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RESUMEN

Considerada como una emergencia mundial, la tuberculosis es una
enfermedad infecciosa causada por el bacilo Mycobacterium tuberculosis. Se
transmite por via aérea a través de aerosoles generados al toser por una persona
enferma. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, la tuberculosis es
responsable de unas 5,000 muertes diarias a escala mundial, y se encuentra en

estado latente en un tercio de la poblacion mundial.

Un factor importante para evitar la diseminacién es el diagndstico rdpido y
oportuno de la enfermedad. Hasta ahora el diagndstico de la tuberculosis activa
es comuUnmente readlizado mediante baciloscopia, la cual se basa en la
observacién al microscopio de un frotis de esputo. Sin embargo, este método es

poco eficaz, y otros métodos se encuentran en estudio.

El inmunodiagndstico resulta atractivo por la sencillez de la metodologia.
Sin embargo, la obtencién de antigenos puros de la bacteria requiere el uso de
instalaciones adecuadas y personal altamente calificado para el manejo de
grandes cantidades de cultivo del bacilo, y el rendimiento es pobre. Varios
estudios han mostrado que la produccidén recombinante de antigenos proteicos
no es actualmente una solucidén, ya que muchos anticuerpos asociados con
individuos enfermos reconocen antigenos modificados post-traduccionalmente o

productos genéticos secundarios.

En el presente frabajo se propone la produccion de mimdtopos (moléculas
que sustituyen en funcién a la molécula nativa) obtenidos por la técnica de
phage display para ser ulilizados como reactivos en una prueba de
inmonodiagndstico para tuberculosis activa. El uso de mimdtopos permitiria la
aplicacién de un sistema diagndstico a gran escala, minimizando el riesgo y los

costos.
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ABSTRACT

Considered a global emergency, tuberculosis is an infectious disease
caused by the bacillus Mycobacterium tuberculosis. It is an airborne disease
fransmitted through infected droplets generated by infected people. According
to the World Health Organization, tuberculosis causes about 5,000 deaths by day
throughout the world, and is present at a latent stage in about one third of the

world population.

An important factor to control tuberculosis transmission is the availability of
rapid diagnostic tools. Up to now, active disease is commonly diagnosed by
sputum smear microscopy. However, this method has failed to achieve a high

diagnostic efficiency, and other strategies are being addressed.

Due to its simplicity, immunodiagnosis is a promising alternative for
tuberculosis diagnosis. However, purification of antigens from the bacilli requires
specialized facilities and highly trained technicians. Moreover, native antigens are
poorly available and require cumbersome purification methods. Many studies
have demonstrated that recombinant production of protein antigens is not the
answer, since numerous anfibodies associated fo disease recognize post-

fraductionally modified antfigens or secondary genetic products.

Herein we propose the production of mimotopes (molecules able to
functionally replace native molecules) identified by phage display technique, as
alternative reagents for immunodiagnostics of active tuberculosis. The use of
mimotopes would allow a diagnostic system to be applied at large scales, while

minimizing risk and costs.
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| INTRODUCCION
I.1. Actualidad

La tuberculosis es una enfermedad contagiosa y cronica causada
por la bacteria Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) que afecta a
seres humanos de cualquier edad. En 1993 la Organizacidon Mundial de la
Salud (OMS), la declaré como una emergencia mundial. En el reporte del
ano 2009 se estimd que una tercera parte de la poblacion mundial estaba
infectada, murieron 1.7 millones de personas y se registraron 8 millones de
nuevos casos en el mismo periodo (1,2). En la figura 1 se muestra la
incidencia mundial de de la tuberculosis. En cuanto a México, la Secretaria
de Salud en su Boletin de Epidemiologia informd: 15 386 casos en 2007 y 14
986 casos en 2008. Estos datos se encuentran en los reportes de:
Enfermedades Contagiosas del Aparato Respiratorio, y se considera en la

estadistica especificamente para tuberculosis pulmonar.

(www.dgepi.salud.gob.mx).

M. tuberculosis es tfransmitido por via aérea en gotas de aerosol que
expelen las personas enfermas, y se caracteriza por ser un patdgeno
infracelular capaz de sobrevivir en los macréfagos.  Los sinfomas de la
tuberculosis pulmonar son: cansancio, febriculas nocturnas, pérdida de
peso y, cuando la enfermedad estd muy avanzada, tos constante, en
ocasiones con sangrado (hemoptisis). La tuberculosis es una enfermedad
que generalmente se desarrolla en los pulmones; sin embargo, también
puede afectar cualguier érgano o tejido: hueso, higado, en meninges,
etfc. y en ocasiones puede establecerse de manera diseminada que es la
tuberculosis miliar. El mecanismo de la infeccion extrapulmonar no es
claro, asi como tampoco es claro su diagndstico debido a que los signos y

sinfomas que se presentan no son tan claros como en la fuberculosis
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pulmonar, esta deficiencia en la deteccién lleva a datos como que del 33
al 80% de estos diagndsticos de tuberculosis extrapulmonar fueron hechos

post mortem (3, 4)

Estimated new TB b
cases (all forms) per g
& 100 ooo population :

o024 LY
25-49

5099

100-299

2300 & }

No estimate

JHEONE

Fig 1. Incidencia mundial de |la tuberculosis, reporte 2010 de la OMS

Los factores que confribuyen a la persistencia de esta enfermedad
son: a) el hacinamiento y la desnutricion en los paises subdesarrollados, b)
susceptibilidad genética, ¢) la resistencia a los antibidticos que dio como
resultado el resurgimiento de la enfermedad; este rubro es multifactorial ya
gue puede deberse a problemas por parte del sector salud del pais que no

tiene disponible el medicamento, o bien que el paciente no termina
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apropiadamente el fratamiento prolongado (en promedio de seis meses)
(5,6,7). Este problema de resistencia a farmacos ha ido en aumento, de
forma que ahora existen cepas resistentes a mezclas de antibidticos,
inclusive existen cepas denominadas extremadamente resistentes (8) vy
finalmente d) con la aparicion del Virus de Inmunodeficiencia Humana
(VIH) se ha incrementado el nUmero de personas infectadas con
tuberculosis. Para las personas inmunocomprometidas el fratamiento
farmacoldgico se dificulta por los efectos secundarios, por lo que estos
enfermos tampoco terminan el tratamiento y se vuelven susceptibles al
ataque de Mycobacterium sp. Como el virus de la inmunodeficiencia
ataca a los linfocitos CD4+ |a disminucion de éstos promueve la infeccion

de novo, o lareactivacion de la tuberculosis (4, 9, 10).

l. 2. Infeccién

M. tuberculosis se transmite por via aérea cuando la persona con
tuberculosis pulmonar activa habla, tose o estornuda generando aerosoles
que contienen bacilos, los cuales llegan al tracto respiratorio de un
individuo sano donde serdn fagocitados por los macréfagos alveolares
encargados de eliminarlos (11,12, 13). Sin embargo, puede ocurrir que el
bacilo sobreviva y se multiplique dentro del macréfago, situacion que logra
principalmente al evitar la fusion fagolisosomal. Con la multiplicacion de los
bacilos, se provoca la muerte del macréfago, iniciando asi una respuesta
inflamatoria. Esto desencadenard el reclutamiento de una gran variedad
de células como polimorfonucleares, neutrdfilos, etc. que dardn paso a la
formaciéon del granuloma, una lesibn que generalmente es capaz de
contener la propagacion bacilar.

La presencia de los granulomas dictard el curso de la enfermedad
ya que los bacilos pueden quedar confinados en latencia por fiempo

indefinido desde semanas hasta anos; sin embargo, en caso de
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inmunosupresion, la lesion puede reactivarse y entonces  desarrollar
tuberculosis activa, ya sea en un tiempo corto después de la infeccién, o a
partir de la reactivacion de una lesion anteriormente controlada
(tuberculosis de reactivacion). Entre el 5 - 10% de la gente infectada
desarrolla tuberculosis activa en algun momento de su vida, aunque la
mayoria lo hace dentro de los 5 anos a la primoinfeccién (14). La Figura 2
muestra la secuencia de la respuesta inmune después de que el bacilo es

inhalado.

I. 3. Mycobacterium tuberculosis

El género Mycobacterium estd constituido por organismos
microscopicos en forma de bacilos que son resistentes a la decoloraciéon
con alcohol dcido (esta propiedad es utfiizada para el método de
diagndstico por baciloscopia). El género abarca aproximadamente 100
especies, la mayoria de ellas son saprofitas aunque algunas causan dano a
animales y al hombre (16).

Las especies patdégenas usualmente son de lento crecimiento,
tomando de 20 a 24 horas para su duplicaciéon, y la velocidad de
crecimiento es comunmente usada como un pardmetro de clasificacion.
M. tuberculosis 'y M. bovis (causantes de la tuberculosis en humanos y en
bovinos, respectivamente) tienen la facultad de sobrevivir en los
macréfagos. Esta capacidad se considera que en parte es debida a la
complejidad de la pared celular (Fig.3), principalmente constituida por
Acidos micdlicos, los cuales se caracterizan en el género Mycobacterium
como los dcidos grasos mds largos que existen en la naturaleza (dcidos
grasos de 70-90 carbonos). Otros componentes abundantes son:
arabinogalactano, peptidoglicano, lipidos libres, azicares y proteinas. En

conjunto, los componentes de la pared generan un gran espesor y alta
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hidrofobicidad, caracteristica considerada como una posible barrera

contra los fdrmacos y el sistema inmune (17,18).

M. tuberculosis A 1/3 de la poblacién mundial infectada
(2,100 millones de personas)
:-';-\‘-' -
TB Latente
1t - Contienen la
th Infeccion (>90%)
e, .

U]

¢ Curacion = N ”
espontanea? ! ieoy) I ™)
= ? Perforin -y
; /,,—f/ Granulysin -
TB aguda O e
(Infeccién VIH)
Reactivation
10% tuberculosis

risk lifelong

[
Y

-
-
L]

Reinfection

Diseminacion
Transmision

Figura 2. Respuesta inmune a la infeccién con M. tuberculosis. a) Transmision via aérea
de los bacilos llegando a los macréfagos alveolares que seran los encargados de eliminar
al bacilo, sin dejar rastro de la infeccion. b) Si las micobacterias logran sobrevivir al los
macroéfagos, entonces las células T (CD4+, CD8+) monocitos y macréfagos formaran un
granuloma, el sistema inmune puede asi controlar la enfermedad, pero el bacilo se
encuentra latente. ¢) Si el individuo se encuentra inmunocomprometido, el granuloma no
serd suficiente para contener al bacilo y se desarrollara tuberculosis pulmonar activa (15).
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La complejidad de esta pared que llega a ser hasta el 40% del peso
seco del bacilo, estd correlacionada con el particular genoma de M.
tuberculosis, el cual dedica un 30% de la informacién al metabolismo de
los lipidos (19).

Hasta ahora la estructura de esta pared celular no se conoce
totalmente; sin embargo, es claro que sus componentes juegan un papel
clave en la patogenia de la enfermedad, ya que son los que estdn en
contacto estrecho con las células del sistema inmune humano. Esta
interaccion entre los componentes de la pared celular y el hospedero ha
sido también explotada para el diseno de herramientas para el control de
la tuberculosis (17,24) ya que estos componentes representan agentes
inductores de la respuesta inmune. Asi, detectar respuesta inmune,
incluyendo la produccién de anticuerpos, ha sido una de las opciones mds
buscadas para el diagndstico de casos de tuberculosis activa. En la Fig. 4
se muestra un modelo de la envoltura micobacteriana.

Algunas moléculas de la envoltura micobacteriana han sido
consideradas como factores clave, tanto para la patogenia del bacilo,
como por su alto valor como biomarcadores de la enfermedad. En
particular, resulta interesante que entre los factores mds abundantes y
activos de la pared de micobacterias destaquen aquéllos con una

importante composicion de azdcares en su estructura (20).
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Figura 3. Envoltura de la micobacteria. A) micrografia electrénica y (B) diagrama que
ilustra las cuatro capas de las que estd formada la pared, a saber: 1 membrana
plasmatica, 2 peptidoglicano - arabinogalactano, 3 capa transparente a electrones donde
abundan los acidos micolicos y 4 glicoconjugados, glicolipidos y proteinas unidos de
manera no covalente al esqueleto de peptidoglicano (21).
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Figura 4. Representacion de la envoltura de las micobacterias. En este modelo
estructural, las moléculas de la envoltura se encuentran en un arreglo acorde con los
datos arrojados a partir de diversos estudios, tales como la microscopia electronica de la

figura 3. Imagen adaptada de (22).

Inmersas en esta pared se encuentran el glicoconjugado

denominado lipoarabinomanano (LAM) que es muy abundante, y uno de

los mds importantes en la interaccion micobacteria-célula huésped (16,17).
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La estructura fina de la molécula consiste en un esqueleto de azlUcares
con ligeras variaciones en la parte superficial. Esta parte, llamada “cap”,
estd constituida bdsicamente por manosa y representa una de las
caracteristicas distintivas de los aislados de cepas virulentas. Entre sus
funciones bioldgicas, destaca la de inhibir la produccion del factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-y), citocina importante para combatir al bacilo
(23). El LAM facilita la internalizacion del bacilo por medio de receptores
como el receptor de manosa y DC-SIGN (24). Otfra de sus actividades es su
capacidad antiinflamatoria, que puede explicar el bajo nivel de IL-12
producida en la infeccidn por M. tuberculosis (18).

La otra molécula de la pared celular con un importante contenido
en azucares y potencialmente implicada en virulencia, es la proteina de 38
kDa, una glicoproteina cuya estructura estd conformada por azicares en
un 25%, y también identificada como lipoproteina (25.26). En particular,
esta glicoproteina estd involucrada en el metabolismo de fosfato (27,28).

Ambas moléculas constituyen antigenos ampliamente reconocidos
por individuos infectados, lo cual ha generado interés en su uso como

reactivos de inmunodiagndstico.

I.4. Vacunacién

Uno de los factores que ha impedido un mejor control de la
tuberculosis es la baja eficacia de las vacunas disponibles, situacion que
se explica desde condiciones climdticas, el correcto almacenamiento de
los viales, exposicidon a la luz solar o bien reacciones cruzadas con ofras
micobacterias. La vacuna en uso fue desarrollada a principios del siglo XX
por los cientificos franceses Albert Calmette y Camile Guérin a partir de la
cepa atenuada de M. bovis, bacteria causal de la tuberculosis en el
ganado. A la cepa resultante atenuada se le denomina bacilo de

Calmette-Guérin  (BCG). Se ftrata de una vacuna de eficacia
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extremadamente variable. Su efectividad ha sido reportada de 0 a 80%
(15, 29), y Unicamente se ha demostrado su capacidad de proteger contra
la tuberculosis meningea infantil. Una de las razones de la baja eficacia es,
probablemente, su contenido en moléculas supresoras de la respuesta
inmune, como el LAM. El desarrollo de una nueva vacuna es urgente, asi
como un mejor conocimiento de los factores de patogenia resulta
indispensable para el planteamiento de la mejor estrategia para combatir
esta enfermedad (30).

Los aspectos socioecondmicos tienen un gran peso en la efectividad
de la vacuna ya que se ha visto que hacia el Ecuador, que es
prdcticamente donde se encuentran la mayoria de los paises en vias de
desarrollo, la vacuna pierde eficacia, circunstancia que se atribuye a la
coinfeccion de pardsitos y la respuesta inmune a la vacuna se ve
modificada (31).

A propdsito de la pérdida de la eficacia de |la vacuna se piensa que
es debido a que la memoria inmunolégica generada por BCG desaparece
con el tiempo dejando al individuo en estado naive para inducir una
inmunidad primaria, es por ello que en Estados Unidos se estd proponiendo
un refuerzo de la vacuna, ya que la incidencia de tuberculosis de
reactivacion en adultos, va en aumento y se piensa que la primoinfeccidén
fue anos atrds (32).

También es importante mencionar que a investigacidn sobre
vacunas ha dado la posibilidad de que millones de personas alrededor del
mundo se salven sin embargo, para incrementar la eficacia en las nuevas
generaciones de vacunas, incluida la de tuberculosis, es necesario
desarrollar adyuvantes que favorezcan la respuesta inmune mediada por

células (33).
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I. 5. Diagnéstico y control

Como se menciond, la infeccidn puede estar contenida en un
granuloma en estado latente. El diagndstico de esta infeccion latente se
basa en una reaccidon de hipersensibilidad de tipo retardado, la cual
involucra células T de memoria del individuo contra el bacilo. La prueba,
llomada prueba de la tuberculina, consiste en medir dicha reaccién ante
la administraciéon infradérmica de un extracto de proteinas purificadas de
M. tuberculosis (PPD, del inglés Protein Purified Derivative). Esta
administracién genera una reaccion inflamatoria retardada activada por
linfocitos T CD4+ y CD8+. Desafortunadamente, esta prueba presenta
reactividad cruzada con antigenos de otras micobacterias incluida la
cepa de la cual se obtiene la vacuna que es la de Calmette-Guerin. Si
bien ahora se cuenta con un reactivo comercial “Quantiferon” (que se
basa en determinar la concentracidon de IFN-y liberado por linfocitos
extraidos de sangre periférica estimulados con antigenos especificos de M.
fuberculosis) para determinar tuberculosis latente, al alto costo y la
necesidad de infraestructura especial, dificulta la aplicacion a poblaciones
en riesgo para detectar la tuberculosis latente (34).

Ofras técnicas para la deteccion de tuberculosis latente incluyen la
deteccion de respuesta celular a partir de cultivos primarios tratados con
antigenos del bacilo. Estas pruebas, principalmente representadas por el
Quantiferon y el Elispot-TB, son altamente sensibles pero muy costosas
(35,36,37)

Aunqgue el diagndstico de tuberculosis latente resulta importante, el
estado actual de la epidemia de tuberculosis necesita con mayor urgencia
un diagndstico eficaz para la tuberculosis activa. Actualmente, el método
de uso comun consiste en la tincidon del bacilo con fucsina fendlica en
muestras de esputo. Esta técnica, llamada tincidn de Ziehl-Neelsen,

permite un resultado rdpido. Sin embargo, se estima que solamente un
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individuo que expela de 5000 a 10000 bacilos/ml puede ser detectado
mediante esta prueba (36). Se ha reportado que de 30 a 70% de individuos
con tuberculosis activa pueden ser diagnosticados mediante este método.
Dentro del desarrollo de la técnica, la aparicion de falsos positivos
demanda la presencia del paciente por lo menos durante 3 dias
consecutivos, dificultando su implementacidén en comunidades rurales. Por
otro lado, esta técnica se dificulta cuando la persona enferma no puede
expectorar (generalmente los ninos) para lo cual se recomienda un
lavado bronco alveolar (38).

En general cuando clinicamente el diagndstico de tuberculosis es
altamente probable y la tincidn de Ziehl-Neelsen ha generado resultado
negativo, la alternativa es utilizar el cultivo de las bacterias, que se realiza a
partir de muestras de expectoraciéon. Cabe destacar que el cultivo es un
método extremadamente lenfo, de 6-12 semanas de incubacién son
necesarias para poner en evidencia el crecimiento, ademds de resultar
sumamente costoso por el personal e instalaciones que se requieren (36).

El diagndstico de la tuberculosis activa es una herramienta necesaria
para limitar el contagio de la enfermedad. Por ello, varios métodos de
diagndstico han sido explorados. Principalmente, el diagndstico de la

tuberculosis puede auxiliarse de los siguientes métodos:

e Observacion al microscopio: en medio de cultivo liquido el crecimiento
de los bacilos se da en agregados que parecen cordones, a lo que se le
denomina “factor cuerda” o “factor cordédn” formado principalmente por
la molécula dimicolato de trealosa. Empieza a formarse como a los 7 dias
de cultivo.

e Radiografia de térax: este método es costoso y en ocasiones

inespecifico porque pueden confundirse varias lesiones.
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e Sistema de cullivo rdpido: basados en reactivos secundarios
cromogénicos, este método consiste en un medio de crecimiento que
cambiard de color con el crecimiento de M. tuberculosis aiun cuando no
hayan aparecido las colonias.

¢ Sistema radiométrico: se utiliza una sustancia con C'4 como sustrato, y
se detectan desechos metabdlicos radiactivos en forma de gas entre 10-15
dias a partir del cultivo.

e PCR (reaccién en cadena de la polimerasa), requiere poca muestra y
es rdpida. Sin embargo, requiere de personal, equipo e instalaciones
especificos.

¢ Inmunodiagndstico: deteccidon de anticuerpos circulantes.

Todas estas técnicas pueden ser utilizadas si se frata de tuberculosis
pulmonar o diseminada (cuando se tiene el estudio clinico), entonces la
fuente de la muestra para hacer el diagndstico puede ser de: orina,
muestra de sangre, liquido cefalorraquideo, etc.(38,39,40,41).

La eleccién de un método de diagndstico depende en gran parte
de las caracteristicas de la enfermedad. En el caso de la tuberculosis, la
prevalencia y aumento en ambientes socioecondmicos bagjos y en
pacientes infectados con VIH, ha impedido el control a través de métodos
de alto costo o extremadamente sofisticados. Se carece de una prueba
definitiva, rdpida, barata y aplicable a poblaciones abiertas. Debido a la
alta tasa de contagio de la tuberculosis, la deteccidon temprana vy
oportuna es indispensable para la administracion del tratamiento
terapéutico conveniente, para confrolar esta epidemia.

Una de las metodologias capaz de brindar resultados rdpidos, de

manera simple y a costos aceptables es el inmunodiagndstico.
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Il ANTECEDENTES

II.1. Diagnéstico por inmunoensayo

El inmunodiagndstico es un método que detecta la respuesta
humoral en contra del patdégeno y con ello se diagnostica la enfermedad.
La mayoria de los pacientes producen antficuerpos para varios
componentes anfigénicos del bacilo durante el curso de la enfermedad,
circunstancia que es aprovechada para el inmunodiagndstico.

En el caso de la tuberculosis, varios antigenos de M. tuberculosis se
han utilizado para este fipo de ensayo como se muestra en la siguiente
tabla.

TABLA 1. Anfigenos de M. tuberculosis que se han utilizado en ELISA,

Antigeno | Caracteriticas | %sensibilidad | % especificidad | Ref.

Ag 60 Lipo-glico- 71-100 71-95 35
péptido
(incluye LAM)

Kp?0 Proteina de 63 66 36
secrecion

Ag 85 Proteina de 62-78 78-90 42
secrecion

Proteina Proteina de 49-89 93-100 43

de 38 kDa | secrecidon

Factor Glicolipido de 81 96 44

cuerda pared

La proteina de 38 kDa (P38) es una molécula prometedora para el
inmunodiagndstico por su capacidad reactiva con los sueros de personas
enfermas con tuberculosis (44). No obstante, como es el caso con ofros
antigenos micobacterianos, la sensibilidad del método es muy variable,

pues se han reportado sensibilidades del 40 al 90%. Algunos estudios
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senalan que una baja sensibilidad estaria relacionada con tuberculosis
incipiente (45,46). Uno de los factores que dificultan en gran medida la
reproducibilidad de estos resultados ha sido la participacion de los motivos
glicosilados de la P38 como epitopos abundantemente reconocidos por
anticuerpos de humanos (45,46). En efecto, las eficacias mds pobres han
sido enconfradas con la proteina recombinante obtenida en sistemas
incapaces de glicosilar, tales como Escherichia coli. Actualmente, algunas
investigaciones se encaminan a la buUsqueda de sistemas de expresion
para la P38 que sean capaces de glicosilar (25,44,47).

Otra molécula de interés para el inmunodiagndstico de la
tuberculosis es también una molécula con un elevado grado de
glicosilacion, el lipoarabinomanano (LAM), o bien su forma exclusivamente
glicosidica llamada: arabinomanano (AM). El uso de LAM para
serodiagndstico de tuberculosis ha sido promovido por varios autores, y
forma parte de algunos sistemas de inmunodiagndstico comerciales. Por su
naturaleza quimica se esperaria una respuesta mds homogénea
comparada con los antigenos presentados por moléculas MHC. Sin
embargo, su obtencién natural implica la utilizacidn de personal e
instalaciones de alta calidad y por ser un compuesto glicosidico con
variaciones estructurales especificas de especie, la obtencién

recombinante es imposible.

I1.2. Antigenos

Los anfigenos de la prueba de la fuberculina derivados de la
micobacteria han sido probablemente los mds estudiados y usados en
investigacion.  Estos pueden ser especie especificos, y ofros estdn
ampliamente distribuidos en diferentes especies lo que confribuye a la
reaccion cruzada que se observa en la prueba de la tuberculina. En

cuanto a los antigenos sacaridicos, se han logrado extraer los que se
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agrupan en 4 diferentes tipos principales: arabinogalactanos,
arabinomamanos, mananos y  glucanos, de los cuales los
arabinogalactanos y los arabinomananos tienen actividad antigénica (48).
También en varios laboratorios se han estudiado las proteinas que se
encuentran en el filfrado de cultivo y se ha visto que son altamente
inmunogénicas, y pudieran ser promesa para vacunas (32).

De estos estudios que se han realizado con los compuestos M.
tuberculosis, se ha podido generalizar que las fracciones de pared celular
son mds ricas en compuestos lipidicos, y las preparaciones solubles son
abundantes en proteinas y carbohidratos. A este respecto quedd
establecida la importancia de los carbohidratos cuando se expuso suero
de ratén anti-M. tuberculosis a extractos crudos, y a los extractos tratados
con peryodato de sodio, y se observd por el método de ELISA, que el suero
reacciona mucho mejor en los extractos intactos, esto es, en presencia de
los compuestos glicosilados (31,48)

La molécula AM, componente de la pared de la micobacteria, es
importante en el control de la enfermedad debido a que la inyeccion del
anticuerpo monoclonal, prolongd la supervivencia de ratones infectados
con tuberculosis. (49), de la misma manera que se ha visto que los
anticuerpos anti-LAM (cuyo posible precursor es AM), resultan benéficos
para combatir la infeccidon. Asi mismo el antigeno 5 que es muy importante
por su especificidad para M. tuberculosis y bovis BCG, tiene un epitope
compartido con arabinomanano (51).

Ya que M. tuberculosis es un patdgeno intracelular, su éxito radica en
las moléculas de superficie expuestas para infroducirse al macréfago y
después su multiplicacion. Una molécula muy importante en el bacilo y
que tiene este doble papel, es el LAM ya que se adhiere al receptor de

manosa para ser fagocitada, y dentro inhibe la secrecién de TNF- a0 y IFN-y
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para promover la destruccidon intracelular. El LAM de especies no

patdgenas no tiene esta inhibicidn sobre las citocinas (73).

Il. 2. Despliegue en fagos

Desde hace unas 2 décadas, la posibilidad de emular la reactividad
bioldgica de biomoléculas mediante péptidos pequenos se lleva a cabo
con la tecnologia de "“Phage Display”. Estos péptidos, llamados
mimotopos, pueden ser obtenidos de manera simple y eficaz a través de su
expresion recombinante en la superficie de fagos filamentosos. Por
definicion un mimdtopo es un péptido que imita (mimetiza) estructural y/o
funcionalmente un sitio bioldgicamente activo de la molécula nativa y por
lo tanto, es capaz de interaccionar con su ligando. Tienen la capacidad
de ser reconocidos por anticuerpos y sustituir proteinas y azicares y de esta
forma inducir la formacién de anticuerpos y ser usados como subunidades
de vacunaciéon, o bien para bloguear de manera dirigida a receptores
(58). Sobre todo el hecho de que muchos de los antigenos microbianos
son antigenos no proteicos (52).

La metodologia mds comun que se utiliza para obtener mimdtopos
es el llamado “Phage Display”. En la actualidad existen bibliotecas de
despliegue en fagos que se encuentran disponibles de manera comercial.
Asi, una biblioteca consiste en combinaciones de hasta 1013 péptidos con
diferentes secuencias, a partir de las cuales seria posible encontfrar un
péptido que sea reconocido por antficuerpos anti-azicares. A estos
péptidos se les llama mimdtopos, y pueden ser utilizados como
herramientas de diagndstico o como subunidades de vacunacién (56,57).

Para obtener mimdtopos utilizamos la técnica de bioseleccion a
partir de phage display. Este término se refiere a péptidos que son
expresados, mediante técnicas recombinantes, en el bacteriéfago M13. Es

decir, el fago es utilizado como vector para expresar secuencias que

30



codifican para oligopéptidos de secuencia variable. Actualmente, varias
bibliotecas de bacteridéfagos que expresan péptidos se encuentran
disponibles en el mercado. En particular, nuestro trabajo fue realizado
utilizando una biblioteca con millardos de clonas, en donde cada una

expresa un dodecapéptido con secuencia de aminodcidos al azar.

En la Figura 5 se muestra la estructura de un bacteridfago M13, el
cual expresa el dodecapéptido como inserto en un sitio especifico de su

proteina de envoltura PIIl.

B
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Figura 5. Esquema estructural del fago M13 recombinante. El fago esta formado por varias
proteinas. Entre ellas, tres a cinco copias de la proteina PllIl se ensamblan en uno de los
extremos. En la biblioteca comercial utilizada, las combinaciones de péptidos con secuencias
de aminoé&cidos al azar se encuentran insertadas en dicha proteina.

El hecho de que una biblioteca combinatorial de péptidos sea
expresada en un bacteriéfago brinda varias ventajas. Entre ellas destacan
la facilidad para producir los péptidos de una manera simple y de bagjo
costo, mediante simple propagacién del fago, asi como la estabilidad de
la particula viral, la cual facilita el rastreo de los péptidos. La técnica de

bioseleccién consiste en discriminar y separar fagos con insertos que
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mimetizan al antigeno nativo, esto es, fagos que por afinidad se unen a
antficuerpos.

La estrategia de bioselecciéon comprende varias rondas de contacto
con los anticuerpos, en donde fagos con péptidos no afines son excluidos,
mientras que los fagos unidos a anficuerpos son selectivamente
recuperados al final de cada ronda al eluirlos por cambio de pH (Figura 6).
En general, la seleccidon requiere del desarrollo de unas 3 rondas sucesivas
antes de obtener clonas que expresen péptidos altamente afines. Al final
del proceso se obtiene una mezcla con un gran nUmero de fagos que
expresan insertos diferentes. Los fagos serdn crecidos en unidades
formadoras de placa (clona), y cada una de las clonas se crecerd por
separado para posteriormente utilizarse en el protocolo correspondiente.

El esquema de esta técnica, que ya se ha implementado en el

laboratorio, se muestra a contfinuacion.
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Figura 6 Bioseleccion de clonas que expresan mimétopos de un antigeno. 1) Una
biblioteca de fagos que expresa diferentes secuencias de péptidos es expuesta a
una placa cubierta con el blanco. 2) El fago que no se une es eliminado mediante
lavados. 3) Los fagos que se unen especificamente son eluidos al disminuir el pH.
4) Se conservan solo los fagos eluidos especificos. 5) Los fagos eluidos son
propagados en células de E. coli. 6) Los fagos propagados son seleccionados. 7)
Después de tres rondas de bioseleccidn, la secuencias de las clonas seleccionadas
al azar, son analizadas.
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1. JUSTIFICACION

La tuberculosis es una enfermedad altamente contagiosa, cuya
epidemia es responsable de cerca de 5000 muertes diarias. La base para el
tratamiento temprano de la tuberculosis, y el subsecuente confrol de
diseminacién, ha sido el diagndstico oportuno. Aunque algunos antigenos
micobacterianos prometedores han sido descritos para fines de
inmunodiagndstico, la dificultad para obtenerlos ha limitado la expansion

de este tipo de prueba como un método de diagndstico.

Si bien la fecnologia recombinante ha hecho posible la obtencion
de una gran cantidad de antigenos de inmunodiagndstico, en el caso de
la tuberculosis se reporta que un alto porcentaje de anticuerpos en los
humanos estdn dirigidos en contra de epitopos no proteicos. Por lo tanto es
indispensable obtener la metodologia para aplicarla en las pruebas

diagndsticas.

En este trabajo se propone el uso del Phage Display, con el fin de
identificar reactivos que sustituyan antigenos nativos, en particular
antigenos no proteicos. Se ha demostrado que pequenos péptidos de 7 a
15 aminodcidos pueden mimetizar la estructura tridimensional de lipidos,
carbohidratos y por supuesto proteinas. La metodologia de Phage Display
resulta no solamente una opcidn para identificar ligandos de anticuerpos,
por ejemplo anticuerpos dirigidos en confra de azicares. Asimismo, el
despliegue en fagos de un péptido definido resulta un proceso simple y de
bajo costo, ya que una clona especifica de fago expresando un péptido o

mimotopo determinado, puede ser facilmente producida
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IV. HIPOTESIS

Motivos peptidicos y glicosilados de los antigenos de la proteina de
38 kDa y del arabinomanano (AM) de Mycobacterium tuberculosis
pueden ser mimetizados por péptidos expresados en fagos flamentosos.
Estos mimotopos pueden ser identificados por phage display, y podrian ser

utilizados como reactivos de diagndstico.

V. OBJETIVOS

General

Estandarizar una prueba de inmunodiagndstico para tuberculosis por
medio de la técnica de phage display, utilizando como antigenos modelo
la proteina de 38 kDa y el glicoconjugado arabinomanano de M.

tuberculosis.

Particulares

e Purificar los antigenos de M. tuberculosis: AM y la proteina de 38 kDa.

e Producir anficuerpos contra AM.

e |dentificar péptidos que mimetizan azlcares reconocidos por
anticuerpos (mMimdtopos).

e Explorar y optimizar el uso de péptidos mimdtopos para el

inmunodiagndstico de la tuberculosis.
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VI. METODOLOGIA

VI. 1. TECNICAS BIOQUIMICAS Y DE MICROBIOLOGIA

VI. 1. 1. Proteina de 38 KDa

La proteina de 38 kDa recombinante que se utilizd en el presente
trabajo fue expresada en Mycobacterium smegmatis, la cual fue
generosamente donada por la Dra. Clara Inés Espitia Pinzén, del Instituto

de Investigaciones Biomédicas.

VI. 1. 2. Cultivo de M. tuberculosis
Las micobacterias de la cepa H37Rv se crecieron en medio liquido

Sauton (apéndice |) a 37°C durante 5-6 semanas.

VL. 1. 3. Obtencion de polisacdaridos de M. tuberculosis

Los polisacdridos fueron obtenidos a partir de productos de
secrecion de cultivos en fase exponencial de M. fuberculosis. A partir de
culfivos de 5-6 semanas de edad, se obtuvo medio de cultivo estéril. Para
ello, el medio se filtrdé por un papel filtro grueso a fin de eliminar la masa
bacteriana; posteriormente, el medio se filird sucesivamente por
membranas con tamano de poro de 1.2, 0.45 y 0.22 um (Millipore
nitrocelulosa tipo RA). El filtrado obtenido de esta manera se concentrd por
evaporaciéon en rotavapor (BUchi), aproximadamente a 1/10 del volumen
original. El medio concentrado fue tratado por particion de Folch (62), a fin
de eliminar lipidos y sacdridos de menor solubilidad en agua. En breve, 3
volumenes del concentrado fueron mezclados, dentro de un embudo de
separacion, con 3 volimenes de cloroformo y 4 volUmenes de metanol,

obteniendo una mezcla CHCIz/CH3OH/H20 (3:4:3, v/v). La mezcla se dejo
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en reposo a 4°C hasta separacion de las fases (la fase orgdnica, la fase
inorgdnica y una interfase con material blanquecino). La fase acuosa, que
contiene los polisacdridos neutros, fue tratada con 6 volUmenes de etanol
frio, dejando en agitaciéon durante una noche a 4°C. El precipitado
formado fue recuperado después de una centrifugacion a 14000 g por 1 hr
a 4°C. La muestra se resuspendié en el menor volumen de agua posible y
se precipité nuevamente, utilizando las mismas condiciones. Finalmente, la
muestra se dializé contra agua destilada, a 4°C, utilizando una membrana
de celulosa con un corte de peso molecular de 500 Da (Cellulose Ester -
CE- Didlisis Membranas MWCO:500 Spectrum), con cambio del medio
cada 12 hs. La fraccidn no dializable, que contiene polisacdridos, se

almacend a -20°C hasta su uso.

VL. 1. 4. Purificacion de arabinomanano (AM)

El AM, polisacdrido preponderante y neutro, fue obtenido mediante
cromatografia de intercambio aniénico, capaz de retener componentes
dcidos, tales como lipoarabinomanano y proteinas. Una columna de vidrio
de 2 cm de didmetro por aprox. 50 cm de largo fue empacada con una
suspension de Trisacryl-DEAE (Sigma), y equilibrada con 150 ml de la
soluciébn amortiguadora  disociante  (apéndice ). Enseguida, los
polisacdridos fueron aplicados en 2 ml de solucion eluyente (apéndice ).
La fraccidon neutra, que contiene el AM, fue obtenida eluyendo con 300 ml
de dicha solucién. Se colectaron 30-35 fracciones de 8 ml c/u, tomando
0.5 ml para deteccién colorimétrica de azlcares. Las fracciones positivas
para azucares fueron reunidas vy liofilizadas, utilizando las mismas
condiciones de didlisis que para la obtencion de polisacdridos totales. El

producto final fue titulado y conservado a -20°C hasta su uso.
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VI. 1. 5. Cuantificacién de polisacdridos por el método colorimétrico de
antrona

Para la cuantificacion de azdcares se utilizd un método colorimétrico
basado en la formacion de derivados furfural de hexosas. Para ello, se
prepard una solucidon de antrona (Sigma) al 0.2% en dacido sulfurico puro,
que fue utilizada entre 4 y 12 horas después de su preparacion.

La muestra fue diluida con el reactivo de antrona en una proporcion
de 1:2 (muestra:antrona, v/v). La reaccién se llevé a cabo a 92°C durante
8 minutos, y detenida por inmersion de los tubos en hielo; las muestras se
mantuvieron al abrigo de la luz durante 30 min, y la densidad 6ptica fue
medida a 585 nm. Una curva estdndar fue preparada de manera

simultdnea, empleando arabinosa y manosa en proporcion 1:1 (v/v).

VI. 1. é. Purificacion del péptido P1

Después de seleccionar los mimdtopos por la técnica de phage
display, los péptidos insertados se secuenciaron y alinearon para ver
homologias y/o secuencias consenso. Este péptido 1 corresponde a una
secuencia consenso de los mimdétopos de AM, que ademds funciond
como un reactivo antfigénico e inmunogénico como se verd mds adelante.
Es pertinente mencionarlo en este apartado en el que se enlistan las
herramientas utilizadas en este tfrabagjo.

El péptido sintético P1 (QEPLMGTVPIRAGGGS), fue adquirido libre de
sales de los laboratorios Invitrogen (CA, USA), y purificado por
cromatografia liquida de alta resolucion en fase inversa (RP-HPLC), segun

protocolos del fabricante.
VL. 1. 7. Biotinilacién de P1

El péptido P1 se diluyd a 1.0 mg/ml en PBS y fue funcionalizado por

reaccion con biotina esterificada con N-hidroxi-succinimida (NHS),
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siguiendo el protocolo del proveedor (Biotin Labeling Kit Roche
Indiandpolis, IN, USA). La fraccion biotinilada fue purificada por
cromatografia. Los eluatos fueron analizados por espectrofotometria, a 230

nm, y las muestras proteicas fueron reunidas y dializadas.

VI. 1. 8. Propagacion de fagos M13

Las células de E. coli cepa TGI1 fueron cultivadas a 37°C, bagjo
agitacién, en 10 ml de medio liquido 2xYT hasta alcanzar 0.4 - 0.5 de
densidad optica a 600 nm. Para propagar los fagos, se colocaron 500 ul de
cultivo bacteriano en 50 ml de medio liquido 2-YT, y se agregaron 15 ul de
fagos. Para facilitar la infeccién, el cultivo fue incubado durante 15 min a
37°C sin agitacion, y posteriormente, en agitacion a 220 rom durante unas
4.5 hrs a 37°C, hasta alcanzar una densidad optica de 0.6 a 600 nm.
Transcurrido este tiempo, las células se centrifugaron durante 10 min a
10 000 rpm a 4°C. Al sobrenadante se le agregd 1/6 de volumen de
polietilénglicol (PEG, ver apéndice), y se incubd a 4°C durante una noche
a fin de precipitar los fagos. La suspension se centrifugd a 4°C durante 10
min a 10 000 rpm, se elimind el sobrenadante y el precipitado de fagos se
resuspendié en 1 ml de TBS. Con el fin de eliminar bacterias contaminantes,
los microtubos se centrifugaron a 5000 rom durante 5 min varias veces,
eliminando cada vez el precipitado. El sobrenadante fue nuevamente
tratado con 1/6 de volumen de PEG, y se incubd a 4°C por 1 hr.
Transcurrido el tiempo de incubacion, se centrifugd por 10 min a 14 000
rom, a 4°C. Se descartd el sobrenadante, y se resuspendid la pastilla en 200
pl de TBS. Este procedimiento fue realizado a fin de propagar los fagos

seleccionados por afinidad (eluidos), asi como las clonas aisladas.
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VI. 2. TECNICAS INMUNOLOGICAS

VI. 2. 1. Anticuerpos de conejo contra la proteina de 38 kDa recombinante.
El suero preinmune e hiperinmune de conejo anti proteina de 38 kDa
glicosilada, producida en Mycobacterium sp, fueron donados por la Dra.

Clara Inés Espitia Pinzon, del Instituto de Investigaciones Biomédicas.

VI. 2. 2. Produccidn de anticuerpos de conejo contra el polisacdrido
arabinomanano (AM)

Conejos Nueva Zelanda hembras de 0.5-1.0 kg fueron inmunizados
por via subcutdnea con 1.0 mg de AM en un volumen de 1.0 ml de
solucion amortiguadora PBS (apéndice 1), y 1.0 ml de adyuvante
incompleto de Freund (Sigma). Posteriormente, se realizaron dos refuerzos a
intervalos de dos semanas entre cada aplicacion, utilizando 0.5 mg de AM,
homogenizados en 1.0 ml de PBS y 1.0 ml de adyuvante incompleto de
Freund.

De manera previa a la inmunizaciéon, como control, y después de
cada refuerzo, se tomd muestra de sangre para la determinacion de
anticuerpos en el suero. Dos semanas después del segundo refuerzo, los
conejos se sangraron a blanco para obtener el suero anfi-AM.
Paralelamente, un suero control fue obtenido mediante el mismo esquema,

pero utilizando el vehiculo desprovisto de AM (PBS/adyuvante).

VI. 2. 3. Produccion de anticuerpos de conejo contra péptido P1

Conejos hembras Nueva Zelanda de 0.5-1.0 kg se inmunizaron por via
subcutdnea con 0.5 mg de P1 en un volumen de 1.0 ml de solucién PBS.
Posteriormente se hicieron ftres refuerzos, utilizando la misma dosis en

intervalos de dos semanas entre cada aplicacion. Dos semanas después
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del tercer refuerzo, los conejos se sangraron a blanco para obtener el suero

anti-P1, haciendo lo mismo para la obtencidon de un suero conftrol.

VI. 2. 4. Inmunoensayo para detectar anticuerpos anti- proteina 38kDa

Para la medicién de reacciones antigeno-anticuerpo de este trabajo
se Uutilizd la técnica de inmunoensayo enzimdtico ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay).

Se utilizaron placas para inmunoensayo de fondo plano, especiales
para adsorcion de macromoléculas hidrofilicas (Nunc MaxiSorp, Denmark).
Se prepard una dilucién 10 ug/ml con la proteina de 38 KDa recombinante
en solucién amortiguadora de carbonatos (apéndice |) y se depositaron
100 ul/pozo (1 ug/pozo). La sensibilizacion para adsorcion del antigeno fue
redlizada durante 1 noche a 4°C. Terminada la incubacién, la placa se
lavd 4 veces con solucion PBS/Tween 20 al 0.2% (apéndice 1), utilizando un
lavador de placas (Denley Instruments Ltd, England), y después se agregd
en cada pozo 200 yl de solucién de bloqueo PBS/BSA al 2% (apéndice ),
dejando incubar durante 1 hr a 37°C. Al término de la incubacion se lavé
de la misma manera. Los sueros fueron diluidos (1:100, v/v) en PBS/BSA al
1%/Tween 20 al 0.1% y depositados en los pozos (100 ul/pozo). La placa fue
incubada durante 1 hr a 37°C. Al término de la incubacion los pozos
fueron lavados como en pasos anteriores.

Para detectar inmunoglobulinas anti-P38 de conejo capturadas, se
utilizé un anticuerpo anti-inmunoglubulina G (IgG ) de conejo producido en
cabra, acoplado a fosfatasa alcalina (Sigma). Este reactivo fue diluido
1:5000 en solucion PBS/BSA al 0.1%, y agregado en cada pozo en un
volumen de 100 pl.

Para la deteccién de inmunoglobulinas humanas, el reactivo

utilizado fue un anficuerpo anti-igG humana de cabra, acoplado a
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fosfatasa alcalina (Sigma). Para su uso, se depositaron 100 pyl de una
dilucidn 1:10000 en PBS/BSA al 0.1% en cada pozo.

Las placas con anticuerpos secundarios fueron incubadas durante 1
hr a 37°C, y posteriormente lavadas bajo las condiciones arriba indicadas.

Para visualizar la reaccién antigeno-anticuerpo, a cada pozo se
agregd 100 yl de una solucién de para-nitrofenilfosfato en dietanolamina
(apéndice 1), y se incubd durante 15 min a 37°C. La absorbancia fue
analizada a 405 nm en un lector de placas de ELISA (Opsys MR, Dynex

Technologies).

VI. 2. 5. Inmunoensayo para detectar anticuerpos anti- arabinomanano
(AM)

Se utilizaron placas para inmunoensayo de fondo plano (Nunc
MaxiSorp, Denmark). Se prepard una dilucidon con 10 ug/ml de AM en
solucién amortiguadora de carbonatos y se depositaron 100 pl/pozo
(1ug/pozo). Se incubd durante 1 noche a 4°C. Terminada la incubacion, la
placa se lavo 4 veces con solucion PBS/Tween 20 al 0.1%. Se agregd en
cada pozo 200 ul de solucién de bloqueo (PBS/BSA al 3%), vy se incubd
durante 1 hr a 37°C. La placa fue lavada nuevamente y el resto del ensayo
fue realizado bajo las mismas condiciones que el inmunoensayo para

deteccion de anticuerpos anti-P38.

VL. 2. 6. Inmunoensayo para detectar reactividad de sueros anti-P38 y anti-
AM con con péptidos expresados en fagos.

Un ELISA directo fue utilizado para analizar la reactividad entre sueros
de conejo inmunizados con antigenos nativos y péptidos expresados en
fagos. Los anticuerpos producidos en conejo, fueron capturados en placas
para inmunoensayo preparadas con anticuerpo anti-lgG de conejo H+L

(Zymed, San Francisco, Ca), depositado en una concentracion de
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500 ng/ml en PBS (100 pl/pozo durante 1 hr a 37°C), lavadas con solucidon
de PBS/Tween al 0.2%, incubadas con 200 ul de solucidén blogqueadora
(PBS/BSA al 3%) durante 1 hr a 37°C, y lavadas nuevamente. Los sueros
preinmune y anti-P38 o anti-AM fueron diluidos (1:100, v/v) en PBS/BSA al
1.0%/Tween 20 al 0.1%, depositados e incubados durante 1 hr a 37°C.
Después de 5 lavados, reactividad de los anticuerpos inmovilizados sobre
los pozos y péptidos expresados en fagos fue monitoreada ufilizando
clonas de fagos seleccionadas, a una concentracion de 5x107 unidades
formadoras de placa (pfu)/ml, aplicando 100 pl /pozo. Después de haber
incubado durante una noche a 4°C, las placas fueron lavadas y tratadas
con 100 pl/pozo con un anticuerpo anti M13 acoplado a peroxidasa (Horse
Radish Peroxidase/anti-M13 Monoclonal Conjugate, Zymed, San Francisco,
CA., E.U.A.) El reactivo se utilizé a una dilucién 1:5000 (v/v) en PBS/BSA al
1% y se incubd durante 1 hr a 37°C. Al finalizar la incubacion, se lavo, y
posteriormente se agregaron 100 pl/pozo de ABTS (Zymed, San Francisco,
CA., E.U.A)), sustrato cromogénico de la peroxidasa. La reaccion fue
incubada durante 15 min a 37°C, y analizada en un espectrofotdmetro de

microplacas a 405 nm.

VI. 2. 7. Inmunoensayo para detectar anticuerpos anti- P1

El anfigeno P1 fue preparado a una dilucion de 10 ug/ml en solucion
amortiguadora de carbonatos y depositado en placas de microtitulacion
de fondo plano (100 pl/pozo, equivalentes a 1ug/pozo). Las placas fueron
sensibilizadas con antigeno durante 1 noche a 4°C, después de lo cual el
inmunoensayo fue proseguido de manera similar que para antigenos

nativos.
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VI. 2. 8. Variante de inmunoensayo para detectar anticuerpos anti P1.

Los anticuerpos dirigidos contra el mimdétopo peptidico P1 fueron
también analizados utilizando una variante del inmunoensayo, en donde la
superficie polimérica de los pozos fue previamente tratada durante 20 min
a radiacion de luz ultravioleta, utilizando un transiluminador (64). En esta
variante, el P1 fue preparado (10 ug/ml) en una solucion amortiguadora de
boratos pH 8.2 (ver apéndice). Se depositaron 100ul/pozo y se dejd incubar
una noche a 4°C. Al término de la incubacion, se lavd 4 veces con
PBS/Tween 20 al 0.1%, se anadié en cada pozo la solucidon bloqueadora
(PBS/BSA al 2%, 200 pl), y se incubd durante 2 hr a 37° C, o durante cuatro
horas a temperatura ambiente. Después de cuatro lavados, se anadid
suero humano (100 ul de una diluciéon 1:100 en PBS /BSA al 1%), vy se incubd
durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, el inmunoensayo se prosiguid
de la misma manera que para la deteccidn de anticuerpos anti- proteina
38 kDa).

VI. 2. 9. Inmunoensayo para detectar anticuerpos humanos capaces de
reconocer el mimétopo P1 biotinilado

El P1 biotinilado fue diluido en una solucidén de carbonatos, y
depositado (100 ul de diferentes diluciones) en placas funcionalizadas con
estreptavidina (Streptawell). Después de incubar durante una noche a 4°C
y lavar 4 veces con PBS/Tween 20 al 0.2%, se agregaron en cada pozo
300ul de solucion bloqueadora (PBS-BSA al 2%), y se incubd por 1 hra 37° C.
Posteriormente, el inmunoensayo se prosiguid de la misma manera que
para la deteccidon de anticuerpos anti- proteina 38 kDa, salvo en el tiempo
de incubacion con los sueros y con el conjugado, el cual fue de 2 hr en

este protocolo.
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VI. 2. 10. Andlisis de mimetismo antigénico e inmunogénico de P1

El cardcter antigénico del Pl (péptido seleccionado como
mimotopo potencial del antigeno nativo AM) fue analizado mediante
inmunoensayo enzimdatico, por medicién de la reaccidén enfre P1 con
anticuerpos policlonales dirigidos contra el antigeno nativo (suero anti-AM).
El ensayo fue realizado como se indicd en el punto No. II.5

La capacidad del P1 para inducir antficuerpos en conejo, dirigidos en
contra del antigeno nativo, fue explorado por inmunizacidén de conejos
Nueva Zelanda con el péptido P1, y analizando la reactividad del suero
hiperinmune obtenido con productos de secrecidn de M. tuberculosis
mediante Western blot. El esquema de inmunizacién utilizado fue similar al
correspondiente a la obtencidén de suero anti-AM, intercambiando las dosis

de AM por P1 en una concentracion de 0.5 mg en tres ocasiones.

VI. 3. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

VI. 3. 1. Bioseleccion de clonas de fagos M13 que expresan mimétopos

Los péptidos con mimetismo a los antigenos nativos P-38 y AM fueron
seleccionados a partir de una biblioteca comercial de dodecapéptidos
(péptidos de doce aminodcidos) expresados al azar en el extremo amino
de la proteina lll (plll) de la superficie del fago filamentoso M13 (New
England Biolabs, Hertfordshire, Inglaterra). Para su seleccién, los péptidos
expresados en fagos fueron expuestos a anticuerpos dirigidos contra los
antigenos nativos, y selectivamente eluidos después de haber descartado
los fagos de la biblioteca sin afinidad a los anticuerpos.

Para ello, los anficuerpos de conejo anti-P38 y anfi-AM fueron
depositados sobre placas de microtitulacidon a través de un puente con
anti-lgG de conejo. Se prepard una solucién de anti IgG de conejo H+L

(Zymed, San Francisco, CA., E.U.A.) en solucibn amortiguadora de
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carbonatos (1.0 ug/ml), y se depositaron 100 ul/pozo. Las placas fueron
incubadas durante 1 hr a 37°C y, después de realizar 5 lavados con
PBS/Tween al 0.2%, se agregd solucion de bloqueo (200 ul de PBS/BSA al
3%). Las placas fueron incubadas durante una hora a 37°C, y lavadas con
PBS/Tween 20 al 0.2%. Los sueros anti-P38 y anti-AM fueron depositados
(100 pl de una dilucion 1:100 en PBS/BSA al 1%). Después de una
incubacion durante 1 hr a 37°C, las placas fueron lavadas cuatro veces
con PBS/Tween al 0.2%.

Para trabajar con la biblioteca comercial se prepard una dilucion de
10 pl en 450 ul de PBS/BSA al 0.1%/Tween 20 al 0.1, lo que corresponde a
1 x 101"/ml fagos (paso realizado en condiciones estériles a fin de conservar
la biblioteca); de esta mezcla se agregaron 100 uyl en cada pozo, y se
incubaron durante una noche a 4°C. Transcurrido este fiempo se hicieron
cinco lavados con PBS/Tween 20 al 0.2% y otros cinco lavados mds con
PBS, evitando el uso de equipo automatizado a fin de evitar
manipulaciones fuertes. Enseguida, los pozos con fagos adheridos fueron
incubados con 100 ul de una solucidén tamponada de glicina-HCI 0.2 M,
(apéndice |). Se incubaron durante 5 min a temperatura ambiente, y 10
min mdas a 37°C. Finalmente, los fagos eluidos fueron colectados a partir de
los sobrenadantes de cada pozo, recuperando 100 ul por pozo. A fin de
obtener una cantidad manejable de fagos, el procedimiento fue realizado
en cuatro pozos, reuniendo los sobrenadantes en un solo microtubo (400
en total). La glicina fue neutralizada agregando 200 pl de Tris 0.2 M sin

ajustar el pH, y a la mezcla resultante se le llamd “eluido de primera

ronda”.

Este eluido se propagd, a fin de utilizarlo para una segunda ronda de
bioseleccién. En total, el procedimiento de bioseleccidén se realizd dos
veces mds a fin de enriquecer los eluatos recuperados con fagos mds

afines a los anficuerpos del suero utilizado. Los eluatos son denominados
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como “eluido de segunda ronda” y “eluido de tercera ronda”, siendo a
partir de esta Ultima que fagos individuales (clonas), que expresan un

dodecapéptido determinado en la proteina lll, pueden ser obtenidos.

VI. 3. 2. Seleccion de clonas de fagos M13 mediante cultivos en medio
sélido de bacterias infectadas

Se prepararon cajas de Petri con medio LB-agar, y solucion para
homogeneizar la siembra de bacterias sobre las placas (Top-Agar)
(apéndice ).

Se transfirié una colonia de la bacteria Escherichia coli (E.coli) cepa
TG1 a 10 ml de medio 2-YT. La suspensidon fue agitada hasta alcanzar 0.4 -
0.5 unidades de densidad 6ptica, y se colocaron 200 ul de la suspension
bacteriana resultante en un microtubo. Los fagos obtenidos del eluido final
(tercera ronda), después de una bioseleccion, fueron utilizados para
infectar bacterias de un microtubo (colocando 10y 50 ul del eluido final en
microtubos diferentes). Las suspensiones fueron incubadas a 37°C durante
40 min para facilitar la infeccion, se agregaron 15 ul del reportero IPTG/Xgal
(apéndice), se mezcld y la suspensidn resultante fue colocada en 4 ml de
Top Agar liquido; después de mezclar, la suspension fue inmediatamente
esparcida sobre una caja de Petri con medio LB agar, e incubada durante
una noche a 37°C.

Una caja de Petri con placas azules separadas fue seleccionada
para recuperar 21 de ellas, las cuales fueron propagadas por separado en
10 ml de medio 2-YT, y posteriormente en 50 ml. La canfidad de fagos
obtenida al final de este culfivo en 50 ml fue estimada mediante andlisis de

las unidades formadoras de placa (ufp).
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VI. 3. 3. Cuantificacion de fagos mediante conteo de unidades formadoras
de placa (ufp)

Para determinar el nUmero de fagos/ml en cada propagado se
realizaron tres diluciones seriadas (1:1000 cada vez) en medio 2-YT. De la
dilucion final se agregaron 1,10 y 50 ul de suspensidn en tres microtubos
diferentes que contenian 200 ul de la cepa E. coli TG1 previamente
crecida (ver punto anterior). Los tubos se incubaron a 37°C durante 40 min,
se agregd IPTG-XGal y se continud con la siembra y conteo de ufp
(colonias azules con expresion de inserto), tal como se describe en el punto

anterior.

VI. 3. 4. Purificacién de ADN de cadena sencilla

Cada clona seleccionada fue propagada hasta obtener 1 ml de
sobrenadante. A éste se anadieron 400 ul de PEG vy se incubd una noche a
4°C para la precipitacion de los fagos. Se centrifugd durante 10 min a
14 000 rpm, se desechod el sobrenadante, se centrifugd 30 segs mds para
desechar completamente el liquido que se quité con micropipeta v, el
precipitado fue resuspendido en 200 pl de solucidn de yodo (apéndice).
Posteriormente, se agregaron 500 ul de etanol absoluto, Ia suspension se
mezcld y se incubd por 10 min a temperatura ambiente. A continuacion se
realizé una centrifugacion durante 10 min a 14 000 rpom, se retird el
sobrenadante y se agregaron 200 ul de etanol al 70% para lavar. Después
de centrifugar 1 min a velocidad mdxima, se retird6 completamente el
sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 15.5 ul de agua bidestilada
(segun especificaciones del fabricante del kit 12-mer Phage Display
Peptide Library Kit, New England Biolabs).

Para verificar la integridad del ADN obtenido, se llevd a cabo una
electroforesis en gel de agarosa al 1% en solucion amortiguadora TBE 1X

(apéndice). Para cargar el gel, se mezclaron 2 ul de ADN de cadena
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sencilla de cada una de las clonas en una mezcla compuesta por 1 ul de
solucion de carga 5X y 1 ul de agua MIlliQ estéril. La electroforesis fue

corrida durante unos 20 min a 100V.

VI. 3. 5. Secuenciacién de ADN de cadena sencilla

La secuenciacion del ADN de cada clona se realizé mediante el uso
del kit de secuenciacion “Sequenase Quik-Denature Plasmid Sequencing
Kit" (Amershan Pharmacia Biotech, Cleveland, Ohio, USA) y dATP a-35S. La
reaccion de alineamiento se prepard con 12.5 ul de templado (ADN de
cadena sencilla de cada clona) y se siguid el protocolo del fabricante. Al
término de la reaccién, se cargaron 7 ul en los carriles correspondientes de
un gel de poliacrilamida al 8%. El gel se corrid a 1500 volts durante 30 min, y
durante 4.5 horas a 1800 Volts. Al término de este tiempo se recuperd el gel
mediante papel filtro y se colocd en el secador de geles (Bio-Rad, USA)
durante 90 minutos a 80°C. Ya seco, el gel se colocd en una caja de
exposiciéon con una placa de rayos X (Kodak, X.O mat), se guardd a
temperatura ambiente y se reveld después de 72 hr. Se llevé a cabo la
lectura manual de la placa para determinar la secuencia de nucledtidos
del inserto expresados en los fagos seleccionados (segun especificaciones
del fabricante del kit Ph.D.-C7C Phage Display Peptide Library Kit, BioLabs).

VL. 3. 6. Andlisis de secuencias
Por medio del programa CLUSTAL 2, se realizé una alineacién de las
secuencias obtenidas a fin de buscar posibles homologias entre ellas y con

el genoma de M. tuberculosis.
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VIl MUESTRAS BIOLOGICAS

VII. 1. Material biolégico humano

Los sueros humanos utilizados en este estudio fueron donados por el
Hospital de Infectologia Manuel Méndez del Centro Médico Nacional “La
Raza" y por el “*Hospital General” del sector salud de la Ciudad de México.
Los individuos enfermos con fuberculosis pulmonar activa fueron
diagnosticados  por baciloscopia positiva y/o cultivo. Los sueros de
individuos sanos, utilizados como control, se obtuvieron del personal del
Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM previo consentimiento

informado.
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Ahi donde esta en nuestro Podcr el actuar, esta también el no actuar
[] ahi donde esta en nuestro Pocler el No,
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VIII. RESULTADOS

Considerando el potftencial que existe para mimetizar
antigénicamente una molécula glicosilada con péptidos pequenos, el
presente frabajo se enfocd a obtener péptidos mimdtopos para dos
antigenos de M. tuberculosis considerados de alta eficacia para su uso
como reactivos de inmunodiagndstico de la tuberculosis. En los siguientes
apartados se presenta la identificaciéon, obtencidn y evaluacidon para
serodiagnéstico de péptidos expresados en fagos filamentosos M13,
capaces de mimetizar epitopes de un polisacdrido AM y de la

glicolipoproteina de 38 kDa de M. tuberculosis.
VIIl. 1. Obtencion de antigenos y anticuerpos

VIIL. 1. 1. Purificacion y produccién de anticuerpos antiproteina 38 kDa

La glicoproteina de 38 kDa (P38) utilizada en este trabajo es una
proteina recombinante que se expresa en M. smegmatis (micobacteria no
patdbgena de crecimiento rdpido). Contrariomente a los productos
expresados en Escherichia coli, o en células eucariontes taxondmicamente
alejadas a las micobacterias, el uso de M. smegmatis permite obtener un
producto recombinante cuyos patrones de glicosilaciéon son similares a los

del antigeno nativo producido por M. tuberculosis.
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VIII. 1. 2. Purificacién del antigeno polisacaridico AM

Durante el crecimiento de un cultivo liquido de M. tuberculosis se
liberan al medio muchos metabolitos de secrecién; uno de ellos es el AM,
un polisacdrido neutro. Para obtenerlo, las biomoléculas secretadas al
medio de cultivo fueron fraccionadas mediante extraccion de Folch vy
métodos cromatogrdficos de intercambio idnico. El AM difiere de muchas
otras biomoléculas presentes en el extracto, tanto por su carga iénica
como por su solubilidad en distintos solventes. Con el protocolo utilizado, la
precipitacion de polisacdridos fue favorecida con el uso de etanol. En esta
fase se obtienen sacdridos que contienen manosa y arabinosa
principalmente, y que pueden ser neutros o dcidos.

Por otro lado, la posible contaminacién del producto con azucares
relacionados pero unidos a cadenas de dcido succinico fue descartada
mediante cromatografia de intfercambio anidnico. En particular, el LAM, es
conocido por poseer dentro de su estructura, cadenas de succinato que le
confieren carga negativa En una cromatografia de intercambio idnico se
recuperaron las fracciones neutras, con AM pero sin LAM, con una soluciéon
amortiguadora de Tris-EDTA a un pH neutro. En la Figura 7 se muestra la
distribucion de eluatos positivos a la deteccion de azicares y obtenidos
con un solvente neutro. Como puede verse, una fraccidn preponderante
de azUcares neutros fueron eluidos en una distribucion normal (fracciones 7
ala 20).
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Figura 7. Purificacibon de AM en columna de intercambio i6nico. Los polisacaridos
obtenidos a partir del medio de cultivo de M. fuberculosis por lavado de Folch y
precipitacion con etanol, fueron sometidos a una cromatografia de intercambio aniénico a
fin de obtener la fraccién sacaridica neutra, la cual corresponde principalmente a AM.

VIIl. 1. 3. Produccién de anticuerpos anti-AM

Para la generaciéon de anticuerpos en confra de AM se utilizaron
conejos que se inmunizaron con dicho polisacdrido. En la Figura 8 se
muestra la cinética de produccién de anticuerpos en uno de los animales
inoculados. Como puede observarse, los anficuerpos anti-AM fueron
producidos a partir de la cuarta semana después de la primera
inmunizacion, obteniéndose un titulo aceptable después de la sexta
semana post-tratamiento (>0.2 unidades D.O. de respuesta al antigeno

con respecto al suero pre-inmune).
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Figura 8. Produccion de anticuerpos anti-AM en conejo. La formacion de anticuerpos en
suero de conejo inmunizado con AM fue monitoreado por ELISA a lo largo del proceso de
inmunizacién. La totalidad del suero se obtuvo a la semana 7 de tratamiento.

VIIl. 2. Mimetismo antigénico y secuencias peptidicas de las clonas
seleccionadas
Las clonas obtenidas fueron analizadas a fin de comprobar si los

péptidos seleccionados mimetizan la molécula original. En este caso, la
seleccion de péptidos expresados en fagos puede generar la obtencidn
de dos fipos de mimdtopos, a saber: i) mimdtopos capaces de ser
reconocidos por los anticuerpos (mimdtopos antigénicos) vy, i) mimdtopos
que, ademds de ser antigénicos, sean capaces de inducir por si mismos
anticuerpos en contfra de la molécula nativa (mimdtopos inmunogénicos).
Ambos grados de mimetismo son importantes, dado el potencial de uso
gue conllevan (diagndstico, bloqueo de anticuerpos, vacunacion, etc.)

La capacidad de los péptidos expresados en fagos de ser
reconocidos por anticuerpos (mimetismo antigénico) fue analizada por

inmunoensayo enzimdtico (ELISA), evaluando si los fagos aislados podian
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ser reconocidos por los anticuerpos utilizados para la bioselecciéon. La

estrategia del inmunoensayo utilizado se presenta en la Figura 9.

X X

- Mﬂ AR AR

Y Y Y Y Y
Anti Ig’s Anti-suero Clona anti-M13 sustrato

de conejo de conejo mimotopo

Figura 9. Inmunoensayo enzimatico para medir la reactividad de fagos seleccionados con
un anticuerpo. En pozos de microtitulacién se fija un reactivo que capture la molécula
blanco (el anticuerpo), tal como anticuerpos anti 19-G de conejo. Una vez el anticuerpo
inmovilizado sobre el pozo, su reactividad con los fagos se mide con anticuerpos
secundarios unidos a una enzima catalizadora de una reaccion colorimétrica.

VIIl. 2. 1. Mimetismo antigénico de clonas seleccionadas con suero anti-
P38

Las 21 clonas anti-P38 seleccionadas se comportaron como
mimo&topos antigénicos, mostrando una reactividad claramente diferente

entre los sueros de conejo preinmune e inmune (Figura 10).
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Figura 10. Reactividad de las clonas seleccionadas con suero anti-GP38 y suero pre-
inmune. Como control se incluy6 fago M13 silvestre (sin péptido inserto), y una clona que
expresa un péptido no relacionado (NR).

La reactividad de los sueros preinmune y anti-P38 fueron analizados
utilizando como reactivos clonas conftroles (sin péptido inserto o con un
inserto sin relacién a secuencias de M. tuberculosis). Como puede
observarse en la Figura 10, la reactividad de las clonas control no muestra
una diferencia clara entre ambos sueros, y esta reactividad fue similar a la
encontrada con el suero pre-inmune y clonas que expresan mimotopos. De
acuerdo con estos datos, puede afiimarse que las clonas seleccionadas

son mimodtopos antigénicos de la P38.

VIIL. 2. 2. Andlisis de la secuencia de aminodcidos en los mimoétopos de la
P38 identificados.
La secuencia de aminodcidos de los insertos peptidicos fue

analizada en cada una de las clonas seleccionadas. Para ello, el ADN de
cada clona fue secuenciado mediante el método de Sanger, y la
secuencia peptidica traducida a partir de los nucledtidos secuenciados. En
la Tabla 2 se muestran las secuencias peptidicas encontradas en los

insertos de cada una de las 21 clonas seleccionadacs.
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Tabla 2 Secuencias de aminodacidos de las clonas de p 38 kDa. Las secuencias
analizadas con el programa CLUSTAL 2, permitieron hacer 4 grupos con algunos
amino&cidos con secuencias consenso como lo indican los colores en cada grupo rojo y
verde, los aminoacidos en azul son del mismo grupo. Con la cantidad de aminoacidos
compartidos en las secuencias, es imposible decir que hay secuencias consenso y no hay
representatividad en el genoma de M. tuberculosis.

Clona 4 ————-FSSVALWSAVEF ————
Clona 3 ——SLASVWSLYSWV—————
Clona 2 ————FSFYTLISRLNE——-
Clona 15 ———LGSWVSSILYF-
Clona 6 SYSVWAWAAWWY —————
Clona 10 ——SVYAWYGESSV———-—
Clona 5 ———VVDWYSASDYY——-—
Clona 7 ————FAWYLADSW-WSA
Clona?9 ———VFAWVMLVDWSW——
Clona 12 ———VYSAGASVSWAW——
Clona 14 ——DVYGFSGSEFIWR———
Clona 21 ———NFMESLPRLGMH—--
Clona 20 ———DRYWDHEPRNPT—-—
Clona 13 ———FYVNDLGIVGIR—-
Clona 1 ———VALSSAASAEYA—
Clona 18 —-HPLDDHFVASAR———
Clona 11 ———VSVGMKPSPRP——
Clona 19 —-AHKTAPTAPIPL———
Clona 17 ———LGQGRVVERVLE -
Clona 8 —ACLIGGVIIMRC——-—
Clona 16 ——SGIISTNYGCCV—-—

Disponer de las secuencias peptidicas de mimdtopos resulta
inferesante, ya que permite definir la similitud entre mimdtopos, su
frecuencia, y prediccidén de epitopos en la proteina nativa potencialmente

mimetizados. Para el andlisis se utilizd el programa CLUSTAL 2.
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Este programa CLUSTAL se ha convertido en una herramienta muy
valiosa ya que con la gran cantidad de secuencias nucleotidicas o de
aminodcidos que existe, ha permitido obtener informacién de: homologia y
parentesco en una familia de secuencias, la prediccidon de estructuras
secundarias, inferir posibles patrones de mutaciéon deducir relaciones
evolutivas etc., el programa CLUSTAL lo hace por medio de matrices de
analogias que permitird el mejor dlineamiento de las secuencias
incluyendo rupturas o ausencias para obtener el mayor grado de similitud
(59.69.61).

e No se encontraron homologias en la comparacién de los mimdtopos
de la P38 con el genoma de M. tuberculosis, probablemente
porque estos mimdtopos estdn relacionados con secuencias no
peptidicas, en particular de azicares de la P38, los cuales han sido
reportados por poseer una alta inmunogenicidad.

e La alta frecuencia de aminodcidos aromdticos reconocidos por
mimetizar azdcares, como triptéfano, fenilalanina vy tirosina, apoya la

posibilidad de mimetismo de epitopos glicosilados.

VIIl. 2. 3. Mimetismo antigénico de clonas seleccionadas con suero anti-
AM

De la misma manera que con las clonas seleccionadas con suero
anti-P38, las 21 clonas seleccionadas de forma aleatoria por su reactividad
con el suero anti-AM fueron analizadas en cuanto a su capacidad para
mimetizar el antigeno AM, y ser reconocidas por el suero anti-AM. Como se
puede observar en la Figura 11, las clonas seleccionadas funcionan como
mimo&topos antigénicos, pues se detectd una elevada reactividad con el
suero anti-AM, pero no con el suero pre-inmune. En este ensayo se

utilizd como control el fago M13 silvestre, carente de inserto peptidico.
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Figura 11. Reactividad de fagos bioseleccionados con suero anti-AM. Se muestra la
reactividad con suero pre-inmune (barras blancas) y con suero hiperinmune anti-AM
(barras grises). Ademas de utilizar fago silvestre M13 y una clona no relacionada CNR
como controles

VIIL. 2. 4. Secuencias peptidicas de las clonas que mimetizan AM

De cada una de las clonas con afinidad por anficuerpos anti-AM se
exirajo el DNA y se secuencid el inserfo ufilizando el método de
Secuenasa, y de la misma manera que para las clonas de P-38, las
secuencias de DNA fueron traducidas a secuencias de aminodcidos, las

cudales estan enlistadas en la tabla 3.
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Tabla 3. Secuencias de aminodcidos de las clonas de AM. Las secuencias analizadas
con el programa CLUSTAL 2, permitieron hacer 3 grupos que muestran las secuencias
compartidas como lo indican los colores en cada grupo rojo y verde, y los aminoacidos en
azul son del mismo grupo. Las secuencias consenso encontradas se encuentran dentro

de los cuadros

Clona
Clona
Clona
Clona
Clona
Clona
Clona
Clona
Clona
Clona

Clona
Clona
Clona
Clona
Clona
Clona
Clona

Clona
Clona
Clona

13
17

————— WSAPVLMGTVPP—-
————— WSAPVLMGTVPP—-
————— WSAPVLMGTVPP—-
————— WSAPVLMGTVPP—-
————— WSAPVLMGTVPP—-
————— WSAPVLMGTVPP—-
————— WSAPVLMGTVPP—-
————— WSAPVLMGTVPP—-
—————— QEP-LMGTVPIRA P1
————— RKVPLLSGTLPQ——

—— ——THNHOV S———
— ——TLODNMPILALVW-——— P2
—— — —DPEDPAPIFLVS-—— P3

~——-APTDAHPLGLIR-—-
———TMPWNQSALTLI-——-

~—IDIINPAQNLRL-————
~—-PSIIGGSSVDLV-———
~——-GKVGLHEPIRTR-———

El alineamiento muestra que las primeras 8 clonas tienen la misma

secuencia; en las clonas 92,15 y 20 se encontré el motivo QXPL y en las

clonas 12, 21 y 18 se encontrd el motivo QXXPL. En las clonas8, 22, 6,13, 17 y

4 no se obtuvo secuencia consenso alguna.
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VIII. 3. Evaluacién de mimoétopos como reactivos para el
inmunodiagnédstico de tuberculosis

Como se menciond antes, una de las aplicaciones potenciales de
identificar mimotopos de antigenos de M. tuberculosis es su posible uso
como reactivos para el inmunodiagndstico de tuberculosis. En particular,
una de las prioridades actuales para el control de esta enfermedad es el
contar con un método de diagndstico para la forma mds infectiva de la
enfermedad: la tuberculosis pulmonar en adultos. Los antigenos
seleccionados para la obtencidn de mimdtopos representan dos de las
moléculas mds prometedoras para diagnosticar tuberculosis en suero. Sin
embargo, los resultados con distintas poblaciones ha sido variable, por lo
que el primer paso de nuestro trabajo fue determinar la reactividad de los
antigenos nativos con una coleccién de sueros humanos diagnosticados

con tuberculosis pulmonar activa.

VIII. 3. 1. Reactividad de la P38 y de AM nativo con sueros humanos

La reactividad de los antigenos nativos fue analizada en una muestra
de 26 sueros de individuos con tuberculosis pulmonar activa y 13 sueros de
individuos sanos. En la Figura 12 se muestra el ELISA con el anfigeno
recombinante P38 en el cual 30% de los sueros de tuberculosis es positivo,
es a partir de este ensayo que se toma como muestra 10 sueros control y

10 sueros de individuos infectados, trabajar con las clonas.
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Figura 12. Reactividad de la GP38 recombinante obtenida a partir de M. smegmatis con
sueros de individuos sanos e individuos con tuberculosis pulmonar activa. La linea
continua indica el promedio de la reactividad del antigeno con sueros de individuos sanos.
La linea punteada indica el valor de corte para considerar positiva la reaccién con la
GP38, y corresponde al valor del promedio de D.O. en individuos sanos + dos veces la
desviacién estandar.

De igual forma se utilizé el AM que como se muestra en la Fig.13 dio
como resultado 90% de sueros positivos, a partir de este ensayo se
selecciond una muestra de 10 sueros sanos y 10 sueros con tuberculosis
pulmonar para realizar las pruebas con las clonas correspondientes, (cabe
mencionar que los sueros ulilizados para estos ensayos preliminares
utilizando AM, no son los mismos sueros que se utilizaron para el ensayo con

P-38).
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Figura 13. Reactividad del antigeno nativo AM con sueros de individuos con tuberculosis
y de individuos sanos. La linea continua indica el promedio de la reactividad del antigeno
con sueros de individuos sanos. La linea punteada indica el valor de corte para considerar
positiva la reaccion con el AM, y corresponde al valor del promedio de D.O. encontrado en
sueros individuos sanos + dos veces la desviacion estandar.

VIIl. 3. 2. Reactividad de mimétopos expresados en fagos M13 con sueros
humanos.

Los mimdtopos expresados en fagos M13 fueron analizados como
reactivos de inmunodiagndstico con las muestras de sueros positivos y
negativos para los antigenos nativos correspondientes. Como puede
observarse en la Figura 14, al ufilizar las clonas que mimetizan
antigénicamente a la GP38 no fue posible diferenciar entre individuos
sanos e individuos enfermos. En general, se observd una reactividad
importante de las clonas empleadas con cada uno de los sueros,
independientemente de la identidad de la clona (mimdtopo o control).
Este resultado indica poca factibilidad para utilizar los péptidos mimdtopos

de P38 expresados en fago como reactivos de inmunodiagndstico.
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Reactividad de sueros humanos a mimotopos de P 38 kDa
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Fig. 14. Reactividad de clonas que mimetizan la GP38. Sueros de individuos sanos (circulo blanco) y sueros de
individuos con tuberculosis  (circulo negro). Las clonas del fago silvestre Mi13y de una clona con inserto peptidico no
relacionado (NR) fueron utilizadas como controles. La linea punteada indica el valor de corte para considerar positiva
la reaccion con cadaclona, y corresponde al valor del promedio de D.O. encontrado en sueros individuos sanos (linea
continua) + dos veces ladesviacién estandar.
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Reactividad de sueros humanos a mimoétopos de P 38 kDa
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Fig. 14 (continuacién). Reactividad de clonas que mimetizan la GP38. Sueros de individuos sanos (circulo blanco) y
sueros de individuos con tuberculosis  (circulo negro). Las clonas del fago silvestre M13 y de una clona con inserto
peptidico no relacionado (NR) fueron utilizadas como controles. La linea punteada indica el valor de corte para
considerar positiva la reaccion con cada clona, y corresponde al valor del promedio de D.O. encontrado en sueros
individuos sanos (linea continua) + dos veces la desviacion estandar.
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D. O. 405 nm

Reactividad de sueros humanos a mimotopos de P 38
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Fig. 14 (continua). Reactividad de clonas que mimetizan la GP38. Sueros de individuos sanos (circulo blanco) y
sueros de individuos con tuberculosis  (circulo negro). Las clonas del fago silvestre M13 y de una clona con
inserto peptidico no relacionado (NR) fueron utilizadas como controles. La linea punteada indica el valor de corte
para considerar positiva la reaccién con cada clona, y corresponde al valor del promedio de D.O. encontrado en
sueros individuos sanos (linea continua) + dos veces la desviacién estandar.
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Lo que podemos decir de los mimdtopos de la P 38kDa se resume en

la siguiente tabla

Mimoétopo Especificidad | Sensibilidad
Zo %o
5 100 40
1,2,3,48,11,13,15 100 30
6,7,9.10,14, 100 20

16,17,20,21

12,13,19 100 10
M13 100 20
NR 30 10

Cuando se hace el mismo trabajo con las clonas que expresan mimdotopos
de AM, la respuesta es la esperada, pues se observaron claras diferencias
entre sueros de individuos sanos y enfermos (Figura 15). Cabe senalar que
para estos mimotopos se considerd la reactividad de clonas con distinta
secuencia peptidica, y no todas clonas, algunas de las cuales contienen
insertos idénticos. Mds del 50% de individuos enfermos presentaron una
reactividad positiva con algunas de las clonas, de acuerdo con el valor de
corte calculado para cada una de ellas. Sin embargo, al observar los
resultados obtenidos con los fagos control, es decir el fago M13 silvestre, se
observd también una respuesta mayor en sueros de individuos infectados
que en sueros de individuos sanos. En vista de estos resultados, el andlisis de
los mimotopos de AM como reactivos de inmunodiagndstico se continud,
pero ahora evitando el uso del fago M13. En su lugar se utilizaron los
péptidos sintéticos de las secuencias obtenidas y que corresponden alas

clonas 8,12 y 21.
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Reactividad de sueros humanos a los mimotopos de AM
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Fig. 15. Reactividad de clonas que mimetizan AM. Los sueros de individuos sanos (circulos vacios) y sueros de
individuos con tuberculosis (circulos negros). El fago silvestre M13 y una clona no relacionada con M.
tuberculosis se utilizaron como control. La linea punteada indica el valor de corte, y corresponde al valor del
promedio de D.O. encontrado en sueros individuos sanos (linea continua) + dos veces la desviacién estandar.
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Reactividad de sueros humanos a mimotopos de AM
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Fig. 15 (continua). Reactividad de clonas que mimetizan AM. Los sueros de individuos sanos (circulos vacios) y
sueros de individuos con tuberculosis (circulos negros). El fago silvestre M13 y una clona no relacionada con M.
tuberculosis se utilizaron como control. La linea punteada indica el valor de corte , y corresponde al valor del
promedio de D.O. encontrado en sueros individuos sanos (linea continua) + dos veces la desviacion estandar.
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Lo que podemos decir de los mimdtopos de AM se resume en la

siguiente tabla

Mimoétopo Especificidad | Sensibilidad
% %
5 100 40
1,2,3,48,11,13,15 100 30
6,7,.9.10,14, 100 20

16,17,20,21

12,13,19 100 10
M13 100 20
NR 30 10

VIIl. 3. 3. Reactividad de mimétopos peptidicos de AM, libres de fago, con

sueros humanos.

Como anteriormente se menciond, los mimétopos de AM pudieron

ser agrupados en secuencias consenso (Tabla 2). Para analizar los péptidos

mimotopos sin el contexto del fago M13, seleccionamos tres secuencias

pertenecientes a los grupos con secuencia consenso. Los péptidos fueron

sintetizados con un tetrapéptido terminal GGGS, el cual se encuentra en el

extremo C terminal de cada inserto del fago. De esta manera, se

elaboraron tres peptidos sintéticos (Bio-Synthesis, Lewisville, TX, U.S.A.) con

las secuencias siguientes:

P1 = QEPLMGTVPIRAGGGS (clonas8)
P2 = TLQQNMPLALVWGGGS (clona 12)
P3 = DPEQPAPLFLVSGGGS (clona 21)
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En la Figura 16 se muestra que estos péptidos son reconocidos por el
suero antfi-AM de conejo, pero no por el suero pre-inmune, y que esta
reactividad es similar a la mostrada por el AM nativo. En confraste, un

péptido no relacionado no reacciond con el suero anti-AM.

2.5

2.0

1.5

1.0-

0.5 I
ool OR DR N O

PNR P1 P2 P3 AM

Asos

Figura 16. Reactividad de los péptidos P1, P2 y P3 con un suero anti-AM y con el suero
pre-inmune. PNR es un péptido no relacionado. Se muestra la reactividad con suero pre-
inmune (barras blancas) y suero anti-AM (barras negras) (63).

Con estos resultados se realizaron varios ELISA ufilizando los tres
péptidos como se muestra en la Fig. 17, y aun cuando no es evidente la
diferencia , con la experiencia en el laboratorio y el trabajo previo con el
antigeno nativo (AM), dieron la pauta para frabajar solo con P1 y utilizarlo
como antigeno para explorar si este reactivo es capaz de diferenciar a los
sueros de individuos sanos de los enfermos en una muestra mayor. En la
Figura 18 se muestra el resultado de un ensayo preliminar utilizando un

panel pequeno de sueros y un control de un péptido no relacionado.
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Reactividad de sueros humanos a péptidos sintéticos
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Figura 17. ELISA con los 3 péptidos elegidos de las clonas. La reactividad de los sueros
de enfermos va del 60 al 80 % dato favorable para la sensibilidad de la prueba
diagnostica.

Reactividad de sueros humanos a los
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Figura 18. Reactividad de P1 y de un péptido no relacionado (PNR) con sueros de
individuos sanos y de individuos con tuberculosis, la linea punteada indica 2.5

desviaciones estandar.
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Con este ensayo, se decidié utilizar entonces todo nuestro banco de
sueros de individuos sanos y de enfermos cuyo resultado se muestra en la

Figura 19.

Reactividad de sueros humanos a P1 con
solucion amortiguadora de carbonatos
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Figura 19. Reactividad de P1 con 97 sueros de individuos sanos y 110 sueros de
individuos con tuberculosis activa, evaluada mediante ensayo inmunoenzimatico.

Al ampliar la cantidad de individuos analizados se observd que el
péptido sintético P1 no funciona para diferenciar entre  sueros de
individuos sanos y tuberculosos tendiendo una especificidad de 96.52% vy
una sensibilidad de 9.90%. Considerando los resultados obtenidos con el
suero de conejo anti-AM, el mimetismo antigénico de este péptido era
claro, por lo que no debia descartarse que los resultados poco favorables
fueran producto de una mala seleccidn de las condiciones del
inmunoensayo. En particular, es sabido que el uso de péptidos como
antigenos en un inmunoensayo debe considerar aspectos estructurales,
tales como punto isoeléctrico, que favorezcan la adsorcidon del antigeno

sobre las placas de microtitulaciéon. Alternativamente, es comuin el uso de
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enlaces quimicos entre péptidos y reactivos auxiliares que faciliten la
adsorcion del péptido o la medicidon de la reaccidén antigeno-anticuerpo.
Por lo tanto se llevaron a cabo 2 estrategias diferentes con el fin de
optimizar el uso de P1 como antfigeno de inmunodiagndstico de

tuberculosis.

VIIL. 3. 4. Optimizacién del uso del péptido sintético P1 como antigeno para
inmunodiagnéstico de tuberculosis

La adsorcidon de oligopéptidos en placas de microtitulacién ha sido
optimizada en algunos trabajos mediante activaciéon de la superficie
pldstica por irradiacion ultravioleta (64). En principio, este procedimiento es
capaz de generar la energia suficiente para modificaciones fotoquimicas
de superficies pldsticas. En este caso, dichas modificaciones favorecerian
la adsorcidn de péptidos mediante cambios de polaridad de la superficie
para adsorciéon del antigeno. Adicionalmente, este ensayo incluyd el
cambio de solucién amortiguadora, de acuerdo con protocolos
recomendados para el uso de antigenos peptidicos.

En la Figura 20 se muestra la reactividad del P1 con sueros humanos,
mediante inmunoensayo realizado sobre una placa irradiada con luz UV. Es
interesante observar que, si bien la diferencia de reactividad entre los dos
grupos de sueros (sanos e infectados) no es muy grande, si pudo
observarse una mayor consistencia de densidades 6pticas incrementadas
Unicamente en el grupo de individuos infectados. Al analizar los datos,
encontramos que con estas condiciones, el ensayo brindd una sensibilidad

de 31% con una especificidad de 99.0%.
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Reactividad de sueros humanos a P1 utilizando
solucion amortiguadora de boratos
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Figura 20. Reactividad del péptido sintético 1 (P1) con sueros humanos de individuos
sanos e infectados con M. tuberculosis.

La segunda estrategia considerada fue la de inmovilizar el P1 a
través de un puente estreptavidina-biotina. Para ello, el P1 fue biotinilado
mediante reaccion con N-hidroxisuccinimidil-biofina. Posteriormente, el P1
no derivado vy la biotina remanente fueron eliminadas por cromatografia, y
el reactivo fue colocado sobre placas de inmunotitulacion sensibilizadas
con estreptavidina. Los resultados de este ensayo se muestran en la Figura
21. Este inmunoensayo brindd una sensibilidad de 37% con una
especificidad de 95%, mostrando resultados similares que el P1 adsorbido

sobre placas fotoactivadas.
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Reactividad de sueros humanos a
P1 acoplado a biotina
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Figura 21. Reactividad de sueros humanos con el péptido sintético 1 (P1) inmovilizado a
través de un puente biotina-avidina.

Con esta metodologia se obtiene un resultado similar al utilizado con
las placas activadas con luz UV, con lo que podemos decir que de las
estrategias propuestas en este trabajo para un diagndstico réapido y a bajo
costo, se concretan a la utilizacion de un péptido mimdtopo de la
molécula arabinomanana con la unidn de avidina para fijarlo mejor a la

placa de inmunoensayo.
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"De lo que no se Puecle hablares mejor callar

Wittgenstein

CONCLUSIONES Y DISCUSION

El resurgimiento de la tuberculosis ha promovido la busqueda de
biomarcadores que permitan hacer una deteccién de la enfermedad en
una etapa inicial o incipiente, para empezar inmediatamente el
tratamiento quimico correspondiente. En esta carrera por obtener el mejor
marcador, se ha visto que mucho se desconoce de los metabolomas del
patégeno y del individuo infectado en los distinfos estadios de la
enfermedad. En el caso particular de anticuerpos producidos por un
individuo infectado que pudieran funcionar como biomarcadores de la
enfermedad, resulta evidente que los perfiles de reconocimiento de
antigenos son altamente heterogéneos de un individuo a otro, y que un
porcentaje considerable de anticuerpos estdn dirigidos en contra de
epitopos no proteicos (26,42). La persistencia  de la tuberculosis es
multifactorial, y la deteccidn oportuna con un inmunodiagndstico
condicionado a un solo antigeno, es poco probable. Asi, aunque en el
mercado actual existen varios sistemas inmunodiagndsticos, estos
productos estdn basados en antigenos de produccidon recombinante en
sistemas bacterianos, resultando en el uso de antigenos poco variados que
dependen de sistemas de expresion tradicionales, y carentes de
estructuras post-tfraduccionales, tales como los azucares. Con una eficacia
muy limitada, el uso de los sistemas diagndsticos actualmente disponibles
ha sido proscrito por la Organizaciéon Mundial de la Salud (74), y la
busqueda de nuevos reactivos de diagndstico para tuberculosis resulta

apremiante.
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Dentro de las tecnologias desarrolladas en las Ultimas décadas para la
produccién y bioseleccidon de reactivos de diagndstico se encuentra el
phage display. Con este método, bibliotecas combinatoriales se han
rastreado para identificar péptidos que mimeticen antigenos (mimdétopos)
o anficuerpos de uso terapéutico o preventivo. Ha sido posible identificar
mimotopos de antigenos proteicos lineales, pero también mimdtopos de
antigenos conformacionales o con modificaciones post-traduccionales y
no peptidicos (52). Los campos de aplicacion de los mimdtopos incluyen
la produccién de vacunas (71) o la de péptidos Utiles para combatir ciertos

tipos de cdancer (53).

En este trabajo utiizamos la técnica de phage display para
identificar mimoétopos de dos antigenos Utiles para el diagndstico de
tuberculosis activa: la proteina glicosiada de 38 kDa y el polisacdrido
arabinomanano de M. fuberculosis. Por sus caracteristicas estructurales,
estos antigenos no son susceptibles de produccidn mediante ingenieria
genética. En el caso de la proteina de 38 kDa, se sabe que se trata de una
molécula especifica de M. tuberculosis, y con muy baja expresion en la
cepa de vacunacion (67). Mas audn, los anticuerpos contra esta proteina
durante una infeccién estarian dirigidos en contra de motivos sacaridicos,
ya que su eficacia, como biomarcador, disminuye drdsticamente cuando
el reactivo es producido en Escherichia coli (44,69) Por su parte, el
arabinomanano es una molécula alfamente anfigénica que presenta
cambios estructurales entre M. tuberculosis y ofras especies
micobacterianas (17) Contiene motivos sacaridicos compartidos con el
lipoarabinomanano, una de las moléculas mds prometedoras para el

inmunodiagndstico de la tuberculosis (39).

En este frabajo decidimos utilizar antigenos producidos en

Mycobacterium, capaces de generar los polisacdridos especificos (M.
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tuberculosis) 'y proteina de 38 kDa glicosiada (M. smegmatis
recombinante). Utilizando estos productos, seleccionamos péptidos
expresados en fagos filamentosos capaces de mimetizar cada uno de los

dos antigenos.

El mimetismo de los fagos seleccionados fue demostrado por la
capacidad de ser reconocidos especificamente por sueros hiperinmunes
de conejo dirigidos en contra de los antigenos bacterianos. De manera
interesante, el mimetismo de algunos de los péptidos identificados fue
conservado cuando los insertos fueron analizados sin el contexto del fago
M13, con péptidos sintéticos. Mdas adn, uno de los péptidos mimdtopos fue
capaz de generar, en conejos, anticuerpos en contra del antigeno nativo.
La identidad de los epitopos mimetizados por los péptidos seleccionados
qgueda por determinarse, lo cual podria abordarse mediante el uso de

pruebas bioquimicas.

En este trabajo, la posible utilidad de los mimdtopos de la proteina
de 38 kDa y del arabinomanano como reactivos de inmunodiagndstico no
pudo ser demostrada. Nuestros resulfados sugieren que el uso de
mimotopos expresados en fago es poco viable, ya que los sueros humanos
presentan una reactividad no despreciable en contra del fago, generando
reacciones cruzadas. El fago M13 es un virus de E. coli, bacteria comensal
en el tracto digestivo. Queda por explorarse si la realizacion de ensayos
con preadsorcidon de anticuerpos anti-M13 es capaz de abatir esta
reactividad. En cambio, el uso de péptidos sintéticos libres de fago parece
prometedor. De acuerdo con nuestros datos, el uso de un Unico
oligopéptido mimdtopo, el péptido P1, fue capaz de proporcionar una
sensibilidad de diagndstico de 37%. Si bien este porcentaje resulta

insuficiente para proveer un diagndstico eficaz, es de resaltarse que la
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sensibilidad que proporciona es equivalente o mayor a antigenos proteicos
recombinantes utilizados de manera individual (69) Por lo tanto,
proponemos como nuevo reactivo para inmunodiagndstico de
tuberculosis el péptido P1, el cual resulta de interés para pruebas en una
muestra de individuos mdas amplia y definida (i.e. etapa de la enfermedad,

poblaciones vacunadas y/o provenientes de zonas endémicas).

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud, el encontrar
un método que provea un 70% de sensibilidad seria suficiente para mejorar
el control de la enfermedad. Serd interesante explorar el uso de otros
mimotopos sintéticos a fin de abarcar una poblacidn amplia y respuestas

humorales heterogéneas.

Es de notarse que la poca disponibilidad de antigenos que brinden
un inmunodiagndstico eficaz ha sido la principal limitante de esta técnica
como un método de diagndstico rdpido de tuberculosis activa. Otras
alternativas de diagndstico rdpido corresponden a metodologias poco
amigables, las cuales son adaptables a centros hospitalarios
especializados, mas no a clinicas de primer nivel. En este sentido, nuestra
propuesta para identificar mimdétopos de los antigenos mds prometedores
para inmunodiagndstico redundaria en la disponibilidad de reactivos de
diagndstico fdcilmente accesibles, y en la produccidon de sistemas

diagndsticos libre de alto riesgo bioldgico.
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APENDICE

Crecimiento de micobacterias

e Medio liquido Sauton
- Citrato de fierro y amonio

- Sulfato de magnesio

- Fosfato de potasio monobdsico

- Acido citrico
- Asparagina

- Glicerol

0.05¢g
0.5 ¢
0.5 ¢
20 ¢
40 g
60.0 g

Disolver en aproximadamente 900 ml, se ajustaelpHa 7.2-7.3

hidroxido de amonio y se afora a 1.0 litro

Purificacion de polisacaridos

e Solucidon amortiguadora disociante

- Trisma base
- NaNs
- EDTA
- NaCl

La solucion se ajusta a pH 6.5

e Solucién Eluyente
- Trisma base
- EDTA

La solucién se ajusta a pH 7.0

¢ Solucién de antrona

- Anfrona

0.05 M
0.02%
0.010 M
1.0M

0.05 M
0.010 M

con
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- Acido sulfurico concentrado 100.0 ml

Para la cuantificacion, la solucién es estable 12 horas al abrigo de la luz.

Soluciones para Inmunizar
PBS Solucién amortiguadora de fosfatos

Adjuvante Incompleto de Freund

Soluciones para ELISA

e PBS1X

- Fosfato de sodio 0.001 M
- Fosfato de sodio 0.01 M

- Cloruro de sodio 0.137 M
- Clruro de potasio 0.0027 M

La solucién se ajusta a pH 7.4

¢ Soluciéon amortiguadora de carbonatos
- Bicarbonato de sodio 0.420 g
- Carbonato de sodio 0.178 g

La solucion se prepara en un volumen de 50.0 ml pH 9.5

e Solucién para bloquear
- PBS 1X 100.0 ml
- Bovine Serum Albumine (BSA) 209

¢ Solucién de lavado
- PBS 1X 1.01

- Tween 20 1.0 ml
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e Solucién para dilucién de sueros

-PBS 1X 100.0 ml
- BSA 0.1 gr
- Tween 20 0.1 ml

¢ Soluciéon amortiguadora de dietanolamina

- Dietanolamina 10.0 ml
- Cloruro de magnesio 10.2 mg
- Azida de sodio 40.0 mg

Llevar la solucion a 100 ml, y ajustar a pH 9.8 con &cido clorhidrico

concentrado.

e Soluciéon reveladora
Se prepara una solucion de 1.0 mg/ml de 4-Nitfrophenyl phosphate (4-NPP)

disuelto en la solucién amortiguadora de dietanolamina

Soluciones para la bioseleccion

e Clicina

- Glicina 0.2M

La glicina se prepara en agua ultra pura, y se ajusta a un pH 2.2 con d&cido

clorhidrico concentrado

e Tris
- Trizma base 1.0M
El fris se prepara con agua ultra pura, y no es necesario ajustar el pH, la

solucién se usa asi.
e Polietilenglicol (PEG)

- Cloruro de sodio 2.5M
- Polietilenglicol-8000 20.0 %
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La solucion se esteriliza y se guarda a temperatura ambiente, se trabaja en

esterilidad.

e TBS

- Tris 0.05M
- Cloruro de sodio 0.150 M

La solucion se ajusta a pH 7.5, se esteriliza y se guarda a temperatura

ambiente, se trabaja en esterilidad.

e Medio Luria Agar
- Se prepara segun las indicaciones de la casa comercial (Invitrogen), y

después de esterilizar, se llenan las cajas de Petri

e Top Agar

- Medio 2-YT 3.1g
- Agarosa 0.7¢g
- Cloruro de magnesio 0.1¢g

Se preparan 100 ml, y se esteriliza.

Soluciones para la secuencia de DNA

e Solucién de yoduro

Tris pH 8.0 10.0 mM
EDTA pH 8.0 1.0 mM
loduro de sodio 1.0 mM

e Solucidon amortiguadora para corrimiento de geles de secuencia TBE
Tris
EDTA

Acido bérico
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¢ Solucién stock de acrilamida/bisacrilaomida 30/2%

Acrilamida

Bisacrilamida

Aforar a 500 ml, filtrar y almacenar a 4°C

e Gel de secuencia 8%

Urea

Stock acrilamida/bisacrilamida
TBE 10 X

Agua milliQ

Reactivos

e Freund’s Adjuvant Incomplet

e BSA

e Anfi—-MI13

e |gG anti— Rabbit

e IgG anti—-Human

e Nitrofenilfosfato

190.0 g

16.0 ml

26.4 ml

Adyuvante incompleto de Freund

SIGMA

Bovine Serum Albumine SIGMA

Anti-M13 monoclonalantibody

Amersham

Anti-rabbit IgG (whole molecule)
Alkaline phosphatase conjugate
developed in goat. Sigma

Anti-human IgG (whole molecule
Alkaline phosphatase conjugate
developed in goat. Sigma

4-Nitrophenyl phosphate
(4-NNP). ROCHE

Broth base. GIBCO BRL

2 - YT Btoth. INVITROGEN

85



BIBLIOGRAFIA

1. World Health Organization. Report 2008. Global Tuberculosis Control
Surveillance, Planning, Financing. 2008.

2. World Health Organization. Global tuberculosis control Epidemyology,
strategy, financing. 2009.

3. Wang J.Y., Hsueh P.R., MD, Wang S. K., BS, Jan I. S., Lee L.N., Liaw Y.S.,
Yang P.C. and Luh K.T.. Disseminated Tuberculosis. A 10-Year Experience in
a Medical Center. (Baltimore). 2007. 86(1):39-46.

4. LoBue P. Enarson D., Thoen T. Tuberculosis in humans and its
epidemiology, diagnosis and freatment in the United States. 2010. Int .J.
Tuberc. Lung Dis. 14(10):1226-1232.

5. Ome,l.M. McMurray D.N. and Belisle JT. Tuberculosis vaccine
development: recent progress. Tends in Microbiol. 2001 9:115-118

6. Orme |.M. Current progress in tuberculosis vaccine development.
Vaccine 2005.18;23(17-18):2105-2108

7. Roche P.W. Triccas J.A., Avery D.T. Fifis, T., Billman-Jacobe H. and Britton
WJ. Differential T cell responses to  mycobacteria-secreted
proteinsdistinguish vaccination whit bacile Calmete-Guerin from infection
with Mycobacterium tuberculosis. J. Infect. Dis 1994 170:1326-1330

8. Migliori GB, Loddenkemper R, Blasi F y Raviglione MC.125 years after
Robert Koch’s discovery of the tubercle bacillus: the new XDR-TB threat. Is
“science”"enough to tackle the epidemic. Eur. Respir. J. 2007; 29: 423-427

9. Flynn J.L. Immunology of tuberculosis and implications in vaccine
development. Tuberculosis. 2004. 84(1-2):93-101

10. Haase A. T. Population biology of HIV-I infection viral and CD4+ T cell
demographics and dynamics in lymphatic tissues. Annual Rev Immunol.
1999.17:625-656

86



11. Hirsh CS, Ellner JJ, Russell DG Complement receptor-mediated uptake
and tumor necrosis  factor-alpha-mediated  growth  inhibition  of
Mycobacterium tuberculosis by human alveolar macrophages .1994 Jan
15;152(2):743-53.

12. Dannenberg A.M. Pathogenesis of pulmonary fuberculosis: Basic
principles. Indian J. Chest Dis Allied Sci. 1982. 24:68-77

13. Dannenberg A.M. Immune mechanism in the pathogenesis of
pulmonary tuberculosis. Rev Infect Dis. 1989 supl 2:5369-378

14. Suhail Ahnmad. New approaches in the diagnosis and treatment

of latent tuberculosis infection. 2010. Respiratory Research, 11(169):1-17

15. Kaufman SH and MCMichel JA. Annuling a dangerous liaison:
Vaccination strategies against AIDS and tuberculosis.Nat.Med.2005.11:33-44
16. Inderlied C., Kemper C., and Bermudez. The Mycobacterium avium
complex. Clin Microbiol Rev. 1993.6(3):266-310

17. 1. Vergbe and M. Daffé. Frontiers in Bioscience.3: d865-d876. 1998

18. Nigou J., Gilleron M., and Puzo G. Lipoarabinomannans: from structure
to biosynthesis Biochimie.2003.85 (1-2):153-166.

19. Cole ST, Brosch R, Parkhill J, Garnier T, Churcher C, Harris D, Gordon SV,
Eigimeier K, Gas S, Barry CE 3rd, Tekaia F, Badcock K, Basham D, Brown D,
Chillingworth T, Connor R, Davies R, Devlin K, Feltwell T, Gentles S, Hamlin N,
Holroyd S, Hornsby T, Jagels K, Krogh A, McLean J, Moule S, Murphy L, Oliver
K, Osborne J, Quail MA, Rajandream MA, Rogers J, Rutter S, Seeger K,
Skelton J, Squares R, Squares S, Sulston JE, Taylor K, Whitehead S, Barrell BG.
Deciphering the biology of M. tuberculosis from the complete genome
sequence. Nature. 1998. 393(6685):537-544.

20. Brennan P.J. Draper P. 1994. Uliraestructure of Mycobacterium
fuberculosis in: Bloom BR. Tuberculosis: pathogenesis, protection and
conftrol. ASM Press, USA 271-284 p.

87



21. Ehlers MR, Daffé M. Interactions between Mycobacteriun tuberculosis
and host cells: are mycobacterial sugars the key?2. 1998. Trends Microbiol.
6(8):328-335. Review.

22. Quesniaux V., Fremond C., Jacobs M., Parida S., Nicolle D., Yeremeev V,
Bihil F., Erard F., Botha T., Drennan M., Soler M. N., Le Bert M., Schnyder B.,
Ryffel B. Toll like receptor pathways in the inmune responses to
mycobacteria. Microbes infect .2004. 6(10):946-959

23. Emoto M., Emoto Y., Buchwalow I., Kaufmann S. Induction of IFN-
gamma-producing CD4+ natural killer t cells by Mycobacterium bovis
bacillus Calmete Guerin. Eur J Immunol. 1999.29:650-659

24. Geijtenbeek T.B.,VanVliet S., Koppel E., Sanches H., Vandenbroucke-
Grauls, Appelmelk B and VanKooyk. Mycobacteria target DC-SIGN to
suppress dendritic cell function. J Exp med.2003.197(1):1-5

25. Espitia C. and Mancilla, R.. Identification, isolation and partial
characterization of M. tuberculosis glycoprotein anfigens. Clin. Exp.
Immunol. 1989.77: 378-383.

26. Harboe M. and Wiker H.G. The 38-k-Da Protein of M. tuberculosis: a
review. The Journal of Infectious Diseases. 1992.166: 874-884.

27. Torres A., Judrez M.D., Cervantes R., Espitia C. Molecular analysis of M.
tuberculosis phosphate specific transport system in Mycobacterium
smegmatis. Characterization of recombinant 38 kDa (PstS-1). Microbial
Pathogenesis. 2001. 30: 289-297.

28. Chang Z., Choudhary A., Lathigra R., Quiocho F.A. The
immunodominant 38-KDa lipoprotein antigen of M. fuberculosis is a
phosphate-binding protein. The Journal of Biological Chemistry. 1994. 369
(3): 1956-1958

29. dha R. Y Kabra S.K. Newer diagnostic modalities for tuberculosis. Indian
J. Pediatr. 2004.71(3): 221-227.

88



30. Gobec S., Plantan ., Mravilak J., Wilson R.A., Besra G.S., Kikeli D.
Phosphonate inhibitors of antigen 85C, a crucial enzyme involved in the
biosynthesis of the Mycobacterium tuberculosis cell wall. Bioorg Med Chem
Lett 2004 Jul 5;14(13):3559-62

31. Rook G.W., Dheda K. and Zumla A. Immune responses to tfuberculosis
in developing countries: implications for new vaccines. Nature Reviews/
Immunology. 2005. 5: 661-667.

32. Brooks J., Frank A., Keen M., Mellisle J., and Orme |. Boosting vaccine for
tuberculosis. Infection and Immunity.2001. 69(4): 2714-2717

33. Agger E, Rosenkrands I., Hansen J., Brahimi K, Vandahl B., Aagaard C.,
Werninghaus K., Carsten Kirschning C., Lang R., Christensen D.,

Theisen M., Follmann F., Andersen P. Cationic Liposomes Formulated with
Synthetic Mycobacterial Cordfactor (CAFO1): A Versatile Adjuvant

for Vaccines with Different Immunological Requirements. 2008. 3(2):1-10

34. Restrepo IB. Nuevas herramientas para la deteccion de la tuberculosis
latente. Biomédica. 2004; 24: 202-11.

35. Pai M, Kalantri S y Dheda K. New tools and emerging technologies for
the diagnosis of tuberculosis: part Il active tuberculosis and drug resistance.
Expert. Rev. Mol. Diagn. 2006; 6(3): 423-432.

36. Zenteno CR. Pasado, presente y futuro de las técnicas diagndsticas de
tuberculosis. Rev. Inst. Nal. Enf. Res. Mex. 2004; 16: 181-186.

37. Ajit Lalvani and Manish Pareek. A 100 year update on diagnosis of
tuberculosis infection. 2010. British Medical Bulletin. 93: 69-84

38. Moore DA, Evans CA, Gilman RH, Caviedes L, Coronel J, Vivar A,
Sanchez E, Pinedo Y, Saravia JC, Salazar C, Oberhelman R, Hollm-Delgado
MG, LaChira D, Escombe AR y Friedland JS. Microscopic-observation drug
susceptibility assay for the diagnosis of tbh. N. Engl. JMed. 2006;
355(15):1539-50.

89



39. Sada D.E. La respuesta inmune en la tuberculosis Gaceta Médica de
Meéxico. 2003. 139(5):481-486.

40. Restrepo IB. Nuevas herramientas para la deteccion de la tuberculosis
latente. Biomédica. 2004; 24: 202-11.

41. Pai M, Kalantri S y Dheda K. New tools and emerging tfechnologies for
the diagnosis of tuberculosis: part Il active tuberculosis and drug resistance.
Expert. Rev. Mol. Diagn. 2006; 6(3): 423-432.

42. Lyashchenko K., Colangeli R., Houde M., Al Jahdali H., Menzie, D.,
Gennaro M.L. Heterogeneous Antibody Responses in Tuberculosis. Infection
and Immunity. 1998. Vol. 6, No. 8: 3936-3940.

43. Samanich K.M., Keen M.A., Vissa V.D., Harder J.D., Spencer J.S., Belisle
J.T1., Zolla-Pazner S., Laal S. Serodiagnostic Potential of Culture Filtrate
Antigens of M. tuberculosis. Clinical and Diagnostic Laboratory Immunology.
2000.7 (4): 662-668.

44, Espita C., Cervera |, Gonzdlez R., Mancilla R. A 38-kD M. tuberculosis
anfigen associated with infection. Its isolation and serologic evaluation.
Clin. Exp. Immunol. 1989. 77: 373-377.

45. Chan E.D., Heifets L., Iseman M.D. Immunologic diagnosis of tuberculosis:
a review. Tubercle and Lung Disease. 2000.80(3): 131-140.

46. Houghton R.L., Lodes M.J., Dillon C.D., Reynolds L.D., Day C.H., McNeill
P.D., Hendrickson R.C., Skeiky Y.A., Sampaio D.P., Badaro R., Lyashchenko
K.P., Reed S.G. Use of multiepitope polyproteins in sergodiagnosis of active
tuberculosis. Clinical and diagnostic laboratory immunology. 2002.9:883-891.
47. Andersen A.B., Hansen E.B. Structure and characterization of antigenic
domains of protein antfigen b, a 38 000-molecular-weight protein of M.
tuberculosis. Infection and immunity. 1989.57(8): 2481-2488

48. Daniel T. and Janicki BW. Mycobacterial antigens: a review of their

isolation,

90



chemistry, and immunological properties. 1978. Microbiological reviews,
42(1):84-113.

49. Navoa J., Laal §., Pirofski I., Malean G., Dai Z., Robbins J., Schneerson R.,
Casadevall A., and Glatman-Freedman A. Specificity and diversity of
antfibodies to mycobacterium tuberculosis arabinomannan. Clinical and
diagnostic laboratory immunology. 2003. 10(1):88-94.

50. Hamasur B., Haile M.,. Pawlowski A., Schréder U., Kdllenius G. and
Svenson S. A mycobacterial lipoarabinomannan specific monoclonal
anfibody and its Fab fragment prolong survival of mice infected with
Mycobacterium tuberculosis. Clin Exp Immunol. 2004. 138:30-38.

51. Daniel T. And Olds. Demonstration of a shared epitope among
mycobacterial antigens using a monoclonal antibody. 1985. Clin. exp.
Immunol. 60: 249-258.

52. Monzavi-Karbassi P., Cunto-Amesty G., Luo P. and Kieber-Emmons T.
Peptide mimotopes as surrogate antfigens of carbohydrates in vaccine
discovery. 2002. TRENDS in Biotechnology. 20(5): 207-214.

53. Meng Li, Zhen Yan, Wei Han and E. Yinggi Zhang. Mimotope vaccination
for epitope-speciWc induction of anti-CD20 antibodies. 2006. Cellular
Immunology 239: 136—-143

54. Bothamely G.H. and Rudd R.M. Clinical evaluation of a serological assay
using a monoclonal anfibody (TB72) to the 38 kDa antigen of M.
tuberculosis. Eur. Respir. J. 1994. 7:240-246.

55. Beck S.T., Leite O.M., Arruda R.S., Ferreira A.W. Humoral response to low
molecular weight antigens of M. tuberculosis by tuberculosis patients and
contacts. Braz. J. Med. Biol. Res. 2005. 38(4):587-96

56. Smith GP. Filamentous fusion phage: novel express vectors that display
cloned antfigens on the virion surface. Science. 1985.14,228(4705:1315-1317
57. Meola A., Delmastro P., Monaci P., Luzzago A., Nicosia A., Felici F.,

Cortese R., Galfre G. Derivation of vaccines from mimotopes. Immunologic

91



properties of human hepatitis B virus surface antigen mimotopes displayed
on filamentous phage. J. immunol. 1995. 154(7):3162-3172

58. Meloen R., Puijk J. Sloofstra. Mimotopes: realization of an unlikely
concept. Journal of Molecular Recognition. 2000. 13: 352-359. Review

59. Desmond G. Higgins and Paul M. Sharp. CLUSTAL: a package for
performing multiple sequence alignment on a microcomputer. Gene. 1988.
73 :237-244

60. Julie D. Thompson, Toby J. Gibson, Frédéric Plewniak, Francois
Jeanmougin and Desmond G. Higgins. The CLUSTAL _X windows interface:
flexible strategies for multiple sequence alignment aided by quality analysis
tools. Nucleic Acids Research, 1997, Vol. 25, No. 24 { 1997

61. Ramu Chenna, Hideaki Sugawara, Tadashi Koike, Rodrigo Lopez, Toby J.
Gibson, Desmond G. Higgins and Julie D. Thompson. Multiple sequence
alignment with the Clustal series of programs. Nucleic Acids Research,.
2003. 31: 13 3497-3500DCQI: 10.1093/nar/gkg500

62. Waksman BH., Porter H., Lees MD, Adams RD and Folch J.A study of the
chemical nature of components of bovine white matter effective in
producing allergic encephalomyelitis in the rabbit. 1954. J. Exp. Med.
100(5):451-471

63. Gevorkian G, Segura E, Acero G, Palma J, Espitia C, Manoutcharian Ky
Lopez ML. Peptide mimotopes of Mycobacterium tuberculosis
carbohydrate immunodeterminants. Biochem. J. 2005; 387:411-417.

64. Boudet F, Théze J y Zouali M. UV-treated polystyrene microtitre plates for
use in an ELISA to measure antibodies against synthetic peptides. J.
Immunol. Methods. 1991 ; 142 :73-82.

65. Suhail Ahmad. New approaches in the diagnosis and treatment of
latent tuberculosis infection.2010. Respiratory Research. 11:169

66. Bonington A., Strang G..Klapper P., Hood S., Rubombora W., Penny M.,
Willers R. and  Wilkins E. Use of Roche AMPLICOR Mycobacterium

92



fuberculosis PCR in Early Diagnosis of Tuberculous Meningifis. Journal of
Clinical Microbiology. 1998. 36(5):1251-1254.

67. Andersen A. and Hansen E Structure and Mapping of Antigenic Domains
of Protein Antigen b, a 38,000-Molecular-Weight Protein of Mycobacterium
fuberculosis. Infection and Immunity. 1989. 57(8):2481-2488

68. Suman Laal, karen M. Samanich, Michael G. Sonnenberg, Susan Zolla-
pazner, J. M. Phadtare, and John T. Belisle. Human Humoral Responses to
Anfigens of Mycobacterium tuberculosis: Immunodominance of High-
Molecular-Mass Antigens. Clinical and Diagnostic Laboratory Immunology.
1997. 4 (1):49-56

69. Lyashchenko K., Colangeli R., Houde M., Al jahdali H., Menzies D. and
Gennaro L. Heterogeneous Antibody Responses in Tuberculosis. Infection
and Immunity,1998. 66 (8):3936-3940

70. Pheiffer, C., Betts JC., Flynn HR., LukeyPT. and van Helden P. Protein
expression by a Beijing strain differs from that of another clinical isolate and
Mycobacterium tuberculosis H37Rv. Microbiology. 2005. 151:1139-1150

71. Monzavi-Karvassi B., Cunto-Amesty G., Luo P. and Kieber-Emmons T.
Peptide mimotopes as surrogate antigens of carbohydrates in vaccine
discoveri. 2002. Trends in Biotechnology. 20(5):207-213.

72. Li Xu, Bo-quan Jin and Dai-ming Fan. Selection and identification of
mimic Epitopes for Gastric Cancer-associated Antigen MG7 Ag. 2003.
Molecular Cancer Therapeutics. 2:301-306.

73. Vercellone A., Nigou J. and Puzo G. Relationship between the structure
and the roles of lipoarabinomananas and related clycoconjugates in
tuberculosis phatogenesis. 1998. Frontiers in Bioscience 3:149-163.

74. Morris K. WHO recomends against inaccurate tuberculosis test. 2011.
Lancet, jan8;377(9760):113-114

93



A nuestro instinto mas poderoso,
a ese tirano que llevamos dentro,
no sbélo se somete nuestra razon,

sino también nuestra conciencia

Nietzche
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