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RESUMEN

Mvycobacterium tubeculosis es el agente causal de la tuberculosis y el microorganismo que,
por si solo, causa mas muertes a nivel mundial cada afio. Se estima que diariamente mas de
20,000 personas desarrollan la tuberculosis activa y 5,000 mueren a causa de ella.

El género Mycobacterium es conocido por su alto contenido de lipidos. La pared celular de
las micobacterias contiene lipidos unidos covalentemente y lipidos libres. El dimicolato de
trealosa (DMT), la di-O-aciltrealosa (DAT) y la tri-O-aciltrealosa (TAT) son lipidos libres
localizados en la parte externa de la pared celular de Mycobacterium tuberculosis. Debido a
su unién no covalente al peptidoglicano, estos glicolipidos pueden facilmente interaccionar
con las células del hospedero localizadas en el foco de la infeccion alterando sus funciones.
Estos lipidos han sido descritos como reactivos altamente especificos y sensibles para el
inmunodiagndstico de la tuberculosis.

La deteccién de estos antigenos lipidicos con anticuerpos monoclonales podria ayudar a
esclarecer su papel en la patogénesis micobacteriana, ademas de que serian una herramienta

util para mejorar el diagnéstico de la tuberculosis.

Se ha demostrado que las caracteristicas quimicas y antigénicas del DAT, TAT y DMT
purificadas de M. tuberculosis son similares a aquellas de una cepa de referencia de M.
Jfortuitum la cual es menos patégena y tiene una tasa de crecimiento rapida. Por esta razon,
para el presente trabajo, M. fortuitum se usé como fuente alterna de estos glicolipidos para
la induccién de respuesta humoral en contra de estas moléculas con el fin de producir

anticuerpos monoclonales.

La respuesta humoral a lipidos es dificil de obtener. En el presente trabajo, se obtuvieron
titulos significativos de anticuerpos en contra de glicolipidos de micobacterias por
infeccién, via oral, con bacilos vivos de M. fortuitum en ratones C57BL/6. Con estos
ratones se llevd a cabo el proceso de produccion de anticuerpos monoclonales, fusionando
células de bazo de ratén infectado y la linea celular de micloma Sp2/0-Ag4. Se detectd
reactividad ligeramente positiva en algunos hibridomas, pero desafortunadamente tanto las

clonas reactivas como las no reactivas presentaron muerte celular.



I. ANTECEDENTES

1.1. Tuberculosis
1.1.1. Generalidades

El agente causante de la tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis (Fig. 1), fue descubierto
en 1882 por el Dr. Robert Koch y desde 1921 se cuenta con una vacuna, pero a pesar de
esto y de que existen medicamentos especificos contra la enfermedad, ésta alin constituye

un gran problema mundial en materia de salud publica (Collins, 1998).

Figura 1. M. tuberculosis

Segun datos de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), la tuberculosis (TB) a nivel
global causa aproximadamente 2 millones de muertes anuales. Sin embargo, el 90% de las
exposiciones a M. tuberculosis nunca se convierten en enfermedad, debido esto en parte a
la variabilidad extensa en la bacteria. La forma mas peligrosa de TB es causada por cepas

resistentes a multiples drogas (MDR).

La enfermedad tuberculosa es muy antigua y ha sido la responsable del mayor niimero de
muertes en la historia de la humanidad. A pesar de encontrarnos en el siglo XXI, M.
tuberculosis es el agente infeccioso mas importante y causa mds muertes que cualquier
otro microorganismo por si solo, incluyendo los agentes de la malaria y el cdlera (Collins,
1998).



1.1.2. Mycobacterium tuberculosis

Entre las caracteristicas del género Mycobacterium estan las de ser gérmenes Gram (+),
acido alcohol resistentes, aerobios estrictos, muy sensibles a la luz y altamente resistentes a
la desecacion, tienen forma de bastones no méviles y miden de 0.2 a 0.6 pm de ancho y de
1 a 10 pm de largo. Dentro de este género, las especies que con mas frecuencia afectan al
hombre son las que constituyen el denominado complejo M. tuberculosis que engloba a M.
tuberculosis, M. bovis, M. microti y M. africanum, siendo el primero de ellos el agente mas
frecuente (Goodfellow y Magee, 1998). De las otras micobacterias, algunas especies como
M. kansaii o M. avium intracelular han mostrado capacidad patogénica en determinadas

situaciones las cuales se mencionan adelante.

El principal reservorio de M. tuberculosis lo constituye el ser humano. El ganado vacuno
es. en la actualidad, el tinico reservorio animal de la infeccién humana, aunque tras la
implantacidn de las téenicas de esterilizacion de la leche este problema quedd

practicamente eliminado en los paises desarrollados.

1.1.3. Micobacterias atipicas

Existen muchos tipos de micobacterias. Algunas de estas micobacterias son similares a la
que causa la tuberculosis; pueden causar infecciones con muchos de los sintomas de la
tuberculosis. Aunque estas micobacterias son comunes, causan generalmente infeccion en
gente con un sistema inmune deteriorado. Las bacterias infectan sobre todo los pulmones
pero pueden también atacar los ganglios linfaticos, los huesos, la piel, y otros tejidos finos
(Kumate et al, 2001).

Las mas comunes son un grupo de micobacterias conocidas como complejo Myvcobacterium
avium (MAC). Estas micobacterias son altamente resistentes a la mayoria de los
antibioticos, incluyendo los usados para tratar tuberculosis. Las infecciones causadas por

estas bacterias no son contagiosas.
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La infeccion del pulmén causada por el complejo M. avium puede ocurrir en los hombres
de mediana edad en los cuales sus pulmones han sido dafiados por fumar por tiempo
prolongado, o por una vieja infeccién de tuberculosis, bronquitis, enfisema, u otras
enfermedades. La infeccién con esta micobacteria afecta con frecuencia a las personas con

SIDA.

Figura 2. Nodulos producidos por tuberculosis en pulmon

La infeccion de ganglios linfiticos causada por el complejo M. avium (MAC) puede ocurrir
en los nifios, generalmente entre | y 5 afios de edad. La infeccion es causada cominmente
cuando comen tierra o toman agua que estd contaminada con micobacterias. Los
antibiéticos generalmente no curan la infeccion, ya que estas micobacterias desarrollan
facilmente una resistencia a los medicamentos (Cattoir, 2004), pero los ganglios linfiticos

infectados se pueden quitar por cirugia.

Otras micobacterias crecen en piscinas y en los acuarios caseros y pueden causar
desordenes de la piel. Estas infecciones pueden ser eliminadas sin tratamiento. Sin
embargo, las personas con infecciones cronicas necesitan generalmente de tratamiento con
tetraciclina u otro antibiético por 3 a 6 meses. Otro grupo de micobacterias de crecimiento
rapido, Mycobacterium fortuitum, encontrada en tierra y agua, puede infectar heridas y
piezas artificiales del cuerpo, como marcapasos o implantes de seno (Wallace et al, 1983;
Clegg et al, 1983). También se han descrito infecciones posquirirgicas en derivacion
ventriculo-peritoneal (Midani y Rathore, 1999); en general las infecciones a nivel de
sistema nervioso central son raras. Los antibidticos y el retiro quinirgico de las dreas

infectadas curan generalmente la infeccion.



1.1.4. Transmision

La fuente de contagio la constituye el enfermo bacilifero, con mayor capacidad de contagio
en enfermos que eliminan bacilos detectables por baciloscopia frente a los que necesitan el
cultivo para su identificacién. Las formas cavitarias® son las que tienen mayor riesgo de
transmisién, pero los casos inespecificos con pocas manifestaciones clinicas presentan
interés epidemiolégico porque la fuente de infeccién activa suele mantenerse durante mdas

tiempo (Tapia Conyer ef al, 2004).

La principal via de transmision de la tuberculosis es la via aérea a través de la produccion
de aerosoles al hablar, reir, estornudar y, sobre todo, al toser (Fig. 3). Sélo las gotasde 1 a 5
pm de didmetro tienen capacidad infectante, ya que pueden alcanzar los alveolos; ¢l resto,
son depositadas en las vias respiratorias altas y eliminadas por los mecanismos de defensa

innatos (Tapia Conyer et al, 2004).

Figura 3. Transmision de berculosis via aérea

1.1.5. Factores condicionantes del contagio

a) La capacidad infectante del individuo con tuberculosis, determinada a su vez por la
extension de la enfermedad, por el nimero de bacilos disponibles para la
transmisién y por la capacidad del paciente para generar aerosoles.

# Cavidades presentadas por el reblandecimiento y licuamiento de los focos necroticos provocando que los
bacilos se multipliquen.



b) La intensidad y duracién de la exposicion, que explica el mayor riesgo de infeccion

en los convivientes intimos del paciente.

¢) El estado inmunitario del sujeto receptor, es decir, la capacidad bactericida innata de
cada sujeto y la capacidad de desarrollar una inmunidad celular adecuada. De esie
altimo hecho se desprende la gran vulnerabilidad que presentan los pacientes con
infeccién VIH frente al bacilo de Koch.

d) La edad. El maximo riesgo de ser infectado ocurre durante los primeros cuatro aiios
de vida; el 80% de las infecciones se producen antes de los 15 afios y s6lo un 5% se
infectan entre los 25-50 afios, de ahi la importancia del estudio y tratamiento

preventivo en los convivientes menores de 20 afios.

1.1.6. Epidemiologia

Se calcula que estan infectados por M. tuberculosis 1,700 millones de individuos en el
mundo, lo que representa una tercera parte de la poblacién mundial. Cada afio se producen
entre 8 y 10 millones de casos nuevos, con una prevalencia aproximada de 16-20 millones
de enfermos (Global Tuberculosis Control, WHO Report 2005).

El Centro de Control de Enfermedades (CDC) de Estados Unidos ha comunicado que el
aumento de casos de tuberculosis, a partir de mediados de los ochenta, es debido a la
epidemia de SIDA. Se considera que 35% a 55% de los pacientes con SIDA manifiestan
alguna forma de infeccion tuberculosa durante el transcurso de su enfermedad y en éstos el
5% de las micobacterias aisladas son M. tuberculosis, 90% M. avium serovar 1, 4 y 8.
(CDC, 1989).

La OMS reportd que en el aiio 2003 hubo 8.8 millones de nuevos casos de TB (140/100000
habitantes), de los cuales 3.9 millones (62/100000) eran baciliferos y 674000 (11/100000)
estaban infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (Fig. 4). Se estima



que en ese aifio, 1.7 millones de personas (28/100000) murieron de TB, de los cuales
229000 eran caso de coinfeccion por VIH (Global Tuberculosis Control, WHO Report
2005).

Figura 4. Mapa mundial de casos de tuberculosis en el 2003; tomado de Global Tuberculosis Control, WHO
Report 2005.

La tasa de mortalidad por tuberculosis pulmonar muestra una tendencia descendente en el
periodo analizado al pasar de 62 defunciones por 100,000 habitantes en 1931 a 2.8 en el
afio 2003, la reduccion es del 95.5%. En relacion con las muertes por otras formas de
tuberculosis, en los afios 1934 a 1939 se presenté un aumento significativo; después de
1939 a la fecha la mortalidad tiende a disminuir en forma sostenida (Anuario Estadistico de
los Estados Unidos Mexicanos, 1939-1974; Bases de datos de las defunciones, 1979-2003)
(Fig. 5). Por otro lado, la incidencia de tuberculosis se ha mantenido alta en los tltimos 20
afios con un notable aumento entre los afios 1994 a 1997 coincidiendo con el aumento de
casos de SIDA en esos afios, por lo que se puede establecer una relacion directa entre la
presencia de SIDA y el repunte de la tuberculosis (Anuarios de Morbilidad, 1984-2003)
(Fig. 6).
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En el afio 2003 en México, se presentaron 15055 casos de tuberculosis pulmonar
(14.4/100000), 165 casos de TB meningea (0.2/100000) y 2109 casos de TB en ofras
formas (2/100000), dando un total de 17329 casos (16.6/100000). Segin datos de la
Direccién General de Epidemiologia de la Secretaria de Salud, Baja California es el estado
con mayor incidencia de TB pulmonar (41.62/100000), TB meningea (0.61/100000) y TB
en otras formas (5.49/100000); siguiéndole en incidencia de TB pulmonar Chiapas
(30.78/100000), Tamaulipas (30.61/100000) y Guerrero (29.91/100000); en incidencia de
TB meningea, Baja California Sur (0.42/100000) y Veracruz (0.41/100000); y en incidencia
de otras formas de TB, Nayarit (4.67/100000), Morelos (3.4/100000), Querétaro
(3.37/100000) y Jalisco (3.31/100000) (Fig. 7) (Anuarios de Morbilidad, 1984-2003).
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Figura 7. Mapa de incidencia de tuberculosis pulmonar y meningea en México en el 2003.
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1.1.7. Clasificaciéon actual de la tuberculosis

Esta clasificacion se basa en la relaciéon hospedero-pardsito descrita por la historia de
exposicion, infeccion y enfermedad, segin lineamientos recomendados por el Comité para
la Revision de los Estandares de Diagnoéstico de la Sociedad Toracica Americana y el CDC
de Estados Unidos (American Thoracic Society, 2000).



Clase 0: No hay exposicion al bacilo, no hay infeccion.
Son las personas sin antecedentes de exposicion al bacilo y prueba tuberculinica negativa,
habiendo descartado el efecto Booster™.

Clase 1: Exposicion al bacilo, sin infeccién.
Sujetos con antecedentes de exposicion al bacilo y prueba tuberculinica negativa. Si la
exposicion ha ocurrido en los Wltimos tres meses requiere seguimiento y posible

quimioprofilaxis primaria en el caso de contactos intimos.

Clase 2: Infeccion tuberculosa. sin enfermedad.
Cuando la prueba tuberculinica es positiva y la clinica y exploraciones complementarias no
muestran  hallazgos patoldgicos. En  algunos casos estos pacientes requerirdn

quimioprofilaxis secundaria.

Clase 3: Tuberculosis (enfermedad) clinicamente activa.
Paciente con historia clinica y exploraciones complementarias que conducen al diagnéstico

aunque ¢l criterio definitivo lo constituye el aislamiento del bacilo de Koch.

Clase 4: Tuberculosis (enfermedad) sin actividad clinica
Son sujetos con historia previa de tuberculosis o lesiones radiologicas especificas estables y
prueba tuberculinica positiva, en los que no se aisla el bacilo y no existe evidencia clinica

y/o exploraciones complementarias que sugieran enfermedad activa.

Clase 5: Sospecha de tuberculosis.

Son pacientes con signos o sintomas que inducen a plantear el diagndstico de tuberculosis.
Estan pendientes de completar el estudio. No deberian permanecer mas de tres meses sin
confirmar o descartar ¢l diagnéstico.

™ Efecto amplificador del didmetro de la reaccion luego de repetidas aplicaciones de la prueba de tuberculina;
es una reactivacion mmumologica en ausencia de nueva infeccion, provocada por el efecto de la primera
aplicacion de PPD sobre los linfocitos T de memoria (CD45+)



1.1.8. Sintomatologia

Lo severo del toser, posiblemente con sangre presente, es la muestra clasica de la
enfermedad. Los individuos también experimentan pérdida de peso (Fig. 8), falta de apetito,
letargo, y fiebre. Es importante observar que una persona infectada con TB puede sentirse
sana, pero tener una tos persistente.

Figura 8. Caso de tuberbulosis aguda en una mujer de Etiopia en el 2000. Tomado de BBC News.

La infeccion por lo general se presenta lentamente. Los primeros sintomas son tos con
espectoracion. Mientras que progresa la infeccion, la persona puede escupir regularmente
sangre y tener respiracion agitada. Una radiografia de térax puede revelar una infeccion.
Sin embargo, el andlisis del esputo tomado a una persona infectada es necesario para
distinguir la infeccion de la tuberculosis. El tratamiento con los antibidticos a menudo no es
eficaz, incluso cuando se utilizan en combinacién varias drogas. Drogas mas nuevas pronto
estaran disponibles con las cuales se retrasari la progresion de tales infecciones en personas
con SIDA u otras enfermedades que deterioran el sistema inmune. Los sintomas incluyen
fiebre, anemia, desérdenes sanguineos, diarrea, y dolor de estomago. Aunque los
antibidticos pueden aliviar temporalmente sintomas, la infeccién a menudo es fatal a menos
que la respuesta inmune del cuerpo mejore. Los casos leves en la gente sin SIDA pueden
curarse sin el tratamiento (Holvey et al, 1974).



1.1.9. Desarrollo de la tuberculosis

La infeccion primaria ocurre cuando las particulas de polvo que contienen bacterias viables
se ingieren y alojan en los pulmones. Tras la llegada de los gérmenes al espacio aéreo
pulmonar se ponen en marcha los mecanismos de defensa con el fin de eliminarlos. Si la
inhalacion de bacilos es minima, éstos son fagocitados y destruidos por los propios
macrofagos pulmonares, sin desarrollarse la infeccion; por el contrario, si los macrofagos
no pueden eliminar directamente los bacilos tuberculosos, éstos se multiplican en su
interior, al mismo tiempo que se ponen en marcha diversos mecanismos de respuesta
inmune celular. Los macrofagos estimulan a los linfocitos T que a su vez activan al
macrofago y promueven su proliferacién a partir de los monocitos reclutados de la sangre
periférica. Con ello se origina un acimulo de células mononucleadas alrededor del foco de
infeccién que se transformaran en células epitelioides y algunas llegaran a formar células
gigantes multinucleadas, conocidas como células de Langhans (Kobzik, 2000).

Esta formacién se conoce como granuloma (Fig. 9) y se produce entre las tres y diez
semanas después del contacto con el bacilo tuberculoso; la lesién ain no es visible
radiolégicamente, pero se acompaiia de la aparicion en sangre de linfocitos sensibilizados
de forma especifica, y por tanto, de la posibilidad de desarrollar respuestas inmunes
localizadas como es el caso de la reaccién tuberculinica. En su periferia se acumulan
linfocitos mientras que el centro de la lesion puede presentar necrosis, conociéndose ésta
como necrosis caseosa. Este foco, junto con los ganglios linfaticos vecinos afectados,

forman el complejo tuberculoso primario (Kobzik, 2000).

Fignﬂ 9. Gmm.llom de Mcabacrenummbemd(mx
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La infeccion pulmonar aguda sobreviene seguida de la destrucciéon masiva del tejido
pulmonar y de la migracién bacteriana a otras partes del cuerpo. La lesién puede afectar a
un vaso sanguineo y desde ahi propagarse hacia las zonas ricas en oxigeno como los
vértices pulmonares, el parénquima renal o las epifisis de los huesos largos. En el 90% de
los casos, los bacilos contenidos en estas lesiones quedaran en estado latente y no progresan
hacia una enfermedad clinicamente aparente. Estos pacientes tienen una infeccion
tuberculosa y pueden ser identificados facilmente mediante una prueba de tuberculina
positiva. En el 10% de casos restantes, se produce una progresion de la lesidn,
generalmente localizada en el pulmoén, dando origen a la enfermedad tuberculosa, con
manifestaciones clinicas, radiologicas y con presencia de bacilos en el esputo. La
progresion a enfermedad tiene lugar en el 5% de los casos de forma temprana, durante los 5
afios siguientes al contacto, mientras que en el otro 5% de los casos se produce un largo
intervalo, en ocasiones de varias décadas, entre la infeccidn y el desarrollo de la

enfermedad (Kumate ez al, 2001).

1.1.10. Respuesta inmune a tuberculosis

La principal defensa en el pulmén son los macrofagos alveolares, pero M. tuberculosis
tiene una gran capacidad de sobrevivir y proliferar dentro de los macréfagos alveolares
inactivos (Fig. 10) , ya que los macréfagos activos si son capaces de matar a la bacteria.
Entre los receptores implicados en la entrada de tuberculosis al macréfago estan incluidos
receptores del complemento CR1, CR3 y CR4, receptores de manosa y el receptor de
proteina surfactante A (SPA-R) (Downing ef al., 1995). La unién de M. tuberculosis a CR3
por un mecanismo no opsonico, resulta en disminucioén o ausencia de estallido respiratorio;
otra ventaja para el uso de CR3 por M. tuberculosis es que esta unién puede conducir a una
respuesta inmune Th2 por la supresién de la produccién de interleucina 12 (IL-12) por los
macrofagos (Velasco-Velazquez et al, 2003).



Figura 10. M. tuberculosis en macrofagos humanos

En la respuesta inmune hay una interaccién entre macrofagos, linfocitos y M. tuberculosis.
Los macréfagos tienen un papel central al producir una variedad de sustancias toxicas las
cuales estidn involucradas en matar a la micobacteria pero también pueden causar
destruccion de tejido del hospedero. La secrecion del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
) es responsable de los efectos sistémicos como fiebre, pérdida de peso, etc.

Los granulomas se forman cuando la micobacteria no puede ser eliminada totalmente, esto
como respuesta del hospedero para limitar la diseminacién de la infeccion. El estado de la
micobacteria en el centro del granuloma no es claro, ya que es incapaz de replicarse pero
puede sobrevivir en un estado latente.

La respuesta inmune celular contra infecciones de tuberculosis incluye una red celular
compleja bidireccional e interacciones de citocinas (Fig. 11). Entre las citocinas mas
conocidas se encuentran las de tipo Thl (IL-2, 1L-12, INF-y) las citocinas de tipo Th2 (IL-
10 e IL-4) y las citocinas proinflamatorias (TNF-« y TGF-f). Se ha observado que aunque
los linfocitos T CD4+ tiene un papel clave, como es de esperarse para la infeccién
intrafagosomal, también es importante la funcién de linfocitos T CD8+ y linfocitos T ¥
(Trucksis, 2000). La respuesta celular ha sido estudiada usando modelos murinos pero se
han encontrado diferencias entre el modelo y la respuesta del humano a estas infecciones.
La accién de IFN-y en los modelos murinos es la induccién de 6xido nitrico sintetasa,
produciendo principalmente 6xido nitrico, el cual juega un papel importante en la
destruccion de la micobacteria en ratones, pero la importancia de estos mecanismos en

humanos es controversial (Barnes ef al, 1993).
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Figura 11. Modelo de la respuesta inmune celular contra tuberculosis. Tomado de Trucksis, 2000.

El papel de las células dendriticas (DC) durante la respuesta inmune a M. fuberculosis ha
sido estudiada recientemente. Experimentos en ratones demostraron que las DC son las
células responsables de activar la respuesta inmune temprana in vivo a M. tuberculosis. Se
ha demostrado que las DC son células huésped de las micobacterias y juegan un papel

exclusivo en la estimulacion de la respuesta celular T (Jaio et al, 2002).

El sistema cldsico para la presentacion de antigenos a células T via MHC clase I y Il es
complementada por moléculas de la familia CD1. El humano expresa 5 diferentes genes de
CD1: CDla, CDI1b, CDIc que comprenden el grupo I CDI1; CD1d y CDle son miembros
del grupo II CDI. El grupo I CDI1 son expresados en timocitos corticales y en células
presentadoras de antigenos (APC) como células de Langerhans y DC (Lawton y
Kronenberg, 2004). Algunos estudios han establecido que el grupo 1 CD1 presentan



glicolipidos, abundantes constituyentes de la pared celular de diferentes especies
micobacterianas incluyendo M. tuberculosis, a distintos grupos de células T (Schaible et al,
2000).

1.1.11. Diagnéstico

Existen diferentes métodos de diagnostico para tuberculosis activa, de los cuales la
baciloscopia y el cultivo son los de mayor uso. La baciloscopia es el estudio microscépico
de la secrecion bronquial que permite la rapida visualizacion de las micobacterias mediante
el uso de varias técnicas de tincién que se basan en las propiedades acido-alcohol-
resistentes del bacilo el cual retiene ciertos colorantes a pesar de ser tratados con alcohol y
acidos. En este hecho se basa la técnica de Zhiel-Nielsen, en la que se emplea como
colorante fucsina fenicada calentada, decolorada con acido-alcohol y contratefiida con azul
de metileno. La tincién de Kinyoun es similar, pero no utiliza el calor para favorecer la
captacion de la tincién. Las técnicas florocrémicas con auramina-rodamina se basan en el
mismo principio basico, pero permiten una mas rdpida y mas coémoda visualizacion de las
micobacterias que muestran una fluorescencia amarilla anaranjada cuando se observan con
microscopio de campo oscuro (Fig. 12). Con cualquiera de estas técnicas, las micobacterias
se observan como un bacilo de menos de 0.5 mm de didmetro que puede formar parejas o
grupos caracteristicos de unos pocos microorganismos en forma de cuerdas. La principal
desventaja es la baja sensibilidad para el diagnéstico (30-70%), ademds de que este método
es inutil para diagnoéstico de tuberculosis extrapulmonar, y la necesidad de ser reproducido
durante tres dias consecutivos, y tampoco permite la identificacién de la especie que esté
infectando (Heifets y Good, 1994).

Figura 12. M. fuberculosis teflida con auramina-rodamina



El cultivo es generalmente especifico, pero exige un tiempo muy prolongado de entre 4 a
12 semanas, utilizando los medios de cultivos selectivos Lowenstein-Jensen (Fig. 13) y
Middlebrook. Al igual que la baciloscopia, el cultivo es initil para el diagnéstico de la
tuberculosis extrapulmonar, y en este caso necesita de una infraestructura costosa, ademas
que hay la posibilidad de encontrar resultados falsos positivos (Heifets y Good, 1994).

Figura 13. M. mberculosis en medio Lwenstein-Jensen

Otro método de diagndstico es por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), en la cual
la hibridacién con sondas de DNA o RNA permite la rapida identificacion de la especie de
micobacteria aislada en cultivo con una sensibilidad del 95% y especificidad del 98%, pero
es poco sensible a partir de muestras clinicas presentando una sensibilidad del 48-53%, la
especificidad es de aproximadamente 95% (American Thoracic Society, 2000). Su costo es
elevado y requiere de infraestructura especial (Heifets y Good, 1994).

En el caso de la tuberculosis latente, la tinica prueba actual de uso generalizado es conocida
como la prueba de la tuberculina, que se utiliza para medir hipersensibilidad de tipo
retardado™. La tuberculina, una mezcla de proteinas extraidas de M. ruberculosis. se inyecta
en un individuo via subcutinea. Si en el area se observa una reaccion inflamatoria
localizada en un plazo de 1-3 dias, los resultados se consideran tuberculina-positivos. La
induracién y el edema indica que la persona se ha expuesto al organismo, pero puede no

* Reaccion inflamatoria inducida por citocinas secretadas por linfocitos Thl activados previamente por
contacto con el o los antigenos, caracterizada por el acumulo de macrofagos y células T al foco infeccioso;
este acumulo junto con el fibrindgeno que sale a tejido y se convierte en fibrina hacen que el tejido se hinche
y se vuelva duro (induracién). Los sintomas comienzan 25 hrs después del contacto secundario con el
antigeno pero es mayor a las 48-72 hrs.



tener la enfermedad (Fig. 14). Para la mayoria de los individuos, la proteccién inmune
ganada contra una exposicién anterior es de por vida.

1.1.12. Tratamiento

Los farmacos antituberculosis destruyen a la micobacteria o inhiben su multiplicacién,
deteniendo asi la progresion de la tuberculosis y previniendo la mayoria de complicaciones
de la enfermedad primaria. Los medicamentos antituberculosis poseen tres propiedades
fundamentales en grados diferentes: su capacidad bactericida, su capacidad esterilizante y

su capacidad de prevenir la resistencia.

La isoniacida y la rifampicina son los bactericidad mas potentes, activos contra todas las
poblaciones de bacilos de tuberculosis. La pirazinamida y la estreptomicina tienen también
propiedades bactericidas contra ciertas poblaciones de bacilos. La pirazinamida es activa en
medio acido contra los bacilos que se encuentran en el interior de los macrofagos. La
estreptomicina es activa contra los bacilos en fase de multiplicacién extracelular rapida. El
etambutol y la tioacetazona son medicamentos bacteriostiticos que se asocian a
medicamentos bactericidas mas potentes para evitar la emergencia de bacilos resistentes
(World Health Organization, 2003).

En la tabla 1 se presentan los medicamentos antituberculosis esenciales, su modo de accion,
la dosis recomendada, y los efectos secundarios mas habituales de estos medicamentos.



Tabla 1. Medicamentos antituberculosis esenciales (World Health Organization, 2003; American Academy of

Pediatrics, 2001).
.-, Dosis recomendada (mg/kg)
(Abrevistars) Accién Diaria 3 veces por | 2 veces por Reacciones adversas
semana semana
Ligera  elevacion  de
Isoniacida voy enzimas hepéticas, neuritis
(H) bactericida 5 10 15 periférica,
hipersensibilidad
Color naranja de las
secreciones o de la orina,
vomito, hepatitis,
Rifampicina tnctedicids 10 10 10 reaccioncs semejantes  a
(R) influenza,
trombocitopenia; los
anticonceptivos orales
pueden ser ineficaces
Pirzinamida |y 4ericida 25 35 so  |Efectos  hepatotoxicos,
(Z) hiperuricemia
Efectos toxicos auditivos y
Estreptomicina S vestibulares, efectos
) bactericida 15 15 15 aefiobiicon, on
cutdnea
Neuritis optica
(generalmente reversible),
. disminucion de la
Etambutol | . teriostatico | 15 30 45 | discriminacion del color
(E) A :
verde-rojo, alteraciones
gastrointestinales,
hipersensibilidad
Nauseas, vomito, diarrea,
Tioacetazona . : erupciones cutaneas; es
(M b s = o R altamentc  toxico en
individuos con VIH

Para el tratamiento de la tuberculosis cronica y casos de tuberculosis con cepas MDR se

utilizan fArmacos de segunda generacion. El régimen del tratamiento debe incluir al menos

la combinacién de 4 medicamentos; en una fase inicial de minimo 6 meses la cual se
contintia con una fase de sostén de 12 a 18 meses (World Health Organization, 2003). En
la tabla 2 se muestran los medicamentos antituberculosis de segunda generaci6n, su modo
de accion, dosis recomendada y los efectos secundaros a estos farmacos.
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Tabla 2. Medicamentos antituberculosis de segunda generacion (World Health Organization, 2003; American
Academy of Pediatrics, 2001).

Fdrmaco de Deosis diaria recomendada
2" generacién Accién Promedio | Minima | Mixima Reacciones adversas
(Ab'f::m") (mg/kg) (mg) (mg)
amikacina .. Efectos  ototoxicos y
(Am) bactericida 15 750 1000 eltokiaions
capreomicina e Efectos  ototoxicos vy
(Cm) bactericida 15 750 1000 ethataioos
Efecto sobre el cartilago en
ciprofloxacina s crecimiento,  alteraciones
(Cx) bactericida 10-20 1000 1500 adeatioales, i6n
cutinea, cefalea
) psicosis, cambios de
ciclosering | o sericstitico |  10-20 500 7s0 | Pessonalidad, .
(Cs) convulsiones, erupcion
cutinea
Alteraciones del tracto
ctionamida | o ericida 10-20 500 750 |@sonkcsnel,  dices
(Et) hepatotéxicos, reacciones
de hipersensibilidad
- Efectos toxicos auditivos y
kanamicina |\ sericida 15 750 1000 | vestibulares, cfectos
(Km) :
nefrotoxicos
Efecto sobre el cartilago en
ofloxacina bectericida 75.15 600 800 crecimiento, alteraciones
(0) i gastrointestinales, erupcion
cutinea, ccfalea
acido Alteraciones del tracto
paramino 5 s gastrointestinal,
slicilioy, | Decteriostiico | 150 8g 128 | hipersensibilidad, ~efectos
(PAS) hepatotoxicos
Alucinaciones, depresion,
hipoglicaemia,
protionamida e hiptiroidismo,  hepatitis,
(PY) bactericida 10-20 500 750 altericioney  Titastmalie.
impotencia, cefalea,
neuropatia periferica
1.1.13. Prevencion

Ciertos individuos estdn predispuestos a la infeccién por distintos factores, como
desequilibrios hormonales, el envejecimiento, la desnutricién y la infeccién con VIH.

Actualmente, la OMS propone programas disefiados para supervisar la medicacién evitando
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asi la aparicién de mas cepas MDR. La vacuna de la tuberculosis, conocida como bacilo
Calmette-Guérin (BCG) (Fig. 15) puede prevenir la extensién de la tuberculosis y de la
meningitis tuberculosa en nifios. Pero la vacuna no protege necesariamente contra la
tuberculosis pulmonar.

Factores limitantes para el control de la tuberculosis son vacunas de pobre eficacia, falta de
un diagnéstico réapido y el desconocimiento de los mecanismos de patogenia del bacilo
tuberculoso.

1.2. PARED CELULAR DE Mycobacterium tuberculosis

La pared celular de las especies micobacterianas consisten no sélo de peptidoglicanos, sino
también de un gran niimero de glicolipidos. La presencia de estos lipidos hacen a la bacteria
impermeable. Las propiedades de la pared celular se atribuyen al complejo peptidoglicano-
arabinogalactano-micolatos (mAGP), que es un polimero formado por unidades de lipidos,
azicares y aminodcidos. Unido al peptidoglicano por medio de enlaces fosfodiéster hay un
polisacarido ramificado llamado arabinogalactano, cuyo extremo distal esté esterificado con
dcidos micélicos (4cidos grasos de alto peso molecular) con tamafio y caracteristicas tinicas
en las micobacterias. Este complejo mAGP forma el esqueleto de la pared celular.
Asociado a este esqueleto existen una gran cantidad de lipidos y glicolipidos libres, los
cuales no estén ligados covalentemente (Fig. 16) (Bersa y Chatterjee, 1994).

La pared celular rica en lipidos de la micobacteria tiene ciertas propiedades que la
defienden de los procesos microbicidas del hospedero, lo cual puede contribuir a su
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capacidad de sobrevivir en los macréfagos inactivos. Se sabe que los lipidos de la pared
celular micobacteriana se producen en abundancia durante la infeccién y que algunos de
estos lipidos se pueden difundir hacia las membranas e insertarse en ellas (Beatty e al.,
2000), lo cual podria alterar la organizacion lipidica de las membranas de la célula
hospedera y por lo tanto el funcionamiento de éstas.
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Figura 16. Esquema de la pared celular de Mycobacterium tuberculosis
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Entre las funciones que se pueden ver alteradas encontramos la permeabilidad de las
membranas, lo cual disminuye o incrementa la permeabilidad pasiva al agua o moléculas
solubles, Ia rigidez membranal, también puede cambiar la polaridad o hidrofobicidad de la
superficie al introducirse un gran mimero de carbohidratos diferentes a los normalmente
presentes. Estos efectos pueden asi mismo alterar el reconocimiento entre células
(macré6fagos y linfocitos), la fusién de membranas como es la formacién del fagolisosoma,
la transferencia de electrones en mitocondria y en la membrana plasmitica, la
concentracién iénica de los organelos y el pH (Beatty e al, 2000).

Las caracteristicas tan especiales de la pared celular micobacteriana con su gran contenido
de lipidos polares y apolares dan bases para relacionarlos con la virulencia y patogenicidad
de la bacteria. Los principales lipidos apolares encontrados en M. tuberculosis son los
triacilglicéridos, los cuales son reservas de energia y estin generalmente contenidos en

vacuolas intracelulares.

2.1. PDIMs
El componente apolar mayor de las vacuolas de la pared celular es la familia de las ceras

denominadas dimicocerosatos de ftiocerol (PDIMs); éstos son compuestos de écidos
micocerésicos esterificados (Fig. 17) con dioles de cadena larga denominados ftioceroles

(Minnikin et al., 1991).
C]:I,(Cll,)n)\/l\/k/l\m'

Figura 17. Acido micocerésico

1.2.2. Acil-trealosas

Los mayores componentes de lipidos polares libres son las trealosas aciladas las cuales
difieren considerablemente de los patrones de acilacién por trealosa y en contenido de
acidos grasos. Estos componentes incluyen las acil-trealosas neutras y los sulfatidos, que

son aciltrealosas acidas por su contenido en sulfato (Brennan, 1988).
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2.2.a. DAT

La 2,3-di-O-aciltrealosa (DAT) es un glicolipido relativamente polar de M. tuberculosis
localizado hacia la parte externa de la pared celular, que contiene una combinacion de
acidos grasos de cadena lineal con micocerosatos de 21 a 25 dtomos de carbono (Fig. 18)
(Besra et al., 1992). Recientemente se ha reportado que este glicolipido inhibe la

proliferacion celular de linfocitos en modelos murinos (Saavedra et al., 2001).
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Figura 18. 2,3-di-O-aciltrealosa

1.2.2.b. Sulfolipidos

Los sulfolipidos (Fig. 19) de M. tuberculosis son los componentes mas caracteristicos de la
pared celular de cepas virulentas (H37Rv y Erdman) de M. tuberculosis y no son
comunmente encontrados en cepas atenuadas de M. tuberculosis. Estos sulfolipidos son de
la familia de ésteres de trealosa-2-sulfato (Rivera-Marrero ef al., 2002). Los principales
acidos grasos esterificados para una variedad de posiciones de trealosa son los tioceranicos,
hidroxitiocerdnicos y palmitato o 4cido graso estedrico. Estos glicolipidos se les ha
asociado como factor de virulencia ya que se ha demostrado que la inactivacion del gen
mmpL8 de M. tuberculosis, determinante para la biosintesis del sulfolipido SL-1, conduce a
la generacién de un fenotipo atenuado claramente menos virulento en el modelo murino
(Domenech ef al, 2004). También se ha propuesto su participaciéon en mecanismos de

activacion y sefializacion celular de neutréfilos y macréfagos (Brozna, 1991).
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Figura 19. Estructura representativa de los sulfolipidos
2.2.c. TATs

Las triacil trealosas (TATs) (Fig. 20) son glicolipidos presentes en el complejo M.
tuberculosis, asi como en M. fortuitum. Contienen &cidos grasos o,p-no saturados
especificos del bacilo de Koch, con sustituyentes ftienoil, una familia de multimetilos
ramificados con 25 y 27 atomos de carbono en M. tuberculosis; y en M. fortuitum posee 19
dtomos de carbono (Muiioz ef al, 1997). Ademas M. fotuitum sintetiza 2,3 ,4-tri-acil-trealosa
y 2,3,6-tri-acil-trealosa mientras que M. fuberculosis s6lo expresa la tiltima.

R

Figura 20. Triacil trealosas de M. fortuitum. (a) 2,3,4-tri-acil-trealosa. (b) 2,3,6-tri-acil-trealosa.
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1.2.3. DMT

El 6,6’-dimicoloil-a-D-trealosa (dimicolato de trealosa, DMT) (Fig. 21), llamado también
“factor cuerda” es un glicolipido asociado a la pared celular del género Mycobacterium,y a
otros taxa como Corynebacterium y Nocardia. Probablemente es el lipido mejor estudiado
en las micobacterias, y a la fecha se han reportado propiedades inmunol6gicas como la
induccion de 1L-4, IL-6 e IL-10 después de la exposicién de células de ratén al DMT, asi
como la influencia en el macréfago para la produccién de citocinas pro-infamatorias (TNF-
o, IL-8) (Indrigo et al, 2003); también se ha visto la induccién de anticuerpos contra los
4cidos micolicos mas que contra los carbohidratos del DMT, esto en modelos de conejo y
confirmado con sueros de pacientes humanos infectados con M. tuberculosis (Pan et al,
1999).

Al DMT se le considera un poderoso inmuno estimulante, y se ha visto que induce la
expresion de IL-12 e INF-y (Oswald et al, 1997). Se ha visto que sobre regula la expresion
del MHC clase 11 y de CD1dl en macréfagos, lo cual incrementa la produccion de células
Thl, con lo cual se ha propuesto el usar DMT como adyuvante en una vacuna (Ryll et al,
2001). El DMT puede directamente inducir quimiocinas requeridas para la agregacién
inicial de células asi como las citocinas necesarias para la estabilizacion y activacién de la
formacion del granuloma (Ryll ez a/, 2001a). También se ha visto implicada en la
angiogénesis a través de la induccién del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
e IL-8 (Saita et al, 2000).

A

Figura 21. 6,6’-dimicolato de trealosa. R son los residuos de dcidos micélicos
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12.4. LAM

Los lipoarabinomananos (LAM) son lipoglicanos de la superficie de la micobacteria y
aparecen como las moléculas no peptidicas mas potentes en la modulacion de la respuesta
inmune del hospedero (Nigou ez al., 2003), y como moléculas que probablemente

contribuyen a la persistencia del bacilo.

Los LAM son moléculas anfipaticas que presentan una estructura tripartita que incluye un
ancla de manosil-fosfatidil-myo-inositol (MPI), un esqueleto de polisacaridos compuesto de
D-manano y D-arabinano, y finalmente capuchones® (Chatterjee et al., 1998). De acuerdo
con la estructura del capuchén se definen tres tipos de LAM (Fig. 22): ManLAM, PILAM y
AralLAM; ManLAM se ha descrito en micobacterias de crecimiento lento, M. tuberculosis,
M. leprae, M. avium, M. bovis, M. bovis BCG; los PILAM fueron encontrados en
micobacterias de crecimiento rapido, M. smegmatis y M. fortuitum;, AraLAM es descrito en
M. chelonae (Guerardel et al., 2002). ManLAM y PILAM tienen un amplio espectro de
actividades inmunomodulatorias (Tabla 3), también pueden modular funciones del
macréfago como la produccion de citocinas (Nigou et al., 2003).

| Residuos de Manosa } Lipemanano (LM)

CAPUCHON
_. ———»  ManLAM (M tuberculosis, M. bovis BCG, M. avium, M. leprae)

—. —» PILAM (M. smegmatis, M. fortuitum)

——p AraLAM (M. chelonae)

| ResidunsdeAmbhasa —

Figura 22. Representacion esquemética del LAM.

* Residuos de manosa, de fosfatidil inositol o arabinosa que se encuentran en la parte mais externa del LAM.
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Tabla 3. Sumario de las actividades biologicas del LAM. Tomado de Nigou er al, 2003.

ManLAM PILAM
Receptores/blancos del hospedero
MR, SP-A, SP-D, MBP, DC-SING CD14

Integracion directa en membrana plasmatica

Integracién directa en membrana plasmatica

Modulacién de funciones del macrofago

Supresion de proliferacion de celulas T dependiente
de MO
Inhibicién de la activacién de M® mediada por INF-y

Inactivacion de radicales libres de oxigeno
potencialmente citotoxicos

Inhibicién de apoptosis de M® inducida por M.
tuberculosis al alterar la sefializacion celular
dependiente de Ca®"

Promocién de la supervivencia de M® por la
fosforilacion de Bad a través de la ruta de
fosfatidilinositol 3-cinasa/Akt

Activacion de fosfotirosina fosfatasa SHP-1
Induccion de la sintasa inducible del oxido nitrico
(INOS)

Estimulacion de la actividad de la matriz

metalloproteinasa-9 (MMP-9)

Activacién de M® via TLR2

Estimulacion de la produccion de nitratos y
6xido nitrico por el M®

Induccién de la expresion de PTX3

Induccion de apoptosis

Modulacion de secrecion de citocinas

Inhibicién de la produccion de 1L-12 y TNF-a por
THP-1 y células dendriticas humanas

Estimulacién de la secrecion de TNF-acc e IL-
12 por M®

Estimulacion de la secrecién de IL-1 por
monocitos

Estimulacién de la secrecion de quimiocinas:
IL-8, Gro-a, MCP-3, y los productos de los
genes JE y KC

Estimulacion de linfocitos T

Estimulacién de linfocitos T aff CD4CD8’ via
_presentacién por CD1by CDlc
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1.2. Anticuerpos monoclonales (MABS)

1.3.1. mAbs contra antigenos de Mycobacterium

Las micobacterias producen una gran variedad de glicolipidos que se localizan en la pared
celular; estas moléculas representan potenciales factores de virulencia ya que interactiian
con las células inmunes del hospedero y contribuyen a la patogenicidad de la bacteria. Se
ha reportado que glicolipidos caracteristicos de M. tuberculosis como DAT, TAT y DMT
brindan una alta eficacia para el inmunodiagnéstico de la tuberculosis (Chan et al, 2000).
Ademas, se han realizado estudios sobre la respuesta humoral contra glicolipidos como
DAT, DMT, SL-1 y PGL en modelos murinos, en los cuales se ha logrado producir
anticuerpos contra estos (Cardona et al, 2002).

La purificacion y caracterizacion de los glicolipidos de Mycobacterium como antigenos,
llama la atencion para su uso en el serodiagnéstico de la tuberculosis y el estudio de la
patogénesis de esta enfermedad. El microandlisis de glicolipidos es facilitado con la
utilizacién de anticuerpos monoclonales los cuales son especificos para secuencias y
estructuras bien establecidas. Estos anticuerpos monoclonales contra antigenos especificos
se usan para la clonacién y caracterizacion de los genes responsables de la expresion del

antigeno (Cho et al., 1992).

Anticuerpos monoclonales contra numerosos antigenos de Mycobacterium han sido
producidos y usados para la clonacion y caracterizacién de los genes responsables para la
expresién de los antigenos. Entre estos anticuerpos se encuentra el producido contra el
glicolipido fendlico (PGL-Tb) el cual ha sido usado en la detecciéon de antigeno en muestras
clinicas (Cho et al, 1992). Otros anticuerpos se han generado contra glicopeptidolipidos
(GPL) (Nishimori et al, 1987; Kolk AHJ et al, 1989), y un gran nimero contra proteinas,
como las de 71, 65, 38, 23 19, 14, 12, 28, 35 kD (Damiani ef a/, 1988; Rumshlag e al,
1990); también se han desarrollado anticuerpos contra lipoarabinomanano y
arabinogalactano (Cho et al, 1990; Glatman-Freedman et al, 1996; Olds et al, 1987); se han
generado anticuerpos monoclonales contra la pared celular de M. ruberculosis y M. avium
(Match et al, 1988; Wagner et al, 1992)
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1.3.2. Principio de la obtencién de mAbs

Los anticuerpos monoclonales (mAbs) son anticuerpos con una tnica especificidad, son
obtenidos por la inmortalizacién de células B in vitro, las cuales contienen un gen particular
de anticuerpo para producir una poblacién de células idénticas (Zola , 2001; Nelson ef al,
2000). En 1975 George Kohler y Cesar Milstein desarrollaron una técnica para la
produccién de mAbs a través de la fusién de células B de bazo con células de mieloma, a la
célula resultante de esta fusion se le llama hibridoma. Desde entonces la técnica del
hibridoma se ha convertido en uno de los pilares de la biotecnologia con un gran impacto
en la biologia, medicina e industria (Milstein, 1999). Los mAbs son muy utiles en
investigaci6n basica y han facilitado el desarrollo de nuevas pruebas de diagnéstico para los
componentes del suero y del tejido fino y los agentes infecciosos (Pirofski et al, 1990).

El proceso para la generacién de hibridomas en esencia comprende cinco pasos:
inmunizacion, fusion, seleccion, screening y caracterizacion (Fig. 23). Los protocolos de
inmunizacién varian dependiendo de la naturaleza del antigeno. La fusién se realiza
mezclando células de bazo de un ratén inmunizado con células de mieloma, a la mezcla se
afiade polietilénglicol el cual estimula una fusién pasiva haciendo que las células se peguen
y excluyendo el agua del ensamblaje (Zola, 2001).

Las células de micloma usadas para la fusién presentan una deficiencia en la enzima
hipoxantina-guanina-fosforibosiltransferasa (HGPRT), lo que significa que estas células
son incapaces de usar la via altena para la biosintesis de purinas, caracteristica esencial
para el proceso de seleccién post-fusién. La ruta de novo para la biosintesis de nucledtidos
puede ser bloqueada con aminopterina; después de la fusion las células se siembran en
medio HAT (hipoxantina-aminopterina-timidina) en el cual sélo los hibridomas célula B-

mieloma creceran.
Cuando se observan colonias visibles en los cultivos es tiempo para probar el sobrenadante

y su contenido de anticuerpos que generalmente va de 1-5ug/ml; cultivos negativos son

eliminados y los positivos se clonan para garantizar que los anticuerpos provienen de una
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sola célula (Zola H, 2001). Otro factor desafortunado es que algunos hibridomas son
inestables y las células pierden la capacidad para producir anticuerpos (Nelson et al, 2000).

raton inmunizado Tmaa colular mutante durvaila
con el anligeno X the un i de imtocitos B
i
y,

|

celula productors de * .:Q
anticuarpos anti-X a?

linfocitos B (morirdn a los lestas calulas creceran indelimdamente en un
pocos dias de cullive) medio normal poro monan en el madio selectivo)

FUSION

productos de la fusion colocmios
en multiples n!nca:. de cultive anticuerpo anti X
s=giegsio

umcamente los hibridomas :,nh.un on el media seloctvo

— — ——I ~

L Elahh B0
detectar Ia prasencia de snticuerpos
anti-X an el sobransdante y clonar

las uélulas de las placas positvas
con -1 cehila por placa

G A T T O O LR

o L.

permitie que las celulas se mullphguen
¥ comprobar la exmtencia de
anticustpos anti- X en el sobrenadante

=
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un-lm'nnwnmd .
ey
Figura 23. Esquema para la generaciodn de hibridomas productores de anticuerpos monoclonales. Tomado de
Alberts er al, 1996.
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II. JUSTIFICACION

Los glicolipidos libres de Mycobacterium tuberculosis sobresalen por diversas
caracteristicas: (1) poseen estructuras quimicas originales que los hace Unicos inclusive
dentro del género Mycobacterium, (2) hay cada vez mayores evidencias de su posible papel
en la patogenia de la enfermedad, (3) su especificidad y antigenicidad los convierten en

potentes herramientas para el inmunodiagnéstico de la tuberculosis.

El estado de conocimientos actual sobre los glicolipidos del bacilo tuberculoso y su papel
en la patogenia de la enfermedad es atn incipiente. A pesar de la gran riqueza y variedad de
lipidos de Mycobacterium, pocas son las moléculas grasas hasta ahora descritas por su
capacidad de activar o modular la respuesta inmune del huésped. Mas deficientes son aun
los estudios que aborden los mecanismos de accion de glicolipidos con la célula huésped.
En particular, muchos estudios celulares han sido facilitados por la disponibilidad de
anticuerpos monoclonales en contra de los glicolipidos lipoarabinomanano y fosfatidil-
inositolmandsido, los cuales representan los lipidos libres mayormente estudiados en
Mpycobacterium. No existen, en cambio, anticuerpos monoclonales que puedan servir como
herramienta de estudio para glicolipidos libres caracteristicos de M. tuberculosis y
restringidos a esta especie. Por otro lado, estos glicolipidos libres especificos del bacilo
tuberculoso se han identificado como inductores de respuesta humoral muy especifica en
individuos con tuberculosis activa, por lo que la disponibilidad de anticuerpos
monoclonales en contra de estos compuestos seria sumamente util para fines de

inmunodiagnéstico de la tuberculosis.

La induccién de respuesta humoral en contra de compuestos lipidicos ha sido un factor
limitante para la produccién de anticuerpos monoclonales anti-lipidos, no solamente en el
caso de Mycobacterium sino de manera general. Se sabe que la infeccién en el modelo
murino con Mycobacterium tuberculosis resulta en una respuesta humoral en contra de
glicolipidos libres, por lo que buscar estrategias para la induccién de esta con los lipidos

purificados o tomados de especies micobacterianas menos patdgenas es factible.
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III. OBJETIVOS

General

» Producir anticuerpos monoclonales en contra de glicolipidos libres basados en trealosas,

caracteristicos de Mycobacterium tuberculosis.

Particulares

» Purificar glicolipidos caracteristicos de Mycobacterium tuberculosis a fin de utilizarlos

como inmundgenos y como herramientas para el andlisis de respuesta humoral en ratén.

» Producir respuesta humoral en ratén en contra de glicolipidos basados en trealosas (acil-

trealosas y micoloil-trealosas), caracteristicos de Mycobacterium tuberculosis.

» Producir y seleccionar hibridomas productores de anticuerpos anti-glicolipidos de

Mycobacterium tuberculosis.
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IV. ESQUEMA METODOLOGICO

Cultivo de Mycobacterium fortuitum ATCC 6841

[

v

Extraccion de lipidos
con solventes organicos
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Fraccionamiento de lipidos
por cromatografia de adsorcién
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células de mieloma
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V. METODOLOGIA

5.1. OBTENCION DE GLICOLIPIDOS

5.1.1. Cultivo de micobacterias

Se us6 la cepa ATCC 6841 de Mycobacterium fortuitum (conocida por compartir con
M.tuberculosis los glicolipidos DAT, TAT y DMT). Las bacterias se cultivaron en medio

Sauton a una temperatura de 37°C, por un periodo aproximado de 2 semanas.

5.1.2. Extraccién de glicolipidos

Una vez que las bacterias alcanzaron un desarrollo adecuado se separaron del medio de
cultivo por filtracion. Las células recuperadas se colocaron en una mezcla de cloroformo-
metanol (1:2, v/v) por una semana. El extracto obtenido se filtré y el residuo celular se
coloco en una mezcla de cloroformo-metanol (2:1, v/v) por 1 hr en bafio Maria a 50°C; los
extractos se reunieron, fueron secados y concentrados en un rotavapor. Estos extractos
fueron lavados por el método de Folch empleando una mezcla de cloroformo-metanol-agua
(4:2:1, v/v/v). La fase organica se colecto y se secé con el rotavapor (Biichi R-114). De esta
forma se obtuvo el extracto lipidico total (Escamilla et al., 1996).

5.1.3. Purificacién de glicolipidos

El extracto lipidico total se fraccioné en columnas de Florisil con cloroformo e
incrementando la concentracién de metanol en cloroformo (1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 20 y 24 %).
El anilisis de las fracciones se hizo por cromatografia de capa fina (TLC) en placas de
vidrio con silica gel; en esta placa también se utilizaron estandares de DAT, TAT y DMT
debidamente caracterizados con los que se cuenta en el laboratorio. Para la visualizacion de
los glicolipidos, la placa se reveld con una solucién de antrona y se calent6 a 110°C durante
5 min (Saavedra et al., 2001). Las fracciones que contenian los glicolipidos de interés se

juntaron y se pasaron por otra columna de Florisil para un fraccionamiento mas fino; al
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igual que con la primera columna se us6 como eluyente cloroformo; se incrementé la

concentracion de metanol (2, 4, 6, 8, 10y 15 %) y las fracciones se analizaron por TLC.

5.1.3.a. Purificacién de DAT

Las fracciones enriquecidas con DAT se sometieron a una precipitacién con metanol frio
para separar monomicolato de trealosa, de polaridad semejante pero diferente solubilidad.
Se continud con la purificacion, corriendo el DAT en placas preparativas con cloroformo-
metanol-agua (60:12:2, v/v/v); las placas se revelaron con rodamina, los glicolipidos se
visualizaron con UV, el DAT se recuperd raspando la placa y pasandolo por una columna
de silica eluyendo con cloroformo-metanol (80:20, v/v). Para la purificacién final se
emplearon cartuchos Sep-Pak de silica gel; para la activacién del cartucho se eluyeron 6
volumenes del cartucho con cloroformo. Una vez activada la columna, se deposité la
muestra (aprox. 5Smg) sobre el soporte. Los compuestos no deseados se eluyeron con
cloroformo, y los compuestos de interés se obtuvieron incrementando la polaridad del
eluyente, el cual es una mezcla de cloroformo-metanol de la siguiente forma: cloroformo-
metanol (100, 99:1, 98:2, 97:3, 96:4, 94:6, 92:8, 90:10, 88:12 y 86:14, v/v). Posteriormente,
cada fracciéon fue analizada por TLC y las fracciones que contenian DAT libre de

contaminantes fueron conservadas.

5.1.3.b. Purificacién de TAT y DMT

Las fracciones enriquecidas con TAT y DMT se sometieron a precipitacion con acetona fria
ya que estos glicolipidos coeluyen a partir de columnas de adsorcion en florisil. Después
de las precipitaciones se corrieron los compuestos por cromatografias en placa preparativa
con cloroformo-metanol (90:10, v/v); las placas se revelaron con rodamina, los glicolipidos
se visualizaron con UV, los productos de interés se recuperaron raspando la placa y se

pasaron por una columna de silica eluyendo con cloroformo-metanol (90:10, v/v).
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5.2. INDUCCION DE RESPUESTA HUMORAL EN CONTRA DE GLICOLIPIDOS
5.2.1. Inmunizaciéon con DAT en AIF

Ratones BALB/c y C57BL/6 fueron inmunizados con 200 pg de DAT en 50001 de
adyuvante incompleto de Freund (AIF) (Sigma Chem) y 50pl de PBS, por raténm,
subcutdneamente y dando 3 refuerzos con 10 dias de diferencia entre cada refuerzo. Los

ratones fueron sangrados al dia 10, 20, 30 y 60 post-inmunizacion, como se muestra en la
tabla 4.

Tabla 3. Esquema de inmunizacién y sangrado de ratones

Dia0 |200 pg de DAT en 50 ul de PBS + 50 ul AIF
Primer sangrado
200 pg de DAT en 50 pl de PBS + 50 ul AIF

Dia 20 Segundo sangrado
200 pg de DAT en 50 ul de PBS + 50 ul AIF

Dia 30 | Tercer sangrado
Dia 45 | 100 pg de DAT en 50 ul de PBS + 50 pl AIF
Dia 69 | Cuarto sangrado

Dia 10

5.2.2. Inmunizacién con DAT incluido en liposomas

El DAT fue incluido en liposomas para la inmunizacién de ratones BALB/c y C57BL/6,
utilizando el método de dehidratacion-rehidratacién; 50 mg de 1,2-distearoil-sn-glicero-3-
fosfocolina y 25 mg de colesterol se disolvieron en 5 ml de cloroformo. Se disolvieron 8
mg de DAT en una pequefia cantidad de cloroformo y se afiadi6 a la solucién con
colesterol, los solventes se evaporaron con rotavapor (Biichi R-114); se resuspendieron en
PBS y se formaron los liposomas a medida que se fue sonicando (Cole Parmer Instrument,
4710) (Hiromatsu et al., 2002). Para determinar la poblacién de liposomas que se tenia, los
liposomas fueron analizados por microscopia electronica con tincion negativa de la
siguiente manera: se coloc6 una gota de la muestra en rejillas de cobre cubiertas con
membrana de formuar, se dejé sedimentar y se eliminé el sobrenadante, se afiadié una gota
de acetato de uranilo al 2.5% o acido fosfotunstico (PTA) al 2% pH 7.2 para la tincién, se

dej6 un minuto y se lavo con agua destilada para eliminar exceso de contraste (New, 1990);
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las preparaciones se observaron en un microscopio electrénico de transmisién (Jeol 1010) a
los aumentos 15K, 25K y 40K. Se inmunizaron ratones BALB/c y C57BL/6 con 200ug de
DAT incluido en los liposomas en 10001 de PBS, via intraperitoneal, y dando 3 refuerzos
con 10 dias de diferencia entre cada refuerzo. Los ratones fueron sangrados a los 10, 20, 30

y 60 dias post-inmunizacion.

5.2.3. Infeccién con Mycobacterium fortuitum

Se hizo un cultivo de M. fortuitum en medio Sauton 0.05% Tween 80 hasta alcanzar una
D.O. de 0.8 a 600 nm (aprox. 5 dias). Se lavo el cultivo una vez con PBS-0.05% Tween 80,
y dos veces con PBS. Se eliminaron agregados bacterianos por centrifugaciéon durante 10
min a 200g, recuperando el sobrenadante, se homogeneizé con jeringa de insulina y se
congeld en alicuotas de 2 ml a -70°C. Se realiz6 una cuenta de unidades formadoras de
colonias (CFU) en medio 7H10 y se ajust6 la suspension bacteriana a una concentracién de
3x10” CFU/ml en PBS. Para la infeccién se inyectaron, via intravenosa, 100 pl de la
suspension bacteriana a cada ratén (Saito & Tasaka, 1969; Tomioka et al, 1990; Lui et al,
2003). Los ratones fueron sangrados a los 10, 20, 40, 60 y 190 dias post-infeccién. Los
ratones C57BL/6 fueron reinfectados con 3x10° bacterias por ratén al dia 190 y fueron
sangrados 10, 20 y 30 dias post- reinfeccion.

5.3. ELISA CON GLICOLIiPIDOS COMO ANTIGENOS

Para la determinacion de anticuerpos anti-glicolipidos circulantes en el suero de los ratones,
inmunizados e infectados, se utiliz0 un inmunoensayo enzimatico (ELISA). Los
glicolipidos purificados se disuelven en una mezcla hexano-etanol (1:1, v/v) a una
concentracién de 10 pg/ml. De esta solucién se toman 100 pl y se depositan en placas de
microtitulacién de poliestireno (Poly sorb, Nunc). Se deja secar durante toda la noche a
37°C. Los pozos fueron saturados con 200 pl de una solucién al 2% (w/v) de albumina
sérica bovina (BSA) en una solucién de fosfato salino (PBS) a 37°C por 1 hr Se lavé 4
veces con PBS (Escamilla et al., 1996). Se agregaron 100 pl de suero diluidos 1:300 o en
diluciones sucesivas 1:300 hasta 1:30000, en PBS-BSA 0.3%. Se dejaron incubando toda la
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noche a 4°C. Después de 4 lavados con PBS, se agregaron 100 pl de anticuerpo anti-IgG de
ratén conjugado a peroxidasa (Goat Anti-Mouse IgG (H+L) HRP conjugate, ZYMED),
diluido 1:5000 en 0.3% de BSA en PBS; y se incubd a temperatura ambiente por 2 hrs
Después de cuatro lavados con PBS, se agregaron 100 pl de una solucién de sustrato
(ABTS single solution, Zymed). Después de 30 min de incubacién a 37°C, la absorbancia
fue leida a 405 nm con un lector de microplacas. Los resultados son expresados como

densidad optica (D.O.).

5.4. FUSION DE CELULAS DE BAZO Y CELULAS DE MIELOMA

Cuando se obtuvo un titulo alto de anticuerpo circulante (1:3000) contra los glicolipidos, el
bazo fue removido y las células fueron fusionadas con células de mieloma, usando
polietilenglicol como agente fusionante (Kohler y Milstein, 1975), de acuerdo con el

siguiente protocolo.

5.4.1. Preparacion de las células de bazo

Se sacrificé al ratdn por dislocacion cervical, se extrajo el bazo y se colocé en una caja petri
estéril que contenia 10 ml de medio DMEM sin suero fetal bovino (SFB). Las células de
bazo se obtuvieron por perfusion. La suspension celular resultante se colocé en un tubo, se
centrifugd a 1500 rpm durante 10 min y se lavaron las células 2 veces con medio DMEM
sin suero. Posteriormente se resuspendieron las células en 10 ml del mismo medio y se

contaron las células.

5.4.2. Preparacién de células de mieloma

La linea celular de mieloma empleada fue la Sp2/0-Ag4. Se mantuvieron en crecimiento
exponencial en medio DMEM completo con 10% de SFB a 37°C con 5% de CO,.

El dia de la fusion las células fueron resuspendidas y colocadas en un tubo y se centrifugé a

1500 rmp durante 10 min. Se lavaron las células con medio DMEM sin suero al mismo
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tiempo que las células de bazo. Las células de mieloma se resuspendieron en 10 ml de
DMEM sin suero y fueron contadas.

5.4.3. Obtencién de macréfagos de cavidad peritoneal

Los macréfagos se obtuvieron un dia antes de la fusion celular. A los ratones una vez
sacrificados, se les inyectaron 5 ml de DPBS estéril via intraperitoneal. Se insert6 en el
peritoneo una aguja de calibre 186-38mm y el liquido se colect6 en tubos cénicos, éstos se
centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min, el sobrenadante se eliminé y los macréfagos se
resuspendieron en medio HAT; posteriomente fueron sembrados en cajas de cultivo de 96

pozos (Falcon 3072, Becton Dickinson).

5.4.4. Fusién celular

Se mezclaron las células de bazo con las de mieloma en una relacién 5:1, se centrifugaron a
1500 rpm durante 10 min y se eliminé el sobrenadante. Se afiadieron 0.5 ml de la solucién
de polietilenglicol 50% (PEG 1550, Serva) agitando durante 90 seg; se agregaron 0.5 ml de
medio sin suero sin dejar de agitar, se afiadieron sucesivante volimenes dobles de medio en
intervalos de 90 seg hasta completar un total de 8 ml. Se centrifugd a 1500 rpm durante 10
min se retiré el sobrenadante y se diluyeron las células en 10 ml de DMEM con 10% de
SFB y se incub6 por 2 hrs a 37°C con 5% de CO,. Posteriormente se centrifugé y se diluy6
en medio HAT y se distribuyeron las células en placas de 96 pozos que contenian

macréfagos peritoneales murinos obtenidos 1 dia antes.

5.4.5. Seleccion de hibridomas

El cultivo con células crecidas fue examinado para la presencia de anticuerpos contra DAT,
TAT y DMT por medio de un ELISA donde se utiliza a los glicolipidos como antigenos
como se describi6 en el punto 3, con la variante de que se usaron 100 01 de los
sobrenadantes frescos de hibridomas sin diluir en cada pozo; como control positivo se usé
suero del ultimo sangrado post-infeccién y como control negativo el suero pre-infeccion; la

placa se incub6 durante toda la noche a 4°C.
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V1. RESULTADOS

6.1. Purificacién de Glicolipides

Se cultivé M. fortuitum de la cepa ATCC 6841 en medio Sauton. De las células recuperadas

se extrajeron los lipidos totales con mezclas de cloroformo-metanol.

Para el fraccionamiento de los extractos totales de lipidos, se empacaron columnas con
Florisil Merck (0,150-0,255 mm). Se usé como eluyente cloroformo y se incrementé la
concentracion de metanol. Cada una de las fracciones obtenidas fue analizada por TLC
(Fig. 24) y los glicolipidos fueron identificados por su corrimiento cromatografico
(Rfpa1=0.49; Rfra1=0.69; Rfpy1=0.85; en el sistema de solventes CHCl;:MeOH:H,O
(60:16:2, v/v/v)). Las fracciones 1 y 2 sélo contenian grasas; a partir de la fraccién 5 y
hasta la fraccion 10 contienen TAT y DMT, y las fracciones 13 y 14 contienen DAT

semipuro.

60:16:2

12 3 4 6§ 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figura 24. TLC analitica de las fracciones obtenidas del fraccionamiento en la columna con Florisil Merck
(0,150-0,255 mm); la placa fue corrida en una solucién de CHCl;:MeOH:H,0 (60:16:2, v/v/v). Al DAT, TAT
y DMT, identificados por su corrimiento cromatografico (Rf). Placa revelada con antrona 0.2% en H,SQ,.
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6.1.1. Purificacion de DAT

Al igual que para la purificacién de TAT y DMT, se reunieron las fracciones de primera
columna que contenian DAT y se empacé una segunda columna con Florisil 100-200 mesh.
En esta segunda columna, el DAT se obtiene a una concentraciéon de 8% de metanol en
cloroformo. La figura 28 es una placa analitica (TLC) corrida en una solucién de
cloroformo:metanol:agua (60:16:2, v/v/v), en la que se muestra que las fracciones que

contienen este glicolipido tienen menos grasas.

60:16:2

‘.‘QQ<—DAT
X

Figura 28. TLC analiticas de las fracciones enriquecidas en DAT obtenidas de la segunda columna con
Florisil 100-200 mesh. Placa corrida en una solucién de CHCl;:MeOH:H,0O (60:16:2, v/v/v) y revelada con
antrona 0.2% en H,SO;. El Rf es el esperado para el DAT.
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Las fracciones de segunda columna que contenian DAT se reunieron y precipitaron con
metanol frio con el fin de separar al DAT del monomicolato de trealosa (MMT). En la
figura 29 se muestra el andlisis por TLC del precipitado, en el cual queda contenido el
MMT, y el sobrenadante en el cual queda el DAT con algunas impurezas.

"

Figura 29. TLC analitica de los productos obtenidos por precipitacién con metanol frio; la placa fue corrida en
una solucién de CHCl;:MeOH:H,0 (60:16:2, v/v/v) y revelada con antrona 0.2% en H,SO,. En ¢l precipitado
(p) se observa el MMT, y en el sobrenadante (s) el DAT enriquecido con otros lipidos. El Rf para los
glicolipidos fue el esperado.
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El DAT obtenido de la precipitacion con metanol se eluyd de placas preparativas de silica
gel para la purificacién final del DAT. Finalmente, el lipido se pasé por cartuchos Sep-pak
de silica gel, usando concentraciones crecientes de metanol en cloroformo. En la figura 30
se muestra un analisis por TLC de las fracciones de esta ultima cromatografia, en la que

podemos observar al DAT puro.

g NAT

0 2 345 6 7 81012 2
% MeOH en CHCl;

Figura 30. TLC analitica de fracciones obtenidas de la cromatografia de adsorcion usando
cartuchos Sep-pak de silica gel (paso final de la purificacién de DAT). La placa fue corrida en
una solucién de CHClL:MeOH:H,0 (60:16:2, v/v/v) y revelada con antrona 0.2% en H,SO,. El

DAT fue identificado por su Rf=0.49.
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6.1.2. Purificacion de TAT y DMT

Se reunieron las fracciones de la primera columna que contenian TAT y DMT. Se hizo una
segunda purificacion de los glicolipidos por columnas con Florisil 100-200 mesh, para un
fraccionamiento mas fino y eliminar grasas. En la figura 25 se muestran las fracciones
obtenidas, a una concentracion de 6% de metanol en cloroformo; estas fracciones fueron
analizadas por TLC, en la que se observa que las fracciones de TAT y DMT contenian
menos grasas. En el sistema de solventes CHCl;:MeOH (90:10, v/v), los Rf esperados son:
Rfpmr=0.46 y Rfra1=0.42-0.34.

DMT

TAT

Figura 25. TLC analitica de las fracciones obtenidas en la segunda columna con Florisil 100-200 mesh.
Fracciones enriquecidas en TAT y DMT. Placa corrida en una solucién de CHCl;:MeOH (90:10, v/v) y
revelada con antrona 0.2% en H,SO,.



Con el fin de separar el TAT y DMT, las fracciones se reunieron y precipitaron en acetona
fria. En el sobrenadante quedo el TAT y en el precipitado el DMT; estas fracciones fueron
analizadas por TLC. En la figura 26a se observan los 3 homélogos de TAT que tienen M.
fortuitum, y en la figura 26b se observa al DMT puro. Las fracciones que contienen TAT se
eluyeron en placas preparativas para separar los homoélogos de este glicolipidos y una vez
separados se analizaron por TLC (Fig. 27).

TAT

DMT

45 ,5“_;3,

Figura 26. TLCs analiticas de sobrenadantes (a) que contienen TAT, y de los
precipitados (b) con DMT, después de la precipitacion con acetona; placas corridas en
CHCL;:MeOH (90:10,v/v), revelada con antrona 0.2% en H,SO,. El Rf es el esperado

para los glicolipidos.
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Figura 27. TLC analitica de las fracciones de TAT separadas por cromatografia
en placas preparativas; placa corrida en CHCl;:MeOH (90:10,v/v) y revelada con
antrona 0.2% en H,SO,. El Rf es el esperado para cada uno de los homélogos del

glicolipido TAT.
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6.2. INDUCCION DE RESPUESTA HUMORAL CONTRA GLICOL{PIDOS

No se ha reportado un modelo de inmunizacién para la induccién de una respuesta humoral
contra glicolipidos en ratones, por lo cual se decidié utilizar diferentes estrategias como: la
inmunizacion con glicolipidos en adyuvante, técnica muy utilizada para la induccién de
anticuerpos contra proteinas; la inmunizacién con glicolipido incluido en liposomas,
técnica con la cual Hiromatsu y colaboradores indujeron respuesta inmune celular, en

cobayos, contra lipidos micobacterianos (Hiromatsu et al, 2002).

Se ha visto que en pacientes con tuberculosis hay producciéon de anticuerpos clase IgG
contra glicolipidos de M. tuberculosis (Simonney et al, 1997); por este motivo se decidi6é
estimular la produccién de anticuerpos mediante infeccion con Mycobacterium; se usé M.
Jfortuituim, patégeno oportunista de rapido crecimiento, ya que esta especie comparte con
M. tuberculosis los glicolipidos DAT, TAT y DMT.

6.2.1. Inmunizacién con DAT en AIF

Para la inmunizacién se usaron dos cepas distintas de ratones, BALB/c y C57BL/6. Se
utilizaron dos controles por cepa de raton, y se inmunizaron cuatro ratones de cada cepa
con DAT en adyuvante incompleto de Freund (AIF), siguiendo el esquema de

inmunizacién de la tabla 4.

Se determinaron los niveles de anticuerpos en un ELISA. Como puede observarse en la
figura 31 no hay reactividad diferencial hacia el lipido entre los animales control y los
inmunizados. Tampoco se observo ninguna diferencia cuando los sueros fueron evaluados
de manera individual (resultados no mostrados). Por lo tanto la inmunizacién de ratones
con este esquema de inmunizacion no proporcioné resultados satisfactorios para la

induccién de anticuerpos en contra de glicolipidos.
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Figura 31. Determinacién de anticuerpos anti-DAT por ELISA.

6.2.2. Inmunizacién con DAT incluido en liposomas

El DAT fue incluido en liposomas segimn la técnica de dehidratacion-rehidratacién. Con el

fin de hacer una evaluacion cualitativa de la presencia de liposomas, antes de inmunizar, se
observo una muestra por microscopia electrénica, teiiida con acetato de uranilo o PTA. En
la figura 32 se observa la gran variedad de liposomas en los que se agregé el DAT como
son: unilaminares, multilaminares, y lo que parecen ser micelas, por su tamaiio. Se decidi6é

utilizar esta preparacion sin purificar puesto que el objetivo de este trabajo no es determinar

cual de estas estructuras es mejor adyuvante.

Figura 32. Liposomas vistos a un aumento de x25k, en tincién de acetato de uranilo, en la cual se observan la
poblacién de liposomas en la que va incluido el DAT; aproximadamente | cm equivale a 200 nm; con la

flecha azul se indica un liposoma unilaminar, y con las flechas verdes liposomas multilaminares.
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Para la inmunizacién con DAT incluido en liposomas se sigui6é el mismo esquema que se
describe en la tabla 4. Los ratones control se inmunizaron con liposomas sin glicolipido. Se
midié la reactividad de los sueros contra DAT por ELISA. En la figura 33 se muestra la
reactividad del conjunto de sueros de los grupos de ratones inmunizados con DAT incluido
en liposomas. Como se puede observar tampoco hay reactividad diferencial hacia el DAT
entre los grupos control y los inmunizados.

0.5+

—=—C57 DAT

E 0.44 —«— Balb/c DAT
,: —»— C57 control
S 0.34 —— Balb/c control
o x
g 024 e

0.1+

0.0 T T 1

100 1000 10000 100000

dilucién
Figura 33. Respuesta serica a DAT en ratones inmunizados con DAT en liposomas.

6.2.3. Infeccién con Mycobacterium fortuitum

Se infectaron 5 grupos de ratones BALB/c, con 5 ratones en cada grupo, segin se describe
en la tabla 5; por otro lado, se infecté un grupo de 5 ratones C57BL/6 por via oral con una
dosis de 3 millones de bacilos. Se colectaron los sueros de los ratones antes de la infeccién
(como control negativo), y también a los 10, 20 y 40 dias post-infecciéon. Se hicieron
ELISAs para monitorear la reactividad de estos sueros, diluidos 1/300, contra distintos
glicolipidos libres compartidos por M. tuberculosis y M. fortuitum. Como antigenos para
estos ELISAs se usaron una fraccion que contenia DAT, y otra que contenia TAT y DMT

(Fig. 34).
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Figura 34. Anilisis de los lipidos de M. fortuitum utilizados como antigenos a fin de rastrear
respuesta serologica en los ratones infectados. a, DAT. b, DMT + TAT.

Tabla 5. Grupos de ratones BALB/c infectados, via y cantidad de bacterias utilizadas para la infeccion.

Dosis Via
Grupo 1 3x10° bacterias en 100l Intravenosa
Grupo 2 3x10° bacterias en 100pl Oral
Grupo 3 3x10° bacterias en 100pl Intraperitoneal
Grupo 4 ' 5x10° bacterias en 100pl Oral
Grupo 5 5x10° bacterias en 100pl Intraperitoneal

" Uno de los ratones de este grupo muri6 a los 10 dias post-infeccién
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En la figura 35 podemos observar los resultados del ELISA de los sueros de los ratones
infectados, probados contra dos diferentes antigenos. No hay reconocimiento diferencial
hacia el DAT entre los sueros control y los post-infeccion en ninguno de los grupos de
ratones BALB/c infectados. Se probé la reactividad de los sueros contra lipidos totales, y
tampoco se tuvo una reactividad positiva; los ratones BALB/c, en las condiciones de

infecciéon utilizados, fueron incapaces de generar respuesta humoral en contra de

glicolipidos.
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Figura 35. ELISAs de los sueros de los ratones BALB/c infectados con M. fortuitum,
utilizando DAT como antigeno. Los grupos corresponden a los tratamientos descritos en la
tabla 5. r: ratones individuales de cada grupo.
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En contraste con estos resultados en los ratones C57BL/6 se observo una respuesta humoral

hacia el lipido por lo cual se continué con los sangrados hasta los 5 meses post-infeccion

(Fig. 36), observandose un aumento en el titulo de anticuerpos contra los glicolipidos de

interés.

A
1.54
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r r2 r3 r4 5
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mmm 10 dias
E x =
£ 0.50- : I 20 dias
9 i . 40 dias
< -
°: g — 5 meses
Q .25+ :
0.00- :

m 2 3 4 5
Figura 36. ELISAs de los sueros de los ratones C57BL/6 infectados con M. fortuitum a diferentes tiempos
post-infeccién; dilucion de los sueros 1/200. Los ratones 2, 3 y 4 son los que presentaron una mejor
respuesta de anticuerpos IgG contra los glicolipidos de interés. A, resultado del ELISA de los sueros
usando como antigeno TAT+DMT. B, ELISA con DAT como antigeno.
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Después de estos resultados se decidié reinfectar a los ratones nuevamente con 3 millones
de bacterias y nuevamente se tomaron muestras a los 5, 10 y 20 dias post-reinfeccién (Fig.
37). Se decidié comenzar la fusién de los bazos de estos ratones con células de mieloma
para la produccién de hibridomas ya que se alcanzé un titulo maximo de 1/3000, que en el
caso de antigenos lipidicos puede considerarse aceptable.

b 1 pre-infeccion
3 reinfeccion

35 dias reinfeccién
/110 dias reinfeccion
=93 20 dias reinfeccion

3 pre-infeccion

3 reinfeccion

315 dias reinfeccion
110 dias reinfeccion
=3 20 dias reinfeccion

1 ” 3 r4 5

Figura 37. ELISAs de los sueros de los ratones C57 después de la reinfeccién con la M. fortuitum. Dilucién
de los sueros 1/200. A, el resultado del ELISA usando como antigeno TAT + DMT. B, ELISA usando como
antigeno DAT.
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En la figura 38 se muestra la titulacién del suero de uno de los ratones C57BL/6 (rat6n 2,
12), en contra de los antigenos lipidicos Se hicieron diluciones desde 1/100 hasta 1/30000
utilizando como antigeno DAT, TAT + DMT, y DAT + TAT + DMT. Considerando como
titulo la dilucién en donde una diferencia de 0.2 unidades de D.O. entre los sueros pre-
infeccién y post-infeccion, el suero del ratén 2 (12) present6 un titulo igual a 1/3000.

1.5
—=— DAT+TAT+DMT (+)
DAT+TAT+DMT (-)
E 1.0 —+— DAT (+)
g DAT (-)
& —— TAT+DMT (+)
8 os. TAT+DMT (-)
oy
0.0 T v
100 1000 10000

Figura 38. Titulacién de suero del raton 2 (12) reinfectado con M. fortuitum. El suero negativo (-, pre-
infeccidn) y suero positivo (+, post-reinfeccion).

6.4. PRODUCCION DE HIBRIDOMAS

Para la produccién de hibridomas se utilizé uno de los ratones C57BL/6 reinfectados con
M. fortuitum (12), el cual tuvo los titulos de anticuerpos mas altos contra los glicolipidos de
interés. Antes de la fusién de los bazos de este ratén se hizo una titulacién de los sueros
contra DAT, TAT y DMT diluyéndolos en medio de cultivo, a fin de adaptar el ensayo para
la medicién de respuesta de los anticuerpos secretados por los hibridomas en el
sobrenadante del medio de cultivo. Al modificarse el ELISA, la sensibilidad del método
resulté seriamente afectada disminuyéndose la respuesta a una tercera parte de la obtenida
en el ensayo anterior (Fig. 39).
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Firgura 39. ELISA de los sueros del ratén 2 C57, utilizando lipidos como antigeno y el suero diluido en
medio de cultivo. Suero negativo (-, pre-infeccién) y suero positivo (+, post-reinfeccion), diluidos en medio
de cultivo, contra las fracciones de DAT, DMT y TAT.

A pesar de la disminucion de la sensibilidad del método, se decidi6 realizar la fusion de
células de bazo del ratén 2 con células de mieloma. Para este ensayo se utilizaron la mitad
de células de bazo, y el resto se conservaron en congelacion. Luego de observar
crecimiento de hibridomas (Fig. 40) se hizo un ELISA de los sobrenadantes para la
deteccion de anticuerpos contra los glicolipidos de interés. Como antigenos se utilizaron
una mezcla de DAT, TAT y DMT; en la figura 41 se presentan las graficas de los ELISAs
realizados con los sobrenadantes de los pozos que presentaron crecimiento. Como control
positivo se usé el suero del raton post-infeccion diluido 1/1000, y como control negativo el
suero pre-infeccion, también diluido 1/1000.

Figura 40. Fotografia de un pozo con crecimiento de hibridomas (10x)
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Al no encontrar clonas positivas en la primera fusion, se hizo una segunda fusién con las
células de bazo del ratén 2 que fueron conservadas en congelacién. De esta fusién se
obtuvieron algunas clonas con reactividad diferencial con respecto al control negativo
aunque sin alcanzar la reactividad del control positivo (Fig.42).
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Figura 42. ELISA de los hibridomas de la segunda fusién de bazo de raton reinfectado (r4).
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Desafortunadamente todos los hibridomas sufrieron muerte celular por lo que no fue
posible continuar con el siguiente paso del proceso de produccién de anticuerpos
monoclonales (clonacién por dilucién limitante). Se realizé una tercera fusién con células
de bazo del raton 4 (r4), sin embargo por problemas similares de muerte celular no se

consigui6 el crecimiento de hibridomas.
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VII. DISCUSION

El diagnéstico de la tuberculosis se basa en la confirmacién de M. tuberculosis por
microscopia y cultivo. El primer método es muy rdpido pero no es muy sensible, y el
segundo es sensible pero toma mucho tiempo para desarrollarse y requiere de personal
especializado. Por lo tanto se requiere de métodos especificos y sensibles para la

identificacion de M. tuberculosis, por ejemplo usando métodos inmunolégicos.

Las micobacterias producen una gran variedad de glicolipidos localizados en la capa
externa de la pared celular. Estas moléculas representan factores potenciales de virulencia
porque interactian con las células del hospedero y contribuyen a la patogenicidad de la
bacteria (Beatty et al, 2000). Estos componentes han sido estudiados como moléculas

blanco para la serologia en humanos.

Se han descrito muchos anticuerpos monoclonales para M. tuberculosis. S6lo dos de estos
mAbs han sido reportados como especificos para M. tuberculosis, y algunos se han
reportado como especificos para el complejo M. tuberculosis (Schoningh et al, 1990).

Un punto clave para la producciéon de mAbs es la induccién de anticuerpos contra el
antigeno de interés. Para la induccién de una respuesta humoral es dificil el comparar una
respuesta a antigenos peptidicos y antigenos lipidicos porque el nimero de epitopes
disponibles probablemente sea diferente en las dos situaciones. También es importante
poner atencién en la naturaleza del antigeno el cual probablemente pueda carecer de
propiedades estimulantes para el linfocito, por ejemplo su naturaleza quimica o la repetitiva

exposicion en la parte externa de la pared celular.

Se ha reportado la produccion de anticuerpos anti-glicolipidos de la pared de M.
tuberculosis en un modelo de infeccién via aerosoles (Cardona et al, 2002), pero este
trabajo muestra una respuesta humoral pobre y sélo se detectaron anticuerpos tipo IgM
contra DAT y SL-1.

ESTA TESIS NO SALEk 2
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En el presente trabajo se logré inducir una respuesta humoral IgG contra tres glicolipidos
caracteristicos de M. tuberculosis (DAT, TAT y DMT). El obtener una respuesta humoral
optima fue muy dificil y solo se logré por infeccion con células de M. fortuitum vivas via
oral. Los sintomas reportados anteriormente en ratones infectados con M. fortuitum, como
la enfermedad de “giro” (spinning) (Saito y Tasaka, 1969) no fue observada en ningin
raton.

Una vez obtenido un titulo de anticuerpos adecuado, tomando en cuenta las caracteristicas
de nuestros antigenos, se decidi6 comenzar con la fusién. Los hibridomas se crecieron en
medio HAT con kanamicina, al mismo tiempo se hicieron cultivos para verificar si el bacilo
permanecia en bazo. Los hibridomas crecieron muy lentamente y en el proceso otros

murieron, posiblemente por la toxicidad de la kanamicina.

Aunque debido a estos eventos no logramos clonar hibridomas productores de anticuerpos
anti-glicolipidos, el presente trabajo sienta las bases para la induccién de una respuesta

humoral de IgG en contra de glicolipidos caracteristicos de M. tuberculosis.

Posiblemente la infeccion de los ratones con una dosis mayor de bacterias permitird la

obtencion de titulos de anticuerpos superiores que faciliten la clonacién de los hibridomas.



VIII. CONCLUSIONES

# Se obtuvo respuesta humoral en ratén contra glicolipidos M. tuberculosis
estandarizando un modelo de infeccién con M. fortuitum, lo cual resulta sumamente 1til
ya que no requiere instalaciones con bioseguridad nivel 3 como ocurre con M.

tuberculosis.
% A pesar de haber encontrado una buena respuesta humoral con el modelo de infeccién,

via oral, no fue posible obtener los anticuerpos monoclonales debido a la muerte celular

de los hibridomas.
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X. APENDICEI. MEDIOS DE CULTIVO

1. BACTERIOLOGICOS

a. Medio minimo Sauton b. Medio sélido 7H10 Middlebrook
Citrato Fierro y Amonio 0.05¢g (Difco, Becton Dickinson) preparado
Sulfato de Magnesp 05g segun especificaciones comerciales.
Fosfato Monopotasico 05g

Acido citrico 20g

Asparagina 40¢g

Glicerol 60.0g

H,O cbp 1L

2. CELULARES

< DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Gibco) preparado de acuerdo a las

instrucciones del distribuidor.

Suplementos Medio Completo | Medio HAT Medio HT

aa no escenciales (100x) (Gibco) 1% 1% 1%
Piruvato de Na (100x) (Gibco) 1% 1% 1%
Glutamina (100x) (Gibco) 1% 1% 1%
Suero Fetal Bovino (SFB) (Gibco) 10% 10% 10%
Hlipoxantina-Timidina - 1% 1%
Aminopterina - 1% -

Estreptomicina-Penicilina (100x) (Gibco) - 1% 1%
Kanamicina - 1% -

DMEM 87% 84% 85%

Hipoxantina-Timidina

Se disolvieron 136.1 mg de hipoxantina (Sigma) y 37.8 mg de timidina (Sigma) en 100 ml
de agua Mili Q. Se calentd una hora a 45°C con agitacién. Se esterilizé por filtracion
(Filtros Millex-GV 0.22um, Millipore) y se guardo en alicuotas a -20°C.

Aminopterina

Se disolvieron 10 mg de Aminopterina (Sigma) en 45ml de agua Mili Q, se afiadieron 0.568
ml de NaOH IN. Se ajust6 a 56.8 ml y se agregaron 0.568 ml de HCI IN. Se esteriliz6 por
filtracién y se guardo en alicuotas a -20°C.
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XI. APENDICE II. SOLUCIONES

PBS DPBS

KH,PO4 1 mM KH,PO, 1.2 mM
NazHPO4 10 mM Na2HPO4 8.1 mM
NaCl 137 mM NaCl 138 mM
KCl1 2.7 mM KCl 2.7 mM
pH 74 pH 7.4
Polietilenglicol al 50%

Se esterilizaron 4 g de PEG 1550 (Serva) a 120°C por 20 min. Se dejoé enfriar y se
agregaron 4 ml de medio RPMI sin suero. Se mezclo perfectamente y se guardd a 4°C. Al

momento de usarse se ajustd el pH a 7.8-8 con NaOH 0.1N estéril.

Antrona
Esta solucién se prepar6 al 0.2% de antrona (Sigma) en 4cido sulfiirico.

Rodamina
Se prepar6 rodamina B (Sigma) al 0.25% en PBS.
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