello. Se recubrieron
placas de 96 pozos (Immulon II; Dynatech, Chantilly, Va.) con 1 a
2 pg de ETFC o con 0.5 a 5 ug de las fracciones purificadas por
cromatografia de afinidad Con-A, lenteja y alubia en amortiguador
de carbonatos pH 9.6, Las placas se secan durante 3 horas en un
desecador al vacio a temperatura ambiente. Los sitios no
reactivos fueron bloqueados con gelatina al 0.3% en el
amortiguador de carbonatos durante dos horas a temperatura
ambiente. Las placas fueron lavadas con PBS-T (Tween 20 al 0.1%
en PBS). Posteriormente se agregd 0.2 ml del sobrenadante de
cultivo de los hibridomas sin diluir 6 0.05 ml de los liquidos de
ascitis a diferentes diluciones y de los sueros de 11 pacientes
con Tuberculosis pulmonar, 3 con Pneumonia 4 con (EPOC) y 4
controles diluidos 1:40 y se dejaron tres horas a 37°C. Los
sobrenadantes de cultivo, 1liquidos de ascitis y sueros fueron
colocados por duplicado. Después de cuatro lavados con PBS-T se
agregaron 100 pl de conjugado IgG de cabra a Humana o IgG de
cabra a ratdn conjugadas a peroxidasa (Sigma Chemicals) diluidas
1:1000 y 1:1500 en PBS-gelatina al 0.3% respectivamente y se
incubé 1 hora a 37°C; después de 4 lavados con PBS-T se agregaron
100 pl de solucidn de sustrato {orto fenilendiamina (Sigma Co.) y
H20z (30%) al 0.4 % en amortiguador de citratos pH 65.0}. La
reaccién se detuvo agregando 50 pl de Ha504 4.5 M a cada pozo y
la lectura de la densidad 6ptica a 492 nm es hecha en un lector
de ELISA automatico (Dynatech).
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2.4.- INMUNOELECTROTRANSFERENCIA.

La electrotransferencia de las proteinas del ETFC de las cepas de
Mycobacterium de los geles de poliacrilamida a papel de
nitrocelulosa (PNC), se llevd a cabo durante 1 hora a 1-1.5 Amps
en un equipo de transferencia de Bio-Rad, Richmond Ca. Se empled
como amortiguador para la transferencia glicina 192 mM, metanol
al 20% en Tris 20 mM, pH 8.3 (116). Transcurrido este tiempo y
para comprobar gue la transferencia se llevd a cabo, una parte
del PNC se tifié con azGl de Coomasie y la otra se colocéd 1 h a
37°C en solucién de bloqueo (gelatina al 0.3%, Tween 20 al 0.1%
en PBS (NaCl 0.15M, fosfatos 0.01M pH 7.2)). Después de 4 lavados
con PBS-T (Tween 20 al 0.1% en PBS), el PNC se incubdé 1.5 horas a
temperatura ambiente con la dilucién 6ptima de antisuero de cabra
conjugado a peroxidasa (anti-inmunoglobulinas de ratén (Sigma
Co.). Una vez pasado el tiempo de incubacidn, se lavé dos veces
con PBS-T y dos veces con PBS para finalmente colocarlo durante
20 min en solucién de sustrato (4-cloro-i-naftocl 2 mM, Hz20z al
0.08% en PBS).
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RESULTADOS
METODOS BIOQUIMICOS
1.1.- PURIFICACION DE LAS LECTINAS DE LENTEJA Y ALUBIA.

La purificacién de las lectinas de lenteja y alubia se realizd en
un solo paso por cromatografia de afinidad, utilizando wuna
columna de estroma de eritrocitos humanos tipo ot inmovilizados
en Sefadex G-25. La capacidad de retencién de la columna es de
7.5 y 3.6 mg para las lectinas de lenteja y alubia
respectivamente. Con este procedimiento recuperamos el 48% y el
36% de las unidades hemaglutinantes (UHA), lo que constituye el
1.5 y 4.3% de la proteina del extracto total de lenteja y alubia
respectivamente, correspondiendo a lo reportado por otros métodos
de purificacién de estas lectinas (140). Nuestro método es
eficiente ya que permite un incremento de la actividad
especifica de 30 y 8 veces en relacidén con el extracto crudo de
las lectinas de lenteja y alubia respectivamente (Tabla 2).

TABLA 2. PROCESO DE PURIFICACION DE LAS LECTINAS DE LENTEJA Y ALUBIA.

*

FRACCION CONC. PROTEINA UHA ACT. ESPEC. FACTOR PU-
TOTAL (mg/ml) (totales) UHA/ (prot) RIFICACION

LENTEJA CRUDA 480.0 57,600 120

LENTEJA PURA 7.5 27,600 3680 30

ALUBIA CRUDA 81.9 143,360 1750

ALUBIA PURA 3.6 51,200 14222 8

.
Unidades hemaglutinantes.
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1.2.~ ACOPLAMIENTO DE LAS LECTINAS A SEFAROSA 4B-Cl (MINI-LEAK)

Las lectinas de lenteja y alubia purificadas fueron dializadas
contra el amortiguador de fosfatos 1M pH 8.6. Se incubaron 16.24
Y 29.76 mg de las lectinas de lenteja y alubia respectivamente
con 3 ml de mini-leak. Ya acopladas las lectinas se retird el
sobrenadante y se midié la cantidad de proteina. Por diferencia
se encontré que 14.9 y 25.6 mg de lenteja y alubia
respectivamente, fueron las concentraciones que se acoplaron a la
sefarosa. Antes de usar las columnas fueron lavadas con CH3COOH
al 3%, para asegurar de que las lectinas no se despegaron del
soporte. Ya que parte del material de la micobacteria purificado

en estas columnas seria eluido con CH3COOH al 3%.

1.3.- CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD UTILIZANDO LECTINAS PARA EL
AISLAMIENTO DE COMPONENTES DEL ETFC DE M. tuberculosis

Los patrones de elucién para los componentes aislados del
Mycobacterium tuberculosis por cromatografia de afinidad
utilizando las lectinas de Con-A, lenteja y alubia fueron
determinados al medir la densidad o6ptica de cada fraccién
obtenida a 280 nm. El1 patrén de elucidén en cada una de las
columnas utilizadas para la cromatografia de afinidad fue

consistente (fig 3).
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FIGURA 4.

Cromatografia de ofinidad utilizando Lectinas
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Las figuras 4 y 5 nos muestran el patrén electroforético de las
fracciones retenidas en Con-A, lenteja y alubia de las cepas
H7Rv y Ha7Ra, 1los cuales también fueron consistentes. La
electroforesis se 1llevd al cabo en un gel de poliacrilamida al
10% bajo condiciones reductoras. En la figura 4 se muestra el gel
realizado para la cepa H37Rv. Como marcadores de peso molecular
se utilizaron albumina sérica bovina (PM 66 KDa), ovoalbGmina (45
KDa) y anhidrasa carbénica (29 KDa). Encontramos gque los
antigenos aislados en Con-A son los de 93, 48 y principalmente el
de 33 KDa. En la lectina de lenteja se aislaron principalmente
los antigenos de 100 y 96 KDa y en menor proporcién el antigeno
de 38 KDa, y con la lectina de alubia se aislaron los antigenos
de 66 y 43 KDa.

En el gel realizado para la cepa de HatRa (fig 5) se
utilizaron como marcadores de peso molecular albimina (66 Kba),
ovoalbdmina (45 KDa), deshidrogenasa lactica (36 KDa), anhidrasa
carbdénica (29 KDa), tripsina (20.1 KDa) y B lactoalbimina (14.6
KDa). Encontramos gue el antigeno aislado en la columna de Con-A
es el de 31 KDa, a diferencia de la cepa Hs7Rv de la cual el
principal aislado es el de 33 KDa. En la lectina de lenteja se
aisldé principalmente el de 38 KDa, aungue también se observan muy
debilmente los antigenos de 61/58 KDa y los de 31/33 KDa. Con 1la
lectina de alubia se aislé de forma predomimante el antigeno de
38 KDa, estas columnas también mostraron diferencias con 1los
antigenos aislados de la cepa Hi7Rv.
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FIGURA 4.

PATRON ELECTROFORETICO DE LAS FRACCIONES RETENIDAS Y EL EXTRACTO
TOTAL DEL FILTRADO DE CULTIVO DE M. tuberculosis CEPA H37Rv,
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Carril 1.~ Fraccién retenida en alubia.

Carril 2.- Fraccién retenida en lenteja.

Carril 3.- Fraccién retenida en Con-a II.

Carril 4.- Fraccién retenida en Con-A I.

Carril 5.- Marcadores de Peso Molecular.

Carril 6.- Extracto total del filtrado de cultivo.

La electroforesis fue realizada en un gel de poliacrilamida al
10% bajo condiciones reductoras. Se colocaron 10 pg de proteina
por pozo de las fracciones retenidas, y del extracto total del
filtrado de cultivo 60 ug por pozo. La tincién fue realizada con
Azul de Coomassie.
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FIGURA 5.

PATRON ELECTROFORETICO DE LAS FRACCIONES RETENIDAS POR
CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD Y EL EXTRTACTO TOTAL DEL FILTRADO DE
CULTIVO DE M. tuberculosis CEPA H37Ra.
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" carril 1.- Extracto total del filtrado de cultivo (ETFC) de M.
tuberculosis cepa Ha7Ra.

Carril 2.- Fraccién retenida en Con-A.

Carril 3.~ Fraccidén retenida en Lenteja I. .
Carril 4.- Fraccién retenida en Lenteja II.

Carril 5.~ Fraccién retenida en Alubia.

Carril 6.- Marcadores de Peso Molecular.

La electroforesis se llevé a cabo en un gel de poliacrilamida al
10% bajo condiciones reductoras. Las concentraciones de proteina
colocadas por pozo son las mismas usadas para la cepa Hia7Rv. La
tincién fue realizada con azil de Coomassie.
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1.4.-DETERMINACION DE PROTEINAS Y CARBOHIDRATOS POR LOS METODOS
DE BRADFORD Y FENOL SULFURICO (15,45)

Al hacer la cuantificacidén de proteinas y carbohidratos por los
métodos de bradford y fenol sulfirico encontramos gque la relaciédn
proteina/carbohidrato en el ETFC es de 1/0.28. La cantidad de
proteina en las fracciones aisladas por cromatografia de afinidad
en las columnas de Con-A, lenteja y alubia corresponde al 23%,
4.2% y 2.5% y la de carbohidratos al 22%, 3.6% y 1%
respectivamente (tabla 3).

TABLA 3. COMPOSICION DE PROTEINA Y CARBOHIDRATO DEL ETFC DE M,

tuberculosis CEPA H37RV Y LAS DIFERENTES FRACCIONES RETENIDAS

LENTEJA CON-A ALUBIA Ha7Rv

[PROTEINA] ug/ml 63.00 345.00 37.5 . 1500.0
4.2% 23.0% 2.5% 100 %

{ CARBOHIDRATO Jug/ml 15.00 92.00 4.2 420.0
3.6% 22.0% 1.0% 100.%

La determinacién de proteina se realizd por el método de Bradford (15)
¥ la de carbohidratos por el método de fenol sulfarico (45).

1.5.- COMPOSICION DE CARBOHIDRATOS POR CROMATOGRAFIA DE GASES

Al igual gque 1los patrones electroforéticos, los resultados por
cromatografia de gases nos muestran diferencias importantes en la
composicién de carbohidratos en la cepa H3?Rv con respecto a la
H37Ra. Encontrando que en la fraccidén aislada de la cepa H37Rv
por cromatografia de afinidad en Con-A hay 2.3 veces mayor
concentracién de glucosa 10 veces mds de Xilosa, y 14 veces més
de &cido murdmico, que en H37Ra. En la fraccién eluida en lenteja
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hay 2.6 veces mayor concentracién de glucosa, 20 veces mas de
xilosa, 5 veces mas &cido murdmico en H37RV y no se encuentra
galactosa a diferencia de H37Ra. En la fraccidn eluida en alubia
la principal diferencia es gque se encuentra el doble de
concentracién de glucosa en H3?Ra en relacidén con H37Rv. Todos
estos resultados estdn hechos en relacién a 3 manosas. Los
resultados obtenidos se muestran en la tabla 4.

TABLA 4. COMPOSICION DE CARBOHIDRATOS DE LAS FRACCIONES RETENIDAS
AZUCAR Ha7Rv LENTEJA CON-A ALUBIA
ARABINOSA 3 3 3 o
X1LOSA 3 2 10 0
GALACTOSA 3 o 0 1
GLUCOSA 20 24 21 s
HANOSA 3 ,7 7 T 3 ‘3
GLeNAc 1 T 7 o R
GaLNAc 1 oo . i o : : o0
ACIDO HURAMICO 13 7 Gts R . 0
AZUCAR Hia7Ra LENTEJA ~ 7 CON-A ALUBIA
X1LOSA 7 ‘ o o 1 3
GALACTOSA 2 3 : ) 3
KANOSA 3 3 3 3
GLUCOSA 5 9 9 10
GLCNAC 1 o o 1
GaLNAc 1 0 o 0
ACIDO MURAMICO 1 o o 0.3

La composicién de carbohidratos fue realizada por cromatografia de
gases después de la hidrélisis con metanol/HC1 0.5M a 100°C/24 h,
provocando la formacién de alditoles, los cuales son
trifluorocacetilados mediante la adicién de piridina y A&cido
trifluoroacético (123). Los valores estédn reportados en relacién a 3
manosas.
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METODOS INMUNOLOGICOS
2.1.- DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE ANTICUERPOS.

Al ser evaluadas las fracciones aisladas por cromatografia de
afinidad de los ETFC de la cepa Hi7Rv con el suero de pacientes
tuberculosos por el método de ELISA, la fraccidén retenida en
Con-A eluida con MoDMP fue la que didé una mejor respuesta,
encontrando que siete de los pacientes con TBP reaccionan con una
intensidad muy similar, en comparacidén con el ETFC (media = 0.37
£ 0.12 vs. 0.39 * 0.16), en cambio cuatro de los mismos pacientes
muestran una reactividad pobre (media = 0.20 * 0.04 vs. 0.39 ¢
0.15). La fraccion retenida en lenteja muestra una reactividad
similar en intensidad a la Con-A, a diferencia de gque hay una
reactividad cruzada mas intensa, y la fraccién retenida en alubia
reacciona de una forma mas pobre con el suero de pacientes
tuberculosos, mostrando ademds reactividad cruzada con el suero
de pacientes sanos o enfermedades afines (tabla 5). Estos
resultados nos muestran que estos antigenos no son los adecuados
para el desarrollo de un sistema diagndstico, al menos por el
método de ELISA. Estos resultados apoyan lo reportado por Espitia
y col (52), quiénes encuentran gque el suero de pacientes
tuberculosos del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
de la ciudad de México, reaccionan principalmente con el antigeno
de 38 KDa con el cual los controles no reaccionan, en cambio
tanto tuberculosos pero también un gran nGmero de pacientes
controles reaccionan con los antigenos de 31/33 KDa. Asi, a pesar
de que con el antigeno aislado en lenteja se encuentra el de 38
KDha, es probable gque los antigenos de 100 y 96 KbDa, gque
predominan en esta fraccién colaboren con la reactividad cruzada.
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TABLA ‘5. LECTURAS DEL ELISA DE LOS SUEROS DE PACIENTES
CON LAS FRACCIONES AISLADAS POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD

TUBERCULOSIS NEUMONIA EPOC* CONTROL
Ag AISLADO EN CON-A 0,37 0.23 0.26 0.27
Ag AISLADO EN LENTEJA 0.36 0.32 0.28 0.29
Ag AISLADO EN ALUBIA 0.23 0.24 0.21 0.10
* . P .

Enfermedad pulmonar obstructiva croénica. Los antigenos aislados por
cromatografia de afinidad en Con-A se colocaron a una concentracién de
proteina de 2.5 pug/pozo, los aislados en lenteja a 2 ug/pozo y los de
alubia a 1 pg/pozo. Los sueros fueron colocados a una dilucidn de 1:40

como

y para la IgG de cabra a humana conjugada a peroxidasa 1:1000,
sustrato se usé orto-fenilendiamina.

2.2.~ PRODUCCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

De los ratones BALB/c inmunizados con la fraccidén retenida en
Con-A, se selecciond el bazo del animal que didé mejor respuesta
al antigeno. Para ésto se obtuvo sangre del animal por sangrado
retroocular y se separd el suero para determinar el titulo de
anticuerpos por el método de ELISA. El1 animal gque didé un titulo
de anticuerpos de 1:25,000 fue seleccionado. A este animal se le
extrajo el bazo en condiciones de esterilidad, y de éste se
utilizaron las células no adherentes para 1la produccién del
hibridoma de <crecimiento rdpido y de elevado titulo de
anticuerpos. La clona gue obtuvo estas caracteristicas fue
utilizada para su proliferacién y produccién de 1liguido de
ascitis. A esta clona se le did el nombre de MM-Con-A B.8.

En nuestro laboratorio también fueron aislados otros
anticuerpos monoclonales de ratones BALB/c inmunizados con ETFC.
De estos se seleccionaron las clonas MM-TB1-D6, MM-TB1l-E4, Y
MM-TB1-F8. (Este trabajo fue realizado por los Drs. Felipe Massd
y Luis Felipe Montafio).
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TABLA 5. LECTURAS DEL ELISA DE LOS SUEROS DE PACIENTES
CON LAS FRACCIONES AISLADAS,

TUBERCULOSIS NEUMONTA EPOC* CONTROL
Ag AISLADO EN CON-2A 0.37 0.23 0.26 0.27
Ag AISLADO EN LENTEJA 0.36 0.32 0.28 0.29
Ag AISLADO EN ALUBIA 0.23 0.24 0.21 0.10

*Enfermedad pulmonar obstructiva crénica. Los antigenos aislados por
cromatografia de afinidad en Con-A se colocaron a una concentracién de
proteina de 2.5 ug/pozo, los aislados en lenteja a 2 ug/pozo y los de
alubia a 1 pg/pozo. Los sueros fueron colocados a una dilucién de 1:40
y para la IgG de cabra a humana conjugada a peroxidasa 1:1000, como
sustrato se usé orto~fenilendiamina.

2.2.~ PRODUCCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

De los ratones BALB/c inmunizados con la fraccidén retenida en
Con-A, se seleccioné el bazo del animal que didé mejor respuesta '
al antigeno. Para ésto se obtuvo sangre del animal por sangrado
retroocular y se separd el suero para determinar el titulo de
anticuerpos por el método de ELISA. El animal gque dié un titulo
de anticuerpos de 1:25,000 fue seleccionado. A este animal se le
extrajo el bazo en condiciones de esterilidad, y de éste se
utilizaron 1las c¢élulas no adherentes para la produccidén del
hibridoma de <crecimiento rapido y de elevado titulo de
anticuerpos. La clona gque obtuvo estas caracteristicas fue
utilizada para su proliferacién y produccién de liquido de
ascitis. A esta clona se le didé el nombre de MM-Con-A B.S8.

En nuestro laboratorio también fueron aislados otros
anticuerpos monoclonales de ratones BALB/c inmunizados con ETFC.
De estos se seleccionaron las clonas MM-TB1-D6, MM~TB1-E4, ¥y
MM-TB1-F8. (Este trabajo fue realizado por los Drs. Felipe Masséd
y Luis Felipe Montafio).
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2.2.1.- Ensayo inmunoenzimitico en fase sélida: ELISA.

Para ver la reactividad de 1los anticuerpos monoclonales ya
mencionados, se hizo un ELISA utilizando como antigenos las
fracciones purificadas de la cepa Hi7Rv en las columnas de Con-A,
lenteja y alubia, asi como el ETFC. La presencia del anticuerpo
se evaludé en los sobrenadantes del medio de cultive de los
diferentes hibridomas. Los resultados mostraron una respuesta
positiva para el ETFC con los diferentes anticuerpos, en cambio
con las diferentes fracciones purificadas solo se observa
reactividad entre el anticuerpo monoclonal MM-Con~A B.8. y la
fraccion purificada en Con-A. (tabla 6).

TABLA 6.
LECTURA DEL ELISA HECHO CON LAS FRACCIONES AISLADAS POR
CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD UTILIZANDO LAS LECTINAS DE CON-A, LENTEJA
Y ALUBIA CONTRA ANTICUERPOS POLICLONALES Y MONOCLONALES,

FRACCION
ANTICUERPO Con-A Lenteja Alubia ETFC
Hiperinmune 0.165 0.103 0.098 1.630
MM-TB1.D.6 - - - 0.380
MM-TB1 E.4 - - - 0.102
MM-TB1~F.8 - - - 0.125
MM~ConA-B.8 1.903 - - 0.432
MM-ConA-C.8 0.407 - - 0.196

ETFC. Extracto total del filtrado de cultivo.

Se colocaron 2 ug/pozo de cada una de las fracciones purificadas y del
ETFC. El1 suero hiperinmune fue afiadido a una dilucidén de 1 a 40 y el
sobrenadante del 1los cultivos de 1los hibridomas que producen los
anticuerpos monoclonales se colocaron sin diluir. Las IgGs de cabra o
ratébn y o conejo fueron usadas a una dilucicién de 1:1500 y como
sustrato se utilizdé ortofenilendiamina.
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2.2.2.- Inmunoelectrotransferencia.

De los liquidos de ascitis producidos en los ratones BALB/c
con el hibridoma MM-Con-A B.8 se selecciondé el de mayor titulo de
anticuerpos por el método de ELISA. Con este liquido por 1la
técnica de inmunoelectrotransferencia se estudié su reactividad
con el ETFC de 8 diferentes cepas de Mycobacterium (fig 7), 1la
cual nos muestra gque el anticuerpo monoclonal MM-Con-A-B.8
reconoce los antigenos de 72, 64 y 33 KDa en M., triviale, con la
cepa de M. tuberculosis Hs7Ra solo reacciona con el doblete de
31/33 KDa, reconoce muy débilmente los antigenos de 33/35 KDa en
M. terrae, en M. intracellulare reconoce uUnicamente al antigeno
de 33 KDa y en M. gordonae al de 35 KDa. Las cepas de M., kansasii
y M. fortuitum no son recocidas con este anticuerpo. Estos
resultados muestran una reactividad cruzada entre las diferentes
cepas de Mycobacterium. Aungue no hay que descartar la
importancia de que en el ETFC de M. tuberculosis cepa HaRv
reacciona con los antigenos de 31/33 KDa predominantemente, y en
forma pobre con el antigeno de 64 KDa (fig 6), mientras que con
la fraccién retenida en Ccon-A solo reacciona con el antigeno de
33 KDa (resultade no mostrado), los antigenos de 47 y 84 KDa que
también son aislados con esta lectina no son reconocidos por este
anticuerpo. Asi es posible, por cromatografia de afinidad,
utilizando el anticuerpo monoclonal MM-Con-A-B.8, y la lectina de
Con-A el aislamiento del antigeno de 33 KDa en forma pura.
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TABLA 7.

REACCION DEL ANTICUERPO MONOCLONAL MM-CON-A B.8 CON LOS
EXTRACTOS DE DIFERENTES CEPAS DE MYCOBACTERIUM

CEPA

M.

BRX XXX

tuberculosis (H37Rv)

tuberculosis (Hs7Ra)

triviale
terrae
intracelullare
gordonae
Kansasi
fortuitum

ANTGENO RECONOCIDO

31/33 KDa predominantemente.
65KDa de forma débil.

31/33 KDa.

80, 72 y 33 KDa (débil).

33 y 35 KDa (muy débil).

33 KDa.

35 KbDa.

No reacciona.

No reacciona.
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FIGURA 6.

PATRON DE RECONOCIMIENTO DEL ANTICUERPO MONOCLONAL MM-Con-A B.8
CON EL EXTRACTO TOTAL DEL FILTRADO DE CULTIVO DE M. tuberculosis
CEPA H37Rv, POR INMUNOELECTROTRANSFERENCIA.

85 w

SR
e b e beeh o bt

Carril 1.- Marcadores de PM.

Carril 2.~ Extracto total del filtrado de cultivo.

carril 3.- Extracto total del filtrado de cultivo en presencia

del anticuerpo monoclona MM-Con-A.B.8.

La inmunoelectrotransferencia fue realizada a partir de un gel de
poliacrilamida al 10% bajo condiciones reductoras. Los carriles 1
y 2 fueron tehidos con azul de coomassie. En el carril 3 la
presencia del complejo antigeno-anticuerpo fué revelada al
utilizar como segundo anticuerpo IgG de cabra a ratédn diluido

1:1500 acoplado a peroxidasa. El sustrato utilizado fue
4-cloro-naftol.
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FIGURA 7.

PATRON DE RECONOCIMIENTO DEL ANTICUERPO MONOCLONAL MM~Con~A B.8
CON LOS EXTRACTOS TOTALES DEL DEL FILTRADO DE CULTIVO DE
DIFERENTES CEPAS MICOBACTERIANAS, EVALUADO POR
INMUNOELECTROTRANSFERENCIA.

Carril 1.- M. gordonae. 2.- Marcadores de PM. 3.~ M. fortuitum, 4
y 5.- M. intracelullare. 6.~ M. kansasii. 7.- M. terrae. 8.- M.
tuberculosis cepa H37Rv. 9.- M. triviale. 10.- Marcadores de P.M.
La electrotransferencia fue realizada de un gel de poliacrilamida
al 10% bajo condiciones reductoras a papel de nitrocelulosa. Se
utilizé como segundo anticuerpo IgG de cabra « ratdén diluido
1:1500 acoplado a peroxidasa, utilizando como sustrato
4-cloro-naftol.
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DISCUSION

La utilizacién de lectinas en el aislamiento y
caracterizacién de estructuras sacaridicas ha sido reportada
ampliamente (77). Debido a la gran especificidad gue poseen las
lectinas por oligosaclridos, consideramos la posibilidad de que
en las fracciones purificadas del M. tuberculosis  por
cromatografia de afinidad, utilizando 1las lectinas de Con-3,
lenteja y alubia, los oligosacdridos se encuentren unidos por
enlaces N-glicosidicos (GlcNAc-Asparagina). Estas fracciones son
reconocidas especificamente por las lectinas, y especialmente en
la de lenteja, ademds de la presencia de fucosa unida al
oligosacdrido, para que éste sea reconocido (71), se requiere de
la presencia de un residuo de asparagina unido covalentemente a

la cadena glicosidica (40).

Lo anterior nos ha llevado a especular la posibilidad de
glicosilacién de proteinas en la micobacteria. Este proceso se ha
reportado poco en procariontes. Algunos trabajos como 1los de
Mescher y col (86) describen una glicoproteina en la bacteria
Halobacterium salinarium, esta glicoproteina se encuentra en la
cubierta celular de la bacteria y por métodos biguimicos han
determinado los tipos de aminodcidos y carbohidratos presentes en
ella, como también la presencia de enlaces O-glicosidicos en el
aminoacido treonina y N-glicosidicos en el amino&cido asparagina.
Por otro lado Morris y «col (92) han caracterizado una
glicoproteina fibrilar de Streptococcus sanguis, aGn cuando no
hace una demostracidn biogquimica del enlace covalente entre el
aminoacido y el carbohidrato, su argumento para considerarla como
una glicoproteina estd basado en la tincién hecha al gel de

poliacrilamida con azul de Coomassie y Acido periddico (Schiff).

Por lo que concierne a las partes oligosacaridicas aisladas
del M. tuberculosis cepas Ha?Rv y Hs7Ra, conocemos la composicién
de carbohidratos de las fracciones. Nos falta aGn por conocer no

solo la secuencia y tipo de enlace de sus carbohidratos, sino

53



también, la molécula a la que se encuentran unidos
covalentemente. 8Si consideramos 1la importancia gque tiene 1la
asparagina, unida covalentemente al oligosédcarido para poder ser
reconocido por la lectina de lenteja, podriamos suponer que la
presencia de esta como posible aminodcido glicosilado en 1la
proteina micobacteriana. Resultdos obtenidos en este laboratorio
(no reportados en esta tésis) sugieren gque la micobacteria si
requiere de la glicosilacidén de sus proteinas, pués si se cultiva
en medio PBY en presencia de Tunicamicina, antibiético que inhibe
la glicosilacién de proteinas, a una concentracidén de 4 ug/ml de
medio, el crecimiento se inhibe, en comparacién a un testigo al
cual se le afiadié NaOH a la misma concentracién en que fue
disuelta la tunicamicina, y en el que el crecimiento de 1la
micobacteria fue normal. La cepa que se usd para este experimento
fue la H37Rv. Por otro lado proteinas obtenidas del filtrado de
cultivo por precipitacién con sulfato de amonio al 80% de la
misma cepa, al ser tratadas con pronasa (enzima que rompe enlaces
peptidicos de forma inespecifica), hemos logrado aislar
glicopéptidos que poseen la capacidad de interaccionar "con las
lectinas de Con-A y alubia. Estos glicopéptidos nos han dado
reaccién positiva tantoc a la ninhidrina como a la de fenol

sulfldrico.

En eucariontes, en donde se conoce mejor el proceso de
glicosilacidn proteica, se sabe que el organelo que participa en
este proceso es el reticulo endopléasmico rugoso; ahi 1las
proteinas gque van a ser secretadas o transportadas a otros
organelos son glicosiladas. En contraste, a lo anterior las
proteinas solubles del <citosol no son glicosiladas. Los
carbohidratos GlcNAc, manosa y glucosa son transferidos a la
proteina en el reticulo endoplésmico y son unidos en el grupo
amino de la cadena lateral de la aparagina. A este tipo de
oligosacdridos se les conoce como N-oligosacédridos. Y aguellos en
los que los oligosacaridos son unidos al grupo hidroxilo de la
cadena lateral de la serina o treonina se les conoce como
O-oligosacéridos. En eucariontes la porcidén N-~glicosidica de las
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proteinas  est& formada generalmente por una estructura mé&s
compleja, con 3 manosas como minimo, pudiendo encontrarse GlcNAc
Yy galactosa (70). Es dificil tratar de explicar cual seria 1la
estructura del oligosacdrido gque hemos aislado pues en
procariotes hay escasos reportes en cuanto a la glicosilacién de
proteinas, adem&s los carbohidratos identificados no se pueden
relacionar con los azlcares que participan en la glicosilacién de
proteinas de eucariontes pues existen diferencias en cuanto a su
proporcién y tipo. Por ejemplo uno de los carbohidratos que
nosotros encontramos en mayor proporcidn es la glucosa, el cual
no se encuentra presente en las glicoproteinas de eucariontes,
asi como también arabinosa y xilosa. Ademds en éstos los residuos
de GlcNAc est&n presentes en las glicoproteinas, y nosotros no
encontramos este tipo de carbohidrato en todas las fracciones.

Otro hallazgo interesante al respecto es que los antigenos
de 36 y 65 KDa descritos por Van Shooten y col (120) muestran gque
ciertas clonas de linfocitos T gque son estimuladas con estos
antigenos purificados por cromatografia de afinidad utilizando
los anticuerpos monoclonales F47-9 y F47-10 respectivamente, no
son estimuladas por los mismos antigenos cuando son obtenidos por
ADN recombinante, en E. coli, probablemente ésto se deba a que el
epitopo gue estd involucrado en el reconocimiento del linfocito

T, sea glicosilado, proceso gue no se realiza en E, coli.

De acuerdo a la composicidén de los carbohidratos que se
muestra en la tabla 4, explicamos la interaccidn de las

fracciones con las lectinas de la siguiente manera:

Debray y col (40) han demostrado que la Con-A tiene una alta
afinidad por una estructura biantenaria, constituida por un
centro trimanosidico sustituido por 2 residuos de GlcNAc; cuando
los residuos de GlcNAc son sustituidos por galactosas, su
afinidad se reduce. Esto coincide con nuestros resultados ya que
en la fraccién aislada por Con-A no encontramos residuos de
galactosa. Esos mismos autores junto con Kornfeld y col (71) han
identificado que la presencia de una fucosa con enlace «(1-6) al
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residuo de GlcNAc de la porcién mas interna del centro
trimanosidico, es escencial para la interaccidén con la lectina de
lenteja, asi es posible gue la interaccidén de las proteinas del
ETFC de M. tuberculosis podria llevarse a cabo a través de una
interaccién con el residuo de xylosa en substitucién al de 1la

fucosa.

Reportes previos han demostrado gque la lectina de alubia
interactda c¢on un complejo estructural tetraantenario que
contiene estructuras lactosaminicas, tales como la de los
oligosacaridos de fetuina y orosomucoide (140), también ha sido
establecido que la lectina de alubia necesita de por lo menos dos
residuos de galactosa en la posicién terminal para interactuar de
forma eficiente con el receptor. La presencia de 5 residuos de
galactosa en la fraccidén aislada en alubia sugiere gque la unién
de componentes del ETFC de M, tuberculosis a la columna de la
lectina de alubia es a través de este mecanismo.

En el patrdn electroforético en la fraccidén aislada en Con-~A
de la cepa H37Rv observamos la presencia de un componente
principal de 33 KDa y dos componentes secundarios de 93 y 48 KDa.
El componente de 33 KDa es uno de los antigenos mds estudiados, a
éste y el antigeno de 31 KDa se les ha dado el nGmero de cédigo
8T (MMTUB-90. S.F. Kaufman/R. Young). Son codificadas por una
familia de 3 genes estructurales los cuales provienen de un gene
original (13,84,125); son capaces de provocar una respuesta
humoral (52,105), también han sido usados para distinguir 1los
diferentes estadios de la lepra (37), y aungue su papel bioldgico
no ha sido delucidado tiene epitopos gque son reconocidos por el
repertorio de células T (8), y ha sido encontrado dentro de
macrdfagos alveolares (33). Es uno de los principales antigenos
de secrecién y une a fibronectina (2) por lo gue puede jugar un
papel en la patogénesis de la bacteria, ya gque una de las
funciones de esta proteina es participar en las interacciones de
la superficie celular entre células eucaridticas Yy
microorganismos (2). Alin no podemos determinar la relevancia de
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los antigenos de 93 y 48 KDa, solo podemos decir que contienen
estructuras dglicéanicas, las cuales se unen a Con-A Yy
aparentemente tienen una carencia de epitopos antigénicos
suficientemente eficaces para inducir una respuesta inmune
humoral, lo gue ha sido demostrado por la pobre unién de 1los
anticuerpos del suero de pacientes tuberculosos mexicanos a esos

antigenos en ensayos de inmunoelectrotransferencia. (52).

La composicidén de carbohidratos de la fraccidén retenida en
Con-A que hemos aislade del ETFC de M. tuberculosis muestra
diferencias con el antigeno 5 descrito por Daniels. Este antigeno
fue purificado a partir de la cepa Hi7Ra por cromatografia de
afinidad utilizando 1la 1lectina de Con-A o con un antisuero
monoespecifico (34). Para este antigeno Daniels reportd que es
una proteina gque contiene el 10% de carbohidratec. Su peso
molecular por filtracién en gel fue de 28,500 D y por PAGE~SDS de
35,000 D. En cuanto a su contenido de carbohidratos tnicamente
reportd la presencia de 0.04% de pentosas y el 1% de hexosas, sin
aminoazldcares y sin Aacido murédmico (34). Del antigeno que
aislamos por cromatografia de afinidad utilizando Con-A de la
cepa Hs7Ra, reportamos la presencia de xilosa, manosa y glucosa y
por PAGE-SDS encontramos que es de un peso molecular de 31 KDa, y
de los antigenos de la cepa H37Rv (93,48 y 33 KDa) aislados por
la misma técnica, cuentan ademds con la presencia de arabinosa y

4dcido muréamico.

De las fracciones que hemos logrado aislar en las lectinas de
lenteja y alubia poco se conoce; uno de los mas conocido es el
antigeno de 38 KDa, predomina en la fraccién purificada de 1la
cepa Hi7’Ra en lenteja. Conocido también como antigeno 5, su
nimero de cddigo es 3 T (MMTUB-90. S.F. Kaufman/R. Young). Es
reconocido por los anticuerpos monoclonales TB-71, TB-72 (5,63)
HYT-28 (5), HBT-12(79) y HGT-3 (65). Muestra un 30% de homologia
con la proteina PstS de E. coli, la cual es una proteina
especifica para el transporte de fosfato, aunque adn‘’ no se ha
determinado si el antigeno de 38 KDa micobacteriano pueda unir y
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transportar fosfato (4). Se ha encontrado que induce la
proliferacién de linfocitos T y linfocitos B (30,52), su gen ya
ha sido clonado (4). Se ha reportade que el 57% del suero de
pacientes tuberculoscs del Instituto Nacional de enfermedades
respiratorias de la ciudad de México reaccionan con este
antigeno, pero no los controles (52). Del antigenc de 100 KDa, de
la cepa Hi7Rv que también es reconocido por la lectina de lenteja
se conoce poco. Su nuimero de cédigo es 16 T (MMTUB-90. S.F.
Kaufman/R. Young), se ha logrado clonar parcialmente su gen unido
al de la B galactosidasa (Ying Chang comunicacién personal). Con
la lectina de alubia solo se aislan 2 componentes en la cepa
H37Rv uno de 66 KDa y otrc de 41 KDa. AUGn no sabemos si el
antigeno de 66 KDa gue hemos logrado aislar, corresponde al ya
reportado de 64~65 KDa. Este antigeno es uno de 1los més
estudiados, ya se ha logrado clonar su gen (14,112). Se le han
encontrado epitopos especie-especificos para M. leprae, 'y
epitopos que son reconocidos por linfocito T (8,14,132,133) y es
una de las proteinas de estrés (133).

De los antigenos de 93 y 48 KDa de la cepa H37Rv que también
son aislados por cromatografia de afinidad en Con-A; el de 41 KDa
de la cepa H37Rv aislado en alubia; el de 96 y el de 58 KDa de la
cepa H37Ra aislados con la columna de lenteja, solo podriamos
decir que contienen estructuras glicédnicas, hecho demostrado al

ser capaces de interactlar con lectinas.

Los resultados presentados en este trabajo nos muestran cémo
las lectinas son capaces de reconocer especificamente componentes
micobacterianos y lograr su aislamiento de una forma mas sencilla
a la reportada por los métodos fisicogquimicos. A la fecha somos
el primer grupo de trabajo que ha logrado purificar componentes
micobacterianos con el uso de las lectinas de lenteja y alubia.
Previamente con la lectina de Con-A, Goldstein & Misanki (58) asi
como Ellner & Daniel (48) aislaron la lipoarabinomanana de la
pared celular de la micobacteria. A diferencia de dichos autores,
nuestro interés estuvo enfocado no a las estructuras de la pared
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bacteriana, sino al aislamiento de antigenos bacterianos
obtenidos en la porcién soluble del medio de cultivo. Aun méas, en
los procedimientos cromatograficos de afinidad utilizando la
lectina de Con-A hemos decidido utilizar condiciones diferentes,
manteniendo el ETFC en el amortiguador de boratos pH de 8.6, vya
que el ETFC se mantiene en mejores condiciones en este
amortiguador a pesar de lo reportado anteriormente en donde se
menciona gque la interaccién optima con la lectina de Con-A y
componentes sacaridicos es a pH de 6.4 a 7.2 (11,16). Es probable
que debido a estos cambios hemos logrado aislar componentes
diferentes a los ya reportados y de una forma reproducible.

Creemos que el uso de lectinas para aislar componentes
oligosacaridicos es de gran utilidad para el estudio de
fracciones de carbohidratos gque pudieran jugar un papel
importante en el desarrollo de inmunidad protectora, ya que
actualmente por opinidén general se ha discutido la importancia de
estos en el desarrollo de una posible vacuna (32). Crowle Ha
encontrado un antigeno obtenido del bacilo tuberculoso capéz de
inmunizar humanos, gque contiene los carbohidratos arabinosa,
manosa y galactosa, probablemente unidos a un péptido que podria
darle un efecto de acarreador o adyuvante (32). En tuberculosis
es necesario un antigeno capdz de provocar una respuesta
inmunolégica mediada por células, que confiera proteccidn pero no
hipersensibilidad tardia, de forma que al ser presentado este
antigeno por el macréfago al linfocito T, sea capiz de activarlo
haciéndolo producir interleucinas como la I1-2, la cual estimula
al macrdfage dandole una actividad microbicida m&s potente, y de
esta forma destruir al bacilo tuberculoso. Si realmente el
antigeno protector para enfermedades micobacterianas es una
molécula glicosilada, las técnicas realizadas por ingenieria
genética para la obtencién de estos antigenos est&n en
desventaja, a menos que se utilicen vectores eucaridticos tales
como la levadura (137). Ademds se ha postulado gque es necesaria
la presencia del bacile vivo, el cual probablemente induzca

proteccién al secretar alguno de sus antigenos, ya que en
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presencia de antigenos del bacilo muerto la induccién de 1la
proteccién es poco frecuente (101).

AGn no hemos estudiado el papel bioldgico de las fracciones
aisladas; una de nuestras metas es estudiar si alguno de estos
glicoconjugados proporciona proteccién contra las enfermedades
producidas por el Mycobacterium tuberculosis. O estudiar si son
las responsables de la induccidn del factor supresor, obtenido de
macréfagos estimulados con el extracto total del filtrado de
cultivo de M. tuberculosis cepa H37Ra, el cual en el cultivo de
células T, inhibe de forma significativa su proliferacién en

respuesta a la fitohemaglutinina y la lectina de lenteja (104).

La diversidad antigénica de los componentes purificados ha
sido evidente, ya gque no se encontrd reactividad cruzada del
anticuerpo monoclonal MM-Con-A B.8 con las fracciones purificadas
en Con-A, lenteja y alubia. Asi como tampoco el anticuerpo
monoclonal MM-TB1-D6 gque reconoce un epitopo especie-especifico
presente en M. tuberculosis cepa H37Rv (resultados no
publicados), reacciona con las fracciones purificadas por el
método de ELISA. Aungue en la inmunoelectrotransferencia si
muestra reactividad con el doblete 31/33 KDa. el cual también es

reconocido «con el anticuerpo monoclonal MM-Con-A B.8. E1
anticuerpo monoclonal MM-Con-A-B.8 por su parte posee una elevada
reactividad cruzada, hecho demostrado en la
inmunoelectrotransferencia, al hacerlo reaccionar «con los

antigenos del filtrado de <cultivo de diferentes cepas

micobacterianas.

Podriamos suponer que el epitopo que reconoce el anticuerpo
monoclonal MM~Con-A-B.8 es de origen proteico, ya que este
anticuerpo interacciona Gnicamente con el antigeno de 33 KDa, en
la fraccidén retenida en Con-A de la cepa H37Rv, a diferencia de
gue en el extracto total del filtrado de cultivo de la misma cepa
es cap&z de reconocer también al los antigenos de 31 y 65 KDa
afiadiendo el hecho de gque adem&s no reconoce las fracciones
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purificadas en las lectinas de lenteja y alubia. Sin embargo una
evidencia directa no la tenemos, aGn no hemos determinado el
epitopo reconocido.

A pesar de qgue el anticuerpo MM-Con-A-B.8 mostrd reactividad
cruzada con las cepas de M. triviale, M. gordonae, M. terrae, M.
intracellulare y M. tuberculosis cepa Hs7Ra, creemos gue es de
gran utilidad, en combinacidén con la lectina de Con-A para la
purificacién del antigeno de 33 KDa, y con la ventaja de que el
antigeno es obtenido en su forma nativa pudiendo asi realizar un
estudio mis completo de su actividad biolégica.
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PERSPECTIVAS

1.- Aislamiento de antigenos puros. Por cromatografia de afinidad
utilizando de forma combinada la lectina de Con-A y el anticuerpo
monoclonal MM-Con-A-B.8 acoplados a sefarosa para la purificacién
del antigeno de 33 KDa, posteriormente por cromatografia de

exclusién molecular ailar los antigenos de 93 y 48 KDa.

2.- Con estos antigenos realizar un estudio mi&s fino a nivel de
su estructura bioquimica, como también de su efecto biolégico ya
sea estudiando la respuesta humoral o la interaccién gque tengan
estos antigenos con las células inmunes de tuberculosos

mexicanos.

3.~ Estudiar el papel de los antigenos aislados por cromatografia
de afinidad en el desarrollo de inmunidad protectora, ya que por
opinién general se ha discutido la importancia de 1los
carbohidratros en el desarrollo de una posible vacuna para la

tuberculosis.

4.~ Es necesario demostrar si la micobacteria es capdz de
glicosilar sus proteinas, hecho poco reportado en procariontes.
Esto abriria una perspectiva para la utilizacién de 1la
micobacteria como vector para la tecnologia del ADN recombinante.
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