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INTRODUCCION
1. HISTORIA

La tuberculosis ha sido la principal causa de muerte en Europa y
en el el resto del mundo a través de la historia. La
tuberculosis, también conocida comoe consuncidén, fué comin en
ciudades de Europa durante la primer mitad del siglo XIX llegando
a convertirse en una gran epidemia (La gran plaga b;anéa), donde
una de cada cuatro muertes se debia a tuberculosis'’; con esta
incidencia tan alta los europecos trajeron al bacilo de 1la
tuberculosis a Norte América lo que ocasiond una mortalidad tan
elevado como 650/100 000 habitantesm'; sin embargo se ha
encontrado que el bacile ya estaba presente en América desde
tiempo atrds, este fué hallado en pulmones de momias del sur de
Perii, que datan de hace casi 700 afios d. C., y casos similares se

! Deformidades en

han descrito en otras momias de Sudamerica
esqueletos sugleren que la enfermedad de Pott que datan de 160 a.
C. han sido encontradas en Peru, también un gran nimero de
figuras y dibujos prehistéricos representandoc a la enfermedad de
Pott (tuberculosis &sea)'”’. Existen diferentes cuadros clinicos
de la tuberculosis, por lo que a través de la historia é&sta ha
recibido diferentes nombres, asi la tuberculosis pulmonar se
conocid desde tiempos de Hipécrates como tisis, la tuberculosis
de la piel fué clasificada como lupus vulgaris y la de los huesos
como enfermedad de Pott, esta Gltima caracterizada por la fusién
de las vertebras y la deformacién de la espina dorsal, 1o gue ha

facilitado a los historiadores reconocer 1la existencia de la




tuberculosis en momias que datan de 2000 a 4000 afios a de C; esto
la convierte en una de las enfermedades documentadas mis antiguas
a la que se ha enfrentado el hombre '’

Desde la medicina hipocratica se consideraba a la tuberculosis
como un tipo especial de hemorragia pulmonar; Galeno considerd
a esta hemorragia como el resultado de una ruptura vascular,
que produce una ulceracién local originando tisis o
tuberculosis(“; Frascatoro, (1546), sospechd el caracter
contagioso de la enfermedad, hecho que fué demostrado por el
veterinario francés Jean Antoine Villemin (1865} cuando inyectd
conejos con material caseoso  proveniente de lesiones
tuberculosas de humanos y de esta manera logré transmitirles la
enfermedad 7.

En Marzo de 1882 Robertc Koch hace una presentacién en la
Sociedad Fisioldgica de Berlin, la cual cambia el concepto

acerca de la tuberculosis y las enfermedades infeccicsas. Koch

describe al bacilo causante de la tuberculosis, [(Mycobacterium

tuberculosgis), desarrolla técnicas de tincidén para poderlo
observar y fué el primerc en emplear medios de cultive sélidos..
Los criterios que utilizd para probar que el organismo que
descubrid, causaba la tuberculosis han sido ampliamente
adoptados y actualmente se conocen como postulados de Koch, el

mis importante: “fué necesario aislar el bacilo del cuerpo,

para crecerlo en cultivoe puro ...; y, administrar el bacilo

aislado a animales, para reproducir la misma condicidén de

morbilidad. ..~ ‘®

Para 1932, Koch anuncia que el cultive filtrado cura la
enfermedad, afirmacién que fué inmediatamente controversial y

{5}

desacreditada No obstante, esos filtrados, mids tarde



parcialmente purificados, se volvieron el principal medio para
establecer la presencia de infeccién en un individuo,
actualmente se conoce como prueba de PPD {derivado proteico
purificado)

Para 1919, Albert Calmette y Camille Guérin logran atenuar cepa
de M. bovis después de 230 subcultivos, lograndc obtener una
vacuna, la cual ha sido aplicada en el hombre desde 1521, a
pesar que a lo largo de su historia se ha puesto en tela de
juicio la eficacia del bacilo de Calmette-Guérin {(BCG) aun es
usado ampliamente en el mundo '*'.

Postericor al descubrimiento del agente etioldgico, el estudio
de la tuberculosis se inclind mds hacia 1la investigacidn
inmunoldgica. Chase y Landsteiner demestraron que la respuesta
de hipersensibilidad retardada a la tuberculina podia ser
transferida a animales no sensibilizados con células de
animales inmunizados. Después Lefford comprobd gque en esta
respuesta estaban involucradas las células del sistema inmune,

particularmente linfocitos T,

Hoy s<e conoce que el sistema
inmune respende a proteinas antigénicas de la micobacteria
mediante la secrecidn de citocinas, incluyendo

neotablementemente interleucinas 1 y 2 (IL-1, IL-2}, interferén

gamma (INF-y), y factor de necrosis tumoral (TNF-o) los cuales
son los principales mediadores de la respuesta inmune de
proteccidn en tuberculosis‘®’

En la actualidad la utilizacidén de técnicas modernas, como la
produccidén de anticuerpos monoclonales y la introduccidn de la

biologia wmolecular ha permitido la clonacidn y expresidén de

algunos genes gque codifican para proteinas con actividad
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lnmunologlca{ ), asimismo se continuian usando otros

procedimientos bioquimicos y fisicoquimicos buscando aquellas
moléculas del bacilo, para las cuales la respuesta inmunitaria

sea predominante, especifica y eficaz.

2. QUE ES LA TUBERCULOSIS

La tuberculosis es considerada como una enfermedad transmisible

crénica, causada primordialmente por Mycobacterium
. 2 .
tuberculosis''?, esta enfermedad se caracteriza por causar

lesicnes granulomatosas de evolucidn lenta que originan gran
destruccién de los tejidos; aungque M. tuberculosis es 1la
principal especie patégena para el hombre ademis de M. bovis,
M. microti, M. africanum, M. povis BCG, miembros del complejo
M. tuberculosis ; existen otras especies de micobacterias que
han demostrado ser también patdgenas para otras especies como:
M. kansagssi, M. gimiae, M. marinum, M.scrofulaceum, M.avium-
intracellulare, M.fortujtum-chelonei, M.ulcerans, M.bovis vy
M.balnej (13,14,15) .

En el hombre los o6rganos principalmente afectados son los
pulmones(“', aunque pueden ser daflados casi todos los tejidos
del cuerpo; las formas extrapulmonares se ponen de manifiesto
como tuberculosis de peritoneo, de huesos y articulaciones, del
sistema genitourinario, de las meninges y del sistema nervioso
central. Cuando la sangre llega a ser invadida por la bacteria
a través de erosicnes de la pared vascular en el foco de
infeccidn, esta se disemina por todo el organismo dando lugar a

la tuberculosis generalizada o miliar aguda''”.



3. EPIDEMIOLOGIA DE LA TUBERCULOSIS

Hoy, a méds de cien afilos del descubrimiento del bacilo de Koch
(1882), la tuberculosis todavia es un gran problema de salud
piblica en las naciones subdesarrclladas de Asia, Africa, y
américa . Segqun los datos aportados recientemente por la
Organizacidén Mundial de la Salud (OMS), se estima que alrededor
de 8 millones de nuevos casos se presentan globalmente cada
afio; 2.9 millones mueren por su causa, y alrededor de un tercio
de la poblacién mundial, aproximadamente 1700 millones de
personas han sido infectadas por M. tuberculosis; la gran
mayoria de las personas infectadas viven en paises en
desarrollc. En paises industrializados, 80% de las personas
infectadas son mayores de 50 afios mientras que en paises en
desarrollo 75% de personas infectadas son mencres de 50 afios de
edad (18)

Esta enfermedad tiene un devastador efecto en los paises en
desarrollo, en donde ocurren el 95% de los casos. Ochenta por
ciento de estos casos ocurren en personas en edad productiva
{15 a 5% aflcs). De acuerdo al reporte de la OMS de 1989, 1.3
miliones de casos y 45000 muertes por tuberculosis ocurrieron
en menores de 15 afios en paises en desarrcllo (OMS, 1989} .

La tuberculosis es una enfermedad que se relaciona con el
hacinamientoc y la sobrepoblacién, situaciones que aumentan la
oportunidad de transmisién. Aun cuando la infeccidén es
controlada en la mayoria de los casos por una respuesta inmune
eficaz, la enfermedad clinica solo se manifiesta en una pequeila
porcién de las personas infectadas, existe un incrementoc en la

morbilidad de este padecimiento, scbre todo en personas




coinfectadas con el virus de inmunodeficiencia humana (VIH). La
infeccion con VIH es el factor de riesgo mds alte que se conoce
actualmente para desarrollar la enfermedad, usualmente se asume
que la tuberculosis postprimaria es seguida de la reactivacion
de la infeccién latente"”, 1o cual ilustra el importante papel
que Jjuega el sistema inmune en la restriccidn de esta
enfermedad. Por otro lado existen varios factores que pueden
hacer que la respuesta inmune sea ineficiente. Entre estos
factores se encuentran: la desnutricidn, infecciones
intercurrentes, fatiga crénica'”, condiciones de
inmunosupresién debida a fdrmacos, etc.; por otra parte también
se ha observade que hay mayor susceptibilidad en determinadas
etnias, asi los africanos, indigenas americanosg, negros, y
esquimales son mis vulnerables a desarrcollar la enfermedad que
los judios, caucdsicos y mongSlicos; aunado a esto la
registencia contra la tuberculosis disminuye por ciertas
enfermedades como la diabetes mellitus y la silicosis.

Actualmente existe una gran precocupacidén en el mundo por las
variaciones epidemiocldgicas que se han producido, debido a que,
como habiamos mencionade, la tuberculosis es una enfermedad
oportunista humana, especialmente en paises desarrollados, asi
come la aparicion de cepas multirresistentes a farmacos

antituberculosos?” .

4. TRANSMISION DE LA TUBERCULOSIS

La tuberculosis suele contagiarse de una persona a otra por

inhalacién de bacilos transportados por el aire, expulsados al



toser o estornudar, también pueden transmitirse por las heces
de pacientes con lesiones gastrointestinales u orina de
personas con infeccién del aparato urinario. Los bacilos son
muy resistentes a la desecacidn, por lo gque pueden permanecer
viables varios mweses en el polvo o en articulos de usc
diario'®"

El bacilo cuenta con cuatro vias de entrada al cuerpo: 1)
aparato respiratorio, 2) tejido linfoide bucofaringeo, 3)
intestino, y 4) piel (poco frecuente por contaminacién de una

herida) "

.De entre estas vias, la aerdgena es la gue causa un
mayor numero de infecciones c¢linicas, la infecciédn se inicia
mediante la inhalacién de pequeflas gotas, con didmetro menor de
100 pm, el término medio es de 10 um conteniendo de 3 a 10
bacilos aproximadamente **', las cuales son transportadas por
el aire, las particulas 1lo suficientemente pequeflas, gque
corresponden a solo el 6% del total inhalado'?', logran
traspasar las barreras mucosas y ciliares de la nariz, boca y
faringe, los bacilos llegan a los alveolos, ahi se adhieren a

(11)
las mucosas

y son fagocitadas por macréfagos alveolares. Las
otras vias de diseminacidén son: a) por ingesta de alimentos
contaminados, principalmente leche, esta via ha disminuido con
la pasterizacidén y b)la via cutdnea la menos frecuente y que es
el producto de abrasiones, traumatismos o) inoculacién

accidental con objetos contaminados“® .



5. PATOGENESIS DE LA TUBERCULOSIS

La patogénesis de la tuberculosis invelucra un gran nidmero de
interacciones entre el microrganismo y su hospedero, pero se
pueden agrupar en 4 puntos principales: 1) la virulencia de la
micobacteria, 2) el papel de la hipersensibilidad, 3) el papel
de la inmunidad o resistencia, y 4} la eficiencia de la
formacién del granulowma, reaccién caracteristica de 1la
tuberculosis.

La virulencia de la micobacteria esta dada por una serie de
moléculas antigenicas de las cuales trataremos mis adelante

Las reacciones de hipersensibilidad debidas al bacilo de 1la
tuberculosis juegan un papel muy importante en el desarrcllo de

(21}

la enfermedad Esta hipersensibilidad es de tipo retardade,

. . . ' 2

vy es el producto de una reacidn exagerada del sistema inmun (24
en un intento por modificar el curso de la enfermedad; esta
respuesta destruye macrdfagos no activados dentro de los cuales

el bacilco se nmltiplicau”.

Cuando una persona tiene contacto
por primera vez con M.tuberculosis, no se produce un cambio
visible pero su respuesta inmune es claramente alterada. Esta
respuesta se manifiesta de manera diferente en una segunda

exposicién con la bacteria'®®

en donde la patogenicidad de 1la
bacteria no resulta de una toxicidad inherente a la misma, sino
a su capacidad para producir hipersensibilidad en el huésped,
la cual puede ser medida a través de la prueba de tuberculina.
El estimulo de esta prueba evoca una reaccidn local que produce
un drea de induracién de unos 5 wm de diametro en 48-72 horas.

8i se ha desarrolladc una hipersensibilidad muy marcada o si

existe una infeccidn activa el didmetro de la lesidn puede ser



de 40 a 70 mm. e incluso el centro del sitio de inoculacién
puede volverse necrdtico. Debido a que esto ocurre en casos
extremos una respuesta moderada positiva al PPD solo significa
infeccidn, pero no necesariamente enfermedad, y cuando una
perscna llega a ser PPD positivo, usualmente permanece asi toda
su vida, debido a que el bacilo persiste en forma latente o
bien por la existencia de linfocitos T de memoria producidos
cuando se vacuna con el bacilo de Calmette Guérin (BCG) "

En cuanto al aspecto inmunoldégico de resistencia, en la etapa
inicial de 1la infeccidn, el bacile es inhalado hasta los
alveolos donde se desencadena una respuesta inflamatoria
inespecifica, con un infiltradeo béasicamente compuestd por

neutréfilos y macréfagos”4ﬁ

Durante este periodo, las
micobacterias son fagocitadas por los macrdfagos alveclares,
dichas células no son capaces de destruir a los bacilos, éstos

1}
' 0

persisten y pueden multiplicarse sin restriccién'’
permanecer en un estado de latencia, la destruccitn depende del
poder microbicida de los macrdfagos alveolares y la virulencia
del bacilo ingerido"® .

Cuando el bacilo se multiplica hasta que el macrdfago estalla,
la carga bacilar es ingerida por otros macrdfagos alveolares
activados y por macréfagos no activados, atraidos al sitio de
la lesidn por la misma liberacién bacilar, restos celulares y
una variedad de factores quimoatractantes. En los macréfagos
inmaduros el bacilo se multiplica logaritmicamente hasta cque es
detenido por el proceso de necrosis caseosa, en la cual el
hospedero destruye localmente su propio tejido para controlar

{25}

la multiplicacién intracelular del bacilo , en este tejido

destruido con apariencia de gqueso (caseum) es capaz de




mantenerse en estado de letargo por grandes periodos de tiempo,

de esta forma la enfermedad permanece latente'®’ .

5in embargo,
aun si la inmunidad celular es fuerte, la enfermedad puede
progresar, de tal manera que el caseum sufre licuefaccién por
mecanismos poco entendidos dando pase a la formacidén de
cavidades. Este material en licuefaccidn es un excelente medio
de crecimientc para el bacilo, donde se multiplica
extracelularmente, con frecuencia en grandes cantidades, lo que
trae come consecuencia que las paredes bronguiales cercanas
lleguen a necrosarse y romperse y formar una cavidad, entonces
el bacilo junte con el material en licuefaccidn son descargados
desde las vias aéreas inferiores hacia otras partes del pulmdn

y ai exteriorus)(E‘ig. 1)
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Figura 1 Patogénesis de la tuberculosis. (Ann. Rev. Microbiol.

1995 : 644)



8i la respuesta inmune es mejor gue en el casc anterior pero no
del tode eficiente se puede generar la presencia crénica del
bacilo lo que puede dar lugar a una respuesta de
hipersensibilidad retardada con la formacidén de uno o varios
granulomas, esta lesidén se caracteriza por un acimulo de
células, con un centro de macréfagos y células epiteliocides las
cuales son derivadas de macréfagos activados, bajo 1la
estimulacién crénica mediada por citocinas; estos macrofagos
secretan continuamente TNF, lo gque potencia la inflamacidn;
algunas veces pueden estar presentes células gigantes,
referidas como células de Langerhans, formadas por 1la
coalescencia y fusidn de ¢é&lulas epitelicides. En la zona
central puede llegar a observarse una zona de necrosis,
alrededecr del nicleo de macrdfagos y células epiteliocides se
localizan tanto linfocitos T como fibroblastos'™™ .

La eficiencia de 1la formacién del granuloma reaccién
caracteristica de la tuberculosis, depende de dos tipos de
células gque son cruciales para el desarrollo de la
hipersensibilidad retardada: macréfagos y linfocitos T@;
cuande los macrdfagos alveolares presentan el antigeno a través
de moléculas de tipe II del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC), a los linfocitos T'*”', liberan un
gran numerc de citocinas proinflamatorias las cuales atraen y

activan a macrdéfagos . Estas incluyen INF-a linfotoxinas, e

interleucinas. Los macrdfagos activados de esta manera se

convierten en la principal fuente de TNF-o, esto lleva al

desarrcllo del granuloma por autoamplificaciodn, con

. - ‘o - - . . . 2
diferenciacién de wmacréfagos en células epltelloldes(”.




Durante la migracién de log monocitos de los vasos sanguineos
al sitio de la infeccién, estas células liberan hidrolasas
lisosomales que atacan y destruyen a la pared vascular y el

tejido adyacente, ademas contribuyen a este dafio otras

moléculas come el INF-y, linfotoxinas vy otros factores
liberados por los linfocitos estimulados®”

Aunado a estos eventos ocurren diversos fendmenos estrechamente
relacionades como la produceidn de anticuerpos, efectos de
inmunosupresién y autoinmunidad, ademis existe una actividad
adyuvante inespecifica de la respuesta inmune. Todo estc pone
de manifiesto la complejidad de la relacidén huesped-pardsito en

esta infeccisn''’,

6. CARACTERISTICAS DE LA MICOBACTERIA

M. tuberculogig difiere de la mayoria de bacterias, y aun de
otras micobacterias, en ser un patégeno que puede multiplicarse
dentro de las células fagociticas de su hospedero, haciendo de
la interaccién entre bacteria y hospedero un evento de gran
importancia.

A diferencia de la mayor parte de las otras bacterias patégenas
gque son aerobias y anaerobias facultativas, el bacilo de la
tuberculosis es un aercbio estricto, su dependencia al oxigeno
molecular probablemente explica en parte su tendencia a crecer

Y Bl bacilo causante de la

pricipalmente en el pulmén
tuberculosis presenta c¢omo rasgos caracteristicos el ser

curvado © recto y a veces filamentoso, no mévil, de 1 a 4 gm de

15




longitud por 0.2 a 0.5 um de ancho'®™.

Se caracteriza por ser
dcido-alcohol resistente, por lo que dUdnicamente se logra
observar con la tincidén de Ziehl Neelsen, {carbolfucsina y azul
de Loeffler) o 1la de Kinoycun (fucsina-fenol-alcohol-agua vy
azul de Loeffler) o bien tinciones con colorantes fluorescentes
tales como la auramina-rodamina'®®’" .

Su crecimiento en los medios de cultivo es tipicamente lento,
el tiempo de duplicacién mis corto observado en medios ricos es

de 12 horas'®®.

La bacteria muestra generalmente una sensible
prefencia nutricional por los lipidos, la yema de huevo ha sido
un constituyente de los medios enriquecidos para @ su
aislamiento; puede ser crecido en los medios liquidos
sintéticos'®® como compuestos de glicerina, solucidén de
oligoelementos y suero de buey (Youmans), c¢on albimina bovina
{caldo Dubos Middlebrock 7H%), desarrollo en el fondo del tubo
a los 6 dias, con formacién de un velo en la superficie a las 3
semanas. Logs bacilos adoptan una disposicién serpenteante, como
si fueran cuerdas, cardcter gque guarda relacidén con la
virulencia®" .

La caracteristica quimica mis importante de las micobacterias
es su alto contenido en lipidos, con una proporcién que oscila
entre el 20 y 60% de su peso seco.

La sorprendente abundancia de 1lipidos en 1la pared celular
explica el cardcter hidréfobo de los organismos, que se muestra
por su tendencia a adherirse unos a otros durante su
crecimiento en wedios acuosos y a flotar en la superficie. La
riqueza de lipidos en la pared pueden explicar algunas de las

peculiaridades de las micobacterias, por ejemplo la relativa

impermeabilidad a los coleorantes, la resistencia a la accion de




los &cidos, 4&lcalis y la resistencia a la accidén de los
anticuepos, junto con el complemento.

Entre 1los lipidos que forman la pared celular de las
micobacterias se hallan las ceras (ésteres de dcidos grasos con
alcoholes), la naturaleza y localizacién de dichas compuestos
son los responsables de las reacciones de la tincidn acido-
alcohélica de las micobacterias. Entre los glucclipidos esta el
micHsido denominado factor cuerda, es un componente de
superficie asociado con la virulencia y el crecimiento en forma
de cordones. Diferentes pruebas relacionan este factor con la
virulancia: 1) esta sustancia inhibe la migracién de leucocitos
polimorfonucleares normales in vitro, 2) es mds abundante en
las cepas virulentas, 3) su extraccién vuelve a las bacterias
no virulentas, 4) el bacilo obtenido tras pases repetidos en
animales o de cultivos jévenes es mis virulentc y posee mayor
contenido en factor cuerda que las cepas de cultivo viejos. Sin
embargo este no es el (nico componente determinante del grado
de virulencia. Otro micésido de interés es la cera D (4cidos
micélicos y un glucopéptido) que se extrae a partir de la capa
basal de la pared. En emulsidén {adyuvante de Freund), esta
fraccién se semeja a la micobacteria total, ya que estimula la
inmunogenicidad contra diferentes antigenos al mezclarse con
ellos. M&s atn, una mezcla de cera D y proteinas del bacilo
induce una hipersensibilidad de tipo retardado a 1la

(28}

tuberculina Los sulfolipidos, son potentes inhibidores de

la fusién fago-lisosoma; la capacidad de sobrevivencia en los
macréfagos puede ser explicada parcialmente debida al fallo de

esta fusién'® .



Los polisacdridos constituyen uno de los componentes mAas
abundantes en los filtrados y extractos de micobacterias; gran
parte se hallan unidos quimicamente con 1los lipidos presentes
en la pared celular. La fraccién polisacérida contiene glucano,
manano, arabinomanano y arabinogalactano, y se ha sugerido que
parte de la pared celular y la cera D estarian formados por un
complejo dcido micélico-arabinogalactan‘®®'.

Otras moléculas de gran importancia, sino es que las mds
importantes en la patogenia de 1la micobacteria, son las
proteinas, ya que son las responsables de las reacciones tanto
de proteccién como de hipersensibilidad retardada y constituyen
los antigenos principales gque generan la produccién de

anticuerpos.

7. ANTIGENOS MICOBACTERIANOS

Como adelantamos en el apartado anterior la micobacteria es
desde el punto de vista inmunolégico, un organismo complejo en
muchos aspectos, debido a la multiplicidad de antigenos de
diversa naturaleza quimica gque lo conforman, los cuales poseen
diversos grados de inmunogenicidad y algunos de ellos presentan
capacidad para inducir wultiples alteraciones en el sistema
inmunolégico del huésped.

Desde que Koch utilizd el material flotante de M. tuberculosis
(tuberculina vieja) para medir la respuesta inmune del huésped
en pruebas cutdneas, se han hecho una gran cantidad de intentos
subsecuentes para identificar los componentes activos presentes

en este material .




Desde el afio de 1978, en que Daniel y Janicki proponen un
sistema de referencia para antigenos micobacterianos basandose
enl su reactividad con antisueros hiperinmunes en un sistema de
inmunoelectroforésis, ayudados por estudios de fraccionamiento
bioquimico®?**”, hasta la actualidad se han logrado definir mas
de 50 antigenos; algunos de estos han side aislados de
filtrados de cultivo micobacterianc'™*'.

En esta Gltima década se han hecho grandes avances en el
conocimiento de la estructura antigénica de M. tuberculosis vy
M. bovis, ambas micobacterias son organismos estrechamente
relacicnados, y estdn referidos como miembros del denominado
"complejo tuberculosis”, en el que estan también incluidos el
bacilo de Calmette-Guerin, M. wicroti y M. africanum, gracias
al avance en las técnicas de purificacién por métodos
bioquimicos y fisicoquimicos, inmunoelectroforesis, produccién
de anticuerpos monoclonales, asi como por el advenimiento de
las nuevas técnicas de biologia molecular como el sistema de
ADN recombinante, demostrando que ambas especies comparten la
mayoria de proteinas antigénicas"” .

El nimero de antigenos proteicos que hasta ahora se han logrado
caracterizar tanto en su secuencia y como en su funcidn son
alrededor de 10"%, grupo al cual pertenece la proteina de 38
kDa, importante antigenc de M. tuberculosis que induce una
respuesta inmune tanto de tipo celular como de tipc humoral; se
ha observado que existe una alta concentracién de anticuerpos
contra esta proteina en pacientes con tuberculosis; estos
anticuerpos tienen alta especificidad contra M. tuberculosis

como se ha demostrado mediante una prueba de inhibicién

empleandc anticuerpos monoclonales, por lo que se considera
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como un candidato para el desarrollo de un nuevo sistema de
diagnéstico para tuberculosis’® .

Doce proteinas mds han sido reportadas, de las cuadles
dnicamente se conoce su secuencia, entre ellas se encuentran
las proteinas de 30-31 y 58-60 kDa de M. tuberculosis que
presentan afinidad por £ibronectina y se cree tengan que ver
con mecanismos de evasidn de la respuesta inmune. Existen otros
antigencs no bien caracterizados que se hallan actualmente bajo
investigacion activa, estos son alrededor de 21; se han
reportado otros 14 antigenos distintos de los anteriores pero
estos ultimos seolo han sido identificados por su secuencia
amino terminal. ©?'.

Entre las proteinas que se han logrado purificar y caracterizar
se encuentran algqunas que contienen residuos de azicares, por
mencionar algunas tenemos el antigeno de 38 kDa de M.
tuberculosis purificado, por primera vez, por Daniel vy
Wisnieski en 1970, utilizando cromatografia de afinidad con
concanavalina a 7, posteriormente, Espitia y Mancilla
confirmaron esta observacién, en 1989, logrando aislar 1la

proteina %%

Esta misma autora ha identificado otras
proteinas con residuos de carbohidratos en el complejo de 4% a
47 kDa del medio del cultivo de M. bovis™” que presenta
reactividad cruzada con antigenos de 50 a 55 kDa de M.

tuberculosis®®

considerados ambos como glicoproteinas.
Recientemente, Montafio y colaboradores, lograrcon aislar vy
caracterizar una proteina de 32 kDa de M. tuberculosis per
cromatografia de afinidad con otra lectina. obtenida de Lens
culinaris; en donde muestran, por cromatografia de gas, que

dicha proteina contiene residucs de galactosa, manosa, xilosa,




NAcGle, asi como la reactividad de un anticuerpo monoclonal

) - 42
contra esta prote:Lna ( ).

8. GLICOSILACION

El hallazgo de los glicoconjugados mencionados anteriormente ha
sido de gran interés para algunos investigadores no solo con
respecto al proceso de glicosilacién en procariotes sino a su
papel en la relacidén hospedero-bacteria, ya que se ha
demostrado que proteinas glicosiladas inveolucradas en las
interacciones «con moléculas de CMH pueden inhibir la
presentacion de péptidos determinantes para =l reconocimiento
por células T

Muchos de 1los procariotes gue se sospecha gue poseen
glicoproteinas pertenecen a las arquebacteriasg, y se ha
demostrado en estos microorganismos la presencia de una

(49)
4 Se han

verdadera glicoproteina en -la superficie celular
propuesto algunas hipdtesis acerca de la capacidad de
glicosilar por parte de algunos otros microorganismos, como
Neisseria meningitis, en donde la glicosilacidén del pili afecta
su adherencia a las células endoteliales*®; o 1la N-

glicosilacién de la proteina de Staphylococcus ganquis asociada

a la agregacion plaquetaria, con lo gque puede aumentar Ssu

(48)

colonizacion en el endocardic Sin embargo son pocas las

glicoproteinas bacterianas solubles que han sido encontradas,

(4 2}

. . . (4
como las de (Cellulomeonas fimi 7’,Strentococcus faecium Y

{43} (39, 50, 51,)

Streptomyces Spp , M tuberculosis y M bovis



No obstante de la existencia de antecedentes en la capacidad de
algunas bacterias para realizar el procesc de glicosilacidn, en
general se considera gque este fendmeno es practicamente
exclusivo de los eucariontes dadoc que en un concepto mas puro
la glicosilacidén se define como la wunidn covalente de un
carbohidrato a una cadena polipeptidica, mediante el uso de un
complejo sistema enzimatico especifico; ésta accidn
generalmente se lleva a cabo en el complejo o aparato de Golgi
{AG) y el reticulo endoplasmico rugoso (RER), organelos gque no
se encuentran presentes en las bacterias por lo tanto hasta la
fecha se desceonocen los mecanismos y los sitios en los cuales
las micobacterias logran conjugar los carbohidratos a 1las
proteinas y si ésto corresponde & una glicosilacién
verdadera® .

La glicosilacién en eucariontes puede ser de tres tipos: N-
glicosidica, cuando el oligosacaride (azdcar}, en este caso la
N-acetilglucosamina, estd ligada al nitrdgenoc del grupo amino
de un resto de Asparagina que siempre se encuentra en una
secuencia de Asp-X-Ser o bien Asp-X-Thr (donde la X es
cualquier aminodcido excepto prolina)“*; 0-glicosidico, cuando
el enlace estd entre la N-acetilgalactosamina y el oxigeno del
grupo hidroxilco de un residuo de Serina o Treonina; y por
ultimo, cuande el oligosacdrido, galactosa, se halla unido al
hidroxilo de la hidroxilisina como en la coldgena' .

Muchas proteinas de eucariotes tanto de wmembrana como de
gecrecidn contienen una o mads cadenas de carbohidratos, siendo
la glicosilacidn la principal modificacidn gquimica
postraduccional que sufren estas proteinas. Algqunas reacciones

de glicosilacidn ocurren en el lumen del reticulo endopldsmico



rugoseo, y otras en el lumen de las vesiculas cis, media, vy

trans del complejo de Golgim', {£ig. 2}

Citosol

Dolicol

g
Lumen RE Transferencia del
oligosacandoa la
Am proteina Asn
_
Polipéptido
sintetizado \@ 2
& ® 9,
. &% ©
NH, 6 o
Oligosacarido unido al NHY A
dolicol :

Figura 2. Glicosilacidén de proteinas en células eucariontes.

(Capitulo 16, Molecular Cell Biology, 3d de.,pag.706)

Existen diferencias en la biosintesis de los oligosacdridos O-
glicosidicos y N-glicosidicos, para el primer caso cada azicar

transferido es catalizado por un diferente tipe de
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glicosiltransferasa, mientras que todos los oligosacaridos N-
glicosidicos tienen en comin un oligosacdrido central,
preformadc en el reticulo endoplasmdtico compuesto por dos
residuos de N-acetilglucosamina, por nueve residuos de mancsa y
tres de glucosa, el cual es transferido en blogue una
asparagina del polipéptido a través de un enzima proteina-
oligosacdrido transferasa, £€sta unién puede ser blogueada por
tunicamicina; de acuerdo a lo anterior en RE y en AG, ciertos
residuos son removidos y otros son adicionados a través de la
accién de enzimas especificas'™?.

Como el sustrato de nuclebdtidos de azicar para la sintesis de
oligosacaridos se encuentran en el citosol, la membrana del RE
contiene transportadores especificos para UDP-N-
acetilgalactosamina (nucledtido uridin difosfato), y en las
membranas de Golgi contiene transportadores especificos para
diferentes nucledtidos de azidcar incluyendo CMP-acido-N-
acetilneuraminico (citidina mono fosfato) y UDP-galactosa.
Estos transportadores especificos trasiocan al oligosacirido a
la parte luminal en donde son transferidos cataliticamente del
transportador al residuo susceptible de la proteina naciente;
producida la unidén glicosidica se comienzan a remover algunos
azlicares por accidén de enzimas especificas; posteriormente lia
modificacién final de la proteina glicosilada se realiza en el
complejo de Golgi, en donde diferentes enzimas localizadas en
las vesiculas cis, media y trans y actian secuencialmente de
acuerdo al movimiento de la proteina a traves de este complejo

hacia el exterior de la célula‘? .

También exite otra manera no
enzimdtica de glicosilacidn, esto es, cuando la proteina sufre

una modificacién postraduccional en donde el aziicar reacciona
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{54,55,56)

directamente con los grupos amino En este caso se forma

. . . - P (56)
una unidn ¢ovalente sin accidn enzimatica alguna entre un

aldehido y un amino para formar una aldimina (Base de Schiff)

9. DETECCION DE GLICOPROTEINAS

Existe wuna variedad de métodos sensibles y especificos
confiables para el andlisis de oligosacaridos unidos a
proteinas. Entre estos se encuentran la espectroscopia de
masas, la cromatografia de gas y recientemente, cromatografia
liguida de alta definicidén; si bien estos métedos son
cuantitativos en 1los gque se requiere minima cantidad de
muestra, Unicamente son utilizados por especialistas. Sin
embargo existen otros métodos menos sofisticados donde 1la
cantidad de glicoproteina no es limitante, entre ellos tenemos
la electroforésis en geles de poliacrilamida seguida por una
tincién especifica, en la «cual para la deteccidén de
polipéptidos que contienen oligosacdridos se realiza la
oxidacién de é&stos con peryodato seguido por tincién con
reactivo de Schiff que es relativamente confiable; este métocdo
es sensible aproximadamente para 3 ug de glicoproteinaw7%
Actualmente se utiliza cotra técnica para poner en evidencia a
los carbohidratos presentes en los glicoconjugados, esta
técnica consta en el marcaje especifico de los mismos con

- s (56
bigrina ™ .

La biotina es una vitamina con gran afinidad por la
estreptavidina y avidina; cuvande se unen biotina-avidina o
estreptavidina lo hacen por una interaccién muy fuerte de tipo

no covalente, muy rapida, que una vez formada es poco afectada




por <cambios de pH, solventes organicos y otros agentes

. (58}
desnaturalizantes .

Este complejo biotina
avidina/estreptavidina puede resistir concentraciones
superiocres de hasta 3 M de Guanidina-HCl, {la biotina puede

liberarse por Guanidina-HCl 8 M y pH 1.5) "%,

La avidina es en
su forma nativa un tetramero, la forma monomérica de la misma,
conserva una alta especificidad, pero reduce su afinidad
permitiendo su uso para purificaciones sencillas mediante
columna de afinidad.

Para el marcaje de carbohidratos y otros grupos funcicnales de
las proteinas, asi como de &cidos nucléicos se han sintetizado

. . . . 5
una gran variedad de derivados de la biotina'™®.

Para la
biotinilacidén de aziGcares se utiliza la biotira hidrazida; en
este sistema los carbohidratos son previamente oxidados, para
generar aldehidos reactivos, la biotina hidrazida se acopla
entonces a través del grupo -NHNH, al carbonoc del aldehido
formando uniones hidrazona estables'®® .

Por otra parte, la biotinilacién de los grupos amino se realiza
con otro derivadc, la biotina-NHS (N-hidroxisuccinimida). La
unidén se lleva a cabo en las aminas primarias en forma
desprotonada y el éster de N-hidroxisuccinimida a pH neutro; la
amina es capaz de reaccionar con el éster por atague
nucleofilico, la N-hidroxisuccinimida entonces es liberada'®' .
De acuerdo a lo menciocnado existe en general al menos dos
maneras por la cual una proteina puede sufrir una
gliceosilacién.

La forma de hacer un andlisis cualitativo para conocer el tipoe

de unién glicosidica es mediante la utilizacién de enzimas

especificas, que son capaces de actuar en el exterior o el




interior de los oligosacaridos: las exoglicosidasas y 1las
endoglicosidasas.

Las exoglicosidasas come las neuraminidasas 3% las
Galactosidasas remueven los residuos de 4&cido neuraminico
terminal y galactosa subterminal respectivamente. Mientras que
las endeglicosidasas rompen la unidén glicosidica de los
oligosacdridos N-acetilglucesamina especificos cercanos al
esqueieto polipeptidico, cuando se tiene una unién N-
glicosidica, es decir cuando hay unidén entre el oligosacaérido y
una asparagina.m”
Actualmente se sabe que los glicoconjugados estdn implicados en
un gran numeroc de eventos o© procescos gque mantienen la
integridad de un organismo, asi como lo importantes que son
para su funcionamiento. Existen ciertes oligosacaridos que
pueden actuar como receptores altamente especificos para virus,
parasitos y bacterias, ademis de servir como antigenos para
reacciones autcinmunes. Tenemos come ejemplo las hemaglutininas
de Hemophilus influenza que reconocen especificamente un tipo
de &cido sialico, otro caso es el de las glicoproteinas de
superficie de Trypanosoma spp. qQue son esenciales para la
infectividad vy sobrevivencia del parésitowat

Por esta razdn, para conocer el papel gque juegan estas
moléculas en la respuesta inmune contra la tuberculosis
consideramos que es necesario identificar las "glicoproteinas"
presentes en el medio de cultivo de M. bovis para dgue,
posteriormente se pueda probar su antigenicidad, y con esto
ampliar el conocimiento de los mecanismos por los cuales la
micobacteria produce la enfermedad, y asi diseflar estrategias

racionales que conduzcan al desarrcllo de pruebas de
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diagndstico mas rdpidas y precisas asi como la produccidén de

alguna posible vacuna contra la tuberculosis.
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ANTECEDENTES

Las proteinas del agente causante de la tuberculosis a sido un
tépico importante de investigacién, basicamente con dos
objetivos principales: 1) entender la interaccién de los
componentes micobacterianos, tanto individuales como en
conjunto, con el sistema inmune del hombre y de modelos
animales, y 2) el conocimiento de la fiéiologia de la bacteria,
identificar vias metabdlicas y sistemas enzimiticos, etc. La
existencia de proteinas glicosiladas tanto en Micobacterium
tuberculosis como en M. bovis ha sido reportado, en donde 1la
funcién de algunas de ellas logra encajar en alguno de los dos
objetivos, sin embarge actualmente no hay mucha informacién
disponible en la funcidén biolégica de los sacidridos de las
proteinas bacterianas. Por 1 anto este trabajo se desprende de
la necesidad de evaluar nuevas estrategias para el control de
la tuberculosis, asi como mejorar los métodos de diagnéstico
para gue éstos sean mas rdpidos y confiables, para lo cual es
necesaric la funcién de sus componentes en la biologia de la

micobacteria y su interaccién con el hospederc.

HIPQOTESIS
De acuerde a estos antecedentes, proponemas que  las
micobacterias tienen la capacidad de producir y secretar al

medio de cultivo glicoconjugades, especificamente

glicoproteinas.
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OBJETIVQS

Aislar los glicoconjugados presentes en el extracto
proteico filtrado del medio de cultive de Mycobacterium

bovis

Caracterizar parcialmente log glicoconjugados aislados
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MATERIAL Y METODO

1. CULTIVO MICOBACTERIANO.

Las micobacterias que se emplearon en este trabajo fueron de la
especie Mycobacterium bovis ANS, estas se cultivaron por 10
semanas en medio sintético de Proskauer-Beck-Youmans

{PBY) (64)

.E1l medio de cultive se separd de la masa bacteriana
por filtracidn, primero a través de papel filtro Whatman No. 3
y posteriormente por filtros (Millipore Corp.,Bedford, Mass)
con tamafio de pore de 1.2, 0.45 y de 0.22mm consecutivamente.
Las proteinas del medio de cultivo filtrado se obtuvieron a
través de su precipitacidén con sulfato de amonio a una
saturacidén del 80%, el cual se agregd lentamente, con agitacién
constante a 4°C, por 24 horas; al término de este tiempo, la
solucion se centrifugd a 4°C por 60 minutos & 10 000 rpm en un
rotor JA-21.

El precipitado fué resuspendido en 10 ml de solucidn
amortiguadora de fosfatos (PBS) con pH 7.2, y se dializé contra
FPBS con membranas de un poro de 12 000 a 14 000 daltons, a 4°C
aproximadamente por 36 horas, con varios cambios; el volumen de
didlisis para cada cambié fué de 2 litros. Para saber que la
muestra de proteinas ya nc contenia sulfato de amonio se agregd
cloruro de baric al liquido de di&lisis al no observarse la
formacion de precipitado con el sulfato de amonic se dié por

terminada la didlisis.
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2, ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA CON DODECIL
SULFATO DE SODIO (SDS}.

Posterior a la dialisis, se cuantificd 1la concentracidn de
proteina del material precipitado por el método de
Bradford“**con 1la ayuda de una curva patrdén de albimina, las
proteinas presentes en el extracto se separaron mediante
electroforésis, en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato
de sodic (EGPA-DSS), bajo condiones reductoras de acuerdo al

método descrito por Laemli'®®’

la separacién se llevd a cabo en
geles de acrilamida al 15%, tris-HCL 1.5 M pH 8.8 y SDS al 10%
para el gel separador y para el gel concentrador acrilamida al
4%, tris-HCL 0.5 M, pH 6.8, SDS al 10% y como polimerizadores
persulfatc de amecnio al 10% y temed. A las muestras se les
adiciond “coctel” de electroforésis (tris-HC1 5 mM, pH 6.8 vy
SDS al 10%, glicerol 0.1i% y azul de bromofenol al 0.02%); el
amortiguador de corrida contenia glicina 2 M, tris base 250 wM
y 3.5 mM de SDS. La electroforésis se corrid a 200 V constante
hasta que el colorante migrd al frente del gel. Las proteinas

. . . . - 67
se evidenciaron por tincién de plata.(

3. MARCAJE DE PROTEINAS EN AMINAS CON BIOTINA.

De las proteinas precipitadas del medio de cultivo, se tomo una
alicuota de 2 mg/ml que fué puesta a dializar contra
amortigquador de carbcnatos 0.05 M, pH B.6 con varios cambios
por toda la noche; de una solucidén de 1 mg/ml de bictina N-

hidroxisuccinimida (NHS) (PIERCE) en dimetil sulféxido se
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anadié 100 pi a la muestra, y se incubd por 2 horas a 4°C
durante 30 min. a temperatura ambiente, con agitacién
constante, transcurridc este tiempo, se dializd contra PBS toda
la noche.

Posteriormente se realizdé una electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS al 15% y se electrotransfirid por 1 hora a
papel de nitrocelulosa (tamafio de porc 0.45 p, BIO-RAD) segin

&8
les La membrana de

el método descrito por Towbin y col
nitrocelulosa se blogqued con gelatina de cerdo al 0.01% en PBS-
Tween 20 al 0.1% durante 15 min.; luego se lavd con PBS-Tween
20 tres veces y con PBS tambien tres veces, la membrana se
incubd con extravidina marcada con peroxidasa (SIGMA) a una
dilucién de 1:8000 en PBS-Tween, por 45 minutos. Pasado este
tiempo se lavé nuevamente, y se reveld con 4-cloro  1-
naftol/H,0,/metanol /PBS y 3,3-diaminobenzidina/H,0,/PBS. Por
Gltimo 1la membrana se secd y se le realizéd el andlisis
densitométrico en un densitdémetro de imagen modelo GS-670 (BIO-
RAD} con ayuda del programa de andlisis molecular integrado al
densitdémetro, los pesos moleculares de cada una de las
glicoproteinas se calcularon a partir de marcadores de peso

molecular biotinilados y separados en el mismo gel.

4. MARCAJE DE GLICOPROTEINAS CON BIOQOTINA.

De las proteinas precipitadas del medio de cultivo se tomd una
alicuota con 1.62 mg de proteina, la cual se llevo a un volumen
de 1000 pl con amortiguador de acetatos, 0.1 M, pH 5.5 y se

dializo contra é1 mismo durante toda la noche, posteriocrmente
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los azicares se oxidaron con metaperyodato de sodio de 5mM, a
0" C por 30 min. en agitacién constante, después se dializé
contra amortiguador de acetateos 0.1 M, pH 5.5 durante toda la
noche para sacar el exceso de metaperyodato. Se agregd la
solucidén de biotina hidrazida (PIERCE} 5 mM a la muestra de
proteinas y se incubdé por 1 hora a temperatura ambiente, la
reaccién se detuvo cuando se adiciond Tris 0.1 M pH 7.5,
posteriormente se dializd contra PBS para sacar la biotina sin
reaccicnar. El éxito del marcaje de las glicoproteinas fué
comprobado nuevamente con la transferencia del patron
electroforético a membranas de nitrocelulosa como antericrmente

ya se menciond.

5. PURIFICACION DE GLICOPROTEINAS.

Las glicoproteinas conjugadas con biotina fueron purificadas
por cromatografia de afinidad en una columna de avidina
monomérica (SIGMA). Primero se activd la columna por medio de
una solucidén de biotina (GIBCO BRL) en una concentracién 1
mg/ml en PBS pH 7.2. A continuvacién se lavd con 10 volGmenes de
glicina-HCl 0.1 M, pH 2.0 para eliminar la biotina que se
encontrara pegada; después se reequilibré la resina con 4
volimenes de PBS. Una vez activada la columna, 300 pl de
muestra de glicoproteinas biotiniladas, se pasaron por la
columna con un fiujo lentc. Se lavd la columna con 4 volimenes
de PBS; procediendcse después a eluir con 2 volimenes de
biotina 1 mg/ml en PBS, las fracciones fueron monitoreadas por

el método de Bradford (curva de elucidén), y se dializaron
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contra PBS por 48 horas .La pureza de los proteinas fué
comprobada, mediante electroforésis, de cada fraccidn se
tomaron alicuctas de 15 pul y se corrieron en geles de
poliacrilamida-SDS al 15% transfiriendose a papel de
nitocelulosa, y posteriormente se procesaron para detectar las

gliproteinas por densitométria.

6. TRATAMIENTO CON ENDOGLICOSIDASA A LAS GLICOPROTEINAS
BIOTINILADAS.

De los antigenos marcados en los residuos de carbohidratos, las
fracciones eluidas {1-6) fueron seleccionadas por su
concentracién y pureza, para el ensayc enzimatico con
endoglicosidasa. Para lo cual, de cada fraccién se tomarcn 50
ul, se agregd® una solucidn de fluorurc de fenilmetil sulfoniloeo
(PMSF) como inhibidor de proteasas en una concentracidéon de 8.7
mg/ml, y por diflisis se equilibrarcn con PBS pH 8.6, por toda
la noche; posteriormente se agregd la enzima endoglicosidasa F
1 U.I (DuPont Company) y se incubd durante toda la noche a 37°C
en bafio himedo

Nuevamente, tanto las muestras tratadas con enzima como las
rmuestras sin tratamiento enzimdtico, fueron sometidas a
electroforésis ¥ electrotransferencia bajo las mismas
condiciones en las que se mencionaron anteriormente, la
membrana de nitrocelulosa fué sometida a andlisis

densitométrico.
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7. DIGESTION PROTEQLITICA.

Las glicoproteinas marcadas y purificadas (0.5 mg/ml) se
digirieron con tripsina {(GIBCO BRL) y proteasa XXV a una
concentracién de 100 pg/ml durante 2 hrs a 37° ¢, la reaccidén
se detuvo, para el caso de la tripsina, afladiendo inhibidor de
tripsina de frijol de soya (SIGMA) a una concentracidn de 250
pg/ml, el producto de la digestidn fué andalizado mediante EGPA-

SDS al 15%, tefiido con plata.

ANALISIS DENSIROCMETRICO.

El andlisis densitométrico de los resultados se llevd a cabo

por el programa Molecular Analyst/PC, para el densitdmetro

modelo G5-670, Bic-Rad.
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RESULTADOS

1. PATRON ELECTROFORETICO PROTEICO DEL MEDIC DE CULTIVO DE

M._bovig.

El precipitado obtenido del medic de cultivo filtradec de M.
bovig de 10 semanas de crecimiento, tuvo una concentracién de
proteina (cuantificada por el método de Bradford) de 2.7 mg/ml,
posteriormente se analizé una alicuota de precipitado por
electroforesis en geles de poliacrilamida-dodecil sulfato de
sodio al 15 %, tefiidos con nitratc de plata (Fig.l}; lograndose
cbservar a la vista de 22 a 28 bandas, cuyos pesos moleculares
oscilaron entre un rango de 18 kDa a 120 kDa, donde la mayoria
fueron de bajo peso molecular. Este patrén fué considerado como

el total de proteinas contenidas en el medio de cultivo.
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Figura 1.Perfil proteico del medio de cultivo filtrado de M.bovig en
EGPA-SDS al 15% con tincidn de plata; carril A: marcadores de peso
molecular; carril B: patrén proteico del medio de cultivo de M. bovis.
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2. IDENTIFICACION DE PROTEINAS MARCADAS EN LOS GRUPOS AMINC

A partir del extracto proteico se realizdé el marcaje con
biotina N-hidroxisuccinimida de 1los grupos amino de las
proteinas. Dicho marcaje se detectd por electotransfencia en
membranas de nitrocelulosa (Figura 2), en el carril A se

encuentran los marcadores de pesc molecular marcados con
biotina ({fi-galactosidasa 116 kDa, albumina bovina &6 kDa,

albumina de huevo 45 kDa, anhidrasa carbénica 29 kDa y «-
lactoglobulina 18 kDa), el carril B representa al extracto
proteicc marcado con biotina, el cual presenté un patrén
semejante al extracto inicial (figura 1), en donde el mayor
nimero de bandas proteicas presentan pesos moleculares entre 18
kba a 66 kDa. Posteriormente se realizdé el andlisis
densitométrico; figura 3, tabla 1; registrando 23 bandas
proteicas, cuyos pesos moleculares estuvieron entre un rango de

80 KDa a 13 KDa, y solo 4 fueron las mds abundantes.
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Fiqura 2. Proteinas marcadas en las aminas con biotina entre un rango
de 66 kDa a 16 kDa.tranferidas en membranas de nitrocelulosa. Carril
A: marcadores de pesc molecular con biotina, carril B: extracto
proteico de M. bovis marcado en aminas con biorina.
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Figura 3. Densitometria de las proteinas marcadas en los grupos amino
con biotina, cobtenidas a partir del extracto proteico.
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Pico N° Rf Altura (DO) Area (DO) % del total de Peso
proteina Molecular
1 0.19 0.02 0.0163 0.96 87372
2 0.24 0.02 0.0193 1,13 75509
3 0.27 0.10 0.0378 2,22 69855
4 032 0.08 0.0294 1.73 61557
] 0.35 0,02 0.0095 0.56 56397
6 0.38 0.03 0.0160 0.94 53199
7 0.39 0.03 0.0i26 0.74 50674
8 0.42 0.45 0.2432 14.28 40880
9 0.48 0.04 0.0188 1.11 40515
10 .51 0.09 0.0606 3.56 3718
|31 0.54 0.03 0.0219 1.29 34007
12 0.57 0.16 0.0656 385 32079
13 0.59 0.42 03117 18.30 26967
14 0.63 042 0.1933 11.35 26926
15 .68 0.30 0.1751 10.28 23959
16 0.74 0.03 0.0200 1.17 2011
17 0.77 0.04 0.0235 1.38 18425
18 0.80 .03 0.0080 0.47 17330
19 0.81 0.03 0.0131 0.77 16555
20 0.84 0.17 0.1036 6.03 15617
21 0.86 0.04 0.0177 1.04 14447
2 0.91 0.05 0.0269 1.58 12731
3 0.99 0.08 0.0317 1.86 10480

Tabla 1. Andlisis densitométricc del perfil proteico del marcaje de

grupos amino con biotina
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3. IDENTIFICACION DE PROTEINAS MARCADAS EN LOS GRUPOS
CARBCHIDRATOS

Para este fin se utilizdé la biotina hidrazida que reconoce
residuos de carbohidratos. Una vez realizado el marcaje de
dichos residuos, el patron del extracto no sufrié ninguna
modificacién aparente al ser analizado por EGPA-SDS tefiido con
plata, sin embargo, la electrotransferencia mostrd unicamente
11 proteinas que reaccionaron con la biotina hidrazida, mismas
que se obtuvieron al realizarseles una cromatografia de
afinidad en una columna de avidina monomérica acoplada a
agarosa; despues de concentrar la muestra purificada el patrodn
nuevamente fué consistente al observado en la
electrotransferencia en papel de nitrocelulosa; (Figura 4,
carril 2), aqui se puede apreciar que las bandas glicoproteicas
estaban entre un rango de peso molecular de 70 KDa a 14 Kba,
dentro del cual estan presentes 4 bandas mas evidentes.

El andlisis densitométrico del patrdn electroforético mostrd un
total de 11 bandas, figura 5. Los pesos woleculares
correspondientes a estas glicoproteinas se calcularon a partir
de una curva de estidndares de pesos molecular previamente
biotinilados (albimina bovina 66 kDa, ovoalbimina 45 kDa,
anhidrasa carbénica 29 kbPa, y B-lactoglobulina 18.4 kDa). En la
tabla 2, se encuentran los pesos moleculares de las
glicopreoteinas corrrespondientes a 16, 19, 25, 32, 35, 39,
42,48, 52, 58, y 62 KkDa, las cuatro glicoproteinas més
abundantes fueron las de 19, 25, 48, y 52 kDa con una
representacién de el 75% del total del material aislado, de

acuerdo a la densitometria, los otros 7 componentes restantes,
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tomados individualmente representaron porcentajes de entre el
0.26 y 5.48% del total, no fué posible correlacionar el
porcentaje que representa del total del extracte crudo, pues
algunos de los componentes aislados por la cromatografia de
afinidad, se encuentran enmascarados con otras proteinas

presentes en el extracto crudo gque poseen pesos moleculares muy

semejantes.

A B

Figura 4. Electrotransferencia de glicoproteinas vpurificadas por
afinidad, marcadas con biotina en grupos carbohidratos carril
A:marcadores de peso molecular biotinilados, carril B: glicoproteinas
biotiniladas.
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Figura 5. Densitometria de las glicoproteinas marcadas con biotina.
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Pico N° Rf Altura (DO) Area(DO) % del total de Peso
proteina Molecular
1 0.23 0.01 0.0040 0.26 62000
2 0.25 0.05 0.0329 217 58000
3 0.29 045 0.3880 25.60 52000
4 0.32 0.37 0.2480 16.36 48000
5 0.36 0.08 0.0830 5.48 42000
6 0.39 0.04 0.0161] 1.06 39000
7 0.4} 0.05 0.0210 1.39 35000
8 0.43 0.03 0.0210 1.38 32000
9 0.51 0.14 0.2434 16.06 25000
10 0.61 0.15 0.2674 17.65 19000
11 0.66 0.05 0.0745 4.91 16000

Tabla 2. Andlisis densitométrico de las glicoproteinas marcadas con

biotina.
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4. TRATAMIENTO CON GLICOSIDASA A LAS PROTEINAS MARCADAS EN
CARBOHIDRATOS

El procedimiento seguido para comprobar la existencia de
carbohidratos en las proteinas marcadas y purificadas se basé
en la digestién de los mismos, por medioc de la accidén de
endoglicosidasa F, de las fracciones mis enriquecidas obtenidas
de la purificacidén por la columna de avidina. El patron
electroforetice transferido a papel de nitrocelulosa de 1la
fraccién tratada con la enzima que se observa en la figura 6,
carril C, muestra un patrén que en este caso fué de 13 bandas,
donde la mayoria mostraron modificacién en su peso molecular.
En las proteinas que estaban mejor representadas 52, 48, y 19
kDa se observd una reduccidén en su peso de 1 a 3 kDa, mientras
que la de 25 kDa no presentd cambio en su migracién. En el caso
de la banda de 32 kDa desaparece y aparece una nueva de 17 kDa,
por otro lado en la regidn de los 45 kDa aparece otra banda
nueva de 43 kDa y una mis de 36 kDa. Los cambios sufridos de
las bandas protéicas fueron detectadas a través del andlisis

densitométrico, figura 7, tabla 2.
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Figura 6. Digestién de carbchidratos biotinilades con endoglicosidasa
F; carril A: marcadores de peso moclecular, B: glicoproteinas marcadas

con bictina, C: digestién de carbohidrates de las glicoproteinas
biotiniladas
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Figura 7. Densitometria de la digestion de carbohidratos de

glicoproteinas biotiniladas.
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Pico N° Rf Altura (DO) Area (DO) % del total de Peso
proteina Molecular
1 0.25 0.01 0.0057 0.093 58000
2 0.27 0.02 0.0066 1.08 54000
3 0.30 0.12 0.0858 13.99 49000
4 0.32 0.05 0.0196 319 45000
5 0.34 0.03 0.0116 1.89 43000
6 0.36 0,04 0.0171 279 40000
7 0.38 0.01 0.0025 0.40 38000
8 0.40 0.05 0.0274 447 36000
9 0.42 0.02 0.0038 1.44 34000
10 0.51 0.08 0.1545 25.20 25000
11 0.61 0.13 0.2112 34.44 18000
12 0.65 0.01 0.0058 0.94 17000
13 0.67 0.02 0.0080 1.30 15000

Tabla 3. Andlisis densitométrico de la digestién de carbohidratos

de las glicoproteinas biotiniladas

5. DIGESTION CON PROTEASAS

Las glicoproteinas

fueron también

chtenidas

sometidas

de

digestidn

la c¢olumna de

proteclitica

afinidad

con

proteasa y tripsina de acuerdo a lo descritoc en material y

método, el producto de la digestidn se corrid en gel de

poliacrilamida-SDS al 15% tefiido con plata,

fué pesible detectar ninguna banda.
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DISCUSION

Debido a 1la alta incidencia de personas infectadas con
Mycobacterium tuberculosis, que se ha registrado en los
dltimos afios, los investigadores han hecho intentos por
combatir y controlar este padecimiento. Estd claro que la
interaccidn parédsito-hospederc es sumamente compleja, y gque
no depende de un sclo tipo de molécula, sino que es el
resultado de wun mecanismo complejo en el que estan
involucrados todos los componentes estructurales o
funcionales del bacilo. A pesar de esta complejidad se han
aislado elementos inmunogénicos capaces de inducir fendmenos
de inmunosupresién'®”’, autoinmunidad'’®, inmunidad celular o
inmunidad humoral(”J; entre estos elementos se encuentran las
proteinas. Evidentemente como cualquier otro organismo, cada
proteina de la micobacteria cumple una funcién distinta y
algunas veces indispensable para la integridad del bacilo?,
desde el punto de vista inmunoldgico estas moléculas estan
estrechamente relacionadas con el desarrollo de
hipersensibilidad retardada, y la inmunidad protectora
mediada por linfocitos T'™!

El objetive de este trabajo fué el de aislar las
"glicoproteinas presentes en el extracto protéico del medio de
cultivo filtrado de M. bovisg, a través del marcaje especifico
de aziicares por el sistema biotina-avidina'"*.

Logramos identificar 11 glicoproteinas, de las cuales cuatro
representaron el 75 % del total de las proteinas aigladas,

estas proteinas mostraron pesos moleculares de 52, 48, 25 y
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19 kDa, y ademas de dos glicoproteinas de 39 y 32 kDa estos
datos confirman categdricamente previos trabajos realizados
en los que se reporta la presencia de glicoproteinas tanto en
M. tubercylogis comc en M. bgvis. Ademds es importante
seflalar que de las 11 glicoproteinas que aislamos 5 de ellas
no se han reportado como glicoproteinas de M. bovis.

Desde el primer reporte fué dificil de aceptar ' 1a
presencia de glicoproteinas en la superficie de la capa
cristalina‘®’®’, en  procariotes, especificamente en
arquebacterias, sin embarge hoy gracias a las metodologias
enzimiticas y gquimicas, asi como a las técnicas analiticas,

ha sido posible reconocer a estas moléculas tanto

estructurales como de secrecidén en estos organismos

. - . . . . . 6,7
Neigseria meningitidis‘*®, Streptococcus sanguig'*® """,
Bacillus thuringiensigf"’. Clostridium
thermohydrosulfgricum”sﬂ Streptomyces 1ividans“7ﬂ

Mycobacterium tuberculosig'**-4?-5¢ 80 Yy Mycobagterium bovis‘*''.

Si bien se han reportadoe glicoproteinas presentes en M.
tuberculogis ¥ M. bovis, estas han sido aisladas
principalmente a través de su capacidad de unirse a lectinas,
basicamente concanavalina A, ésta lectina reconoce uniones
alfa manosa y alfa glucosa; aungque también se han purificado
otras glicoproteinas con la lectina de Lens c¢ulinaris que
reconoce residuos alfa manopiranosa; y debido a que estas
lectinas son especificas, unicamente se han llegado a aislar

aquellas proteinas con azicares especificos para las lectinas

(62) {14)

utilizadas Aun  cuande Fifis logrd identificar vy
purificar cuatro glicoproteinas del cultivo filtrado de M.

bovis por c¢olumnas de sefarosa-concanavalina A, nosotros
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logramos identificar 11 glicoproteinas con la aplicacién del
sistcema biotina-avidina. Esta técnica nos permitid
identificar y aislar las glicoproteinas sin tomar en cuenta
la heterogeneidad de 1los oligosacaridos gque pudieran
presentar las proteinas, por otro lado la biotina tiene gran
afinidad por la avidina y estreptavidina, es una molécula
relativamente pequefla, por lo que puede ser conjugada a
muchas proteinas sin alterar en muchos casos la actividad
biclégica de la misma'®’’ ; una proteina puede reaccionar con
varias moléculas de biotina y cada una se une a uno de los
tetrameros de la avidina o la estreptavidina'®®.

De estas glicoproteinas las de 52 y 48 kDa, consideramos que
son ias mismas que las del complejo proteico de 45-47 kDa de
M. bovis BCG reportada por Espitia vy col.', 1las cuales
reportan que presentan similitudes inmunolégicas Y
bioguimicas con el complejo antigénicc de 50-55 kDa de M.
tuberculosis. La secuencia N-terminal de la glicoproteina de
45 kDa de M. tuberculosis, reportada por Dobos(“’, demuestra
75% de homclogia con el complejo proteico de 45-47 kDa de M.
bevis. Este dltimo complejo demostrd ser reactivo con sueros
de animales experimentalmente infectados con micobacterias
bovinas viva, y no con muertas " . Esto refuerza nuestros
resultados al considerar gque estas proteinas gue obtuvimos
son de secresién.

Fifis y col.®¥

reporta glicoproteinas de 39, 25, 22, y 1%
kba purificadas y caracterizadas del cultivo filtrado de M.
bovis las cuales ccinciden con algunas que aislamos, como scn
de 39, 25 y 19 kDa. La glicoproteina de 3% kDa, Fifis(“’, la

considera como tal por su propiedad de unirse a concanavalina
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A, ademas hace referencia de la similitud con el antigeno 5
(proteina de 38 kDa de M. guberculosis), proteina ampliamente
estudiada, considerada por algunos grupos COMmo una
glicoproteina”oﬂ

En lo qgue se refiere a la glicoproteina de 25 kDa, una de las
cuatro proteinas mas abundantes que logramos purificar,
confirma lo ya reportadoc acerca de que esta proteina, junto
con la de 22 kDa, son formas giicosiladas de MPB7G, sin
embargo la molécula de 22 kDa presenta una cantidad menor de
carbchidratos gue la de 25 kpa'®*!, por otro lado se dice que
esta proteina es muy abundante en cultivos viejos.

A través de la reaccién cruzada por anticuerpos monoclonales
se ha demostrado que la proteina de 19 kDa es la misma para
M. tuberculosis que para M. bovis. Se ha demostrado la
asociacién de carbohidratos con el antigeno de 19 kDa de M.

bovis por su afinidad a 1la concanavalina A, igualmente

Garbe®® a través de la tincidn con concanavalina A del
antigeno recombinante de M. tuberculosis en M. smegmatis
reafirma que de el antigeno de 19 kDa es una glicoproteina.

La glicoproteina de 32 kDa, aungue no ha sido reportada como
tal en M. bovis, si lo ha sido para M. tuberculosis. Montano

y col 42)

lograron aislar esta glicoproteina por una lectina
diferente a la concanavalina A, Lens culinaris, sin embarge
para hacer la homologia entre estas dos glicoproteina se
necesita tener su secuencia de aminoacidos N-terminal. Dentro
de esta serie de glicoproteinas pudimos comprobar én algunas
de ellas la presencia de enlaces covalentes de tipo N-

glicosidicos, al tratarlas con endoglicosidasa F. La

digestién con esta enzima no produjo cambio en la migracidn
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de 3 bandas protéicas, asi como la desaparicidn de la marca
de otra banda, especificamente la de 32 kDa, mientras que el
resto de bandas protéicas sufrié una disminucién en el peso
molecular.

Ademds pudimos comprobar gue estas glicoproteinas presentan
uniones covalentes, ya gue la accién de la endoglicosidasa F,
enzima cuya especificidad son los enlaces N-glicosidico,
produjo una reduccidén en el pesc molecular sin la completa
eliminacién de la marca de biotina en algunas glicoproteinas,
lo que nos revela la presencia de residuos de carbohidratos
unidos con un diferente tipe de residuos a la N-
acetilglucosamina, azicar especifico del enzima; o bien
podria representar otro tipo de enlace diferente al N-

glicosidico, ya gue considerando lo gque Dobos ‘**

reportd
recientemente acerca de gque la proteina de 45 kDa de M.
tuberculosis presenta enlaces O-glicosidicos, como la inica
unién covalente entre el azlcar, en este caso mancsa y 1la

proteina. Este autor en otro trabajo previo'™

reconocid
glicopeptidos con O-glicosilacidn para esta proteina.

Por otro ladoc pudimos observar que la marca de biotina de una
de las proteinas que aislamos, concretamente la proteina de
32 kDa desaparece posterior a la digestion con la enzima,
pero también observamos que aparece una banda protéica de
16300 kDa, que tal vez podria tratarse del esta proteina que
redujo su peso al rasurar parte de los azicares, lo cual

coincide con el trabajo de Montaiio y col.'?,

en donde
demuestra que esta proteina, aislada con la lectina de Lens

culinaris, contiene 8% de su peso de carbchidratos y 8u
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analisis demostrd residuos de galactosa, manosa, xilosa y N-
acetilglucosamina.

Actualmente el tema de las proteinas glicosiladas en
procariotes, principalmente en micobacterias, a despertado
interes y ©polémica, desde que Daniel afirmé gque los
carbohidratos del antigeno 5 eran debido a “una contaminacién
no descrita, mds que una glicosilacién especifica”'®’, hasta
la demostracién directa o indirecta de la unién covalente
entre una proteina y un sacdrido. Nosotros logramos deducir
la naturaleza proteica de las moléculas que aislamos a través
de la accidn enzimitica de proteasas come tripsina y pronasa
para descartar la posibilidad de que se trataran de molé&culas
de origen no protéico.

Por lo que se refiere a que si la asociacién de
carbohidratos-proteina, es una verdadera glicogilacidn,
Montafio y colaboradores probaron con la tunicamicina, un
antibidtico inhibitorio de la N-glicosilacién, el cual es un
andlogo de la UDP-acetilglucosamina, que bloquea la adicidn
del sacadrido N-acetilglucosamina al lipido acarreador dolicol
fosfato, en la primer etapa de formacidn del
oligosacarido'®®/®-°", que el cultivar micobacterias en un
periédo de 8 a 15 semanas en presencia de tunicamicina, el
efecto fué de inhibicién del ecrecimiento bacterianc sin
llegar a eliminar a las micobacterias, sin embargo cuando
estas colonias fueron resembradas en medio sin inhibidor
presentaron un patron de crecimiento normal*? .

Por lo tanto, nuestros resultados apoyan la hipdtesis de gue
la wmicobacteria tiene la capacidad de glicosilar proteinas.

Desconocemos de que manera se lleva a cabo esta modificacidn
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ya gue no cuenta con los organelos gque realizan este proceso
en las células eucariotas

Por mucho tiempo, los carbohidratos fueron considerados como
sustancias de reserva como almacenes de energia y estructuras
de soporte y considerados como desprovistes de alguna
“inteligencia bioldgica”. Pero durante los ultimos gquince
afios la quimica y bioguimica de los glicoconjugados, en los
que se incluyen las glicoproteinas, han adquirido una
importancia tan grande como las proteinas, y 4acidos
nucléicos'™®'; es claro que el papel biolégico de los
oligosacaridos tiene un rango desde lo que es trivial hasta
aguello que es critico para el desarrecllo, crecimiento,
funcién o sobrevivencia de un organismo, en donde la
caracteristica en comin de todas esas funciones es el de
intervenir en eventos de reconocimiento especifico o
proporcicnar una modulacién en procesos bioldgicos; de hecho
ellos ayudan a generar la diversad funcional gue es requerida
para la evolucién y desarrollo de diferentes tipos de
células, tejidos, oOrganos y especies. Actualmente no hay
mucha informacidén disponible acerca de la funcidn bioldgica
de la porcifén sacérida de glicoproteinas bacterianas. En lo
que se refiere a los organismos procariotes se asume que lo
glicanocs cumplen funciones similares sugeridas para

. . . &9
glicoconjugados eucariotes'®” .

Una funcién especifica en los
procariotes que podemos ejemplificar es con la glicoproteina
de la capa superficial de la halobacteria concerniente a la
determinacién de su forma de baston y que al remover el
ocligosacdrido su forma se wvuelve redonda'’®', otro ejemplo es

la glicoproteina producida por Bacillus thuringiensis, la
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cual es téxica para larvas de muchas especies de mosquitos,
esta toxina se une a través de un receptor de lectinas,

. . ' H
localizado en el intestino de la larva''®

Knowles y cecl. ha
demostrado la toxicidad de wuna glicoproteina de B.
thuringiensis subespecie kurstaki para una linea celular de
lepidoptero, la cual es inhibida por preincubacién de la
toxina con Acido N-acetilgalactosamina y N-acetilneuraminico
asi como con las lectinas a las cuales se unen estos amino
azticares'® .

Asi como en estos organismos y todas las formas de vida, las
glicoproteinas tienen un papel relevante en unc o muchos
eventos encaminades todos hacia el mismo fin, que es, el de
la vida misma, y debido al poco conocimiento que se tiene
acerca de las glicoproteinas en procariotes en cuanto a su
biosintesis, estructura y funcién, es de suma importancia
conocer de que manera pueden influir estas moléculas en la
biolegia de la micobacteria, y su interaccién con el huesped

Yy la respuesta de é&ste, gque conlleve a producir la

manifestacidén clinica de la enfermedad.
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CORCLUSIONES

Este trabajo tuvo la finalidad de purificar glicoproteinas
del extracto protéico del medic de cultivo filtrado de
Mycobacterium bovis, 1lo cual de acuerde con nuestros

resultados podemos concluir

* Se lograron purificar 11 glicoproteinas

* De estas 11 glicoproteinas 5 no han sido reportadas

anteriormente

* Estas proteinas aparentemente presentan mds de un tipo de

unién proteina-carbohidrato

La micobacteria tiene la capacidad de producir
glicoproteinas, como lo logra no lo sabemos, pero si de
alguna manera los organismos procariotes sin tener
compatimentos como el nicleo donde se realicen la
replicacién, ¢ un reticulo endoplédsmico para la produccién de
proteinas, un aparato de Golgi o una mitocondria donde se
lleven a cabo funciones primordiales para su existencia ; no
por nada estos organismos fueron los primeros en aparecer en
la tierra y han lograron mantenerse a lo largo de la
evolucidén. $Sin embargo gqueda aun por conocer esos mencanismos
por los cuales estos organismos han logrado su lugar dentro
de la clasificacidén de lo vivo, con el sello de “la forma de

vida mas simple”
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