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V. RESUMEN

La tuberculosis (Th) es un problema importante de salud en el mundo, principalmente en
paises en vias de desarrollo. Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) es el principal
agente causal de la tuberculosis y actualmente la Unica vacuna aprobada por la OMS para
prevenir la Tb es el bacilo atenuado Mycobacterium bovis desarrollado por Calmette y
Gueérin, comUnmente conocido como BCG; sin embargo en diferentes meta-analisis, esta
vacuna ha mostrado tener una eficacia protectora que varia de 0% a 80 %.Derivado a dicha
variacion en la eficacia protectora, existe una urgente necesidad de desarrollar vacunas y
reactivos de diagndstico més eficientes. Actualmente no se conoce del todo los mecanismos
de patogenicidad de las micobacterias, aunque recientes estudios genémicos y del perfil de
proteinas han evidenciado parte de estos mecanismos. Una alternativa que se exploré como
vacuna contra la tuberculosis a mediados del siglo XX fue el uso de Mycobacterium microti
(M. microti), esta micobacteria es filogenéticamente méas cercana a M. tuberculosis y no es
patdgena para el humano, ademas de que en ensayos clinicos controlados realizados en la
época se demostrd que M. microti protege de forma similar a BCG.

Nuestro objetivo fue definir el patrén de proteinas de M. microti y su comparacion con
BCG. Material y Método. Las proteinas de extracto celular se sometieron a una separacion
electroforética de dos dimensiones, por punto isoeléctrico y masa molecular vy
posteriormente se tifieron con plata. Los patrones resultantes se digitalizaron y analizaron.
Se logré definir alrededor de 600 puntos, 48.4 % fueron unicos de M. microti, 26.7% sélo
se encontraron en BCG México 1965 y 24.8% fueron comunes. Se identificaron algunos de
los puntos del proteoma de M. microti y se encontrd: una proteina hipotética de funcion
desconocida, proteinas ribosomales descritas como inductoras de hipersensibilidad
retardada, proteinas involucradas en la biosintesis de leucina, involucradas en
almacenamiento de hierro y descritas como antigenos importantes para linfocitos B 'y T,
entre otras. La variacion encontrada entre los patrones de electroforesis 2D de las dos
especies de micobacterias fue elevada con respecto a estudios similares en los que se
compararon micobacterias pertenecientes al complejo M. tuberculosis, en estas diferencias
pueden estar interviniendo factores como modificaciones postraduccionales, cambios en la
secuencia de amino acidos o mecanismos de regulacion derivados de las diferencias

genéticas reportadas.



1. INTRODUCCION
1.1. Tuberculosis

La tuberculosis (Tb) es una enfermedad infectocontagiosa cronica, producida por alguna
especie del complejo Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis): M. bovis, M.
africanum, M. microti y M. canetti, todas ellas causantes de tuberculosis en humanos y
otros mamiferos. La presentacion clinica mas frecuente es la Tb pulmonar, sin embargo,

puede afectar cualquier 6rgano del cuerpo’.

La mayoria de los pacientes con tuberculosis pulmonar experimentan fatiga, pérdida de
peso, fiebre, sudoracion nocturna, tos persistente durante varias semanas y peérdida del
apetito. En un estado avanzado, las expectoraciones se acomparian de sangre (hemoptisis).
El desarrollo de sintomas mas especificos depende del 6rgano afectados y de la extension

de la infeccion?.

La Tb aqueja al hombre desde hace miles de afios, existe evidencia paleontopatoldgica de
Tb raquidea en restos humanos neoliticos, pre-colombinos y egipcios tempranos®, no
obstante, fue hasta que las condiciones de hacinamiento en el estilo de vida urbana
adquirido durante la revolucién industrial, establecieron las condiciones epidemiolégicas
que propiciaron la propagacion de la enfermedad, de este modo, para los siglos XVII y
XVIII un cuarto de la poblacién europea adulta habia perecido a causa de la Th*.

Actualmente, y a pesar del progreso logrado con el tratamiento y la vacunacion con el
bacilo de Mycobacterium bovis atenuado por Albert Calmette y Camille Guérin (BCG), la
Tb re-emergiéd en los paises desarrollados y en los paises en vias de desarrollo se
incrementd. Hoy en dia es considerado uno de los principales problemas de salud publica a
nivel mundial, debido a factores similares a los que se dieron en la Europa del siglo XVII:
migraciones, hacinamiento, aumento de la poblacion, pobreza y desnutricion; situacién que
se agrava por el incremento de la esperanza de vida, la coinfeccion con el Virus de la

Inmunodeficiencia Humana (VIH)> ®, el surgimiento de cepas de M. tuberculosis farmaco y



multifarmacoresistentes y el creciente nimero de personas con algin otro tipo de
imunocompromiso. Por todo esto la Organizacion Mundial de la Salud declard en 1993 el
estado de emergencia global contra la Th para desarrollar medidas encaminadas al control

de esta enfermedad en el mundo® ’.

1.2. Epidemiologia

1.2.1 Tuberculosis en el mundo

Cada afio se presentan en el mundo nueve millones de casos nuevos de tuberculosis y se
registran cerca de dos millones de muertes por esta enfermedad, lo que representa un
obstaculo para el desarrollo socioecondmico de los paises que mas la padecen debido a que

en la mayoria de los caso afecta a personas en edad productiva. ® 81°,

Se estima que alrededor de un tercio de la poblacién mundial esta infectada o ha estado
expuesta a M. tuberculosis y, a pesar de que la Tb causa la muerte de mas personas en el
mundo que cualquier otra enfermedad causada por una sola bacteria patdgena, solo el 10%

de aquellos que estan infectados desarrollan la enfermedad activa (Figura 1) 2.

Africa reporta la incidencia més alta, algunos paises de este continente llegan a presentar
hasta 356 casos por 100 000 habitantes por afio. En 22 de los paises mas poblados de Africa
y Asia se reportan la mayoria de los casos nuevos de Tb, lo que representa 80% del total a

nivel mundial.
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Figura 1. Tasa de incidencia global de tuberculosis estimada por cada 100 000 habitantes en el 2004. (WHO
REPORT 2006. Global Tuberculosis Control Surveillance, Planning, Financing)

Desde la década de 1980 se registrdé un importante incremento en la incidencia mundial de
Tb debido a la propagacion del VIH en Africa, donde para el afio 2004 el 34% de los
enfermos diagnosticados por primera vez con tuberculosis presentaban coinfeccion con
VIH (Figura 2). Se estima que en ese mismo afo la tasa de coinfeccion en Botswana,
Sudafrica, Zambia y Zimbawe excedi6 el 50%. A nivel mundial la tasa de coinfeccion con
VIH en el 2004 fue del 8% °.

Otro de los factores que ha complicado la erradicaciéon de la Tb es la aparicion de cepas
resistentes a uno o mas farmacos que representan el 40% de los casos diagnosticados como

positivos en pruebas de esputo alrededor del mundo®.
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Figura 2. Prevalencia mundial estimada de VIH en nuevos casos de Tb en el 2004. (WHO REPORT 2006.
Global Tuberculosis Control Surveillance, Planning, Financing).

Reportes recientes de la OMS (datos globales del 2004) mostraron que la incidencia de Tb
disminuy6 o permaneci6 estable en la mayoria de las regiones, con excepcion de Africa,

donde la incidencia continia en aumento.

Debido a este panorama, desde el afio 2000 la OMS implementé el programa “Alto a la
Tuberculosis” (STOP TB), cuyo objetivo es eliminar la Th como problema de salud
publica. Dentro de las metas establecidas para el 2005 estaban: la deteccidn de un 70% de
los casos (que para el 2006 fue de 60%), 85% de éxito en el tratamiento (para el 2006 fue
de 82%) y esta previsto que para el 2015 disminuya la incidencia a nivel mundial y que se
reduzcan a la mitad las tasas de morbilidad y mortalidad reportadas en 1990 en la mayoria
de las regiones, con excepcion de Africa en donde se requieren mayores esfuerzos para
lograr estas metas. El objetivo final planteado por la OMS a través de la implementacion
mundial del programa “Alto a la Tuberculosis” es erradicar la tuberculosis para el afio
2050%81°,



1.2.2 Tuberculosis en México

En México, como en el resto del mundo, la poblacion mas afectada por la Th se encuentra
en edad productiva (de los 14 a 64 afios) de ahi la trascendencia del problema por el
impacto econOmico que genera. Las estrategias de prevencion y control de la Th
comenzaron a principios del siglo XX. En 1928 el Dr. Manuel Gea Gonzalez presento al
Departamento de Salubridad un programa de trabajo para la lucha contra la Th, el cual
consideraba actividades de docencia y asistenciales, ademas de un proyecto para la
aplicacion y produccion de la vacuna BCG. A partir de ese momento se continu6 con los
esfuerzos para el control de la Th: en 1936 se inaugurd el sanatorio para enfermos de
tuberculosis de Huipulco (actual Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias); en
1939 se establecio el Comité Nacional de Lucha contra la Tuberculosis; en 1949 se
inaugurd el laboratorio productor de la vacuna BCG y en 1966 se inici6 la campafia masiva
de vacunacion en poblacién escolar; en los ochenta se adopto el esquema de tratamiento
con farmacos combinados (isoniacida, rifampicina y pirazinamida). Desde 1949 hasta 1970
se produjo en México una vacuna derivada directamente del instituto Pasteur, con esta cepa
se vacuné masivamente a la poblacion mexicana hasta 1970 afio en el cual la cepa vacunal
se cambio por una derivada de Dinamarca hasta que la produccion mexicana de la vacuna

ceso en 1998.

La informacién epidemioldgica generada en México era diversa ya que la proporcionaban
maultiples instrumentos de registro y notificacion de casos, unos recomendados por la
Direccion General de Medicina Preventiva de la Secretaria de Salud (SS), otros por la
Direccion General de Epidemiologia (DGE) y otros adoptados por diferentes instituciones o
estados, hasta que en 1995 se instauré un sistema unico para la notificacion y reporte de

casos de la tuberculosis®®.

En el mismo afio, en atencion al llamado de la OMS para el desarrollo de medidas globales
contra la Th, se publicé la Norma Oficial Mexicana NOM-006-SSA2-1993 para la

Prevencion y Control de la Tuberculosis en la Atencion Primaria a la Salud,



instrumentando en ese mismo afio la estrategia de Tratamiento Acortado Estrictamente
Supervisado (TAES/DOTS por su siglas en inglés). En su actualizacion en el afio 2005 se
replanted el programa y se integraron las estrategias para atender y prevenir la Th farmaco
y multifarmacoresistente (TAES-plus)™.

Para el afio 2000 la SS a través del Sistema Unico de Informacion para la Vigilancia
Epidemioldgica (SUIVE) y de la DGE reporté 2,090 defunciones por Tb con lo que esta
enfermedad ocup0 el lugar 16 dentro de las principales causas de muerte. Sin embargo,
desde la instauracion del Programa contra la Th existe una disminucion en el nimero de
casos nuevos notificados; para el 2005 se reportaron 1,639 defunciones por Th lo que la

sitta en el lugar 20 dentro de las principales causas de muerte en México (Figura 3).
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Figura 3. Mortalidad por Th en edad productiva (14 a 64 afios) en México. En barras se grafica el nimero de
defunciones reportadas por tuberculosis del 2000 al 2005. La linea corresponde al lugar anual que ocupa la
tuberculosis dentro de las principales causas de muerte en México en el mismo intervalo de tiempo (elaborado
a partir de los documentos electronicos puestos a disposicion por el Sistema Nacional de Informacién en
Salud, SINAIS, 2000 — 2005. http://sinais.salud.gob.mx/mortalidad/mortalidad.htm).

De acuerdo a datos de la OMS, en 2004 la incidencia estimada de Th en México fue de
33,529%, la SS report6 ese mismo afio una incidencia de 15,216 (Boletin Epidemioldgico.
Vigilancia Epidemioldgica Semana 1, 2006, SUIVE, DGE), lo que representa tan solo el
44% de lo estimado por la OMS, por lo que se calcula que existe un sub-registro de

aproximadamente el 56% (http://sinais.salud.gob.mx/mortalidad/mortalidad.htm).

A pesar de los importantes avances que se han tenido en Meéxico en materia de control y
prevencion de la Th, prevalece un rezago importante en el diagndstico y tratamiento de esta

enfermedad, debido a esto se tienen que mantener y fortalecer los programas actuales para



lograr la meta propuesta por la OMS de reducir a la mitad la incidencia con respecto a la de
1990 para el afio 2015 y erradicar la Th para el 2050.

1.3 Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis es el principal agente etioldgico de la tuberculosis en
humanos; fue descubierto por Robert Koch en 1882, se clasifica dentro de la clase
Actinomicetos, orden de los Actinomycetales dentro de la que se encuentra la familia
Mycobacteriaceae, con un solo género: Mycobacterium®. M. tuberculosis es un bacilo
acido alcohol resistente (Figura 4), aerobio, ligeramente curvo o recto, de 0.2 a 0.6 um de
ancho por 1.0 a 4 um de largo, no esporulado y no capsulado; es un patdgeno intracelular
facultativo, puede sobrevivir y multiplicarse bajo condiciones de estrés oxidativo y
microaerofilia dentro de los macréfagos y otras células de mamiferos?; su genoma lo
conforman 4,411,529 pares de bases, tiene un contenido de G+C de 65.6% mismo que se
conserva en el resto de los miembros del complejo M. tuberculoisis*® y codifica para 3,995

marcos abiertos de lectura (ORF por sus siglas en inglés) .

Figura 4. Microfotografia de M. tuberculosis.
Tincion de Ziehl-Neelsen. 100X. Se pueden
observar los agregados caracteristicos de las
micobacterias.

Como todas las micobacterias, M. tuberculosis posee una envoltura celular de estructura
compleja constituida por una capsula, pared celular y membrana plasmatica. Entre los
principales componentes de la capsula se encuentran el acido micélico y glicolipidos; los
acidos micolicos son acidos grasos complejos que tienen de 70 a 80 carbonos y se les
atribuye el caracter hidrofobico de la envoltura. La membrana celular tiene las mismas

caracteristicas biologicas y bioquimicas de cualquier membrana, aunque en las



micobacterias los derivados de los fosfolipidos se caracterizan por estar altamente
glicosilados, dando lugar a moléculas como la lipoarabinomanana.

La pared micobacteriana se localiza por debajo de la capsula, posee un elevado contenido
en lipidos (50-60%) que le confiere un caracter hidrofébico y resistencia a la hidrélisis
enzimatica; estd constituida por un complejo macromolecular formado por &cidos
micolicos-arabinogalactano-péptidoglicano (Figura 5), lo que la convierte en una efectiva

barrera frente a muchos de los antimicrobianos convencionales.

En la superficie del bacilo M. tuberculosis existen otras moléculas lipidicas de importancia
en la infeccion, ya que éstas interactian directamente con los componentes del sistema
inmune y promueven la inhibicion de sus funciones efectoras. De ellas las mas importantes
son: el factor cordon (trehalosa 6,6-dimicolato), sulfatidos y micdsidos, cada uno con

actividad biolégica especifica'” 2.
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Figura 5. Envoltura celular de M. tuberculosis. Modelo de la estructura caracteristica de la pared celular de
las micobacterias, caracterizada por la presencia de péptidoglicano, arabinogalactana y acidos micélicos

1.3.1 Patogénesis y respuesta inmune



La principal via de transmision de M. tuberculosis se produce por una persona infectada y
que es capaz diseminar bacilos viables de M. tuberculosis (se le denomina bacilifero). La
infeccion se transmite de persona a persona por via aérea, al toser o estornudar, por medio
de aerosoles con un gran numero de bacilos (Figura 6). La tuberculosis también puede
transmitirse por fémites, aunque es poco frecuente, o adquirirse por via oral cuando se

ingiere leche no pasteurizada proveniente de vacas infectadas con M. bovis®.

Figura 6. Transmision de la tuberculosis. Ocurre de persona a persona a través
de aerosoles en particulas menores a 5um, expulsadas al toser por un sujeto
bacilifero.

Los eventos en el proceso de infeccion pueden ser divididos en tempranos y tardios. Dentro
de los tempranos tenemos que una vez que M. tuberculosis entra a los espacios alveolares
puede ser internalizada por macrofagos alveolares, pneumocitos epiteliales alveolares tipo
Il y/o células dendriticas; estas células expresan receptores fagociticos que reconocen
patrones moleculares conservados. Los macréfagos residentes en los alveolos representan
la primera linea de defensa de la infeccion por aerosoles, sin embargo, la interaccion que se
da con las células dendriticas tienen una funcion preponderante en estadios tempranos de la
infeccion debido a su papel clave en la activacion de linfocitos T especificos a antigenos de

M. tuberculosis®®.

Una vez en el macrofago del hospedero, M. tuberculosis reside inicialmente en una vacuola
endocitica llamada fagosoma; si la maduracion normal ocurre, es decir se lleva a cabo la
fusién fago-lisosoma, la bacteria es eliminada al encontrar un ambiente adverso que incluye

pH acido, intermediarios reactivos de oxigeno y de nitrogeno, enzimas lisosomales y



péptidos téxicos. Por otro lado, las micobacterias patdgenas que son capaces de inhibir la
fusion fago-lisosoma persisten en el interior del macrofago, pero aun no esta claro si el
bloqueo de la maduracion endosomal es esencial para la supervivencia intracelular de M.

tuberculosis®.

Dentro de los eventos tardios podemos observar que una vez que los macréfagos fueron
infectados atraen, mediante la produccion de quimiocinas, a monocitos inactivados,
linfocitos y neutréfilos, que conforman posteriormente estructuras focales (granulomas)
encargadas de contener la diseminacion de la bacteria. Los linfocitos T toman parte en la
activacion y regulacion de los macréfagos y en el subsecuentemente control del crecimiento
micobacteriano mediante una respuesta tipo Tw; que constituye la respuesta inmune

protectora contra M. tuberculosis®.

Se piensa que M. tuberculosis es incapaz de multiplicarse dentro de los granulomas debido
al pH acido, la disponibilidad reducida de oxigeno y a la presencia de &cidos grasos toxicos,

algunos bacilos permanecen en estado latente por décadas™.

El estado latente o persistente de la infeccion puede permanecer por mucho tiempo en una
persona de manera asintomatica e incapaz de ser transferida. En personas con una eficiente
respuesta inmune, la infeccion es controlada y los granulomas se convierten en pequefias
lesiones fibrosas y calcificadas. Sin embargo, si una persona con infeccion latente
desarrolla alguna alteracion fisiologica derivada, por ejemplo, de diabetes, infeccion por
VIH, tratamiento contra cancer, enfermedad autoinmune o trasplante que debilite su
sistema inmunologico, la contencion existente en el granuloma se pierde y la bacteria se
multiplica diseminandose en el pulmdn, este hecho da lugar a la tuberculosis pulmonar
activa sintomatica y transmisible™.

Existe tambiéen la posibilidad de presentacion extrapulmonar de la tuberculosis como
resultado de diseminacién hematdgena de los bacilos durante la fase inicial de
multiplicacién y puede no haber evidencia de enfermedad pulmonar en pacientes con

tuberculosis diseminada.



1.4. Vacunacion contra la Tuberculosis

El Bacilo de Calmette y Guérin (BCG) es una vacuna viva atenuada derivada de M. bovis y
es la dnica vacuna existente en el mundo para la prevencion de la tuberculosis
principalmente en sus formas diseminadas méas graves (meningea y miliar). El crédito por el
desarrollo de la vacuna contra la tuberculosis aceptada para su uso en humanos lo tienen
Albert Calmette y Camile Guerin, quienes desde 1906 subcultivaron una cepa de M. bovis
en un medio de papa glicerinada y bilis de buey a intervalos de 14 dias. En 1919 los
ensayos de proteccion y seguridad realizados en varias especies animales demostraron la
atenuacion del bacilo y que conferia proteccion contra la cepa virulenta de M. bovis e
incluso contra M. tuberculosis. La administracion de las primeras dosis de la vacuna BCG
en humanos fue en 1921%, en ese afio se vacunaron a 120 recién nacidos de madres con
tuberculosis con tres dosis del bacilo por via oral y se demostré una disminucién en la
mortalidad del 25% al 2% en esta poblacion. En Francia en el afio 1926 ya habian sido
vacunados 5,183 infantes con la BCG?! y en los afios siguientes se implement6 el uso de la
vacuna BCG en Europa. Actualmente la BCG es la vacuna mas utilizada en la historia de la
humanidad y a la fecha se han administrado alrededor de 10° dosis de BCG en todo el
mundo®, en México se administra una sola dosis al nacimiento por via intradérmica de

forma masiva desde 1966.

En los ensayos de proteccion iniciales realizados en nifios, la BCG demostr6 conferir una
alta proteccion en contra de la tuberculosis, sin embargo, la mayor carga de tuberculosis
estd asociada con la enfermedad pulmonar en adultos, contra la cual la vacuna ha
demostrado ser menos efectiva. En evaluaciones de meta-analisis se demostr6 que la
proteccion conferida para la tuberculosis pulmonar varia entre el 0% y 80% (Figura 7).
Para el caso de la vacunacion neonatal, la BCG protege eficientemente a los nifios en contra
de tuberculosis miliar y meningea®, sin embargo, algunos autores sugieren que la

inmunidad conferida por la aplicacién de la vacuna BCG no es mayor de 8 a 12 afios®.

Actualmente existen numerosas hip6tesis que tratan de explicar la alta variabilidad en la

eficacia protectora de la BCG, dentro de las que estan: i) la susceptibilidad genética del



hospedero, ii) diferencias en virulencia entre las cepas de M. tuberculosis, iii)
sobreatenuacion de la cepa BCG durante su propagacion que derivé en una peérdida
sucesiva de su capacidad para inducir una efectiva respuesta inmune protectora, iv)
prevalencia de otras infecciones micobacterianas en la poblacion estudiada y v) el nivel de
exposicién a micobacterias ambientales®®; sin embargo, ninguna de estas por sf sola tiene

evidencias clinicas o experimentales irrefutables que expliquen la variabilidad observada.

Recientemente Castillo et al evaluaron la eficacia protectora de 10 subcepas BCG en un
modelo murino de tuberculosis pulmonar progresiva y observaron que la eficacia de las
subcepas difiere notablemente. Sus resultados sefialan a la BCG Phipps y a la BCG Tice

como la mas y menos eficaz, respectivamente, en el reto con M. tuberculosis H37Rv?’.
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Figura 7. Meta-analisis de la eficacia protectora de la BCG. Se observa la variaciéon encontrada en la eficacia
protectora de la vacuna BCG en diferentes estudios evaluados, va de un 0% a un 95% en uno de los casos.

1.5. Desarrollo de nuevas vacunas



Debido a la gran variabilidad en la eficacia protectora que confiere la vacuna BCG, es
prioritario desarrollar una vacuna contra la tuberculosis que sea mas eficaz. Durante los
Gltimos afios, sobre todo tras la secuenciacién del genoma de M. tuberculosis en 1998, ha
existido un gran impulso en la identificacion y caracterizacion de antigenos expresados
durante las diferentes etapas de la infeccién y la enfermedad”®. De esta manera, los
resultados obtenidos a partir de estas investigaciones han sido un punto clave en la

seleccién de antigenos candidatos para el desarrollo de nuevas vacunas.

En los Gltimos 20 afios se han evaluado mas de 200 candidatos a vacunas que han utilizado
diversas estrategias para su desarrollo tales como: recombinacion de BCG, atenuacién de
M. tuberculosis, disefio de vacunas de subunidades de proteinas, vacunas de DNA desnudo,

vectores virales y capsides de RNA de doble cadena, entre otras (Figura 8)%% %°.

M BCG recombinantes

M. Th medificada

B Vacunasde subunidades
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Figura 8. Estrategias para el desarrollo de nuevas vacunas contra la Th. EI porcentaje se obtiene de un total
de 16 vacunas en actual proceso de desarrollo, varias de ellas se encuentran ya en fases clinicas de estudio®.

En la gran mayoria de los casos la eficacia conferida por estos candidatos ha sido menor o
equivalente a la que proporciona la BCG, sélo las vacunas recombinantes de BCG lograron
inducir una respuesta inmune protectora superior a la proporcionada por BCG, reflejada en
la reduccion de las unidades formadoras de colonias (UFC) en bazo, higado y pulmon

después del reto con M. tuberculosis virulenta en modelos animales®*3.

El desarrollo de nuevas vacunas utilizando como vehiculo a BCG tiene diversas ventajas
tales como que es la vacuna mas utilizada en el mundo, no presenta efectos secundarios o

son leves, por si sola funciona como un potente adyuvante, su produccién es de bajo costo y



puede aplicarse poco tiempo después del nacimiento?®. Sin embargo, la vacuna M. bovis
BCG tiene la misma desventaja que condujo a su atenuacion inicial, diversificacion y
pérdida del nivel de proteccion que confiere en contra de la Th: la capacidad de

sobreatenuarse irreversiblemente.

Actualmente conocemos mas acerca de la filogenia entre M. tuberculosis y M. bovis, entre
ellos existen otros microorganismos mas cercanos filogenéticamente a M. tuberculosis que
ofrecen mejores alternativas en eficiencia de la respuesta inmune y que pueden ser muy
atractivos para su estudio, como M. microti.

2. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades de Mycobacterium microti

Mycobacterium microti fue descubierto en la frontera britanico-escocesa en 1937 por Q. A.
Wells, quien lo describié como agente causal de una enfermedad caseosa diseminada del
raton de campo “camparfiol” (Microtus agrestis). El bacilo causante de esta infeccion tiene
caracteristicas de cultivo in vitro que lo diferencian de los bacilos de la tuberculosis
humana y bovina, sin embargo, serol6gicamente no existe ninguna distincion entre los tipos
bovino o humano. Lo anterior, aunado al comportamiento en varias especies de animales de
laboratorio justifico su clasificacion como una nueva especie, el tipo murino del bacilo de
la tuberculosis®, y su inclusién al complejo M. tuberculosis. Actualmente se sabe que M.
microti es capaz de causar enfermedad en una gran variedad de mamiferos silvestres,
incluyendo el raton de la madera (Apodemos sylvaticus), campafoles de banco

(Clethrionomys glareolus) y musarafias (Sorex araneus)®.

2.2. Uso de M. microti como vacuna contra Mycobacterium tuberculosis

Debido a que M. microti es una especie patdgena especifica de los ratones de campo
(Microtus agrestis principalmente), en la segunda mitad del siglo XX se exploré su utilidad
como vacuna. En 1952 I. M. Hall y J. A. H. Wylie reportaron un ensayo clinico

comparativo de vacunacion entre BCG y M. microti. El estudio realizado con enfermeras,



estudiantes de medicina y nifios de edad escolar demostré la seguridad de M. microti,
ademas de que se obtuvo para ambos grupos de vacunacion un porcentaje similar de

conversion a la prueba de la tuberculina®.

El Medical Research Council del Reino Unido realiz6 otro ensayo clinico en 1950 con
54,239 sujetos de entre 14 y 15 afios de edad con un seguimiento de 20 afios posterior a la
vacunacion con BCG o M. microti. De forma paralela en Checoslovaquia se utilizd a M.
microti como vacuna entre 1951 y 1969 en aproximadamente 500,000 personas, en su
mayoria recién nacidos. En ambos estudios se demostré una reduccion del 75% en la

36, 37

incidencia de tuberculosis con ambas vacunas Investigaciones mas recientes

demuestran que M. microti confiere proteccién contra la Th en animales (conejos®® y

ratones™®).

En investigaciones recientes con el modelo murino de tuberculosis pulmonar progresiva se
demostro que la vacunacion con M. microti incrementa el tiempo de sobrevida de los
ratones retados tanto con la cepa tipo M. tuberculosis H37Rv como con la cepa
hipervirulenta 950 1000 del genotipo Beijing dos meses después de haber sido vacunados y
la eficacia resultd similar a la generada por la vacuna BCG™.

2.3. Comparacion entre Mycobacterium microti, BCG y Mycobacterium tuberculosis

El complejo M. tuberculosis esta formado por Mycobacterium tuberculosis, M. bovis, M.
africanum, M. microti, M. canetti, M. caprae, M. pinnipedii®® y M. bovis BCG. A pesar de
su muy cercana relacion, se consideran especies diferentes pero que integran un solo
complejo. M. tuberculosis infecta principalmente a humanos y otros primates; M. bovis ain
cuando es la principal causa de tuberculosis en ganado bovino, puede también causar
enfermedad en una amplia variedad de animales incluyendo al humano; M. africanum es un
grupo heterogéneo de cepas aisladas de humanos, encontrados principalmente en Africa
ecuatorial y tiene propiedades intermedias entre M. tuberculosis y M. bovis; M. microti es
patdgeno de ratones de campo y otros pequefios mamiferos; BCG derivé de una cepa de M.

bovis pero ahora tiene caracteristicas que la hacen diferir de esta, por lo que se considera



una especie aparte. M. tuberculosis, M. Africanum, M. microti y M. bovis fueron aceptadas
como especies separadas por la combinacién de caracteristicas fenotipicas y aparente
especificidad de hospedero. M. canetti, M. caprae y M. pinnipedii fueron aceptadas en el
complejo M. tuberculosis como especies separadas en virtud de su preferencia por un
hospedero y por la combinacién de caracteristicas genotipicas y fenotipicas particulares*.

Los avances en biologia molecular han permitido establecer algunas caracteristicas
genotipicas del complejo que permiten cierta diferenciacion entre sus miembros, sin
embargo, aun no es posible realizar identificaciones rapidas ni relacionar estas diferencias

con su nivel de virulencia en diversos hospederos.

Existen métodos basados en el polimorfismo del DNA ribosomal 16S que estan
ampliamente aceptados para la identificacion rapida de algunos microorganismos incluidas
algunas especies de micobacterias; sin embargo, para el complejo M. tuberculosis la
secuencia de este fragmento de DNA resulta idéntica. Para tratar de resolver este problema
se han empleado las secuencias del espaciador interno transcrito del DNA ribosomal 16S-
23S, usado para diferenciar entre M. kansassi y M gastri (micobacterias no pertenecientes
al complejo M. tuberculosis), sin embargo, estas secuencias también resultaron idénticas
entre los miembros del complejo. Otros genes que codifican proteinas se han usado también
para tratar de diferenciar las especies micobacterianas pertenecientes al complejo M.
tuberculosis, tal como el gen de la proteina de 32 kDa, dnaJ, hsp65, sod, recA, rpoV, entre
otros (Tabla 1). No obstante, el analisis de la secuencia de estos genes no revel6

variabilidad dentro del complejo®.

De acuerdo a un estudio realizado por Sreevatsan et al en 1997, en el que analizd la
secuencia de 26 genes estructurales en 842 cepas pertenecientes al complejo M.
tuberculosis, existe un 99.9% de similitud en las secuencias, siendo esto un grado minimo
de polimorfismo comparado con lo descrito para otras bacterias patogenas para el

humano™.



A partir de la secuenciacién de los genomas de M. tuberculosis H37Rv'®, M. bovis
AF2122/97* y BCG Pasteur®, ademés de otros estudios de genémica comparativa, se han
identificado 14 regiones de diferencia (RD1-14) de 2 a 12 kb ausentes en M. bovis y M.
bovis BCG con respecto a M. tuberculosis H37Rv *, de las cuales sélo la RD1 y la RD3
estan ausentes exclusivamente en las cepas de M. bovis BCG. Ademas de las RD’s, se han
identificado en BCG otros marcadores geneéticos de diferencia, algunos de estos involucran
duplicaciones de genes implicados en el metabolismo de glicerol o reguladores

transcripcionales™.

Tabla 1.Homologia genética del complejo M. tuberculosis. Se muestra la homologia encontrada para diversos
genes en los miembros del complejo.

Gen estudiado % de homologia Complejo M. Autor*
Tuberculosis
hsp 65 100 Plicaytis, B. et al. 1992
16S rDNA 100 Talenti, A. et al. 1993

dnaJ 100 Takewaki, S. et al. 1993
Gen de la pt de 32 kDa 100 Soini, H. et al. 1994

sod 100 Shivannavar, C. et al. 1996

recA 100 Van Soolingen, D. et al. 1997

rpoV 100 Comicini, S. et al. 1998
Secuencia ITS 16S-23S 100 Roth, A. et al. 1998

gyrB 99.9 Kasai, H. et al. 1999

En M. microti se ha evidenciado la perdida de las regiones RD7-RD10, al igual que en M.
bovis, (Figura 9) asi como regiones ausentes especificas de la especie: RD1™¢, RD5 ™,
MiD1, MiD2 y MiD3 relativo a M. tuberculosis H37Rv.

La ausencia de la region RD1™° es responsable de la pérdida de una gran parte de la region
de la familia del antigeno blanco de secrecion temprana (ESAT), que incluye a los genes
que codifican los antigenos inmunodominantes ESAT-6 y proteina de filtrado de cultivo de

10 kDa (CFP-10); MiD1 y MiD2 codifican proteinas putativas con funcién aun



desconocida. La region MiD3 contiene 5 genes que codifican una proteina con motivos

repetidos de prolina-prolina-glutamato®” *'.
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Figura 9. Via de evolucién propuesta para los miembros del complejo M. tuberculosis, basada en la pérdida
sucesiva de fragmentos de DNA a partir de un ancestro comun.

Hasta el momento las consecuencias bioldgicas de la pérdida de estos fragmentos de DNA
en M. microti permanecen desconocidas y es dificil asociar las caracteristicas de virulencia
de M. microti a cualquier patron de pérdida. Debido a esto es necesario aplicar estrategias

que nos permitan evaluar las diferencias a otro nivel.

Una de las estrategias post-gendmicas que ha contribuido al descubrimiento y descripcion
de las diferencias entre las especies del complejo Mycobacterium tuberculosis es la
protedmica, que se basa principalmente en el patron de proteinas resultado de una
separacion electroforética de dos dimensiones. Esta técnica combina la separacion de las
proteinas por su punto isoeléctrico (isoelectroenfoque) y su masa molecular, a través de
electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) y tiene el poder de resolver hasta
10,000 especies de proteinas en geles de gran formato (al menos 20cm x 30cm) con

suficiente reproducibilidad entre ensayos®.



Los anélisis protedmicos revelaron numerosas diferencias en la composicion de proteinas
celulares entre M. tuberculosis y M. bovis BCG Chicago®; M. tuberculosis H37Rv y CDC
1551*°, asi como diferencias en proteinas de sobrenadante de cultivo de M. tuberculosis y
M. bovis BCG Copenhague™. Algunas de las proteinas descritas en estos estudios como el
antigeno 85, ESAT-6, CFP-10 y la proteina inmunogénica Mpb64/Mpt64, se han definido
como antigenos principales para células T, y muchas otras como proteinas involucradas en
el metabolismo celular y proteinas de choque térmico. El objetivo principal de definir la
composicion diferencial de las proteinas entre las cepas atenuadas y virulentas es facilitar el
disefio de nuevas vacunas, quimioterapias y sistemas de diagnostico para el control de la
Tb.

A pesar de que existen diversos estudios de protedbmica en miembros del complejo M.
tuberculosis, ninguno de ellos ha analizado el patrén de proteinas de M. microti y siendo
este un buen candidato para el desarrollo de nuevas vacunas debido a su atenuacion natural
para el humano, la propiedad de conferir por si sola proteccion en contra de la Th, su
seguridad al ser administrada como vacuna en humanos y sobre todo, la capacidad de
recuperar su inmunogenicidad al inocularla en ratones de campo lo que impide la gradual
sobreatenuacion, nos propusimos evaluar la diferencia entre los proteomas de M. microti y
BCG para describir el patron de las proteinas en ambas micobacterias y su grado de
semejanza a este nivel lo que permitira posteriormente identificar proteinas inmunogeénicas

0 que sean efectivas para desarrollar reactivos diagndstico.



3. JUSTIFICACION

La variacion en la eficacia protectora de la Unica vacuna que existe contra la tuberculosis
M. bovis BCG, nos impulsa a la bdsqueda de una vacuna nueva o0 antigenos que
incrementen la eficacia protectora de la ya existente. El estudio comparativo entre los
proteomas de M. microti y M. bovis BCG nos permitira evaluar las diferencias y/o
semejanzas a nivel de proteinas entre ellas, lo que facilitard la identificacion de
inmunogenos que estimulen una respuesta protectora y proteinas que sean efectivas como

reactivos diagnoéstico para la tuberculosis.

4. OBJETIVO

Realizar el analisis comparativo de los proteomas de la fraccion celular de Mycobacterium
microti y Mycobacterium bovis BCG subcepa México 1965.



5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Cultivos Bacterianos

La cepa tipo M. microti (ATCC 11152) y M. bovis BCG subcepa México 1965 (BCG
México 1965) se sembraron en medio solido Middlebrook 7H10 adicionado con 10% de
acido oleico-albumina-dextrosa-catalasa (OADC), se incubaron a 37 °C con 80% de
humedad y 5% CO,. Después de 10 dias se transfiri6 una colonia en 150 mL de medio
Middlebrook 7H9 adicionado con 10% de albimina-dextrosa-catalasa (ADC) y 0.05% de
Tween 80, se incubo a 37 °C con agitacion (150 rpm) hasta la fase media logaritmica de
crecimiento (8 dias)®. Transcurrido este tiempo, se cosechd por centrifugacion (centrifuga
Sorvall® super T21) a 8000 rpm por 15 min. Se desechd el sobrenadante después de haber
sido esterilizado, el boton se resuspendié en 10 mL de agua desionizada estéril y se
centrifugd a 8000 rpm por 15 min, este procedimiento se realizo tres veces para eliminar los
restos del medio de cultivo del boton de cosecha. Finalmente, el boton se resuspendié en
agua desionizada a razén de 0.1 mg de peso humedo/mL para su posterior lisis. Las
bacterias se almacenaron a -70 °C hasta su uso. Cada uno de los ensayos se realiz6 por

duplicado a partir de cultivos independientes.

5.2. Obtencidén de proteinas de extracto celular

La suspension de bacterias (0.1 mg de peso himedo/mL) se descongelé a temperatura
ambiente, se transfirieron 3 mL a un tubo estéril, se sonico con 15 pulsos de 1 min dejando
un minuto de reposo entre cada pulso a 20 kHz y 80% de amplitud de salida con la punta de
7 mm de diametro con el sonicador Ultrasonic Procesor Cp 130 (Cole-Parmer instruments,
Illinois, U.S.A.). Se adiciond fluoruro de fenilmetilsulfonio (PMSF) como inhibidor de
proteasas a una concentracion final de 20 mM, la mitad del volumen al finalizar el pulso 7 y
el resto al finalizar el pulso 15, se verifico la lisis de los bacilos por microscopia en un
frotis tefiido con Gram. Los restos celulares se removieron por centrifugacion a 14000 rpm
x 10 min, los sobrenadantes fueron recolectados y almacenados a -70 °C hasta su uso. Las



proteinas se cuantificaron por el método de Bradford modificado para microensayo®* >,

(Ver anexo A)

De las proteinas obtenidas del sobrenadante (extracto celular) se realiz6 un SDS-PAGE de
una dimension con el equipo Phast System (Amersham-Bioscience, Uppsala, Sweden) en
un gel de poliacrilamida al 12.5%. Las proteinas se visualizaron mediante tincion de plata
realizada en la unidad de revelado del mismo equipo, esto para corroborar la integridad de

las proteinas.

5.3. Electroforesis 2D

e Isoelectroenfoque

La separacion electroforética de primera dimension se realizo por isoelectroenfoque en tiras
de gradiente inmovilizado de pH (IPG) de 11cm de longitud con un gradiente de pH de 4-7
(ReadyStrips™ [IPG Strips, Bio-Rad laboratorios Inc., CA, U.S.A)). Las tiras se
rehidrataron por 14 h con 80 ug de proteinas en solucién de rehidratacion (Ver anexo B)
CHAPS 2% (3-[(3-colamidopropil) dimetilamonio]-1-propanosulfonato), Ditiotreitol
(DTT) 70 mM, Urea 8 M, anfolinas (pH 4-7) 0.02% y 0.001% de azul de bromofenol].
Posteriormente las tiras fueron colocadas en el sistema de electroforesis horizontal
Multiphor 1l (Amersham- Bioscience, Uppsala, Sweden). El isoelectroenfoque fue corrido a
17 °C 1 mA 5 W con un gradiente de voltaje de 500 V a 2500 V hasta completar 2500 V/h
y a 2500 V hasta completar 52000 V/h totales.

Las tiras se trataron con ditiotreitol al 1.5% en solucion de equilibrio por 15 min (ver anexo
C) y 15 min con iodoacetamida al 3.7% en solucion de equilibrio. Ambos tratamientos en
agitacion.

o Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida al 12.5% (SDS-PAGE)

La separacion electroforética de segunda dimensién se realizé en geles desnaturalizantes de

poliacrilamida al 12.5% de 16 x 16cm en el sistema de electroforesis vertical Hoeffer SE



600 (T30, C3. Ver anexo D). Al final del equilibrio las tiras de IPG se colocaron en los
geles y se sellaron con agarosa (ver anexo E). La corrida electroforética se realizo a un
voltaje de 50 V, 30 min y 100 V hasta que el frente de corrida alcanzara los 3mm del borde

inferior del gel (~9h).

Para visualizar el patron de proteinas los geles se tifieron con plata (ver anexo F). Una vez
teflidos, las imagenes se capturaron digitalmente con el densitdmetro calibrado GS-800
(Bio-Rad laboratorios Inc., CA, USA). Para su analisis se utiliz6 el software de analisis 2-D
PDQuest™ Advanced V. 8.0 (Bio-Rad laboratorios Inc., CA, USA).

5.4. Analisis de los geles

El procesamiento y analisis de las imagenes se realiz6 con el programa PDQuest™
Advanced V. 8.0, el cual detecta los puntos, filtra la imagen original para clarificar los
puntos y crea una imagen tridimensional gaussiana de los puntos. A partir de estos procesos
se generan tres imagenes por separado: la imagen cruda original, la imagen filtrada y la

imagen gaussiana (Figura 10).

Imagen del Imagen
gel Gausiana

Figura 10. Iméagenes generadas por el programa PD Quest para su andlisis. La imagen gaussiana es una
imagen tridimensional sintética sobre la que se realiza el analisis.
Los puntos detectados en cada gel por el programa, se verificaron manualmente, los puntos
no detectados fueron afiadidos y los puntos equivocadamente asignados se eliminaron.
Posterior a esto, las imagenes se combinaron en un gel maestro en el que la imagen de los
duplicados se sobreponen para identificar los mismos puntos en cada gel y establecer los
marcadores fijos. Después de fijar la mayor cantidad de marcadores el PDQuest
automaticamente hace coincidir el resto de los puntos que se encuentren en la misma
posicion. Se verificaron manualmente los puntos detectados como iguales en todos los

geles para eliminar errores de asignacion.



Se normalizaron” los geles maestros, lo que permiti6 la comparacién de valores
cuantitativos. Esta normalizacion se lleva acabo dividiendo la cantidad de pixeles

detectados para cada punto entre el total de los pixeles.

A partir de los geles maestros se realizd un “experimento de alto nivel” que consiste en
sobreponer las imagenes de los geles maestros de cada micobacteria, para realizar la

comparacion entre M. microti y BCG México 1965 (Figura 11).

imagen
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Figura 11. Algoritmo realizado en el programa PD Quest para el analisis comparativo de los proteomas
obtenidos a partir de dos ensayos de cultivos independientes para cada micobacteria.

5.5. Identificacidn de proteinas

Los puntos seleccionados a partir de un gel 2D tefiido con plata, fueron extraidos
manualmente y congelados a -70 hasta su uso. Cada punto fue destefiido, reducido,
alquilado y digerido con tripsina. Las proteinas digeridas se analizaron por LC-NS-MS/MS

(3200 Q TRAP, Applied Biosystems). Los péptidos fueron separadas por cromatografia de

“ Cuando se comparan geles 2D es frecuente que exista cierta variacion en el tamafio de los puntos y su intensidad que no se debe a
expresion diferencial de proteinas. Esta variacion puede ser causada por algunos factores experimentales no facilmente controlables,
incluyendo: i) Diferentes densidades celulares al preparar la muestra, ii) inconsistencias en la eficiencia de la preparacion de la
muestra debidas a variaciones en reactivos, protocolos, etc., iii) errores de manipulacion que resultan en pérdida de muestra durante
la preparacion, iv) pérdida de muestra al cargar el gel, v) inconsistencias en el tiempo de tefiido entre geles, entre otros. Para
comparar con mas exactitud los puntos entre geles, se deben compensar las variaciones de intensidad no relacionadas con la

expresion, a este proceso de compensacion se denomina normalizacion.



liquidos usando un gradiente de elusion de acetonitrilo/0.1% &cido formico con un flujo de
0.4 pL/min por 60 min a través de una columna Zorbax C18 (75 pn x 15 cm, 3.5 um).
Posteriormente se sometié a ionizacidn a través de nanoelectrospray y a un sistema de
espectrometria de masas en tdndem. La identificacion de proteinas fue realizada con el
algoritmo Mascot en la base de datos MSDB 20050929 y limitada al complejo M

tuberculosis (http://www.matrixscience.com). Se consideraron validas las identificaciones

con un puntaje mayor o igual a 27 y con una MM y pl con una diferencia no mayor al 10%

con los valores experimentales.


http://www.matrixscience.com/

6. RESULTADOS

Proteinas del extracto celular

Después de 8 dias de cultivo en 150 mL de medio Middlebrook 7H9 se obtuvo 8.1 pg de
proteinas/mg de celulas para el cultivo 1y 7.81 g de proteinas/mg de células para el cultivo 2
de M. microti, del mismo modo para BCG México 1965, cultivos 1y 2, se obtuvieron 8.0 ug

de proteinas/mg de celulas y 7.5 ug de proteinas/mg de células respectivamente.

Analisis de los geles 2-DE

Los resultados derivados de la normalizacion nos permitieron i) demostrar la reproducibilidad
inter-ensayo y ii) demostrar la validez de la comparacion entre los geles derivados de ambas

especies de micobacterias (Tabla 2).

Tabla 2. Normalizacién por nimero total de pixeles

M. microti BCG México 1965
Gel 1 4489234 4473159
Gel 2 4485452 4478838
%CV 0.06 0.14
*%CV 0.23

*indica el coeficiente de variacién obtenido del conteo total de pixeles
para los cuatro geles

Los coeficientes de variacion obtenidos de los dos ensayos independientes realizados para
cada micobacteria fueron 0.06% para M. microti y 0.14% para BCG México 1965, mientras
que para los 4 geles, el coeficiente de variacién fue 0.23%. Diferentes reportes han sefialado
que el grado de variacién técnica del proceso de electroforesis en dos dimensiones con
muestras de proteinas bacterianas de cultivos independientes es de ~30% en el coeficiente de
variacion®, por lo que los resultados demuestran la reproducibilidad de los ensayos y la

validez de su comparacion.



Para el intervalo de pH elegido en las tiras IPG (4-7) se definieron 732 puntos para M. microti
y 515 puntos para BCG México 1965, todos los puntos detectados en este estudio tienen una
masa molecular (MM) experimental en el intervalo de 9 kDa a 152 kDa (Figura 12). En el
proteoma de BCG México 1965 se observd un grupo de proteinas entre 4 y 5.5 de pH y entre
25 kDa y 100 kDa, que corresponde al 56% del total de los puntos de esta micobacteria. En
este mismo intervalo de pH y MM M. microti mostro sélo el 23% de puntos observandose una
distribucion bien definida de puntos entre 5y 7 de pH (Figura 12 y 13). Ademas de esta
diferencia se observo en la cepa BCG México proteinas en el intervalo de punto isoeléctrico
(pl) de 4.1 a 4.8 y por arriba de 50 kDa mismas que estan ausentes en M. microti (Figura 13
recuadro A). El 80 % de los puntos resueltos en ambos proteomas tienen entre 4.5y 6.5 de pl

y con una MM menor o igual a 80 kDa.

Los pl y MM obtenidos de cada patrén después de la electroforesis 2D y la tincion de plata
estan representados en la Figura 13, donde se muestra la distribucion de cada uno de los
puntos encontrados en cada una de las micobacterias o en ambas. Del total de puntos definidos
484 (48.4%) fueron unicos de M. microti, 267 (26.7%) fueron Unicos para BCG México 1965
y 248 (24.8%) puntos fueron compartidos por ambas micobacterias estudiadas.
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Figura 12. Proteomas de A) M. microti
con un total 732 puntos resueltos y B) BCG
México 1965 con un total de 515 puntos
resueltos. Electroforesis 2D con un
intervalo de pH de 4 - 7 en geles de
poliacrilamida al 12.5% de 16 x 16 cm con
80ug de proteinas de extracto celular
tefiidas con plata.






U] L 4]

e O o e X®moe e ¢ O X 00 ¢ O X

160 S

2y b @ 00 O 8@00 000 Xo
VS
mGa ©
dmm o 00 o onga 0o
o o 0 X e @ XX X boomoe ® 0
00X
[ @ o 00Xb ®o ] XoXe o Xooo o o o
o
X @ XERXe oX 90 0K 9 @X 00 XN oX
©
e 0 @ i} X Mo o X canap o ¢ X 9 00 weX oX
0 000 esooo@oo X ¢ oomoad ©
o
(] 0o X X0 d_ XoXX 00X¥ oX 00X o0 [¢]
-4 a 0000 oX X9 peXo oo XX o X
o o 0 X 00X o DO OX ©OOOMOOOBR OO O X O
] X (] ] X o0 X oXXoe Xo XX o X0 X a
i
o o X Xo Xo 0306 Koo X Xo 0X6RN® 00 @X o
o - - ] ¢ @ [+ (5 4 o Woo Xow Q WO oXX @ X O@
8 0 6 000 X KX 00000 X0 RUXXX0o 0 §08§oa@
N
X X 0X 60 X @eX 00000 oacaxxon@voao o g
@ XoX K Exoxxooxoaooﬁvoonaax&mu & oo o
@ ¢ XooM oXo MO cOXIo W 0X M0N0 XN X0 BQS&?@
o
0 X oX Xoe o0 o XX ooaoXXoo XX XXowbhonXoe o)oo xd_
[+ ()] [+ 1} @0 0 OX X Mr 0 XKoo XKD Xe0omdX ¢ oxa e
© ¢ 0 X oXooXOo Xoowo Xfo) @ 00 600
\\ // 5
; 0 o Xo X  oxxo Xo Xigbww (x) xx
1 i = <
! < o ) © 10 0X00 X 00000 6650 coddBEKo X
1 1 —
" o K owm 000 OBNEOX e X000 000 UO O
1 1
L 66 ® o @ %6 © o o Q Xoo o
1 1
1 “ 6_ P
! o 0 e o ! ) = e ¢
| \ =
' ' ° e e
1 1
| ] ° e 6 ©® 0 0 00 0
1
Sl e 0 0@ X X X0OX0t0om &
I
T T T uli T T T
o e QO a [=] o (=]
= (4] o =] © = o
(M) AW

7.0

pl

o
e

o

4.0

Figura 13. Distribucion por pl y MM de cada uno de los puntos detectados del extracto celular Gnicos de M. microti (circulos rojos) que corresponden al 48.4%
del total de puntos, Unicos de BCG México 1965 (circulos azules) 26.8% y puntos presentes en ambos proteomas (x) 24.8%. EI 80% de los puntos resueltos para
ambas micobacterias se encuentran en el intervalo de 4.5 a 6.5 de pH y por debajo de 80 kDa. El recuadro A sefiala una zona en la que s6lo se detectaron puntos

de BCG Meéxico 1965, ninguno de los puntos detectados en el proteoma de M. microti tiene esas caracteristicas.



Se realiz6 un andlisis cuantitativo para encontrar posibles diferencias en el nivel de
intensidad de las proteinas compartidas. Se seleccionaron los puntos presentes en los 4
geles que presentaran un coeficiente de variacion menor o igual a 31.2%>* entre los

duplicados de cada una de las micobacterias estudiadas.

Diecisiete puntos cumplieron con estas caracteristicas (Figura 14). Las proteinas asignadas
como 7 y 14 en la Figura 15 no mostraron diferencia entre las dos micobacterias, algunas
proteinas mostraron sobre-expresion que va desde 2.7 veces de sobreexpresion (proteina 4)
hasta 50.0 veces (proteina 2, Figura 15) y desde 2.6 veces de subexpresion (proteina 13)

hasta 26.0 veces (proteina 3) en M. microti con respecto a BCG México 1965.

600 -

§ @® BCG México 1965
500 7 O  Mycobacterium microti

400

A ST
§£E§%

Cantidad relativa

100
o o) Q )
o o © =
ol ® & o @ e C o 5 o O e ® o
T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Figura 14. Diferencias cuantitativas entre proteinas encontradas tanto en M. microti (circulos blancos) como
en BCG México 1965 (circulos negros). Se definieron como diferentes aquellas proteinas en la que no se
sobrepone su cantidad relativa considerando su desviacion estandar. Las proteinas asignadas como 7 y 14 no
muestran diferencias, mientras que en el resto se si existen diferencias en la cantidad relativa observada.



A B Figura 15. Ejemplos de diferencia en intensidad y ausencia de

puntos en los proteomas de A) BCG México 1965 y B) M.

. . microti. El punto 2 muestra la proteina que se encontr6 50.0
veces sobreexpresada en M. microti (B) respecto a BCG
Meéxico 1965(A), el punto 20 ejemplifica una de las proteinas

. que se encontraron s6lo en M. microti.
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Identificacion de proteinas

Se eligieron 10 puntos del proteoma de M. microti para su identificacion por LC-NS-
MS/MS (Figura 13), los puntos identificados como id_4 e id_10 se encontraron en ambos

proteomas.

Se lograron identificar ocho proteinas a partir de los puntos id_3, id_4, id 5, id_7, id_8, e
id_10; dos proteinas diferentes fueron identificadas en los puntos id_5 e id_7 (Tabla 3y
Figura 16). De todas las proteinas identificadas se tienen evidencias en estudios de
protedmica en geles de 2D, tanto en proteinas de extracto celular de BCG Tice (Tabla 4) y
M. tuberculosis H37Rv, como proteinas de filtrado de cultivo de M. tuberculosis H37Rv,
con excepcion de la proteina id_7.1 de la que s6lo se contaban con evidencias de su mRNA
identificado por microarreglos de DNA™. Todas las proteinas identificadas en este estudio
y previamente descritas en BCG Tice por el Instituto Max Planck para Biologia de la
Infeccion (IMPIB) tienen valores de MM y pl que difieren en no méas del 10%, lo que nos
habla de la reproducibilidad del método. No se pudo identificar los puntos id_1, id 6, id 9
e id_2, en el caso de los tres primeros debido a que los puntajes obtenidos no resultaron
significativos para asignarles identidad, y para el punto id_2 mostraba una MM vy pl
diferentes a los tedricos de la proteina identificada, probablemente se trate de un fragmento

de dicha proteina.



Tabla 3. Descripcion de las proteinas identificadas por espectrometria de masas (NS LC/MS/MS) del

proteoma de M. microti. En los puntos Id_5 e id_7 se pudieron identificar dos proteinas en la misma

localizacion.
. o Experimental  Presente en
[0)
Proteina Puntaje N.O de_p_eptldos s . Funcion MM pl BCG y/o M.
Global identificados Secuencia e
(kDa) microti
Proteina hipotética de
id_3 183 4 40 funcién desconocida 106 5.1 M. microti
Involucrada en la
id_5.1 124 4 20 bioenergética celular 19.7 49 M. microti
Almacena hierro de
id_5.2 54 1 6 forma soluble 19.7 49 M. microti
Involucrada en la
id 7.1 172 3 17 biosintesis de leucina 225 54 M. microti
Involucrada en el
id_7.2 105 3 17 metabolismo de 225 54 M. microti
nucleotidos
Posible oxidacion de
id_8 71 1 5 acidos grasos 248 6.6 M. microti
Probable proteina de
. regulacion M. microti
id_10 v 3 5 transcripcional 387 65 BCG
Proteina ribosomal
id 4 318 7 49 mvolucr_ada en los 137 47 M. microti
- mecanismos de BCG
traduccion

Tabla 4. Comparacion de MM y pl experimentales de las proteinas de
M. microti identificadas en este estudio y las identificadas en BCG

Tice por el instituto Max Plank.

BCG Tice (Max

Proteina (ggmlcroéll Plz,i/rllll\jlinstitglt €)
(kDa)

id_3 10.6 5.1 94 47
id_5.1 19.7 4.9 21.1 4.8
id_5.2 19.7 4.9 19.1 4.8
id_7.1 225 X
id_7.2 225 54 22.8 5.0

id_8 24.8 6.6 233 6.0

id_10 38.7 6.5 35.7 6.1
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Figura 16. Patrones comparativos de algunos de los
imagenes a la derecha
pertenecen al proteoma de M. microti y a la izquierda al
de BCG México 1965. Solo los puntos id_10 e id_4 se
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7. DISCUSION

La mayoria de las proteinas de extracto celular de varias subcepas BCG, asi como de M.
tuberculosis encuentran su punto isoeléctrico en el extremo acido, pH de 4 a 7, lo cual
corresponde con lo predicho en el genoma de M. tuberculosis H37Rv por analisis in silico
en el que se determind que alrededor de 60% de las proteinas predichas tienen un punto
isoeléctrico entre 4 y 7. Dentro de este intervalo de pH el patron de proteinas de la BCG
México 1965 concuerda con los resultados publicados para otras subcepas BCG*, en todas
ellas una cantidad considerable de proteinas del extracto celular se agrupa hacia la parte
acida, entre el pH 4y 5.5, y entre 25 y 100 kDa.

Siendo el primer trabajo de este tipo con M. microti y con base en los hallazgos de Jungblut
et al”® y Mattow et al®® >, en los que la méaxima diferencia fue de 56 puntos encontrados
Unicamente en M. tuberculosis con respecto a BCG Chicago y Copenhage, se esperaban
diferencias menos notables, no obstante, el patron de proteinas de M. microti en el intervalo
de pH de 4 a 7 tuvo considerables diferencias con respecto al de BCG México 1965, en el
gue se encontrd una distribucion mas homogénea de puntos bien definidos entre el intervalo
de pH de 5 a 7, estas diferencias se reflejan en que aproximadamente el 25% de los puntos

en los proteomas son compartidos entre ambas micobacterias.

Parte fundamental de los estudios protedmicos consiste en determinar la identidad de las
proteinas estudiadas para establecer las diferencias que permitan el desarrollo de nuevas
vacunas Yy reactivos diagnosticos contra la Tuberculosis. En este trabajo se seleccionaron 8
proteinas que fueron identificadas, seis de las cuales se encontraron unicamente en el
proteoma de M. microti. Con excepcion de una, todas las proteinas identificadas ya habian
sido descritas anteriormente en estudios protedmicos, tanto de cepas virulentas de M.
tuberculosis como de cepas vacunales BCG. De M. microti no existen reportes anteriores

en los que se evidencie la presencia de éstas proteinas en especifico.

Los valores experimentales de MM vy pl de las proteinas identificadas difieren en menos del
10% con lo reportado para las mismas proteinas en BCG Chicago por el Instituto Max



Planck para Biologia de la Infeccion (IMPIB), por lo que, ademas de comprobar que la
reproducibilidad de la técnica es excelente, estos resultados sugieren que la cepa BCG
México 1965 no expresa las proteinas identificadas, a diferencia de BCG Chicago, como se
ha demostrado en diferentes subcepas de BCG en las que se observaron diferentes patrones
de expresion de proteinas (tesis doctoral de Rodriguez A., M.); cabe aclarar que ninguno de
los genes que codifican para estas proteinas se encuentran ausentes en BCG o M. microti.
Es posible también que exista una expresion diferencial tal, que la sensibilidad de la técnica
no fuera suficiente para detectar estas proteinas en BCG México 1965; o que se encuentran
en una localizacion diferente dentro del proteoma, para comprobar lo anterior habria que

analizar también proteinas del patron de BCG México 1965.
Proteinas identificadas

Las proteinas de M. microti id_5.2 e id_8 se definieron en estudios previos como no
esenciales mientras que las proteinas id_7.1, id_10 e id_4 estan definidas como esenciales,
del resto de las protefnas identificadas no se conoce esta propiedad®’. De acuerdo a la
clasificacion funcional de los productos génicos de M. tuberculosis, las proteinas id_5.1,
id_5.2, id_7.1 e id_7.2 se clasifican como intermediarios del metabolismo y respiracion,
id_3 como proteina hipotética, id_8 como parte del metabolismo de lipidos, id_10 como
proteina reguladora e id_4 como parte de las vias de informacion, a continuacion se

discuten algunas de las caracteristicas reportadas para las proteinas identificadas:

Id_3 es una proteina hipotética de funcidén desconocida codificada en un cosmido e
identificada originalmente en M. tuberculosis H37Rv™, interesantemente el marco abierto
de lectura (ORF por sus silgas en inglés) de esta proteina no habia sido encontrado en el
analisis inicial del genoma'® y su inclusién a la base de datos se debi6 a su identificacion
por trabajos de proteémica®. La secuencia descrita para esta proteina en M. tuberculosis
CDC1551 contiene siete aminoacidos més en el extremo amino terminal®® *°, el resto es
idéntica para todas las especies del complejo M. tuberculosis cuyo genoma ha sido
secuenciado (M. tuberculosis H37Rv, M. bovis AF2122/97 y BCG Pasteur).



La proteina id_5.1 estd involucrada en la bioenergética celular y fue identificada
inicialmente por el IMPIB en 1999 en M. tuberculosis H37Rv. Algunos estudios muestran
que la expresién de una proteina homologa en Legionella pneunophila es inducida durante
la infeccion intracelular, sin embargo, en una BCG expuesta prolongadamente a
macréfagos murinos no se observé un incremento en la sintesis de la proteina®, por lo que
su induccidn no fue considerada como un evento general entre patdgenos intracelulares. Por
otro lado, la proteina id_5.2 esta involucrada en el almacenaje intracelular de hierro, y se
tienen evidencias de que en M. tuberculosis H37Rv aumenta su sintesis en condiciones de
baja tensién de oxigeno®; como ocurre cuando la micobacteria se encuentra dentro del
macrofago. Esta proteina ha demostrado también ser un antigeno dominante tanto de
linfocitos T como linfocitos B®, debido a esto se propone como candidato potencial para el
desarrollo de vacunas y herramientas diagndsticas. Posiblemente la presencia de esta
proteina en M. microti (identificada en este estudio) esta involucrada como uno de los
factores que intervienen en el nivel de proteccion que confieren estas micobacterias en

contra de la Tuberculosis, sin embargo, se requieren futuros estudios para demostrarlo.

La proteina id_7.1 esta involucrada en la sintesis de leucina y ninguin estudio previo ha
demostrado su presencia como proteina en miembros del complejo M. tuberculosis. Se han
creado cepas de BCG y M. tuberculosis auxotrofas de leucina mediante el remplazo del gen
silvestre que codifica esta proteina por una copia mutante con 359 pares de bases
suprimidas, con las que se realizaron estudios de proteccion en modelos murinos; ninguna

de ellas super6 la proteccién conferida por BCG al reto con M. tuberculosis H37Rv®2,

La proteina id_7.2 esta involucrada en el metabolismo de nucleétidos actuando como
nucleodtido-cinasa, mientras que la proteina id_8 posiblemente esta involucrada en la
oxidacion de &cidos grasos con componentes especificos, sin embargo, no existe mayor
informacidn acerca de las consecuencias biologicas de la presencia o ausencia de estas

proteinas.

La proteina id_10 estd involucrada en mecanismos de regulacion transcipcional. La

comparacion entre M. tuberculosis Erdman y BCG Chicago revel6 que esta proteina



presenta variantes de movilidad, es decir, se encontraba en ambas micobacterias pero en
sitios diferentes dentro de sus proteomas®®. En un estudio similar que comparé a M.
tuberculosis CDC1551 y M. tuberculosis H37Rv, Betts et al identifico también variantes de
movilidad para esta proteina®. Debido a que los genomas de ambas cepas para ese
momento (afio 2000) estaban disponibles, encontré que existe una transversion en la
secuencia del gen, adenina por citosina en M. tuberculosis CDC1551 y M. tuberculosis
H37Rv respectivamente, lo que produce el cambio en un aminoacido y consecuentemente

las diferencias en los valores de pl y MM de ambas proteinas.

La proteina id 4 esta involucrada en los mecanismos de traduccion, parece ser
indispensable para la traduccion exacta del mMRNA>’. Esta proteina induce un alto indice de
proliferacion en linfocitos T después de una exposicién a una cepa virulenta y fue
identificada también como componente principal del PPD®. Se ha demostrado que la
acetilacion del extremo amino terminal de una de sus isoformas es esencial para generar
hipersensibilidad retardada®. Es posible que al igual que otras micobacterias que inducen
respuesta al PPD, M. microti genere este mecanismo de inmunidad celular principalmente

por la presencia de esta proteina.

Dentro de las explicaciones a las diferencias en los proteomas y basados en las
identificaciones realizadas en este y en estudios anteriores, se puede considerar lo
siguiente:

1) Ausencia de genes en alguna de las 2 micobacterias estudiadas. El estudio de la
evolucion de las diferentes especies del complejo M. tuberculosis indica que
todas comparten un ancestro comun, y la derivacion de las especies fue
acompafada de la pérdida o ganancia de secuencias de DNA, asi por ejemplo la
pérdida de la region RD1 separa a las especies virulentas de las que no lo son.
De este modo, las regiones RD2, RD4, RD11, RD12 y RD13 estan ausentes en
BCG México 1965 comparada con M. microti, esto deriva en 25 posibles ORF
perdidos; de estos, 12 ORF no se incluyen en la zona de resolucién de la técnica
empleada por nosotros por tener pl menores a 4 o mayores a 7, por lo que sélo

serian 13 ORF con posibilidad de ser detectados con nuestro abordaje



experimental, sin embargo, el 50% del total de los puntos resueltos (448 puntos)
fueron anicos de M. microti. Debemos considerar también la posibilidad de que
existan mas regiones perdidas no descritas en M. microti (ya que su genoma
aun no se ha secuenciado totalmente) y que los genes ausentes en ambas
micobacterias sean factores que provoquen la total represion de muchos otros
genes.

i) Modificaciones postraduccionales. Las diferencias encontradas pueden derivar de
modificaciones en las proteinas tales como acilacién, fosforilacion,
glicosilacion, metilacion y acetilacion®, en algunos casos la bioinformatica
aporta fuertes evidencias de potenciales modificaciones al analizar las
secuencias de las proteinas, como en el caso de fosforilaciones y acilaciones en
las que encontramos secuencias altamente conservadas, por otro lado, otras
modificaciones son mas dificiles de predecir debido a la ausencia de secuencias
consenso definidas. La importancia de estas modificaciones es bien
ejemplificada por la proteina id_4, ya que su acetilacion en el extremo amino
terminal es determinante para inducir una respuesta de hipersensibilidad
retardada. Sin duda, el andlisis diferencial de las modificaciones
postraduccionales entre cepas proveera informacion crucial respecto a la funcion
e importancia bioldgica de las modificaciones especificas en las proteinas.

iii) Diferencias en la secuencia de proteinas homdlogas en ambas micobacterias.
Las proteinas id_3 e id_10 son ejemplos de diferencias entre las secuencias de
proteinas homologas, la secuencia de id_3 en M. tuberculosis CDC1551
contiene siete aminoacidos mas en el extremo amino terminal con respecto a M.
tuberculosis H37Rv, esta diferencia tuvo correlacion con la movilidad
electroforética de la proteina en ambas cepas; algo similar ocurrié con la
proteina id_10, cuyo gen difiere en sdlo un nucledtido entre dos cepas de M.
tuberculosis. Junto con estos ejemplos existen multiples evidencias de proteinas
con variantes de movilidad electroforética en diferentes cepas del complejo cuya
diferencia no ha sido identificada®® ** °® . Estas modificaciones cobran mayor
importancia si consideramos que tales cambios pueden generar, modificar o

desaparecer motivos de reconocimiento de linfocitos T o B.



iv) Limitacion de la técnica. No podemos descartar que algunas diferencias fueran
resultado del limite de deteccion de la tincion con plata, y que algunas de las
proteinas no alcanzaron a ser detectadas, sin embargo, esto nos hablaria de
expresion diferencial considerablemente mayor en una u otra micobacteria con

la misma importancia de analisis que la presencia o ausencia.

La protedmica ha sido fundamental para el entendimiento de la biologia e inmunologia de
la tuberculosis y el resto de los miembros del complejo M. tuberculosis, es un elemento que
complementa los estudios gendémicos, de transcripcion, fisiol6gicos e inmunoldgicos con el
fin de comprender el origen de las caracteristicas fenotipicas de M microti v,
consecuentemente, en el resto de los miembros del complejo M. tuberculosis, en busca de
blancos mas efectivos para el desarrollo de vacunas, herramientas de diagnéstico y terapias
que ayuden al control de la tuberculosis.



8. CONCLUSIONES

e Se logro definir el patron de proteinas de extracto celular de Mycobacterium microti y
de Mycobacterium bovis BCG México 1965.

e Ladistribucion de las proteinas en Mycobacterium bovis México 1965 concuerda con lo

reportado previamente para otras subcepas de BCG.

e La comparacion de M. microti y BCG México 1965 revel6 que sus proteomas en el

intervalo de pH de 4 a 7 son diferentes.

e El origen de las diferencias protedmicas entre estas dos micobacterias puede estar
determinado por multiples interacciones tales como: ausencia de genes en alguna de las
micobacterias estudiadas, modificaciones postraduccionales y/o diferencias en la

secuencia de proteinas homologas en ambas micobacterias.

e Dado que todas las proteinas identificadas estan involucradas en procesos metabdlicos,
se sugiere que bajo las mismas condiciones de cultivo M. microti y BCG México 1965

expresan vias metabdlicas especificas.
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10. ANEXOS

A. Método de Bradford (microensayo)
En una microplaca y a partir de un estandar de albimina sérica bovina 1mg/mL, preparar una

curvacon 1,2 ,34,5,6 ,8y 10 pg de proteina. Agregar H,Od cbp 50 uL y afadir 200 uL de
reactivo de Bradford. Incubar Smin en oscuridad y leer a Aisospm ¥ Ansonm. El complejo

colorante-proteina es estable hasta por 60min. La cantidad de proteina contenida en la muestra

por interpolacion a partir de una grafica.

B. Solucion Amortiguadora de Rehidratacion
Urea 9M, CHAPS (3-[(3-colamidopropil) dimetilamonio]-1-propanosulfonato) 4% w/v, DTT
70mM, azul de bromofenol al 0.001%, anfolinas (Bio-Lyte pH 3-10, Bio-Rad) 0.1%.
Rehidratar el CHAPS, la urea y el azul de bromofenol con la muestra de proteina, agregar el
DTT y H,Od cbp el volumen final deseado de la mezcla. Para tiras gradiente inmovilizado de
pH (IPG) de llcm, mezclar 180uL de la solucion amortiguadora de rehidratacion con las

anfolinas. Las tiras IPG se rehidratan de 10 a 16h a temperatura ambiente.

C. Solucion Amortiguadora de Equilibrio
Urea 6M, Glicerol 30% v/v, Tris pH8.8 5S0mM, SDS 2% w/v, Azul de bromofenol 0.002%.
Las tiras IPG se equilibran 15min en solucion amortiguadora de equilibrio con DTT (15

mg/mL) y posteriormente con [AA (37.5mg/mL).

D. Solucion de acrilamida/bis-acrilamida (T30% C3%o)
Para 100mL disolver 29.1g de acrilamida y 0.9g de bis-acrilamida y llevar a volumen con

H,0d. Desgasificar, filtrar con membrana de 0.45um y almacenar protegido de la luz a 4°C.

E. Solucion de agarosa para sellar
Agarosa 0.5%w/v, Buffer de corrida 5X 10mL, Azul de bromofenol 0.002%w/v, H,Od 40mL.
Fundir la agarosa en el H,Od y almacenar en alicuotas de SmL en tubos de vidrio con tapon de

rosca.



F. Tincion con plata

Solucién Tiempo
1. Fijacién EtOH 40%, CH;COOH 5% 4h o toda la noche
2. Lavado EtOH 5% 2x20min
. H,Od 3x5min
3. Pre-tratamiento N>5,05 5,0 0.2g/L Ymin
4. Lavado H,0d 3x20s
5. Impregnacion | AgNO; 2g/L, formaldehido 37% 0.4 mL/L 25min
6. Lavado H,0d 2x20s
7 Revelado NaCO; 30g/L, Na,S,05-5H,0 4mg/L, IQrpin o segun la
] formaldehido 37% 0.4mL/L aparicion de los puntos
8. Lavado H,Od 2x2min
9. Paro CH;COOH 10% 10min

Las soluciones de pre-tratamiento, impregnacion y revelado deben prepararse al instante. No

es recomendable rehusar mas de tres veces las soluciones de fijacion y paro. Los geles pueden

almacenarse en la solucion de paro a 4°C hasta por una semana. Antes de secar los geles entre

dos hojas de papel celofan, se recomienda hacer un lavado con solucion de glicerol al 10%

durante 10min.
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