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RESUMEN

Las micobacterias no tuberculosas (MNT) son aquellas especies que no pertenecen al
complejo Mycobacterium tuberculosis y que son distintas a Mycobacterium leprae. Tienen la capacidad
de causar patologias a nivel pulmonar, cuyos sintomas y signos son indistinguibles de la tuberculosis.
La prueba cutdnea al derivado proteico purificado (que se basa en una respuesta de hipersensibilidad
de tipo retardado) es de poco valor en el diagndstico en virtud de que un resultado positivo a esta
prueba podria deberse a una respuesta inmune inducida ya sea por MNT o por M. tuberculosis. Se
han estudiado proteinas de M. tuberculosis para resolver las desventajas asociadas al uso de este
reactivo. Sin embargo, se sabe poco sobre las proteinas de las MNT. El objetivo del presente trabajo
fue identificar proteinas Unicas de dos de las cepas de MNT aisladas con mayor frecuencia de
enfermedad pulmonar, asi como las comunes con M. tuberculosis H37Rv mediante la comparacién de
sus proteomas, de modo que fuera posible seleccionar proteinas con el potencial de ser utilizadas

como biomarcadores de infeccidn.

Las cepas de micobacterias de aislados clinicos de enfermedad pulmonar, M. avium y M.
abscessus, se cultivaron hasta la fase logaritmica. El sobrenadante del cultivo y el paquete celular se
procesaron para extraer las proteinas correspondientes. Estas se separaron por electroforesis
bidimensional (2D-PAGE) y los perfiles resultantes se analizaron in silico para localizar proteinas tnicas
y comunes con M. tuberculosis H37Rv. Algunas se seleccionaron para su posterior identificacién por

espectrometria de masas.

M. avium, M. abscessus y M. tuberculosis H37Rv compartieron un 4.0% de proteinas de filtrado
de cultivo y un 9.0% en el extracto celular. Se obtuvo un mayor nimero de ellas en los filtrados de
cultivo que en los extractos celulares. Las proteinas que fueron identificadas correspondieron a las
categorias funcionales de virulencia, desintoxicacién y adaptacién; metabolismo de lipidos; vias de
sefalizacidn; procesos celulares y pared celular; metabolismo intermediario y respiracidn. Asimismo,
se hallaron proteinas hipotéticas y de funcién desconocida. Estos resultados dan a conocer algunas
proteinas que podran ser consideradas a futuro en el disefio de biomarcadores de infeccidn ya sea

por MNT o por M. tuberculosis.
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ANTECEDENTES



El género Mycobacterium

En 1896, Lehmann y Neumann propusieron por vez primera el término Mycobacterium
para clasificar al bacilo de la tuberculosis y al de la lepra (M. tuberculosis y M. leprae,
respectivamente). El género Mycobacterium es el Unico que pertenece a la familia
Mycobacteriaceae, al orden de los Actinomycetales y a la clase Actinomycetes. Las
micobacterias estan muy relacionadas con los géneros Corynebacterium, Caseobacter, Nocardia,

Rhodococcus y Tuskamurella, también del orden Actinomycetales [1,2,3].

Las micobacterias son bacterias aerdbicas, aunque algunas se desarrollan en
condiciones de microaerofilia. Son bacilos ligeramente curvos o rectos (figura 1) que miden 0.2
- 0.6 x 1.0 — 10 wm aproximadamente. Son inmdviles y no esporuladas. Las especies patdgenas
de crecimiento lento presentan una estructura semejante a una cdpsula. Sus colonias son
blancas o productoras de pigmentos -carotenoides; lisas o rugosas. Muestran un desarrollo
ramificado y semejante a micelios con fragmentacién en elementos bacilares y cocoides.
Asimismo, poseen una composicién de guanina mas citosina (G + C) de 61-71 mol % (excepto M.

leprae: 54- 57 mol %) [1,2,3,4].

Figura 1. Mycobacterium tuberculosis. Micrografia de barrido electrénico (3000x). Dennis Kunkel
Microscopy, 2004.



Las micobacterias se caracterizan por la complejidad de su pared celular. Esta consta de
una capa externa y una interna alrededor de la membrana plasmatica [5,6,7]. La capa externa
estd conformada por lipidos y proteinas. Los lipidos, constituyentes del 60% de su peso seco,
generalmente se encuentran asociados a la pared, con algunos acidos grasos de cadena larga y
corta. Los lipidos unidos a polisacaridos son la lipoarabinomanana (LAM), lipomanana, ftiocerol
dimicocerosato, dimicolato de trehalosa (factor corddn), sulfolipidos y mandsidos de
fosfatidilinositol. En las especies patdgenas de lento crecimiento, la LAM tiene un residuo de
manosa en la porcién terminal de arabinosa (ManLAM), mientras que las especies de rapido
crecimiento carecen de ese residuo y en su lugar contienen una molécula de fosfoinositol y una
arabinosa (AraLAM o PILAM). El componente principal de la capa interna es el complejo
macromolecular de dacidos micdlicos-arabinogalactano-peptidoglucano (mAGP). Los &cidos
micdlicos son dacidos grasos complejos de 60 a 90 atomos de carbono, a-alquilados y f-
hidroxilados. El peptidoglicano o mureina consiste en unidades repetidas de N-
acetilglucosamina enlazadas al 4cido N-acetilmuramico (NAM), aunque algunos de estos acidos
tienen un N-glicolil en vez del grupo acetilo. La cadena peptidica en este caso es el acido L-
alanil-D-iso-glutaminil-meso-diaminopimélico-D-alanina (DAP). El arabinogalactano es el
principal polisacarido de la pared micobacteriana y estd compuesto exclusivamente de un
polimero de D-galactofuranosa y D-arabinofuranosa, ambos extremadamente raros en la
naturaleza. El arabinogalactano es indispensable para preservar la estructura y para anclar los

acidos micdlicos al peptidoglicano [5,6,7] (figura 2).

La pared celular le confiere a las micobacterias ciertas caracteristicas, como el menor
tamano en relacién a otras bacterias; la resistencia a la desecacién como a la decoloracién con
alcohol-acido; la baja permeabilidad a muchos compuestos quimicos y farmacos. Asimismo, les
proporciona el cardcter hidrofdbico y las hace refractarias al ataque por hidrdlisis enzimatica.
Finalmente, las moléculas como la lipoarabinomanana y el dimicolato de trehalosa (factor
cordén) tienen un papel fundamental en la vida intracelular, en el establecimiento de la
infeccién y en la patogénesis, al interaccionar con los componentes de la respuesta inmune y

promover la inhibicién de sus funciones efectoras [3,4,6].



Figura 2. Estructura basica de la pared de micobacterias. La pared celular esta compuesta principalmente
de tres estructuras unidas covalentemente: peptidoglicano (espirales grises); arabinogalactano
(espirales azules) y acidos micdlicos (lineas verdes). Hacia el exterior de la pared existen varios lipidos
(glicolipidos, dimicocerosatos de ftiocerol, factor corddn, sulfolipidos, lipoarabinomanana vy
fosfatidilinositol mandsidos) intercalados entre los acidos micdlicos. Estos lipidos son especificos para las
micobacterias. La cdpsula estd constituida principalmente por polisacaridos como glucano vy
arabinomanana. Tomado de Nature Reviews Microbiology, 2007 [8].

Clasificacion de las micobacterias

Los criterios minimos aceptados para clasificar a las micobacterias son: a) la capacidad
para resistir la decoloracién con alcohol-acido; b) la presencia de acidos micdlicos de 60 a 90
atomos de carbono y ¢) un contenido de guanina mas citosina (G+C) de 61 a 71 mol %. Las
caracteristicas bioquimicas y fenotipicas han sido sumamente importantes en el estudio de las
micobacterias; sin embargo, los métodos moleculares han impactado significativamente en su
identificacién y especiacién durante los ultimos afios. Se reconocen actualmente mas de 150

especies [2,9].

Dentro del género existen especies que son pardsitos obligados, sapréfitos y especies
intermedias que pueden ser aisladas de muestras clinicas, agua, suelo, y otras fuentes
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ambientales. En cuanto a criterios clinicos, las micobacterias se clasifican en tres grupos
principales. El primero incluye a los patdgenos estrictos para el hombre y los animales, como
los miembros del complejo M. tuberculosis, M. leprae, M. avium subespecie paratuberculosis y M.
lepraemurium. En la segunda categoria se incluyen a las micobacterias potencialmente
patdgenas para el ser humano y los animales. La mayoria de ellas se encuentran en la
naturaleza y ocasionan enfermedad bajo ciertas condiciones. Finalmente, el tercer grupo esta

conformado por especies sapréfitas o no patégenas [2,4].

La clasificacion basada en el riesgo que representan para causar infeccién en el hombre (Tabla

1), también empleada para las micobacterias, consiste en las siguientes categorias [2]:

Grupo I. Riesgo de infeccién bajo para el individuo y la comunidad. Las enfermedades

ocasionadas descritas son raras o nulas [2].

Grupo Il. Riesgo moderado para el individuo y la comunidad. Las especies involucradas se

consideran patégenos potenciales u oportunistas [2].

Grupo lll. Riesgo de transmisidn por via aérea; la enfermedad después de la infeccién es severa
y a veces fatal. El riesgo para el individuo es alto pero moderado para la comunidad. Las

especies generalmente se agrupan como patdgenos estrictos [2].

Grupo IV. Riesgo alto de infeccién para el individuo y con frecuencia fatal; riesgo alto para la

comunidad [2].

Micobacterias no tuberculosas

Las micobacterias saprdéfitas y potencialmente patégenas para el humano han sido
referidas en la literatura como “micobacterias atipicas” (debido a que se creia eran cepas
inusuales de M. tuberculosis), ‘“micobacterias andnimas”, ‘“micobacterias ambientales
patégenas facultativas”, “micobacterias ambientales potencialmente patégenas” y “bacilos

MOTT” (por las siglas en inglés Mycobacteria Other Than Tuberculosis). No obstante, el



término Micobacterias No Tuberculosas (MNT), acufiado por la Sociedad de Térax Americana,

es el aceptado actualmente y el mas utilizado en la literatura [1,3,9,10,11].

Tabla 1. Clasificacién de las micobacterias de acuerdo al riesgo de infeccién en humanos [2].

Grupo deriesgo |

Grupo de riesgo Il

Grupo de riesgo I

M. agri M. lentiflavum M. abscessus M. tuberculosis
M. achiense M. lepraemurium M. asiaticum M. bovis
M. alvei M.madagascariense M. avium M. africanum
M. aurum M. mageritense M. celatum M. microti
M. austroafricanum M. moriokaense M. fortuitum M. leprae
M. brandei M. mucogenicum M. genavense

M. brumae M. nonchromogenicum M. haemophillum

M. chitae M. obuense M. intracellulare

M. chlorophenolicum M. parafortuitum M. kansasii

M. chubuense M. phlei M. malmoense

M. confluentis M. porcinum M. marinum

M. conspicuum M. poriferae M. paratuberculosis

M. cookii M. pulveris M. peregrinum

M. diernhorefi M. rhodesiae M. shimodei

M. duvalii M. senegalense M. simiae

M. fallax M. smegmatis M. scrofulaceum

M. farcinogenes M. sphagni M. szulgai

M. flavescens M. terrae M. ulcerans

M. gadium M. thermorresistible M. xenopi

M. gastri M. tokaiense

M. gilvum M. triplex

M. gordonae M. triviale

M. hassiacum M. vaccae

M. hiberniae

M. hodleri

M. interjectum

M. komossense

La velocidad de crecimiento es un rasgo distintivo entre las especies de MNT. Las
micobacterias de crecimiento lento requieren mas de 7 dias para producir colonias en medio
sélido a partir de un indculo liquido bajo condiciones ideales de cultivo. Las de rdpido
crecimiento, por definicién, necesitan menos de 7 dias cuando han sido subcultivadas en medio
Lowenstein-Jensen. Sin embargo, los aislamientos clinicos necesitan en promedio 3 semanas

para formar colonias visibles [1,2,3].



La mayoria de especies crecen en medios con sustratos simples. Hay otras que
requieren suplementos como micobactina, hemina u otros compuestos de hierro. El desarrollo
se favorece con CO, y 4cidos grasos. La temperatura éptima de crecimiento oscila entre 28 y
45° C. En comparacién con otras bacterias, los tiempos de duplicacion son de
aproximadamente 20 h. La formacién de pigmentos carotenoides es una propiedad observada
con mayor frecuencia en especies saproéfitas que en las potencialmente patdgenas. En base a

esta ultima y a la velocidad de crecimiento surgié la clasificacion de Runyon a finales de la

década de 1950, la cual divide a las MNT en cuatro grupos [2,3,12] (tabla 2).

Tabla 2. Clasificacién de Runyon [12].

Grupo Nombre Caracteristicas coloniales Ejemplos

I Fotocromdgenos Colonias visibles en un periodo M.  kansasii, M.
de 2 a 4 semanas y producen simiae, M. marium y
pigmento en presencia de luz. M. szulgai (a 25° C).

Il Escotrocromdgenos Colonias observables en un M. gordonae, M.
periodo de 2 a 4 semanas y aurum, M. flavescens
forman pigmento tanto en y M. scrofulaceum.
presencia de luz como en
ausencia de ella.

[l No cromdgenos Colonias perceptibles en un M. avium, M. xenopi,
lapso de 2 a 4 semanas. No M. intracellullare y M.
producen pigmento ni bajo la celatum.
luz ni en la oscuridad.

v De rapido crecimiento ~ Colonias visibles después de 3 M. abscessus, M
a 5 dias. Carecen de chelonae, M.
pigmentacion fortuitum, M.

peregrinum, M

smegmatis 'y M

mucogenicum.
Habitats

A diferencia del complejo M. tuberculosis y de M. leprae, las MNT forman una parte
integral del medio ambiente natural en los mantos acuiferos dulces y salados, en el sueloy en la
vegetacion decadente [1,10,11,13,14,15,16]. Tienen la capacidad de establecer simbiosis con

amibas y protozoarios (v. gr. Acanthamoeba spp., Dictyostelium, Tetrahymena) [17]. Son



abundantes en los nichos ecoldgicos donde las condiciones climatoldgicas son adecuadas para
su crecimiento, incluidos los ambientes creados por el hombre: sistemas de suministro de agua

urbanos, canales de aguas negras, regaderas, albercas y acuarios [17,18].

Importancia de las MNT

Importancia clinica

A principios del siglo pasado hubo varios informes de nuevas especies de micobacterias
potencialmente patdégenas para el humano, basados en un nimero pequefio de casos. Fue
durante los primeros afos de la década de 1950 cuando se reconocid la capacidad de las MNT
para ocasionar enfermedad en el hombre, tras la disminucidn de la incidencia de la tuberculosis
debido a la introduccién de la estreptomicina en 1944. Las enfermedades descritas causadas
por MNT fueron de tipo pulmonar, linfadenitis cervical y lesiones cutdneas. La patologia a nivel
pulmonar fue la mas comun, principalmente en individuos masculinos y en su sexta década de
vida. La mayoria de los pacientes presentaban factores predisponentes como pneumoconiosis,
bronquiectasis o silicosis; o bien la exposicidon al polvo y aerosoles era constante en sus
ocupaciones, tales como la mineria y la metalurgia. Las especies detectadas fueron M. kansasii,
M. avium y M. intracellulare. Posteriormente, el panorama de las enfermedades debidas a MNT
cambid radicalmente tras la emergencia de la epidemia del SIDA, al ser consideradas como la
principal causa de infecciones oportunistas, sobre todo a nivel diseminado

[10,14,15,16,19,20,21,22].

El diagndstico de las enfermedades causadas por MNT se incrementé en Estados
Unidos y en Europa debido al desarrollo de nuevas técnicas de aislamiento microbioldgico y de
la identificacion por pruebas moleculares. En los paises en vias de desarrollo, donde Ia
tuberculosis es endémica, la informacién epidemioldgica es poco conocida debido a la carencia
del personal especializado para identificar a las especies involucradas. Ademads, la notificacién

de los casos nuevos no es obligatoria ante las autoridades de salud [23].

Del total de MNT conocidas, una tercera parte es responsable de originar patologias en

el humano, tanto en individuos inmunosuprimidos como en inmunocompetentes. El curso de
8



la enfermedad y el desarrollo de la infeccién dependen de la especie de MNT, de la presencia
de factores de riesgo y de la entidad clinica. Las MNT producen principalmente cuatro clases de
patologias: enfermedad pulmonar, linfadenitis, enfermedad cutdnea y en tejido blando y

enfermedad diseminada [9,10,11,18,20,21,24].

a) Enfermedad pulmonar. Es la manifestacidn clinica mas comdn causada por MNT. El
complejo M. avium y M. kansasii son las principales especies identificadas. Los pacientes
generalmente son adultos varones de 60 afios 0 mas, que cuentan con uno o mds factores de
riesgo como tabaquismo, bronquiectasis, fibrosis quistica y un sistema inmunoldgico
debilitado. En las mujeres, la enfermedad se presenta en no fumadoras, siendo M. intracellulare
la principal especie asociada. M. abscessus ocasiona el 80% de enfermedad pulmonar debida a
las MNT de rapido crecimiento y se le considera oportunista en la fibrosis quistica pulmonar.
Otras especies de importancia, cuya distribucion geogréfica es variable son: M. fortuitum, M.
szulgai, M. simiae, M. xenopi, M. malmoense, M. celatum, M. asiaticum, y M. chelonae. Una tercera
presentacidn clinica es una reaccion de hipersensibilidad tras la exposicién a aerosoles,

relacionada con M. avium [4,9,12,15,16,19,20,21,22,25,26,27,28].

b) Linfadenitis. La infeccién de los ganglios linfaticos submandibulares, submaxilares, cervicales
o preauriculares en nifios entre 1 a 5 afos de edad es la presentacién mdas comun de linfadenitis
causada por MNT. M. scrofulaceum, ademds de M. avium y M. intracellulare, es la especie a la

que mas se le atribuyen estos casos [1,9,10,16,20,21,26,28,29].

¢) Enfermedad cutdnea y en tejido blando. M. marinum, M. fortuitum, M. abscessus, y M.
chelonae infectan piel y tejido subcutdneo. Estas forman abscesos en la piel herida, asi como
lesiones en las vainas de los tendones y en las articulaciones. Mycobacterium marinum se
encuentra constantemente en granulomas en codos, rodillas, pies y manos. Mycobacterium
ulcerans ocasiona una patologia conocida ulcera de Buruli, que es la tercer micobacteriosis en
significancia. Se caracteriza por heridas necrdticas en nifios y adultos jévenes que progresan

hasta causar deformaciones severas [10,11,20,21,24,28].

d) Enfermedad diseminada. Esta modalidad se presenta en adultos con SIDA y en individuos
susceptibles por la terapia con inmunosupresores posterior a transplantes de corazdn y de
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rifdn, por el uso crénico de corticoesteroides y leucemia. M. avium se localiza a nivel sistémico

y en las heces [11,20,28].

e) Otras patologias debidas a MNT. M. avium subespecie paratuberculosis es el agente
etiolégico de la enfermedad de Johne en rumiantes, cuyos sintomas son la enteritis crénica con
diarrea persistente, disminucidn de la ingesta y pérdida de peso. Representa un problema serio
para la ganaderia. Existen algunos estudios, basados en técnicas moleculares como Ia
hibridacion in situ que proponen que M. avium subespecie paratuberculosis podria ocasionar la

enfermedad de Crohn en el humano. No obstante, este dato aun requiere confirmarse [30,31].

En ausencia de alguna evidencia de transmisidn de persona a persona, se formuld una
hipdtesis que indica que la via de infeccidon por MNT proviene de fuentes ambientales. Las
enfermedades de tipo pulmonar se adquieren por la inhalacién de aerosoles. La linfadenitis
cervical es resultado de la ingestion de agua y suelo contaminados con MNT. Las lesiones en
piel y tejido blando son consecuencia de la introduccién de material extrafo (astillas, arena,
agujas no estériles, instrumentos quirlrgicos y cosméticos). En los pacientes con SIDA se
piensa que la enfermedad de tipo diseminado es contraida posiblemente por via respiratoria,

por el tracto gastrointestinal o por ambos [11,16,17,18,28].

El agua se ha propuesto como el principal vehiculo de transmisidn, al aislarse las MNT
de fuentes naturales, pero sobre todo, de los ambientes artificiales como los sistemas de
distribucién de agua. Las micobacterias sobreviven con trazas de materia organica y minerales
presentes en el agua. Gracias a su compleja pared celular son resistentes al cloro y a la mayoria
de los principales agentes descontaminantes (M. avium es 500 veces mds resistente que
Escherichia coli). Las micobacterias forman biopeliculas en superficies como PVC, plastico,
caucho, silicdn, celulosa, cobre y vidrio. Las biopeliculas juegan un papel importante como
reservorio de MNT y como un mecanismo de proteccidn ante los agentes antimicrobianos y a
las condiciones adversas. Una prueba determinante del papel del agua como principal vehiculo
de transmisién de MNT esta relacionada con los casos de micobacteriosis ocupacionales, sobre
todo en las actividades que implican diversién y esparcimiento (limpiadores de albercas,
acuarios, salvavidas), asi como aquellas que estdn relacionadas con el procesamiento de

metales como consecuencia de la exposicion a los aerosoles generados en estas labores. Los
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brotes intrahospitalarios se vinculan a la contaminacidén de abastecimientos de agua, ya que
numerosas especies de MNT, sobre todo de crecimiento rdpido, han causado enfermedad
pulmonar, infecciones en articulaciones y abscesos cutdneos posteriores a cirugias,

broncoscopia y didlisis [2,10,11,14,15,16,17,18,32].

MNT y tuberculosis

Actualmente la tuberculosis se define como una enfermedad infecto-contagiosa que se
identifica por la presencia de lesiones semejantes a tubérculos y necrosis caseosa, siendo el

pulmén el principal érgano afectado [4,33,34,35,36,37]

La Organizaciéon Mundial de la Salud declard el estado de emergencia global contra la
tuberculosis en 1993. Cada afio surgen de 8 a 10 millones de casos nuevos y fallecen de 2 a 3
millones de personas (figura 3), de manera que es necesario redoblar los esfuerzos en materia

de prevenciodn, tratamiento y control de esta enfermedad [34,35,37,38,39,40,41].
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Figura 3. Distribucién mundial de la tuberculosis. Casos de tuberculosis por cada 100,000 habitantes
estimados para el afio de 2005. Organizacién Mundial de la Salud, 2007 (www.who.int).

Hoy en dia, la Unica medida preventiva contra la tuberculosis es la vacunacién con el
Bacilo de Calmette y Guérin (BCG), una cepa atenuada de M. bovis. No obstante, algunos de los
ensayos clinicos realizados para evaluar su eficacia protectora han demostrado resultados
contradictorios, con un intervalo en la eficacia protectora de la vacuna BCG que va desde 0 a 80
%,y de un 50% en promedio. Se han planteado diversas explicaciones para esta variabilidad. Una
de ellas, sustentada experimentalmente en modelos animales y en pruebas con humanos,

establece que la sensibilizacién previa con MNT interfiere en la eficacia protectora de la vacuna

BCG [42,43].

Fenner fue el primero en examinar la posibilidad que las MNT pueden conferir
proteccidn contra la tuberculosis, al observar que los animales previamente sensibilizados con
M. avium sobrevivian ante una infeccién con M. tuberculosis. La evidencia anterior se favorecid
con otros trabajos en los que se obtuvieron resultados semejantes utilizando M. avium, M.

kansasii y M. intracellulare. Sin embargo, Comstock y Palmer reportaron una baja proteccién de
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la BCG en un ensayo llevado a cabo en Georgia y Alabama. El resultado del analisis estadistico
realizado tanto en los grupos inmunizados como en los controles negativos a la tuberculina
llevd a concluir que la vacunacidén en estos ultimos no representaba una garantia de proteccion
contra la tuberculosis, al menos en Estados Unidos. Los datos no concordaron con lo
informado por otras investigaciones en las que la eficacia de la vacunacién se reflejaba en una
reduccién de la tuberculosis. Para tratar de explicar estas diferencias, Palmer y Long sugirieron
la existencia de interferencia en la vacunacién con BCG y las infecciones por MNT. Después,
Palmer y Edwards dieron a conocer un estudio en el que algunos individuos mostraron una
respuesta cutdanea a derivados proteicos obtenidos de MNT, interpretandose lo anterior como
un indicativo de la presencia de infecciones por estas micobacterias. Los bajos niveles de
eficacia de la BCG fueron observados en zonas donde la exposicién a MNT era constante.
Finalmente, estos autores presentaron pruebas en las que los cobayos infectados con MNT

respondian menos a la vacunacién que los controles normales [44].

Como consecuencia de lo anterior, se propusieron dos hipdtesis que plantean la
relacion de las MNT con la vacunacién con BCG. La hipdtesis del “bloqueo” indica que la
inmunidad previa conferida por las MNT restringe el desarrollo de la BCG. La hipdtesis del
“enmascaramiento”, por otro lado, establece que la BCG no proporciona ninguna inmunidad
adicional a la que ya fue inducida por la exposicidn natural a las MNT. No obstante, los estudios
para elucidar el verdadero papel de estas bacterias en la vacunacién contindan llevandose a
cabo. Algunos ya han demostrado que M. avium induce un efecto negativo en la vacunacién
con BCG [42,43,45,46].

Por otra parte, para identificar a los individuos infectados con M. tuberculosis, aunque
no presenten los sintomas de la enfermedad (tuberculosis latente) se utiliza una prueba basada
en la observacién hecha por Robert Koch de que la infeccién produce una reaccién de

hipersensibilidad de tipo retardado [47,48,49].

En 1890, Koch prepard un reactivo conocido como tuberculina a partir de cultivos de M.
tuberculosis inactivados por calor, filtrados y evaporados hasta el 10% del volumen original El
propdsito inicial de este producto fue el desarrollo de un tratamiento contra la tuberculosis. No
obstante, éste mostré ser una herramienta diagndstica util en aquel entonces. En 1940
Florence Seibert obtuvo una sustancia conocida como derivado proteico purificado (PPD), por
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calor y filtracién de cultivos de M. tuberculosis, concentrandolos por precipitaciéon con acido
tricloroacético o sulfato de amonio neutro. Este lote es el estandar internacional. Todos los
PPD deben demostrar una potencia similar. La unidad estdndar de 5 unidades de tuberculina
(UT) se definen como la respuesta de hipersensibilidad retardada de 10 mm contenida en una
dosis de 0.1 mg/o.1 mL de PPD-S. El reactivo se administra a una dosis de 0.1 mL de 5 UT PPD
por via intradérmica en el antebrazo. El resultado se lee midiendo el didametro de la induracién
producida entre 48 y 72 h después de la administracién del reactivo (figura 4). La interpretacion
se lleva a cabo en funcién de los siguientes criterios, establecidos por la Sociedad de Térax

Americana [36,37,47,48,50,51,52](tabla 3).

Figura 4. Reaccidn cutanea al PPD. La prueba se realiza administrando 0.1 mL de PPD en la zona dorsal
del antebrazo, utilizando una jeringa de 3/8 de pulgada y de calibre 26-27. La lectura se realiza tras 48 h
de la aplicaciéon del PPD midiendo el didmetro de la induracidn resultante. Clinical Medicine & Research

[48].
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Tabla 3. Caracteristicas clinicas de los individuos que deben recibir tratamiento para la
tuberculosis latente en funcidn del didmetro de induracién de la reaccién cutdnea al PPD [48].

Didmetro de la induracidn Caracteristicas clinicas

5 mm Infeccién con VIH.
Contacto reciente con una persona con tuberculosis activa.
Cambios en la radiografia de tdrax, consistentes con
tuberculosis.
Receptores de transplantes de drganos y otras condiciones
que requieran el equivalente a 15 mg/dia de prednisona
durante 1 mes.
10 mm Individuos nacidos en paises con alta prevalencia de
tuberculosis.
Alcoholismo y uso de drogas por via intravenosa.
Residencia en prisiones y campamentos de refugiados.
Personal de laboratorio que procesa muestras con
micobacterias.
Personal de salud conviviente con pacientes tuberculosos.
15 mm No existen factores de riesgo conocidos para tuberculosis.

El PPD es una mezcla compleja, constituida por aproximadamente 200 antigenos:
proteinas de masas moleculares pequefias, algunos polisacaridos y lipidos. La gran mayoria de
estas moléculas son comunes en las micobacterias e incluso entre las bacterias del orden de los
Actinomycetales, de modo que existe reactividad cruzada, siendo dificil discriminar si la
respuesta observada ha sido inducida por M. tuberculosis o MNT [49,52,53,54,55]. En el grupo
de Weir se evaludé la respuesta del IFN-y al término de la estimulacidn de células de sangre
periférica con PPD de diferentes especies de micobacterias en nifos del Reino Unido y adultos
de Malawi, poblaciones de baja y alta incidencia de tuberculosis, respectivamente. En ambas se
encontré que la mayoria de individuos respondieron a dicho estimulo, en mayor medida la
poblacién de Malawi. En otra investigacién efectuada por este mismo grupo examinaron la
respuesta de IFN-y inducida por PPD de nueve especies de micobacterias. De manera
interesante, el PPD de M. avium, M. intracellulare y M. scrofulaceum presentaron la mayor
respuesta en comparacién con las demas, siendo sobre todo especies filogenéticamente mds

relacionadas a M. tuberculosis [56,57,58].

Los ensayos basados en el IFN-y (IGRA, interferon gamma release assays) fueron

desarrollados para reemplazar la prueba cutdnea al PPD, dada la baja especificidad de éste.
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Estas pruebas se fundamentan en que la infeccién con M. tuberculosis estimula una respuesta
mediada por linfocitos Th1. Por lo tanto, este tipo de ensayos miden el IFN-y liberado por los
linfocitos T de memoria. Las primeras versiones utilizaron PPD como antigeno. Ahora, existen
alternativas mas especificas, como son el antigeno blanco de secrecién temprana de 6 kDa
(ESAT-6; early secretory antigen target), la proteina de filtrado de cultivo de 10 kDa (CFP-10; de
culture filtrate protein) y TB7.7 (antigeno Rv2654). Las versiones comerciales son el T-SPOT TB
(Oxford Immunotec, Oxford UK) y el QUANTIFERON-TB Gold (Cellestis Limited, Carnegie,
Victoria, Australia). Sin embargo, algunas especies de MNT como M. kansasii, M. marinum y M.
szulgai expresan las proteinas ESAT-6 y CFP-10, restando especificidad a la prueba

[36,37,49,50,51,52].

Andlisis proteémico para el estudio de Mycobacterium

Dado el panorama anterior y la necesidad de desarrollar nuevos reactivos de
diagndstico, el estudio de proteinas del género Mycobacterium ha sido una de las principales
vias para la busqueda de proteinas especificas de M. tuberculosis, para la construccién de

vacunas de subunidades y BCG recombinantes [59,60,61,62,63].

La protedmica o estudio del proteoma se define como el estudio de las proteinas en
una célula u organismo determinado, en un ambiente fijo y en una etapa especifica de su ciclo
celular, incluyendo su abundancia relativa, distribucién, modificaciones post-traduccionales, asi
como funciones e interacciones con otras macromoléculas. En las ultimas décadas, la
protedmica ha avanzado significativamente en las técnicas de separacidon de proteinas: la
electroforesis de doble dimensién (2-D PAGE) y la cromatografia liquida; asi como también en la
espectrometria de masas y la bioinformatica. La electroforesis de 2-D PAGE ha demostrado ser
un método eficiente para la separacién de las proteinas basado en su punto isoeléctrico (pl) y
masa molecular (MM) con la capacidad de resolver hasta 10, 000 proteinas en un mismo gel, de
detectarlas en concentraciones inferiores a 1 ng y de evaluar sus modificaciones post-

traduccionales [64,65].

El genoma de M. tuberculosis (aproximadamente 4.4 Mbp) completado en 1998 por

Cole ha facilitado los analisis protedmicos de este patégeno [33,66]. Durante varios afos, las
16



proteinas se han estudiado con la finalidad de identificar nuevos candidatos a vacunas, factores
de virulencia y proteinas especificas utiles en el diagndstico [35,41,61]. Uno de los primeros
estudios de caracterizaciéon y comparacion de antigenos de Mycobacterium por 2D-PAGE fue
reportado por Wright et al. [67]. El primer mapa de 2D-PAGE de filtrado de cultivo fue
reportado por Nagai et al., en el que se identificaron 12 proteinas por el analisis de secuencia N-
terminal [41,68]. El grupo de Jungblut ha publicado comparaciones de las proteinas obtenidas
de sobrenadante y de células de M. tuberculosis (cepas H37Rv y Erdman) y de BCG (subcepas
Chicago y Copenhagen), encontrando diferencias substanciales que podrian explicar la
variabilidad en la eficacia de la vacuna [39,40,65,69,70]. Mds adelante, surgieron otras
investigaciones con distintos propdsitos, en las que se consideran las diferencias entre
aislamientos clinicos de M. tuberculosis contra la cepa tipo H37Rv, asi como también la

evaluacién de la expresidén de proteinas como resultado de la fagocitosis [61,71,72].

En los estudios protedmicos reportados se han dado a conocer las proteinas del
extracto celular y las secretadas al medio de cultivo. Estas ultimas se conocen también como
proteinas de filtrado de cultivo (PFC) debido a que los concentrados de cultivos de M.
tuberculosis se utilizaron para producir la tuberculina por vez primera. Durante los afios 70s y
80s inicid la busqueda y caracterizacidon de este tipo de proteinas, sobre todo en pruebas de
inmunizacién con animales. Los animales vacunados con las PFC fueron mas resistentes a un
reto con M. tuberculosis que aquellos inmunizados con micobacterias muertas, concluyéndose
que estas proteinas son reconocidas durante la infeccién con M. tuberculosis. En 1991 Andersen
y colaboradores demostraron que existia una fuerte correlacién entre la replicacién bacteriana
en el hospedero y la reactividad de células T hacia las proteinas de secrecidn. Se ha propuesto
que éstas son una evidencia de la etapa en la que las micobacterias se encuentran mds activas
en comparacion con otras etapas de su desarrollo y es precisamente en este punto donde
existe una interaccién importante con el sistema inmune. Como consecuencia, es preciso incluir

este conjunto de proteinas en cualquier estudio [38,53,59,62,68,73,74,75,76 ]

Una de las aplicaciones de los estudios protedmicos, como se menciond anteriormente,
es la posibilidad de disefiar con un diagndstico temprano de tuberculosis a través de
biomarcadores proteicos. Algunas de estas alternativas se investigan por diversos grupos de
investigacion internacional. El primer intento por desarrollar una prueba serolégica fue
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realizado por Arloing en 1898, con una prueba de aglutinacidon sin éxito. Posteriormente, se
dieron avances importantes con la identificacién y purificacién de antigenos, tales como: el
antigeno de 38-kDa, Mtb81 (malato sintasa), MTB 48, o-cristalina (14-kDa), ESAT6, CFP-10,
MTC28, tiol peroxidasa, MPT 51, MPT 32, Ag85A y Ag85B, el complejo antigénico 45/47-kDa, el
antigeno de 16-kDa y las proteinas ricas en glicina PE_PGRS [59,60,61,62]. Por otro lado, con
respecto a las MNT, otros equipos de investigacion aplican este tipo de estrategias en la
bldsqueda de biomarcadores de la enfermedad de Johne en el ganado, mediante el andlisis de
las proteinas de M. avium subespecie paratuberculosis [77,78]. Para otras especies, solamente

se han examinado los perfiles proteicos por SDS-PAGE [53].

18



JUSTIFICACION
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Actualmente, se acepta que varias especies del género Mycobacterium son responsables de
causar enfermedad en el ser humano y la diferenciacion entre una infeccién por M.
tuberculosis y por MNT es compleja, por lo que la identificacién de proteinas Gnicas en estas

especies sera de gran utilidad para el disefio de reactivos especificos para su diferenciacién.
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HIPOTESIS
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Se encontraran proteinas uUnicas en los aislamientos clinicos de MNT, las cuales tendrdn
potencial como biomarcadores para diferenciar la infeccién pulmonar por MNT de la de M.

tuberculosis.
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OBJETIVOS
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Objetivo general

Identificar proteinas Unicas de MNT de aislamientos clinicos y compartidas con las de M.

tuberculosis H37Rv.

Objetivos particulares

Obtener los proteomas del filtrado de cultivo y del extracto celular de las dos especies de MNT

aisladas con mayor frecuencia de pacientes con enfermedad pulmonar.

Comparar insilico los patrones electroforéticos de las MNT con el de M. tuberculosis H37Rv.

Identificar por espectrometria de masas las proteinas tnicas de las MNT y las comunes con M.

tuberculosis H37Rv.
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METODOLOGIA
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Cepas de estudio
Aislamientos clinicos de MNT

Se utilizaron dos de las cepas de MNT aisladas con més frecuencia de pacientes
con enfermedad pulmonar: M. avium y M. abscessus. La bisqueda y acopio de los casos
clinicos asociados a estas especies fue llevado a cabo por el Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias en colaboracién con la Escuela Nacional de Enfermeria y

Obstetricia de la Universidad Nacional Auténoma de México.

Para la selecciéon de los aislamientos, se recibié una primera base de datos del
periodo 2000-2004 con 241 casos con estudio positivo a MNT, la cual fue depurada en
primera instancia tomando como referencia de exclusién pacientes con diagnéstico de
VIH. De éstos quedd un total de 87 casos, es decir, un 36% de los mismos. Una nueva
revision de los expedientes se realizé para verificar diagndstico, estudios posteriores y

tratamiento. Finalmente, la muestra elegida fue de 45 casos.

ldentificacién de los aislamientos de MNT

Para confirmar la identidad de los aislamientos clinicos de trabajo, se realizé el
andlisis del polimorfismo del gen que codifica para la proteina de choque térmico hsp65
descrito por Telenti et al. (J. Clin. Microbiol. 1993  31:175-178;
http://app.chuv.ch.prasite).

Cultivo de las cepas de estudio

Cultivo primario

Una alicuota de 100 pL de cada uno de los aislamientos se sembré en 50 mL de
medio Middlebrook 7H9 (DIFCO Laboratories, Detroit Ml USA) suplementado con
ADC (albimina-dextrosa-catalasa; Becton Dickinson, Ireland). La incubacién se llevd a
cabo bajo agitaciéon a 150 rpm y a una temperatura 37° C hasta alcanzar una DOgoonm de

0.6.
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Cultivo secundario y cosecha

Una alicuota de 500 pL del cultivo primario (cuya DOgoorm fue 0.6) se sembrd en
250 mL de medio Sauton bajo las condiciones de agitacién y temperatura anteriores. La
densidad O6ptica se midié cada 24 h hasta alcanzar nuevamente una DOgoonm de 0.6.
Posteriormente, las células se cosecharon por centrifugacién a 5000 x g, a 4° C durante
15 min. El paquete celular se lavé tres veces con solucién amortiguadora de fosfatos (pH
7.2, 0.01 M) y se resuspendié en la misma solucién, adicionada con glicerol a una
concentracién final del 10%. Finalmente, la suspensién bacteriana resultante se

almacend en alicuotas de 1 mL a -70° C hasta su uso.

Cinéticas de crecimiento

A cada MNT se le determind su velocidad de desarrollo mediante las cinéticas

de crecimiento correspondientes. Se trabajé con las alicuotas almacenadas a -70° C.

Para la cinética correspondiente a M. avium se empled un inéculo de 75 pulL; para
la de M. abscessus, de 25 pL. Dichos volimenes se inocularon por duplicado en 250 mL
de medio Sauton y se incubaron de acuerdo a los pardametros de cultivo mencionados.
Las lecturas de la DOgoonm se registraron cada 24 h. Con los datos de las lecturas se
construyé una gréfica de la DOgoonm como funcién del tiempo para localizar la fase
logaritmica. Para verificar que el comportamiento de la cinética fuese reproducible, se

hizo la réplica correspondiente.

Cultivos de trabajo

Se prepararon cultivos en medio Sauton de la misma forma en la que se
obtuvieron las cinéticas. Una vez que los cultivos llegaron a fase logaritmica y a una
DOsgoorm >1, se cosecharon por centrifugaciéon a 5000 x g, a 4° C durante 15 min. El
sobrenadante y el paquete celular se procesaron de manera independiente para obtener

las proteinas correspondientes.
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Cuantificacién de las micobacterias

Las micobacterias se cuantificaron por plaqueo de diluciones seriadas de 10"a 108
en medio Middlebrook 7H10 (DIFCO Laboratories, Detroit MI, USA) suplementado con
OADC (4cido oleico-albumina-dextrosa-catalasa; Becton Dickinson, Ireland). Las placas
se incubaron invertidas a 37° C en atm&sfera de CO, al 5%. La cuenta bacteriana se

realizd al dia 3 para M. abscessus y al dia 17 para M. avium.

Obtencion de proteinas

Proteinas de filtrado de cultivo

Al sobrenadante de los cultivos se le adicioné PMSF, EDTA disédico y azida de
sodio a concentraciones finales de 1 mM, 100 uM y 0.05% m/v respectivamente. Este
sobrenandante se filtr6 por membrana de 0.45 um y de 0.22 um en condiciones de
esterilidad. A continuacién, se redujo el volumen hasta 1.5 mL mediante ultrafiltracion
con el sistema AMICON™: primero se utilizé una celda con agitacién constante y una
membrana de punto de corte de 3 kDa (Millipore Corporation, Bedford, MA, USA).
Después se centrifugd en una unidad de filtracién con membrana de 5 kDa (Millipore
Corporation, County Cork, Ireland), a 5000 x g a 4° C. Finalmente, el volumen

disponible se centrifugd al vacio hasta 750 pL.

Proteinas de extracto celular

El paquete bacteriano se resuspendié con agua desionizada estéril, se lavd por
centrifugacién a 5000 x g, 15 min a 4° C y se ajusté a una concentracién de 100 mg de
bacterias/mL. Para la preparacién del extracto, se tomaron 3 mL de la suspension
obtenida y las células se lisaron con ultrasonido (Ultrasonic Processor, Cole Parmer
Corporation. Vernon Hills, lllionis, USA). Los pulsos se administraron en intervalos de
un minuto, manteniendo la muestra en hielo y agregando inhibidores de proteasas
(PMSF y EDTA disédico a concentraciones finales de 20 mM y 1 mM respectivamente).
Para M. abscessus, se aplicaron 15 pulsos, mientras que para M. avium, 18 pulsos. Al
término, las muestras se centrifugaron por 20 min a 14000 rpm, a 4° C, recuperando el

sobrenadante. Este se almacend en alicuotas a -70° C hasta su uso. Previamente a los
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ensayos de electroforesis bidimensionales, se descongelaron las alicuotas en hielo y las

proteinas se precipitaron utilizado el método del &cido tricloroacético/acetona.

Cuantificaciéon de proteinas

Las proteinas se cuantificaron por el método de Bradford utilizando BSA como

estdndar [79] y se visualizaron en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 12.0%.

Electroforesis de doble dimensién (2-DE)

Primera dimensién: isoelectroenfoque

Las muestras se solubilizaron en 180 plL de una solucién constituida por urea 9
M, CHAPS 4%, DTT 100 mM, anfolinas (Bio-Lyte pH 3-10; Bio-Rad Laboratories,
Hercules CA, USA) 0.1% y azul de Bromofenol 0.001%. La cantidad de proteina fue de
80 pg. La mezcla resultante se utilizé para rehidratar tiras de gradiente de pH inmovil
(ReadyStrip™, IPG strips. Bio-Rad Laboratories, Hercules CA, USA), de intervalo 4-7 y 11
cm de longitud, por aproximadamente 16 h. Finalizado el tiempo de rehidratacién, se
procedié al isoelectroenfoque hasta completar 52,000 V/h (Multiphor 1l Electrophoresis
Unit (flatbed system); Amersham Biosciences, Uppsala Sweden) en tres etapas: i) a 500
V, 1 mA, 5W a 1 V/h; ii) el voltaje se incrementd hasta 2500 V, 1 mA, 5 W vy iii) a 2500
V, T mA, 5W para 49,500 V/h.

Segunda dimensién: SDS-PAGE

Con el propdsito de promover la transferencia de las proteinas a la segunda
dimensién, al concluir el isoelectroenfoque las tiras se introdujeron en un tubo con
solucién de equilibrio (Urea, 6M; glicerol, 30% v/v; Tris pH 8.8, 50 mM; SDS, 2%
w/v; azul de bromofenol, 0.002%) en presencia de DTT 70 mM, incubando durante 15
min. A continuacién, las tiras se colocaron en solucién de equilibrio y lodoacetamida
193 mM durante 15 min. Enseguida, se depositaron sobre geles desnaturalizantes de
poliacrilamida al 12.0 % (16 cm x 18 cm x Imm) con 5 pL de marcador de masa
molecular (Precision Plus Protein™ Standars Dual Color; 250-10 kDa. Bio-Rad

Laboratories, Hercules CA, USA). La electroforesis (Tris-Glicina) se desarrolld en una
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cadmara vertical Hoefer SE 600 (Pharmacia Biotech, USA) a 50 V 30 min; 100V 2 h y
150 V.

Revelado de los geles y obtencion de imagen en formato digital

Al finalizar la electroforesis, los geles se colocaron en una solucién compuesta
por etanol al 40% vy é&cido acético al 10% en agua a 4° C durante toda la noche. A
continuacién se lavaron y se realizd un pretratamiento con tiosulfato de sodio
pentahidratado (0.2 g/L) durante 1 min; se impregnaron con una solucién de nitrato de
plata (2g/L) y 0.75 mL de formaldehido al 37% durante 20 min en agitacién constante
y oscuridad; se revelaron con carbonato de sodio (60 g/L), tiosulfato de sodio (4 mg/L)
y formaldehido al 37% (0.5 mL/L) hasta visualizar los puntos de las proteinas separadas
(aproximadamente 10 min) y al final la reaccién se detuvo con una solucién de acido
acético al 1%. La imagen se capturd en formato digital con un densitébmetro (Molecular
Imager GS-800™ Calibrated Densitometer. Bio-Rad Laboratories, Hercules CA, USA)
con ayuda del programa Quantity One ™ 1-D Analysis Software (Bio-Rad Laboratories,

Hercules CA, USA) a una resolucién de 63.5 um x 63.5 um.

Anilisis de los geles bidimensionales

El andlisis de los geles se hizo con el programa PDQuest (PDQuest™ 2-D Analysis
Software Version 8.0. Bio-Rad Laboratories, Hercules CA, USA). Como criterio de
reproducibilidad entre ensayos se comparé el nimero total de pixeles. Cada imagen y su
réplica fueron utilizadas para construir un gel maestro (imagen sintética), el que se
incluyeron todos los puntos presentes en experimentos independientes. Los geles
maestros obtenidos de cada cepa fueron comparados entre si para buscar puntos
comunes y puntos Gnicos de cada una, con apoyo de las herramientas del programa
(experimento de alto nivel) (figura 5). Las imagenes de los geles correspondientes a las
MNT de aislamientos clinicos se confrontaron con las de la cepa de referencia M.
tuberculosis H37Rv -elaboradas previamente en el grupo. Cabe mencionar que a lo

largo de todo el anélisis se realizd una inspeccién con ayuda de los geles originales.

De los resultados del anélisis anterior, se seleccionaron algunos puntos para su

identificacién.
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Figura 5. Esquema simplificado de la construcciéon de los geles maestros. De cada cultivo y su
duplicado se obtienen los geles 1y 2. El gel maestro (imagen sintética) incluye todos los puntos
resueltos en los geles 1y 2. Los geles maestros de cada cepa se analizan para elaborar otro gel
maestro (experimento de alto nivel). En esta escala de andlisis es donde se localizan puntos
compartidos y Unicos de las especies estudiadas.

Identificaciéon de proteinas

Para identificar las proteinas de interés, se realizaron geles bidimensionales
preparativos de las proteinas de MNT como se describié en las secciones 5.4.1 y 5.4.2.
Cabe sefalar que se utilizd el gel de filtrado de cultivo de M. avium para la
identificacion de proteinas compartidas entre las tres cepas. Para las proteinas de
extracto celular se dispuso del gel de M. abscessus. La cantidad de proteina utilizada fue
de 150 pg. Estos se revelaron con la tincién de azul de Coomassie coloidal descrita por

Candiano et al. (“Silver Blue™) [80].

Los puntos de interés se cortaron manualmente del gel en fragmentos de 0.5-1
mm?3 y se colocaron en tubos de microfuga de 1.5 mL. El colorante y el SDS residual se
removieron mediante dos lavados de 12 y 4 h, respectivamente, con una solucién de
metanol 50% (v/v) y acido acético 5% (v/v).
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Los fragmentos se deshidrataron con acetonitriio 100% vy se secaron
completamente por centrifugacidn con vacio. Las proteinas se redujeron mediante la
hidratacion de los fragmentos de gel con una solucién DTT 10 mM en bicarbonato de
amonio (NH4sHCOs;) 100 mM pH 8.0. Los geles se incubaron en esta solucién a 56° C
durante 1 h. Posteriormente, se retird la solucién de DTT y se afiadié una solucién de
iodoacetamida 100 mM en el mismo amortiguador incubando durante 45 minutos en

obscuridad a temperatura ambiente.

A continuacién, la solucién de iodoacetamida se retird y los fragmentos del gel
se deshidrataron con acetonitrilo 100% vy se rehidrataron con NHsHCO; 100 mM
incubando 10 min a temperatura ambiente. Los fragmentos del gel se deshidrataron

nuevamente con acetonitrilo y se secaron por centrifugacién con vacio.

La digestion de las proteinas se realizd mediante la rehidrataciéon de los
fragmentos en una solucién de tripsina modificada grado secuenciacién en NHsHCO; 50
mM para obtener una concentracién final de tripsina de 20 ng/uL. La rehidratacién se
llevé a cabo en hielo durante 45 min con agitacién ocasional. Los fragmentos del gel se
concentraron en el fondo del tubo mediante su centrifugacién durante 60 s descartando
el exceso de la solucién de tripsina y se afiadieron 10 mL de amortiguador para su

incubacién a 37° C durante 12-16 h.

Los péptidos obtenidos a partir de la digestién se extrajeron colectando los
sobrenadantes de una incubacién con NH,sHCO; 20 mM y de tres incubaciones de 30
min cada una con sonicacién y agitacion en la solucién de extraccién de acetonitrilo
50% (v/v) y acido férmico 5% (v/v). El volumen del extracto se redujo a un volumen
menor a 20 ulL por evaporacién centrifugando con vacio a temperatura ambiente. Las
sales que pudieron interferir con la ionizacién por electrospray (ESI) se eliminaron y los
extractos se concentraron empleando puntas de pipeta con medio de cromatografia en
fase reversa Cig (Zip Tip) de acuerdo con las especificaciones del fabricante (Millipore,

Bedford, MA, USA).

A continuacién, un volumen de 8 ulL de cada muestra fue introducida a una

columna Zorbax C18 (75 um de didmetro x 15 cm de largo) y los péptidos se separaron
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con un gradiente de elusiéon de 2% acetonitrilo, 0.1% &cido férmico, 60% de
acetonitrilo, 0.1% éacido férmico a una velocidad de flujo de 0.25 uL y una duracién de

60 min.

El anélisis de la secuencia de los péptidos se llevé a cabo en un espectrémetro de
masas hibrido triple cuadrupolo-trampa de iones lineal (3200 Q TRAP, Applied
Biosystems) acoplado en linea a un automuestreador (Agilent 1100 Series) con un sistema
de cromatografia liquida de alta precisién (LC). En este sistema, se adquirié un espectro
de resolucién incrementada (EMS) para determinar la intensidad y relacién m/z de los
péptidos eluidos. Los péptidos que mostraron una mayor intensidad se sometieron a un
andlisis de espectro de resolucién incrementado para la determinacién de su carga. Los
péptidos con cargas entre +2 y +4 seleccionados se fragmentaron con voltaje y colisién
con N2 La energia de colisién fue seleccionada de acuerdo con la masa y carga de cada

péptido.

Los iones producto fueron concentrado y su masa analizada en Q;

Las proteinas fueron identificadas a partir de los espectros MS/MS empleando la
base de datos Mascot (http://www.matrixscience.com), restringiéndose la busqueda al

complejo M. tuberculosis.

En todos los casos, los espectros obtenidos fueron verificados manualmente.
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RESULTADOS
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Cinéticas de crecimiento

La fase logaritmica de las MNT se determind en las gréficas obtenidas de sus
cinéticas de crecimiento. Ambas micobacterias exhibieron etapas descritas para los
microorganismos en condiciones de cultivo in vitro (figura 6). En la fase lag o inicial,
como consecuencia de la introduccidén de las bacterias en un medio liquido nuevo, la
division celular no puede comenzar inmediatamente porque las células se estadn
adaptando al nuevo ambiente. Por ejemplo, se encuentran preparando enzimas para
utilizar los nutrientes ahora disponibles. Una vez que las bacterias se han ambientado al
nuevo medio, las células comienzan su crecimiento y duplicacién a una tasa que es
méxima para la especie en las condiciones existentes. Durante esta etapa, llamada fase
exponencial o logaritmica, el nimero de células se divide a una velocidad constante. El
crecimiento de los microorganismos se puede medir cuantificando el nimero de células;
determinando el incremento del peso seco de la biomasa en un intervalo de tiempo
dado; analizando la captacién de un sustrato en particular; midiendo la cantidad de una
sustancia radiactiva incorporada y por aumento en la densidad 6ptica. Posteriormente,
las células detienen su crecimiento e ingresan a la fase estacionaria por varias razones.
Entre éstas se encuentran la baja disponibilidad de nutrientes, poco oxigeno en el medio
y acumulacién de metabolitos nocivos (alcoholes, &cidos, bases, radicales libres).
Finalmente, al ya no haber sustratos proporcionados por los nutrientes, las células no
pueden producir energia y mueren. Incluso son blancos faciles de enzimas autoliticas.
Algunas bacterias mueren pocas horas después de haber ingresado a esta fase; sin

embargo, otras pueden mantenerse viables por algin tiempo [81,82].

Los datos de DOgoonm se graficaron en una funcién logaritmica dependiente del
tiempo. Para localizar la fase exponencial, se tomaron aquellos puntos en los que
hubiese incrementos de la densidad o6ptica (como indicativo del crecimiento de las
micobacterias, en este caso) y la pendiente se mantuviese préacticamente sin cambio
(asumiendo lo expuesto anteriormente, la pendiente representa la velocidad de

duplicacién constante. Ver anexo | para una explicacién mas detallada).

El punto de la fase logaritmica que se considerd para la cosecha de las células en
esta etapa de crecimiento fue a una DOgoonm mayor de 1.0 por las siguientes razones: i)

en este valor de densidad &ptica se observd que las velocidades de crecimiento de las
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dos especies seleccionadas concordaron con lo reportado en la literatura (seccién 1.3); ii)
se asegura que la cantidad de proteina es suficiente para los ensayos de 2D-PAGE porque
en esta etapa las composicién de macromoléculas, como DNA, RNA vy proteinas, es
mayor que en otras fases [82] y iii) en algunos estudios de proteomas de MNT se ha
considerado este punto para cosechar las células [83]. El punto de la fase logaritmica de
M. abscessus que se empled para los cultivos de trabajo fue en el dia 4, a una DOgoonm de
1.2. Por otro lado, las células de M. avium se cosecharon hasta una densidad de 1.4 en el
dia 21. Las micobacterias se cuantificaron por plaqueo de diluciones seriadas en medio
Middlebrook 7HT10. El resultado de la cuenta fue de 1.12 X 10" UFC/mL para M. avium,

mientras que para M. abscessus fue de 1.92 X 10%2.

Finalmente, se observé que M. avium es una especie de crecimiento lento en
comparacién con M. abscessus. La primera requirié de aproximadamente 34 dias para
completar las fases lag, exponencial y estacionaria, en tanto que la segunda necesitd 13

dias solamente (figura 6).
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Figura 6. Cinéticas de crecimiento de M. avium y M. abscessus. En el gréfico se representa la DOgoonm cOmo una funcién logaritmica del tiempo. Las
flechas sefialan el inicio y el final de la fase logaritmica para cada especie. M. abscessus es de crecimiento rédpido en comparacién con M. avium, pues la
primera ya estd en la fase estacionaria cuando la segunda apenas inicia la fase logaritmica. Las barras verticales indican la desviacién estdndar de dos

determinaciones.
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Electroforesis de doble dimensién

Para obtener los geles maestros con el programa PDQuest™ se verificé que el
coeficiente de variacién entre las réplicas correspondientes cumpliese con el criterio
propuesto por Molloy et al. el cual debe ser no a mayor al 31.2% [84]. En la tabla 4 se
muestran los datos del nimero total de pixeles. El coeficiente de variacién entre réplicas

se mantuvo por debajo del limite.

Tabla 4. Densidad total de pixeles.

Numero de pixeles

M. avium M. abscessus M. tuberculosis
H37Rv
Filtrado de  Extracto  Filtrado de  Extracto Filtrado Extracto
cultivo celular cultivo celular de cultivo celular
Gel 1 4588125 4583485 4407689 4600288 4427974 4105640
Gel 2 4307394 4439526 4287114 4655452 4811760 4413864

Promedio 4447759.5 4511505.5 4347401.5 4627870 4619867 4259752

Desviacién 198506.8 101794.4 85259.4 39006.8 271377.7 217947.2
estandar
Coeficiente de 4.4 2.2 1.9 0.8 5.9 5.1

variacién (%)

Respecto a la cuenta total llevada a cabo con el programa PDQuest™, la
electroforesis permitié resolver alrededor de 100 a 300 puntos para los filtrados de
cultivo y de 500 a 600 para los extractos celulares. El gel de proteinas de filtrado de
cultivo correspondiente a M. abscessus mostré un nimero menor de puntos en contraste
con M. avium y con M. tuberculosis H37Rv. Por otro lado, se obtuvieron menos puntos
de los extractos celulares provenientes de los aislamientos clinicos de MNT que del
extracto de M. tuberculosis H37Rv. La mayoria de puntos resueltos (aproximadamente
80%) se distribuyeron en los siguientes intervalos: entre 4.0 y 6.5 de punto isoeléctrico
y entre 10 a 100 kDa en masa molecular (anexo l1l). La tabla 5 proporciona la

informacién en relacién al nUmero de puntos obtenidos para cada ensayo por cepa.
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Asimismo, muestra el total de puntos con los que se construyeron sus respectivos geles

maestros.

Tabla 5. Cuenta total de puntos en los geles individuales y maestros.

Ensayo 1 Ensayo 2 Gel maestro

Cepa Filtrado Extracto Filtrado Extracto Filtrado Extracto
de cultivo celular de cultivo celular de cultivo celular

M. avium 279 368 211 412 344 530
M. abscessus 103 424 86 411 118 585
M. tuberculosis 275 548 266 610 284 736
H37Rv

Los geles maestros de las cepas se compararon entre si, considerando los puntos
en comun y los presentes Gnicamente en cada una, con el propdsito de construir un gel
maestro para el filtrado de cultivo y otro para el extracto celular (experimento de alto

nivel, figura 5). En la figura 7 se esquematizan las imagenes de los mismos.
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Figura 7. Geles maestros de A) Filtrado de cultivo y B) Extracto celular. Las circunferencias azules indican los puntos compartidos entre las tres cepas; los
cuadros rojos representan los Gnicos en M. avium. Los verdes son los puntos Unicos encontrados en M. abscessus y los amarillas, los de M. tuberculosis
H37Rv.
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El total de puntos mostrados en las imagenes anteriores derivd de unién de las
cifras indicadas en la columna “gel maestro” de la tabla 5. El gel maestro del filtrado de
cultivo se construyé con 595 puntos. De éstos, solamente 23 fueron compartidos entre
las tres cepas. Por otra parte, al determinar cuéles estuvieron presentes exclusivamente
en cada especie, 182 fueron de M. tuberculosis H37Rv; 239, de M. avium y 60 de M.
abscessus. En el anélisis correspondiente al extracto celular, las tres cepas aportaron al gel
maestro una cuenta total de 1298 puntos, de los cuales 115 se encontraron presentes en
las tres. El nGmero de puntos exclusivos fueron: 364 para M. tuberculosis H37Rv; 269

para M. avium y 236 para M. abscessus.

Los valores restantes que contribuyeron a las cuentas anteriores de 595 y 1298
fueron los puntos compartidos solamente entre dos especies de micobacterias. En el
filtrado de cultivo, M. tuberculosis H37Rv y M. avium tuvieron 61 puntos comunes; M.
avium y M. abscessus, 21, mientras que M. tuberculosis H37Rv y M. abscessus, solamente
concordaron con 9. En los extractos celulares, M. tuberculosis y M. avium contaron con
83; M. avium y M. abscessus, con 57; M. tuberculosis H37Rv y M. abscessus tuvieron
174 puntos compartidos. Los resultados de lo anterior estdn resumidos en porcentajes en

la figura 8.

Identificaciéon de proteinas

En funcién de dicha evaluacién, se eligieron algunos puntos para su identificacién
por espectrometria de masas, tanto del conjunto de puntos UGnicos como el de los
compartidos entre las tres especies de micobacterias (figuras 9 y 10). En total se
identificaron 21 proteinas. La tabla 6 es una sintesis de la informacién relacionada con

las mismas.
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Figura 8. Comparacién de los puntos Unicos y compartidos entre las cepas estudiadas. Los
nimeros indicados en cada conjunto vy en las intersecciones indican el total de puntos ya sea
compartidos, Unicos o compartidos solamente en pares de cepas. El porcentaje es la cifra
sefialada entre paréntesis. Las cepas compartieron un 4.0% de puntos en el filtrado de cultivo y
9.0% en el extracto celular.
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Figura 9. Geles de M. avium de filtrado de cultivo (izquierda) y de extracto celular (derecha). Se muestran los puntos que fueron seleccionados para su
identificacion por espectrometria de masas. Los circulos fueron puntos compartidos entre las tres especies. Los cuadros fueron puntos Gnicos en esta cepa.
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Figura 10. Geles de M. abscessus de filtrado de cultivo (izquierda) y de extracto celular (derecha). Se muestran los puntos que fueron seleccionados para
su identificacién por espectrometria de masas. Los circulos fueron puntos compartidos entre las tres especies. Los cuadros fueron puntos (nicos en esta
cepa.
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Tabla 6. Proteinas de micobacterias identificadas por espectrometria de masas.

CLAVE DEL PROTEINA **PUNTAJE No. PEPTIDOS % DE
PUNTO GLOBAL IDENTIFICADOS SECUENCIA
Nombre Funcién*
Proteinas de filtrado de cultivo comunes
Cl Proteina hipotética Desconocida 91 3 15
(MAP1693¢)
c2 Proteina hipotética de Desconocida (7) 54 2 11
23.2 kDa
c3 GroES Plegamiento de 175 3 45
proteinas (0)
Proteinas de extracto celular comunes
c4 Proteina hipotética Desconocida 134 3 33
conservada
(MAB 2403)
c5 Proteina de 35 kDa Desconocida (10) 68 2 17
rica en alanina
cé6 Enoil reductasa Biosintesis de acidos 150 5 31
acarreadora de acilos micdlicos (1)
(NADH)
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Tabla 6. Proteinas de micobacterias identificadas por espectrometria de masas (continuacién).

CLAVE DEL PROTEINA **PUNTAJE No. PEPTIDOS % DE
PUNTO GLOBAL IDENTIFICADOS SECUENCIA
Nombre Funcion*
Proteinas de filtrado de cultivo Gnicas de M. avium
Avl Proteina hipotética Desconocida 49 2 19
(MAP1508)
Av2 Proteina hipotética Desconocida 100 2 36
(MAV_4695)
Av3 Proteina hipotética Desconocida 47 2 4
(MAPOO0S8T)
Av4 Posible proteina Desconocida (3) 51 2 12
secretada rica en
alanina y valina
Proteinas de extracto celular tnicas de M. avium
Av5 Proteina de la familia Desconocida 48 2 5
XYPPX
Avé Proteina hipotética Desconocida 41 1 6
(MAP1885¢)
Av7 Enzima Metabolismo de 395 7 42
multifuncional acidos grasos (1)
peroxisomal tipo 2
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Tabla 6. Proteinas de micobacterias identificadas por espectrometria de masas (continuacién).

CLAVE PROTEINA **PUNTAJE | No. DE PEPTIDOS % DE
DEL GLOBAL IDENTIFICADOS SECUENCIA
PUNTO | Nombre Funcién*
Proteinas de extracto celular Gnicas de M. avium
Av8 Proteina putativa de la Adaptacién a 136 4 36
familia de proteinas de condiciones
estrés universal adversas (3)
Proteinas de filtrado de cultivo Gnicas de M. abscessus
Abl Proteina hipotética Desconocida 152 2 26
(MAB_3075c¢)
Ab2 Proteina hipotética Desconocida 37 1 7
conservada (MAB_4114)
Ab3 Proteina hipotética Mediadora de la 74 3 11
conservada unién a las células
(posiblemente de unién | del hospedero (3)
a fibronectina)
Ab4 Proteina hipotética Desconocida (10) 141 3 17

conservada(MAB_0318c)
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Tabla 6. Proteinas de micobacterias identificadas por espectrometria de masas (continuacién).

CLAVE DEL PROTEINA **PUNTAJE | No. DE PEPTIDOS % DE

PUNTO GLOBAL IDENTIFICADOS SECUENCIA
Nombre Funciéon*

Proteinas de extracto celular Unicas de M. abscessus

Ab5 Probable superéxido Catélisis de la 118 2 13

dismutasa (Mn) conversién de

radicales superéxido
a HzOz Y 02 (O)

Ab6 Proteina ribosomal Sintesis de proteinas 134 3 25
508 L7/L12 (2)

Ab7 Pirofosfatasa Hidrdlisis del 112 1 14
inorgénica pirofosfato

*Clasificacién propuesta por el Instituto de Investigacién Gendmica (TIGR): O= virulencia, desintoxicacién y adaptacién; 1= metabolismo de
lipidos; 2= vias de sefalizacién; 3= pared celular y procesos celulares; 4= RNA estables; 5= elementos de insercién y fagos; 6= PE/PPE; 7=
metabolismo intermediario y respiracién; 8= desconocida; 9= proteinas reguladoras; 10= proteinas hipotéticas conservadas. A algunas proteinas no se
les ha asignado una categoria funcional, por lo que no se indica en la tabla el nimero correspondiente.

** El puntaje global se obtiene a partir de una prueba de probabilidad que se expresa como -10logioP para cada espectro basado en dos niveles de

significancia: 1) identidad, que se calcula en funcién del nimero de nimero de veces que el ion precursor coincide con lo que haya en la base de datos
(match) y el error especificado por el usuario (p<0.05); 2) homologia, mé&s sensible a la calidad del espectro [85].
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DISCUSION
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En el presente trabajo se compararon los patrones electroforéticos de las proteinas
de filtrado de cultivo y de extracto celular de dos de las cepas de MNT de aislamientos
clinicos mas frecuentes de enfermedad pulmonar: M. avium y M. abscessus. Asimismo, éstos
se contrastaron con los de M. tuberculosis H37Rv para la basqueda de proteinas Gnicas y
compartidas. Algunas de ellas fueron seleccionadas para su identificacién por espectrometria

de masas.

La selecciéon de las dos especies evaluadas, como se mencioné anteriormente, se basé
en su frecuencia de aislamiento de pacientes con enfermedad pulmonar, siendo M. avium la
que mas se ha detectado en dicha patologia en casi todo el mundo. Cabe sefialar ademés
que, de acuerdo a varias evidencias, es la especie responsable de ejercer un efecto negativo
sobre la respuesta inmune inducida por BCG, como consecuencia de la exposicidon
constante a esta MNT [58]. A dicho suceso se atribuye la variacién en la eficacia de la
vacuna. Una explicacién probable para ello esté relacionada con la comparticién de
antigenos entre M. avium y BCG. Por otra parte, M. abscessus contribuye con el 80% de
los casos de padecimientos pulmonares debidos a las MNT del grupo de crecimiento
répido. Estd considerada entre los principales patégenos oportunistas en los cuadros de
fibrosis quistica pulmonar y es de las més resistentes a los tratamientos antifimicos

[9,27,28,44].

Los aislamientos clinicos mostraron una cinética de crecimiento in vitro similar a las de otras
especies analizadas en otras investigaciones (como M. avium subespecie paratuberculosis),
bajo condiciones de cultivo como las implementadas en este caso [83]. La fase logaritmica
sustenta el hecho de que, durante esta etapa, la bacteria se divide méas activamente en
comparacién con otras etapas de desarrollo, condicién reflejada durante la enfermedad
donde las defensas del hospedero no restringen el crecimiento de la micobacteria [68]. Por
otro lado, el interés por estudiar las proteinas de filtrado de cultivo (producidas durante el
desarrollo de la micobacteria) reside en la observacién de que algunas de ellas tienen la
capacidad de estimular una respuesta inmune celular, segin estudios en los que BCG
recombinada con antigenos extracelulares confiere proteccién contra la tuberculosis en
modelos animales [53,59,61,62,75,86,87]. Asimismo ya se ha evaluado ampliamente la
posibilidad de evaluar proteinas de M. tuberculosis como marcadores de infeccidn,

[60,61,62,63]. En el campo de las MNT sdélo estdn disponibles algunos ex&menes
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relacionados con M. avium subespecie paratuberculosis [82], por lo que este estudio
representa una primera etapa de la bisqueda de proteinas de otras especies (M. avium y M.

abscessus) para tal propdsito.

Hay pocos datos de las diferencias en la expresién de proteinas entre los aislados clinicos
contra las cepas de referencia [61,71]. La informacién proporcionada por aislamientos
humanos es indispensable, sobre todo porque las cepas adaptadas a condiciones de
laboratorio no proporcionan todos los detalles sobre su patogenicidad; algunos incluso los
han perdido. El ejemplo maés representativo de este fenémeno es la BCG, la cual derivé de
una cepa virulenta de M. bovis. Se ha demostrado que BCG perdié una regién de 9.5 kb
conocida como RD-1. En ésta se encuentran genes que codifican para dos proteinas
denominadas ESAT-6 y CFP-10. Ambas cumplen funciones indispensables en la
patogenicidad de M. tuberculosis [8,88]. Dadas las implicaciones del panorama anterior, fue

de utilidad seleccionar aislamientos clinicos.

2D-PAGE permitié resolver aproximadamente 100 a 300 puntos en los filtrados de
cultivo y de 400 a 600 en los extractos celulares; éstos se distribuyeron en el intervalo de
4.0 a 6.5 de pl y de 10 a 100 kDa de masa molecular, observacién que concuerda con los
antecedentes. No obstante, en las publicaciones anteriores se resolvieron alrededor de 600
puntos en los filtrados de cultivo y 1000 en los extractos celulares de M. tuberculosis (cepas
H37Rv y Erdman) y M. bovis BCG (cepas Chicago y Copenhagen) [89]. La explicacién
quizés esté vinculada con las caracteristicas intrinsecas de cada cepa de micobacterias y con
su origen. En una publicacién anterior se reportan los resultado de contrastar las proteinas
de filtrado de cultivo de M. tuberculosis, cepas H37Rv y CDC 1551, con el aislamiento
clinico de la cepa K, la mas comin en Corea del Sur. Se hallaron aproximadamente 600
puntos para las cepas H37Rv y CDC 1551, mientras que en el aislamiento clinico fueron
solamente 400 [61]. Las proteinas provenientes de las cepas tipo, adaptadas a las
condiciones de laboratorio, como se menciond anteriormente, reflejan el panorama de su
expresidon durante condiciones no restrictivas, a diferencia de la infeccién donde el entorno

es otro [71,90,91,92]. No obstante, los modelos in vivo mostrarian ese panorama.
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En cuanto a la cifra correspondiente a los puntos detectados en el filtrado de cultivo,
éste fue menor en M. abscessus comparado con M. avium y M. tuberculosis. Wiker propone
que las proteinas encontradas al exterior de la célula tienen funciones especificas; algunas
participan en la remodelacién constante de la pared celular tras la duplicacién de los
bacilos. También sugiere que los sistemas de secrecidn de proteinas de micobacterias son
maquinarias demandantes que contribuyen al lento desarrollo de M. tuberculosis [68]. En
contraste, M. abscessus es una especie de rapido crecimiento y posiblemente su regulacién
de la expresién proteica tenga caracteristicas Unicas. En relacién a esta aseveraciéon, en el
grupo de Ohara se examind la expresién de proteinas de secrecidn, especificamente de
unién a fibronectina como el complejo antigénico 85 (85A, 85B y 85C) y las proteinas
MPB/MPT51. Estas moléculas fueron secretadas de forma abundante al medio extracelular
por M. tuberculosis y por M. bovis BCG. En contraste, en el filtrado de cultivo de M. avium,
85B y MPT51 fueron detectados en concentraciones altas, mas no fue el caso para 85A y
85C, a pesar de la presencia del gen que codifica para ellos. La diferencia en la secrecién la
atribuyeron a una probable regulacién a nivel transcripcional. Para M. abscessus, dicho

evento tendrd que confirmarse [102].

Se lograron identificar 21 proteinas: 3 compartidas en el filtrado de cultivo y 3 en el
extracto celular; 4 proteinas Unicas en el filtrado de cultivo y 4 en la fraccién celular de M.
avium. En M. abscessus fueron 4 proteinas tnicas en el filtrado de cultivo y 3 en la fraccién
celular. Estas se clasificaron en las siguientes categorias funcionales acorde con el TIGR (The
Institute for Genomic Research): virulencia, desintoxicacién y adaptacién (2 proteinas
identificadas); metabolismo de lipidos (2); vias de sefializacién (1); procesos celulares y
pared celular (3); metabolismo intermediario y respiracién (2). Varias investigaciones
sugieren que los genes involucrados en la regulacién de otros genes, en la captacién de
metales, reparaciéon de DNA, termotolerancia, tolerancia osmética y al pH, asi como
aquellos relacionados con biosintesis, degradacién o metabolismo basal de lipidos,
carbohidratos y nucledtidos son los mas importantes en la infeccién [41,71,90,91,921;
justamente corresponden a estas categorias y a la de proteinas reguladoras. De la misma
manera fueron localizadas 11 proteinas hipotéticas y de funcién desconocida, lo cual es una
manifestacion fisica de la expresién de los genes que las codifican. Investigaciones futuras
serdn encauzadas a estudiar la funcién especifica que éstas desempefian en las

micobacterias.
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Se identificaron dos proteinas que participan en procesos de virulencia,
detoxificaciéon y adaptacién. GroES (C3), comdn entre las dos cepas de MNT y M.
tuberculosis H37Rv, es un antigeno ampliamente estudiado, fuertemente reconocido por
linfocitos T de pacientes con tuberculosis y animales infectados y asociado con una alta
produccién de IFN-y. Se ha encontrado en altas concentraciones en el filtrado de cultivo. La
presencia de esta proteina se debe a su estabilidad por ser una proteina de choque térmico,
a su liberacién durante la duplicacién celular y a que finalmente es requerida para el
plegamiento de proteinas de la membrana y la pared celular [68,93,94,95]. Entonces, en
virtud de que es abundante en el filtrado de cultivo, a que induce la respuesta inmunitaria
y a que es comun entre las tres cepas, es probable que sea uno de los componentes del PPD

que explique la baja especificidad de este reactivo [93].

La probable superéxido dismutasa (Ab5), otra proteina de la categoria funcional de
virulencia, desintoxicacién y adaptacién, se considera un mecanismo de defensa ante las
especies reactivas de oxigeno producidas por los macréfagos. Cataliza la conversiéon del
radical superéxido en oxigeno y peréxido de hidrégeno. Este, entre otras estrategias de
evasion de la respuesta inmune, ha permitido a las micobacterias sobrevivir
intracelularmente y persistir en el hospedero. Por otro lado, cabe mencionar que esta
proteina se identific6 como Unica en M. abscessus, pese a que M. tuberculosis y M. avium
tienen el gen que codifica para ella y en otros estudios de tipo proteémico ya la han
reportado. Esto podria deberse a un cambio en su movilidad electroforética; quizas por una
modificacion post-traduccional, que la hace una especie de proteina distinta. Otra
caracteristica es el hecho de que su cofactor pudiese ser el manganeso, en tanto que en M.
tuberculosis se han descrito dos superdxido dismutasas, cuyos cofactores son hierro y cobre-

zinc [65,73,74,95].

Entre las proteinas descritas en el proteoma de micobacterias, estdn involucradas
aquellas que participan en el metabolismo de lipidos, biomoléculas componentes esenciales
de la compleja pared celular. La enoil reductasa (C6), compartida entre las especies
estudiadas, cataliza la elongacién de acidos grasos y es blanco de la isoniazida, uno de los
farmacos antifimicos. Sin embargo, debido al surgimiento de cepas de M. tuberculosis
multifdrmaco-resistentes y a que el tratamiento de patologias pulmonares por MNT no es el

mismo que para M. tuberculosis (de hecho, M. abscessus es de las més resistentes a los
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esquemas indicados para la tuberculosis), esta proteina representa un blanco terapéutico en
el disefio de farmacos mas eficaces que la isoniazida [96,97,98]. La enzima multifuncional
peroxisomal tipo 2 (Av7), del extracto celular de M. avium interviene en la B-oxidacién de
acidos grasos, por lo que se esperaba encontrar una enzima de esta naturaleza. Los acidos
grasos confieren a las micobacterias una elevada hidrofobicidad, que les permite resistir los
tratamientos antifimicos y los agentes descontaminantes del agua, la cual se ha sugerido es

el principal vehiculo de transmisién de MNT [5,15,17,99].

La proteina ribosomal 50S L7/L12 (Ab6), de acuerdo al andlisis in silico, se clasificd
como Unica de M. abscessus. Sin embargo, también estd codificada en los genomas de M.
avium y M. tuberculosis e igualmente ha sido detectada anteriormente en geles
bidimensionales. De acuerdo a un estudio realizado en 1999 por Kitaura y colaboradores, se
le ha contemplado como otro de los principales componentes del PPD. Se propone que las
modificaciones post-traduccionales, particularmente una acilacién en el extremo N-terminal
de la subunidad L12, son responsables de su actividad en la respuesta de hipersensibilidad de
tipo retardado por su reconocimiento por el sistema inmune. En cuanto a la proteina
localizada en M. abscessus, probablemente exista otro tipo de modificacién que influya en
su movilidad electroforética y quizés, en su capacidad para inducir una respuesta inmune de
tipo celular, sobre todo si este antigeno es reconocido tras una exposicion a MNT o a M.

tuberculosis. Esta aseveracidn debera confirmarse [65,93].

En M. avium se reconocieron dos proteinas involucradas en la categoria funcional de
pared celular y procesos celulares. Una de ellas (Av4) es una posible proteina secretada rica
en alanina y valina, encontrada en el filtrado de cultivo. Varias proteinas de esta naturaleza
y ricas en otros aminoacidos hidrofébicos como prolina, leucina y glicina han sido
reportadas en M. tuberculosis (Rv2668, Rv2693c, Rv2721c, Rv2905, Rv388lc por
ejemplo). No obstante, sus funciones son desconocidas [38,89]. Por otra parte, la proteina
de la familia de proteinas de estrés universal (en este trabajo es Av8) fue descrita por
primera vez en E. coli. Su sintesis fue inducida cuando la bacteria se crecié bajo condiciones
carentes de uno o varios nutrientes como carbono, nitrégeno, fosfato, sulfato, aminodacidos
esenciales; en presencia de metales pesados, oxidantes y antibidticos, bajo choque térmico
y dafio al DNA. Se propone que esta clase de proteinas en las micobacterias interviene en su

supervivencia bajo condiciones de hipoxia, probablemente el contexto de la infeccién

54



[54,97]. Un homdlogo (MAP1754c) ya habia sido encontrado en un estudio en el que se
comparé la expresiéon proteica de M. avium subespecie paratuberculosis cultivada in vitro
contra un aislamiento clinico obtenido de la mucosa intestinal de una oveja. Dicha proteina
se hallé expresada precisamente en esta Gltima condicién, de modo que se sugiere que es

requerida para resistir condiciones adversas durante la infeccién [82].

En el filtrado de cultivo de M. abscessus se encontré una proteina hipotética
conservada, posiblemente de unién a fibronectina (Ab3). La unién a fibronectina es un
fendmeno bien documentado en especies como M. bovis BCG, M. tuberculosis, M. kansasii,
M. leprae, M. avium y M. smegmatis. La unién e internalizacién de M. bovis BCG, M. avium
y M. leprae es dependiente de la unién a fibronectina. En M. abscessus, ademés de ser
indispensable para el proceso anterior, probablemente desempefie un papel indispensable
en adhesién al epitelio del tracto respiratorio durante la fibrosis quistica pulmonar, por lo
que se le ha dado importancia recientemente. Otros patdégenos como S. aureus y P.
aeruginosa utilizan la fibronectina como molécula de adhesién en dicha patologia

[76,100,101,102,103,104,105].

En relacién a proteinas mediadoras de metabolismo intermediario y respiraciéon se
identificé una proteina hipotética de 23.2 kDa (C2), compartida entre las tres cepas. Su
funcién es desconocida. Sin embargo, en el TuberculList
(http://genolist.pasteur.fr/Tuberculist) corresponde a esta categoria pues podria tratarse de
la proteina Rv2036. También se hallé la pirofosfatasa inorgénica en el extracto celular de
M. abscessus (Ab7). Su papel es controlar los niveles celulares de pirofosfato inorgéanico,
que interviene en todos los procesos biosintéticos que requieren ATP. Esta proteina es
ubicua y estd altamente conservada entre diferentes especies de patdgenos intracelulares.
Por ejemplo, en Legionella pneumophila, el gen que la codifica se induce durante la
infeccion de la linea celular U937 y se regula en respuesta al estimulo ambiental. Sin
embargo, en M. tuberculosis estd expresada constitutivamente, in vivo e in vitro, y su
produccién es independiente de los estimulos ambientales, lo que no sugiere su
participacién importante durante la infecciéon [106,107] . Por dltimo, esta proteina fue otro
ejemplo de que se expresaron proteinas no especificas de cada especie, pero si de especies
proteicas Unicas. Seguin Jungblut, el término especie proteica se define como la unidad maés

pequeia de la clasificacién de proteinas, definida por su estructura quimica [65].
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Como se menciond anteriormente, se encontraron varias proteinas hipotéticas y de

funcién desconocida:

La proteina MAP1693c (Cl1), una proteina hipotética de M. avium subsp.
paratuberculosis fue compartida en el filtrado de cultivo entre las cepas acorde con el
resultado obtenido del andlisis in silico. A pesar de que no se ha comprobado
experimentalmente su funcién, en un estudio en el que se realizd un alineamiento por
BLAST de su secuencia de aminoéacidos con el de otras proteinas de M. tuberculosis, se le
clasific6 como una peptidil-prolil-cis-trans isomerasa. Esta ya ha sido encontrada en
filtrado de cultivo de M. tuberculosis y se ha demostrado que su expresién disminuye
cuando el hierro disponible es escaso en el medio de cultivo, lo que sugiere que estéa
relacionada con la captacién del cofactor. Por otro lado, ya se ha examinado su potencial
como biomarcador de la enfermedad de Johne en rumiantes porque se ha demostrado que
las peptidil-prolil-cis-trans isomerasas son inductoras de la respuesta inmune
[77,78,108,109]. En virtud de estar compartida, tal vez no sea un buen candidato para

discriminar entre la infeccién por MNT la ocasionada por M. tuberculosis.

C4, una proteina hipotética conservada (MAB_2403) fue comun en las tres especies
evaluadas. La poca informacién disponible sobre ella
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) sefiala que tiene un dominio FHA (del inglés
“Fork-head associated”) al cual se le asocia en procesos de sefalizacion celular y de
fosforilacién de serina y treonina. En otros estudios con M. tuberculosis se describié que la
proteina GarA cuenta con dicho dominio. GarA es sustrato de PknB, una “like-kinase de M.
tuberculosis. Probablemente estd implicada en transduccién de sefiales [106,108]. PknG,
otra cinasa descrita en M. tuberculosis estd asociada con la regulacién del glutamato. En
cuanto a sus implicaciones bioldgicas, se propone que se secreta en el citosol del macréfago
y que inhibe la fusién del fagosoma y del lisosoma, uno de los eventos que favorece la
supervivencia de M. tuberculosis dentro del macréfago [110]. Tanto en M. avium como en
M. abscessus se tendrd que comprobar si la proteina identificada en este trabajo tiene el

dominio FHA vy si promueve las mismas funciones que PknG.

C5, el antigeno de 35 kDa se ha descrito en otros estudios de proteinas de M.

tuberculosis H37Rv. Es una proteina rica en alanina y valina, codificada por el gen
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Rv2744c. En BCG, se encontré por primera vez en una investigaciéon en la que se

compararon las subcepas Phipps y Dinamarca. Se desconoce su funcién [38,89].

Avl, Av2 y Av3 proteinas hipotéticas del filtrado de cultivo de M. avium. Avl &
MAP1508 al parecer es una proteina “esat-6 like”. Como se menciond previamente, la
proteina ESAT-6 se encuentra codificada en una regién conocida como RD-1, cuyos
productos estdn asociados con la patogenicidad de M. tuberculosis y su pérdida, con la
atenuacién de la BCG. ESAT-6 incluso se ha propuesto como un marcador especifico de
tuberculosis. En M. tuberculosis la secreciéon de ESAT-6 estd mediada por un sistema de
secrecién conocido como ESX-1, involucrado en la lisis de las células del hospedero,
formacién de granulomas, supresion de la sintesis de citocinas, arresto del fagosoma,
translocacién bacteriana y la interaccién con receptores de tipo Toll [8,111]. La presencia de
esta proteina podria explicar la capacidad de M. avium para producir patologia pulmonar

en este caso.

No se conoce informacién al respecto sobre Av2 (MAV_4695), por lo que es
pertinente investigarla. Por Gltimo, Av3 (MAPOO81) contiene un dominio de unién a FAD
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez), lo que sugiere que podria tratarse de una
proteina que participe en reacciones de éxido-reduccién del metabolismo micobacteriano

[112].

Otras proteinas encontradas solamente en el extracto celular de M. avium fueron
Av5 y Av6. Av5 fue reconocida como una proteina de la familia xyppx, cuyo gen ortélogo
en M. tuberculosis es Rv0020c. Posee un dominio FHA, cuyas funciones ya se describieron
[106, 107,108]. Av6 6 MAP1885c posiblemente se trate de una proteina de unidén a
fosfatidil-etanolamina con actividad inhibitoria de proteasas, implicada en procesos de
sefalizacion celular durante el desarrollo, modulacién de la actividad catalitica de cinasas o
serin proteasas y en el reconocimiento de lipidos. Todas estas funciones tendrian que ser

examinadas, sobre todo durante la infecciéon [112].

Finalmente, en M. abscessus se identificaron 3 proteinas hipotéticas en el filtrado de
cultivo. Abl y Ab2, MAB 3075c y MAB 4114, respectivamente son proteinas no
caracterizadas. Dado que el genoma de M. abscessus fue completado apenas en marzo de

2008 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez), existe muy poca informacién sobre un
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gran numero de las proteinas predichas. De modo que una de las perspectivas de este
trabajo es indagar sobre la identidad y la funcién de dichas proteinas. Ab4, MAB_0318c
tampoco ha sido caracterizada por completo. No obstante, se sabe que podria tener un
dominio semejante al de las hidrolasas del peptidoglicano bacteriano, en particular de la N-
acetilmuramoil-L-alanina-amidasa. Estas enzimas catalizan la ruptura del enlace amida entre
el N-acetilmureina y la L-alanina del péptido. Se secretan por la presencia de un péptido
sefal y se encargan de la ruptura de la pared durante la divisioén celular [113]. Debido a su
funcién, son atractivas como blancos terapéuticos y pudiese evaluarse su capacidad para

inducir respuesta inmune.

Si bien algunas de las proteinas encontradas en este estudio ya han sido descritas
previamente en los filtrados de cultivo, membrana y extractos celulares de cepas de M.
tuberculosis y de BCG [35,39,69], existen pocos antecedentes en los que se den a conocer
los proteomas de las MNT [83]; tampoco estdn disponibles aquellos en los que se establezca
una comparacién con M. tuberculosis H37Rv. El presente estudio aporta informacién
preliminar sobre mapas proteicos de M. avium y M. abscessus que sirven como referencia
para la seleccién de proteinas con potencial para discriminar entre la infeccion por MNT
contra M. tuberculosis -que representa un factor de riesgo para la progresién a enfermedad

pulmonar- basada en la presencia y ausencia entre cepas.

Aplicaciones futuras de este tipo de estudios servirdn para entender los procesos
necesarios para la supervivencia de las micobacterias en el hospedero (mediante la medicién
de la expresién de proteinas en condiciones in vivo o carentes de algin nutriente, por
ejemplo), para explicar por qué son diferentes a M. tuberculosis (en cuanto a sus
caracteristicas macro y microscopicas y a su capacidad para sobrevivir en el medio
ambiente) y para la busqueda de otras proteinas que puedan utilizarse en el desarrollo de

farmacos mas eficaces que los que actualmente se utilizan [9,41].
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Se encontré un mayor nimero de proteinas en los extractos celulares que en los

filtrados de cultivo.

Se encontré un menor nimero de proteinas en los proteomas de los extractos celulares

de las MNT en comparacidén con M. tuberculosis H37Rv.

Cerca de una quinta parte de las proteinas obtenidas en las MNT y un tercio de las de M.

tuberculosis fueron uUnicas.

La mayoria de las proteinas identificadas fueron hipotéticas.

Las proteinas identificadas correspondieron a los grupos funcionales de virulencia,
desintoxicacion y adaptacién; metabolismo de lipidos; vias de sefalizacién; proceso

celulares y pared celular y metabolismo intermediario y respiracién.
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Determinar la frecuencia de las proteinas identificadas en los aislamientos clinicos de

MNT.

Evaluar su potencial uso como biomarcadores en el diagndstico clinico.

Examinar su probable utilidad como candidato vacunal.

Determinar la funcién de las proteinas hipotéticas.
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Anexo |

Cinética de crecimiento
La ecuacion de crecimiento exponencial

Durante la fase exponencial, cada célula da origen a dos células nuevas. La ecuacion del
crecimiento exponencial es:

Y
X=Xe2' (1)
En donde x es la respuesta utilizada para medir el crecimiento (nimero de células, masa o
algun componente celular). x, es el valor inicial en tanto que Y es el nimero de
generaciones. Si se calcula el log;,, en ambos lados de la ecuacién 1, entonces:
log x = logx, + 0.301Y (2)
Si se considera a “g” como el tiempo de generacién, es decir, el tiempo por generacién, por

lo tanto g = t/Y. Representado de otra manera seria Y= t/g. La ecuacién 2 expresada en
otros términos seria:

log x = logx, + (0.301/g)(t) (3)
La ecuacidén anterior corresponde a la de una linea recta, de manera que cuando se grafica x
en funcién de t, la pendiente es 0.301/g y la ordenada al origen es x,.
En la fase logaritmica, las células se dividen a una velocidad constante. Debido a que los
cambios en el nimero de células son dependientes del tiempo, se tiene que:

dx/dt=kx, 6 dx/x=kdt (4)

Integrando la ecuacion 4:

Inx=kt+Inx, & x=x,e4 (5)

Si se transforman a log,, ambos miembros de la ecuacién (5):

log x = 0.4342(kt) + logx, 6 log x =kt/2.303 +logx, (6)
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La ecuacién (6) también da una linea recta como en la ecuacién (3). Ya que la pendiente en
este caso es igual a 0.301/g, k = 0.693/g. Entonces, k y g varian de manera reciproca con la
constante de proporcionalidad de 0.693.

A continuacidn se presenta un ejemplo en el que se consideran las premisas anteriores. En
la tabla A1 se muestran los datos de la duplicacion de E. coli. Cada uno de los exponentes de
la tabla representa el logaritmo en base 2 del nimero de células correspondientes.

Tabla A1. Incremento del nimero de células con el tiempo para E. coli creciendo en condiciones
Optimas en fase logaritmica.

Tiempo (min) 0 20 40 60 80 100 200 300
No. de generaciones (rondas de divisién o 1 2 3 4 5 10 15
celular)

No. de células 1 2 4 8 16 32 1024 32768
No. de células como potencia de 2 pRED U L S L S e

Si se grafican los datos de nimero de células como funcién del tiempo en una escala
aritmética simple, no refleja el gran nimero de células:

350E+04
3.00E+04
2.50E+04
2.00E+04
1.50E+04
1.00E+04
5.00E+03

0.00E+00

0 100 200 300 400
Tiempo (min)

No. de células

Por otro lado, si se grafican en una escala logaritmica se obtiene una linea recta como
explica el modelo matematico:
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La ecuacién correspondiente a esta recta es:

Inx =0.015t (7)
En donde 0.015, la pendiente, representa k, es decir, la velocidad a la que las células de E.
coli se duplican. En virtud de que el nimero de células depende del tiempo, el coeficiente

de correlacién es 1.

Otra forma de calcular la pendiente, asumiendo la implicacién de la ecuacidon (4), en la que
los cambios en el nimero de células son funcién de los cambios del tiempo:

[In(no. de células al t,) - In(no. de células al t,)]/(t,—-t.) (8)
Expresado de otra manera es:

Aln(no. de células)/At  (9)

Entonces, de los datos de la tabla A1, si se aplica la ecuacién (9) se tiene que:
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Tiempo (min)

No. de células

In (nimero de

Aln (no. de células)/At

células)

0 1 0 -
20 2 0.301 0.015
40 4 0.602 0.015
60 8 0.903 0.015
80 16 1.204 0.015
100 32 1.505 0.015
200 1024 3.010 0.015
300 32,768 4.515 0.015

Asi pues, tomando en cuenta las aseveraciones anteriores que fueron ilustradas con el

ejemplo anterior, fue posible calcular la fase logaritmica de las cinéticas de crecimiento de

M. avium y M. abscessus.

Nota: La explicacién del modelo fue adaptada de la referencia no. 82. El modelo se tomé de la referencia

no. 81.
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Anexo Il

Distribucién de los puntos resueltos por 2D-PAGE por punto isoeléctrico

Figura A1. Distribucion de los puntos por pl de A) filtrado de cultivo y B) extracto celular.
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Figura A2. Distribucion de los puntos por MM de A) filtrado de cultivo y B) extracto celular.
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Anexo Il

Datos de los genomas de las especies utilizadas en el presente trabajo*

Propiedad M. tuberculosis M. avium 104 M. avium subsp. M. abscessus**
H37Rv paratuberculosis K-10
Tamafio del 4,411,532 5,475,491 4,829,781 5,067,172
genoma (pb)
Contenido G+C 65 % 68% 69% 64%
(%)
Molécula DNA DNA dsDNA DNA
Genes 4048 5313 4399 4970
Genes que 3989 5120 4350 4920
codifican para
proteinas
RNA 50 50 49 50
estructural
Pseudogenes 8 143 Ninguno Ninguno
Fecha 2001/09/07 2006/11/29 2001/12/27 2008/03/01

*Informacidn obtenida de la pdgina del NCBI (12/04/2009).
**M. abscessus tiene un plasmido de 23,319 nucledtidos, con un 67% G+C; 21 genes que codifican para

proteinas, sin RNA estructural ni pseudogenes.
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