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RESUMEN

Las enfermedades infecciosas tienen una elevada tasa de incidencia sobre la
poblacién global. Esto provoca un impacto considerable en el sector de la salud
mundial. Entre las enfermedades mas importantes a este nivel se encuentra la
tuberculosis, la cual concentra el 95% de los casos y muertes reportadas en paises
en desarrollo. Existen diversos factores que dificultan el diagnéstico de esta
enfermedad, en donde uno de los mas importantes es el estadio de latencia que
puede durar afnos en el paciente sin poder ser diagnosticada a tiempo. Por esto, es
importante generar vias de deteccion actualizadas que nos puedan brindar un
diagnostico oportuno y certero, lo anterior se lograra teniendo en cuenta la red
compleja de interacciones que hay de por medio en una enfermedad infecciosa.
Para poder llegar a este nivel de entendimiento es necesario realizar estudios
traslacionales y multidisciplinares. La prote6mica, nos brinda una imagen dinamica
de todas las proteinas expresadas por un organismo en un momento dado y bajo
condiciones determinadas, ayudando dilucidar biomarcadores importantes en las
interacciones microorganismo-hospedero presentes en la fase de latencia,
permitiéndonos realizar un diagnéstico completo. En el presente trabajo se evalud
la interaccidén de los sueros de los pacientes que presentaban tuberculosis latente y
activa con proteinas totales de M. tuberculosis cepa H37RV. Se observo un perfil
de reconocimiento diferente entre los sueros de los pacientes, en donde el suero
con tuberculosis activa reconocio proteinas de entre 51 kDa a 66 kDa, mientras que
el suero con tuberculosis latente logré el reconocimiento de proteinas que iban
desde los 94 kDa a los 35 kDa. Mismos extractos proteicos se sometieron a
espectrometria de masas para su identificacién, en donde se pudieron identificar a
la familia de proteinas PE-PGR las cuales son expresadas bajo condiciones
ambientales de bajo pH o baja de nutrientes, y AG85A la cual tiene como funcién
unir a la micobacteria con el macréfago y la evasién del sistema inmune.

Palabras clave: tuberculosis, latencia, protedmica, diagnéstico, proteinas.



ABSTRACT

Infectious diseases have a high incidence rate on the global population. This has a
considerable impact in the global health sector. Among the most important diseases
at this level is tuberculosis, which accounts for 95%o0f the cases and deaths reported
in developing countries. There are many factors that make the diagnosis of this
disease difficult, one of them is the latency stage, which can last for years in the
patient without being able to be diagnosed in time. For this reason, it is important to
generate updated detection pathways that can provide us with a timely and accurate
diagnosis. This will be achieved taking in consideration the complex network of
interactions involved in an infectious disease. In order to reach this level of
understanding, it is necessary to carry out translational and multidisciplinary studies.
Proteomics provide us with a dynamic picture of all expressed proteins by an
organism at a given time and under specific conditions, helping to elucidate
important biomarkers in the microorganism-host interactions present in the latency
phase, allowing us to make a complete diagnosis. In this work, the interaction of sera
from patients with latent and active tuberculosis with total proteins of M. tuberculosis
strain H37RV was evaluated. A different recognition profile was observed between
patients at different stages of the disease, where the sera with active tuberculosis
recognized proteins between 51 - 66 kDa, while the sera with latent tuberculosis
achieved the recognition of proteins ranging from 94 - 35 kDa. The same protein
extracts were subjected to mass spectrometry for identification. We found two
families of proteins, one of them were the PE-PGR family, this proteins are
expressed under environmental conditions of low pH and low nutrients, and AG85A
involved in the binding of the mycobacteria with the macrophage and the evasion of
the immune system.

Key words: tuberculosis, latency, proteomics, diagnosis, proteins.
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I INTRODUCCION

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa y contagiosa, transmitida casi
exclusivamente por aerosoles causada por el complejo Mycobacterium tuberculosis.
Esta bacteria usualmente ataca a los pulmones, pero también puede atacar a
cualquier otro érgano del cuerpo, tales como el rifndn, cerebro y columna vertebral
(OMS, 2021). Principalmente se caracteriza patolégicamente por inflamacién
granulomatosa necrotizante en el pulmén (presente aproximadamente en el 85% de
los casos). Aunque también existen variantes de la enfermedad que pueden atacar a
los huesos y causar deformidades esqueléticas (Dheda et al., 2016).

En la actualidad la tuberculosis constituye una enfermedad reemergente como
consecuencia de la aparicion de cepas mullirresistentes a los farmacos
tradicionalmente empleados en el tratamiento de la enfermedad. Segun reportes de
la Organizacion Mundial de la Salud, un total de 1.4 millones de personas murieron
de tuberculosis en 2019 (entre ellas 208,000 personas con VIH) y se estima que en el
mismo afo 10 millones de personas se enfermaron en todo el mundo. México es
considerada una zona endémica de la enfermedad, debido a que el 98% de la
poblacion ha estado en contacto con micobacterias en algun punto de su vida (OMS,
2021).

Algunos estudios de modelaje, a pesar de sus limitantes, sugieren que la eliminacion
de la tuberculosis se puede alcanzar en el afio de 2050, solo si las intervenciones
diagnésticas y terapéuticas tales como la deteccion temprana de casos y alta tasa de
cura, son combinadas con estrategias preventivas, como vacunas o la busqueda de

nuevos biomarcadores de la enfermedad (Dye et al., 2013).

En el presente proyecto se plantea encontrar, con una metodologia mas accesible y
de bajo costo, proteinas que puedan funcionar como biomarcadores para el estadio
latente de la enfermedad, ya que existen muy pocos reportados, y los que se reportan
se obtienen con una metodologia de alto costo tales como la prueba de liberacién de
interferon gamma IGRA, y la prueba TB Spot (Chegou et al., 2009)(Hoffmann et al.,
2018) .
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Il. ANTECEDENTES
2.1 Caracteristicas microbioldgicas

Mycobacterium tuberculosis es un bacilo no mévil, no formador de esporas y aerdbico
con una pared celular con alto contenido de lipidos de alto peso molecular. El
crecimiento de esta bacteria es lento, con un tiempo de generacion de 15 a 20 horas,
y es visible en un medio sélido, toma de tres a ocho semanas. Tiende a crecer en
grupos paralelos, produciendo una forma de cordén serpentino, una de sus
caracteristicas que la contrastan de forma muy radical con otras bacterias es que #
tuberetiosis tiene una porcion muy grande de genes que codifican para enzimas que
se involucran en la lipogénesis y lipolisis (Gonzalez-Martin, 2014). Adicionalmente,
una caracteristica importante de esta bacteria es que se trata de un bacilo
acidorresistente (BAAR +), esto nos permite identificarla por medio de la tincion Ziehl-
Nieelsen. En este tipo de tincién los bacilos aparecen levemente doblados y en forma
de varillas con cuentas de 2 a 4 ym de largo y de 0.2 a 5 um de amplitud (Delogu
et al., 2013). Cuando se trata de una muestra de esputo, usualmente los organismos
se ubican paralelamente o dos organismos que se adhieren en forma de V. Se estima
que se requieren 10,000 organismos/mL de esputo para que un frotis sea considerado
como positivo (Mendell & Douglas, 2018).

Existen dos tipos de cepas de Mycobacterium tuberculosis: 1) Tuberculosis resistente
a multiples farmacos (0 MDR-TB del inglés: Multi Drug Resistent), la cual es
practicamente incurable por el tratamiento estandar de primera linea. 2) Tuberculosis
extensivamente resistente a farmacos (EDR -TB), en donde la resistencia presentada
por la bacteria incluye a los antibiéticos de primera linea tanto como de segunda linea,
tales como la isoniazida y rifampicina mas cualquier fluoroquinolona y al menos uno
de tres farmacos de segunda linea, como la amikacina, kanamicina, y capreomicina
(Ezewudo etal.,, 2018). Segun el Centro para el control y la Prevencion de
Enfermedades (CDC), los farmacos de primera linea empleados para el tratamiento
de la tuberculosis son: Isoniazida (INH), Rifampicina (RIF), etambutol (EMB),
pirazinamida (PZA) (OMS, 2021; (Mariam et al., 2004).
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2.2 Patogenicidad de Mycobacterium tuberculosis

En lo que corresponde a los mecanismos de patogenicidad de Mycobacterium
tuberculosis el papel central se le atribuye a los lipidos efectores y el metabolismo de
los lipidos que utiliza la micobacteria. La envoltura celular de M. tuberculosis difiere
substancialmente de la estructura de la pared celular de las bacterias gram-negativas
y gram-positivas. Esta contiene una larga capa hidrofébica de acidos micélicos, una
cadena larga ramificada de acidos grasos que existen unidos covalentemente a la
pared celular o en la forma unida no covalentemente en la forma trehalosa dimicolato
(Smith, 2003). Asi como también posee una gran variedad de lipidos y glicolipidos que
se asocian no covalentemente a la envoltura de la bacteria, lo que le confiere una gran
hidrofobicidad (Glickman & Jacobs, 2001). Muchos de estos compuestos tienen una
actividad bioldgica potente cuando se examinan en sistemas in vitro de células
eucaridticas, por lo que se genera la posibilidad de que puedan ser importantes para
la patogénesis de la bacteria. El lipoarabinimanano, que es un glicolipido asociado a
la pared celular, se ha estudiado y se ha corroborado que puede inhibir la activacion
del interferon gamma en los macréfagos, puede inducir la liberacion de TNF-a de los
macrofagos, y puede recoger radicales libres de oxigeno ( (Maulén, 2011) .La
trehalosa dimicolato puede producir inflamacién granulomatosa, atrofia del timo y
toxicidad de la mitocondria y también afecta a la fusidn de membrana en estudios con
modelos (Hauser, 2020); Sapargo et al., 1991).

La familia de los lipidos complejos del dimicocerosato de tiocerol en las envolturas
celulares de las micobacterias patdégenas pueden suprimir la respuesta de los
linfocitos, y también pueden unirse a laminina del nervio periférico facilitando la

invasion en las células de Schwann (Gorocica et al., 2005).

El nicho intracelular protege a la micobacteria de los componentes celulares y
humorales del sistema inmune. Para superar los mecanismos de defensa de las
células del hospedador, M. tuberculosis revierte el paso a través de la via endocitica
para formar un compartimento membranoso replicativo distinto, la micobacteria
también ha sido capaz de inducir rupturas vacuolares para alcanzar nutrientes en el
citosol del hospedador y para escapar de las vias de defensas del mismo,

favoreciendo asi su crecimiento. Por lo mismo, una gran cantidad de estudios
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proteémicos han sido requeridos para colectar un inventario de factores celulares del
hospedador que se requieren para establecer una colonizacion bacteriana a un nivel

celular (Hoffmann et al., 2018).

Es importante hacer notar que los lipidos de la pared celular de M. tuberculosis
representan un 60% de su peso total en seco, y se ha mostrado que estos mismos
son traficados fuera de las vacuolas que contienen a la micobacteria (Kolattukudy
et al., 1997). Estudios posteriores revelaron que estos lipidos bacterianos actian en
diversos procesos celulares tales como respuesta inmune, apoptosis metabolismo,

transporte de vesiculas y transduccion de sefales (Shui et al., 2009).

M. tuberculosis secreta proteinas que usualmente son blancos de las respuestas
inmunes en el hospedador infectado (Kinhikar et al., 2006). Hasta la fecha se han
descrito cerca de 200 proteinas y se han caracterizado cerca de 30 proteinas que la
bacteria secreta, sin embargo, la actividad inmunolégica de estas aun se desconoce
(Gomez et al., 2000).

Entre los factores de virulencia proteicos se encuentra la proteina HSPX. Esta proteina
es considerada como un importante elemento controlador de la latencia de M.
tuberculosis, debido a que su sobreexpresién inhibe el crecimiento del
microorganismo (Alvarez-Jiménez et al., 2018). Otros elementos importantes son
Esat6/CF-10, proteinas de filtrado celular cuyos genes estructurales estan contenidos
en la region RD1, la cual esta presente en todas las cepas virulentas de M.
tuberculosis y M. bovis (Brosch et al., 2002).

Por otra parte, la lipoproteina de 19 kDa induce la expresidn y secrecion de ciertos
péptidos antimicrobianos a través de los receptores tipo toll (TLR’s) en células
epiteliales de pulmoén, los cuales son capaces de eliminar a la micobacteria. Sin
embargo, se observd que cepas avirulentas no inducen la expresidén de este tipo de
péptido y es posible que la presencia de esta molécula esté ligada a factores de
resistencia natural y pueda variar entre individuos debido a polimorfismos genéticos
(Alvarez et al., 2009).
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La senalizacién de TLRs en forma prolongada por M. tuberculosis y la lipoproteina 19
kDa, inhibe ciertas respuestas del macréfago al IFN-g, particularmente aquellas
relacionadas a la expresiéon de MHC-Il y la presentacion de antigenos. Esta inhibicion
posiblemente promueve la evasién de M. tuberculosis a la respuesta inmune mediada
por las células T, lo que implica la persistencia de la infeccién en la enfermedad (Pai
et al., 2004).

Se conoce ademas que OmpA, proteina familia de las porinas y encontrada en M.
tuberculosis H37Rv, juega un papel fundamental en la respuesta bacteriana frente a
condiciones de pH acido. Otro de los factores de virulencia proteicos reportados son
HBHA, MTP40 y el complejo antigénico 85 (Ag85) (Raynaud et al., 2002).

2.3 Epidemiologia de la enfermedad

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa de alto impacto a nivel mundial debido
a que es la principal causa de muerte en la poblacion adulta. Se calcula que esta
enfermedad ha matado a cerca de 1 billon de personas en los ultimos dos siglos y que
al menos un tercio de la poblacién mundial (cerca de 1.7 billones de personas) estan
infectadas con M. tuberculosis. Esta enfermedad ha sido considerada de emergencia
de salud publica mundial durante los ultimos 25 afos. Esta presente en todos los
paises y grupos de edad, ademas de que se trata de una enfermedad curable y
prevenible. En la actualidad las formas de tuberculosis resistente a farmacos se han
considerado como los patégenos mas letales del mundo, responsables por un cuarto
de muertes mundiales debido a la resistencia de antimicrobianos (Floyd et al., 2018).
Se considera que, en todo el mundo, la tuberculosis es una de las 10 principales
causas de muerte y la principal causa por un unico agente infecciosos (por encima del
VIH/SIDA). La tuberculosis multirresistente sigue representando una crisis de salud
publica y una amenaza para la seguridad sanitaria, en el afio 2023 se detectaron y
notificaron en todo el mundo un total de 206,030 personas con tuberculosis
multirresistente o resistente a rifampicina (OMS, 2023). Estudios de modelaje sugieren
que la eliminacion de la tuberculosis se puede alcanzar en el afio de 2050, solo si las

intervenciones diagndsticas y terapéuticas (deteccion temprana de casos y alta tasa
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de cura) son combinadas con estrategias preventivas (tales como vacunas o la

busqueda de nuevos biomarcadores de la enfermedad) (Dye et al., 2013).

Segun los reportes de la Organizacion Mundial de la Salud, México es uno de los
treinta paises con alta carga de tuberculosis en el mundo. En el afio 2019 México
notificd 22,285 casos de TB en todas sus formas (TB TF), de los cuales 17,818
(79.95%) fueron de presentacién pulmonar (TBP), con una tasa de prevalencia
nacional de 17.6 casos nuevos por cada 100,000 habitantes (Secretaria de Salud,
2023). La incidencia de TB en México se ha mantenido relativamente estable durante
la ultima década, con una ligera disminucién de 21 casos por 100, 000 habitantes en
2010 a 20 casos por 100,000 habitantes en 2019. Sin embargo, el pais aun presenta
problematicas en el diagnéstico y tratamiento de tuberculosis, particularmente en
poblaciones vulnerables, tales como personas que viven con infecciones tales como
el VIH, y comunidades indigenas (OMS, 2023).
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y tasa de mortalidad Tb Tf, México 1990-2019.
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En el afio 2022 se registraron mas de 28 mil casos de tuberculosis en México, de los
cuales el 30% de los portadores desconocia que portaba al bacilo (Secretaria de
Salud, 2022). Mas de la mitad de todos los municipios del pais, notifican casos de la
enfermedad cada afno, se considera que la enfermedad existe en todo el territorio
mexicano, sin embargo, las entidades federativas de mayor nimero de nuevos casos
y muertes por esta causa son: Baja California, Veracruz, Guerrero, Tamaulipas,
Chiapas, Nuevo Leo6n y Tabasco. La mayor concentracion de afectados se encuentra
en las grandes ciudades o municipios de mayor numero de poblacién (Tijuana,
Mexicali, Cd. Juarez, Veracruz, Acapulco, Reynosa, Matamoros, Hermosillo, Tuxtla
Gutiérrez, Tapachula, Monterrey y Tabasco, entre los principales). Por entidad
federativa, las mayores tasas de incidencias reportadas fueron: Baja California (65.4),
Sonora (37.3), Baja California Sur y Sinaloa (33.2) y Tamaulipas (33.1). De los datos
reportados, la tuberculosis en forma pulmonar representa el 80%, 2.1 % de forma
meningea y 17.9% otras formas (Secretaria de Salud, 2022).

Fuente: S5/DGE/ Sistema Integral de Vigilancia Epidemioldgica de TB.
*Tasa de incidencia por 100,000 habitantes

Figura 2. Tasa de incidencia de TB TF por entidad federativa, México 2019.

2.4 Respuesta inmune contra Mycobacterium tuberculosis
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La transmisién de M. tuberculosis ocurre tras la inhalacién de aerosoles conteniendo
gotas con bacteria viva. Para que la transmisidén sea exitosa hay varias condiciones
que tomar en cuenta tales como la proximidad y duracién del contacto con un individuo
con tuberculosis activa (o ATB por sus siglas en inglés) y también la competencia del
sistema inmune del individuo infectado con M. tuberculosis (Dheda et al., 2016).

La infeccion por esta bacteria presenta diferentes estados que van desde la forma de
infeccién asintomatica latente (LTBI) a un estado de infeccion activa (Figura 3).
Mientras que la mayoria de individuos que se exponen a M. tuberculosis pueden ser
capaces de controlar la infeccion en la forma de LTBI, se estima que un 5 -10% de las
personas expuestas desarrollan ATB. Esta forma de enfermedad es caracterizada por
tos persistente acompafnada por la produccion de esputo, pérdida de peso, debilidad
y sudores nocturnos (Cardona & Ruiz-Manzano, 2004).
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Figura 3. Progresion de la enfermedad por tuberculosis respecto al tiempo. Tomada

y modificada de Drain et al., 2018.

Una vez que la bacteria ha sido inhalada por medio del aerosol debe sobrevivir a la

barrera mucosa para posteriormente, residir en el alveolo, sitio en el cual M.
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tuberculosis causara una agregacion de diversas células inmunes en sitios de
infeccion, seguido a esto se formaran estructuras parecidas a nédulos denominadas
granulomas. Estos granulomas constrifien al patégeno y dentro de los mismos se
llevan a cabo interacciones dinamicas entre la bacteria y el hospedador. Existen
estudios en primates no humanos que indican que los granulomas formados tras la
infeccién de M. tuberculosis, son diferentes morfolégicamente respecto a si hay una
infeccién activa o latente (Cadena et al., 2017) asi como también presentan diferente

capacidad de controlar la capacidad bacteriana (Lin et al., 2014).

2.5 Inmunidad Innata

La primera linea de defensa en las infecciones provocadas por M. tuberculosis en el
organismo hospedador se da por las células innatas del sistema inmune en los
pulmones, que son principalmente macréfagos, células dendriticas, monocitos, y
neutroéfilos que se encargan de fagocitar facilmente a la bacteria. Una vez fagocitados
es indispensable transformar ese fagosoma en compartimientos antimicrobianos
acidificados para poder eliminarla, por lo que para que esto se cumpla debe haber una
liberacion de IFN- y, contribucion importante del sistema inmune adaptativo por medio
de las células CD4 y CD8. Esta misma molécula puede activar a células mieloides e
inhibir la replicacion bacteriana e incluso es considerada como antimicobacterial (Chai
et al., 2020).

La exposicion al ambiente exterior para el intercambio de gases hace a los pulmones
un portal principal para patdégenos respiratorios, incluidas las micobacterias. Es por
esto que, para poder rechazar la entrada de materiales no benéficos para el
organismo, la superficie de las vias respiratorias del hospedero ha evolucionado para
cubrirse de un rango de células epiteliales con unidn estrecha entre ellas, las cuales
componen la barrera mucosa de las vias respiratorias. El epitelio de los conductos de
las vias respiratorias, que incluyen a la traquea, bronquios y bronquiolos, se
constituyen principalmente de células ciliadas y células Clara, asi como también de
células caliciformes, células neuroendocrinas, y células basales regenerativas. Las
células caliciformes y las células mucosas de las glandulas submucosas producen

continuamente el moco de las vias respiratorias que superpone el epitelio de las vias
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respiratorias y en conjunto con las células ciliadas permiten mantenerla libre de
patégenos y otras particulas (Roy et al., 2014). EI moco de las vias respiratorias se
caracteriza por ser un gel viscoelastico que contiene en abundancia mucinas
altamente glicosiladas y mdultiples componentes antibacteriales tales como:
inmunoglobulinas, lisozimas, y varias citocinas (Nicholas et al., 2006). Las mucinas
son esenciales para acomodar microbios comensales en la capa externa del moco y
aliviar el impacto de las enfermedades infecciosas que se puedan presentar (Whitsett,
2014). Las defensinas del hospedador, las cuales son el componente bactericida mas
importante del fluido mucoso, pueden interrumpir la envoltura micobacteriana,
convirtiéndola asi en una fuente potencial para desarrollar farmacos contra la
tuberculosis (AlMatar et al., 2018). La inmunoglobulina secretora A (IgA) es el principal
isotipo de inmunoglobulina que bana a las superficies mucosas para prevenir la

adherencia de patégenos y neutralizar sus toxinas (Brandtzaeg, 2013).

Diferente a la superficie de la traquea, bronquios y bronquiolos, la superficie epitelial
alveolar esta cubierto principalmente de células epiteliales tipo | y tipo Il (ATl y ATII,
respectivamente). Las ATI contribuyen el 90% de la pared alveolar y juegan un papel
central en el intercambio de gases debido a su fenotipo largo y aplanado (Crapo et al.,
1982), mientras que las ATII sirven como progenitoras de las ATI debido q que se

pueden diferenciar a ATl en ciertas condiciones (Ghosh et al., 2013).

Las células alveolares epiteliales estdn equipadas con multiples receptores de
reconocimiento en patron (o RRP) incluyendo TLR y receptores de lectina tipo C
(RLC), y receptores tipo NOD (RTN), los cuales son necesarios para reconocer
patrones moleculares asociados a patogenos (PAMP) de Mycobacterium tuberculosis
y evocar respuestas inmunes proinflamatorias con la subsecuente secrecién de varias
citosinas. Tras la activacién, las células epiteliales promoveran los efectos
bactericidas intracelulares de los macr6fagos, asi como también promoveran el

reclutamiento de neutréfilos y linfocitos a los sitios de infeccidén (Eghtesad et al., 2001).

Recientemente se reveld el rol que puede jugar el fluido del revestimiento alveolar
(FRA) en la inmunidad de la mucosa del hospedero. Inicialmente se sabia que este
liquido jugaba un papel crucial en mantener las funciones normales en la fisiologia del

pulmoén. Este liquido se constituye de 90% lipidos surfactantes, y 10% de proteinas
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asociadas (Veldhuizen etal., 1998). Aparte de péptidos antimicrobianos, e
inmunoglobulinas, varias biomoléculas antimicobacteriales, incluyendo proteinas
surfactantes (PS), proteinas del complemento, e hidrolasas homeostaticas, también
se han identificado en FRA. Se conocen cuatro tipos de PS (PS-A, PS-B, PS-C, y PS-
D), la PS-A hidrofilica y la PS-D son miembros de las lectinas tipo C, llamadas
colectinas. Ambas presentan efectos bactericidas en diversos patégenos
respiratorios, incluyendo a las micobacterias, ya que contienen en sus dominios C
terminal que se pueden unir a un amplio rango de PAMP. PS-A y PS-D también
pueden actuar en las células inmunes pulmonares tales como macréfagos, neutréfilos
y linfocitos para potenciar su actividad antimicrobiana (Han & Mallampalli, 2015). Las
ATII pueden entregar diversas proteinas del complemento en el FRA, incluyendo C2,
C3, C4 y C5 (Strunk et al., 1988).

Las hidrolasas del pulmén en el FRA también muestran efectos modificantes en la
envoltura de M. tuberculosis, disminuyendo en un 60 a 80% la adhesién y la
supervivencia intracelular dentro de macréfagos humanos (Arcos et al., 2011). Existen
estudios que muestran que las hidrolasas presentes en la FRA potencian la matanza
intracelular de las bacterias en los neutréfilos, con un aumento en la molécula TNF-a
y la interleucina- 8 (IL-8) (Arcos et al., 2015).

Es importante mencionar el rol que cumplen los macrofagos que residen en los
pulmones durante la inmunidad contra M. tuberculosis. Estos mismos cumplen un
papel importante en la remocidén de un amplio espectro de particulas, alergenos y
microorganismos que se transmiten por el aire, incluyendo a M. tuberculosis. Segun
sea su localizacibn podemos catalogar a estos macrofagos en: macrofagos
bronquiales (MB), macrofagos alveolares (MA), macréfagos intersticiales (MI) (Kopf
etal., 2015). Son los MA, los que principalmente se ha reconocido como los
principales en fagocitar a las micobacterias invasoras, gracias a los RRP (Westphalen
et al., 2014)(Liu et al., 2017). Es a través de estos RRP que pueden reconocer los
PAMP en la superficie de la micobacteria y asi fagocitarla en el fagosoma para su
posterior eliminacidén. Este proceso puede ser bloqueado por una serie de proteinas
efectoras de ciertas cepas de M. tuberculosis (Ehrt & Schnappinger, 2011). En
respuesta a una infeccién con M. tuberculosis, una serie de citosinas pro inflamatorias

y quimoquinas, tales como TNF-q, IL-1B, IL-6, IL-23 y el factor estimulante de colinas
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de granulocitos y macrofagos son regulados en los MA humanos (Silver et al.,
2009)(Gleeson et al., 2016). También los MA infectados con M. tuberculosis presentan
una alta expresion de sintasa de Oxido nitrico inducible (INOS) y péptidos
antimicrobianos (Nicholson et al., 1996)(Rivas-Santiago et al., 2008). Los AM se han
considerado esenciales en mantener la homeostasis inmune de las vias respiratorias
debido a su plasticidad y polarizacién. Estos pueden diferenciarse en macrofagos
activados clasicamente (M1) con actividad proinflamatoria o en macréfagos activados
alternativamente con funciéon anti inflamatoria, dependiendo de la variedad de
estimulos de las biomoléculas en el microambiente del pulmén durante la infeccion
(Hussell & Bell, 2014)(Shapouri-Moghaddam et al., 2018). Esta generalmente
aceptado que los macrofagos M1 promueven la formacién del granuloma y las
respuestas inflamatorias contra la infeccién por M. tuberculosis (Marino et al., 2015),
mientras que en contraste la micobacteria puede polarizar a los MA hacia un fenotipo
parecido a las M2 por medio de la regulacién de IL-10 y TGF-B anti inflamatorias, y
asi tengan una incapacidad de presentar el antigeno (Bonecini-Almeida et al.,
2004)(O’Leary et al., 2011).

Las células dendriticas residentes del pulmén (CD) son otro conjunto de células
centinela que patrullan los conductos de las vias respiratorias y el lumen de los
alveolos para probar a los antigenos. Existen tres tipos de estas células con linajes de
desarrollo independientes, en el primer tipo se incluyen las CD convencionales (cCD),
luego estan las CD plasmocitoides (pCD), y por ultimo las CD derivadas de monocitos
(moCD) (Kopf et al., 2015). El reconocimiento de M. tuberculosis por los CD requiere
de la colaboracién de los receptores DC SIGN y de los TLR, cuya activacion resulta
en la produccién de IL-12, que promueve la migracién de las CD al nodo linfatico
mediastinal para preparar la respuesta de las células T-CD4* (Tallieux et al.,
2003)(Bafica et al., 2005). La respuesta T helper tipo 1 (Th1) especifica para M.
tuberculosis es mediada por las cCD CD11b*, mientras que simultdneamente esta
contra regulada por las cCD CD103* a través de la produccién de la produccion de la
IL-10 (Wolf et al., 2007)(Lai et al., 2018). Las moCD han mostrado regular las IL-1q,
IL-1B e iINOS para poder eliminar a M. tuberculosis (Mayer-Barber et al., 2011).

Los neutrofilos son el tipo de célula que mas se recluta en las lesiones ocasionadas

por la tuberculosis. Estas células contribuyen a la resistencia contra M. tuberculosis,
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ya que producen péptidos catelicidina LL-37 y lipocalina 2 para restriccién bacteriana
(Martineau et al., 2007). Este tipo de células también han demostrado en estudios
anteriores, que ayudan a facilitar la migracién de las CD y ejercen efectos protectores
por medio de una matanza oxidativa de la micobacteria en los granulomas tipicos de
la tuberculosis (Blomgran & Ernst, 2011). También se ha propuesto que los neutréfilos
cooperan intimamente con los macréfagos contra M. tuberculosis en lesiones
pulmonares, por medio de la produccién de citosinas y granulos, lo que beneficia el
reclutamiento y activacion de ambos tipos de células (Tan et al., 2006). Estas células
también han demostrado que liberan vesiculas extracelulares para comunicacion
intercelular, lo que puede promover la produccién de anién superéxido en los
macrofagos y potenciar la autofagia anti M. tuberculosis (Alvarez-Jiménez et al.,
2018).

Dentro de lainmunidad innata también se incluyen a las células linfoides innatas (CLI).
Estas células son un subconjunto de linfocitos que enriquecen la superficie de las
mucosas, tales como las del intestino y las de los pulmones y son los que actian
tempranamente en la infeccion por M. tuberculosis (Vacca et al., 2019). Las CLI
carecen de receptores especificos de antigeno, por lo mismo no son restringidos por
el MHC, pero ellos reflejan las funciones de los linfocitos adaptativos. De acuerdo con
sus diferentes factores de transcripcion y funciones efectoras, las CLI pueden
categorizarse en cinco grupos: Células natural killer (NK), CLI1, CLI2, CLI3, y células
linfoides inductoras de tejido (LTi) (Vivier etal., 2018)(Emgard et al., 2018). Las
células que ejercen un efecto protector contra infecciones micobacterianas en el
pulmén son las células NK que producen IFN-vy (Feng et al., 2006)(Lai et al., 2018).
También hay estudios que demuestran que las células NK humanas pueden unirse
directamente a la superficie micobacteriana y ejercer una actividad citotoxica (Esin
et al., 2008). En otros estudios se ha demostrado por medio de modelos murinos que
la expansion de las CLI3 mediada por la IL-23 puede inducir la produccion de IL-17 e
IL-22, las cuales juegan un papel crucial en la inmunidad innata temprana contra M.
tuberculosis (Ardain et al., 2019). Este tipo de células no experimentan expansion y
seleccion clonal en respuesta a estimulos. En vez de esto, estas células se
caracterizan por la rdpida reaccién a sefnales de dano e infeccibn para evocar

respuestas inmunes del hospedero y mecanismos de proteccién (Chai et al., 2020).
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2.6 Formacion del granuloma

El granuloma caracteristico de la tuberculosis es una estructura altamente
heterogénea con una composicion variada de células. Estudios recientes acerca de
esta estructura indican un rango de otras células inmunes innatas que pueden estar
involucradas en la defensa del huésped anti-M. tuberculosis. Los mastocitos,
basofilos, y eosindfilos son células efectoras que juegan diversos roles esenciales en
inflamacién alérgica y enfermedades autoinmunes principalmente. Los mastocitos se
originan de las células madre hematopoyéticas y migran a tejido mucoso, incluyendo
en el pulmén, en donde se someten a una diferenciacién terminal (Rigoni et al., 2018).
En el caso de una infeccién por M. tuberculosis los mastocitos son activados para
ayudar a controlar la diseminacién de la bacteria promoviendo la respuesta Thi y
direccionando a las células T CD8* al pulmén en una manera dependiente de
TLR2(Carlos et al., 2009). Los mastocitos también son capaces de producir péptidos
antimicrobianos y la liberacién de histamina durante la desgranulacién, misma que
esta asociada con la inflamacion del pulmén durante la infeccion con M. tuberculosis
(Babu et al., 2019). Adicionalmente, vale la pena hacer notar que hay varias células
que no son clasicas del sistema inmune que pueden estar participando en la
inmunidad del hospedero contra M. tuberculosis, tal es el caso de las células
epiteliales, células endoteliales, fibroblastos, células madre mesenquimales,
adipocitos y células neuronales, dado que M. tuberculosis tiene una capacidad
invasiva omnipotente hacia diversos tipos de células y podria despertar respuestas de
defensa integradas por las células del huésped (Randall et al., 2015., Chai et al.,
2018).

2.7 Inmunidad adaptativa

Las respuestas inmunes adaptativas contra M. tuberculosis, las cuales son
detectables 3 a 8 semanas después de la infeccion, forman un papel critico en el
resultado de la infeccion por la bacteria. Estas respuestas estdn compuestas

principalmente por respuestas de las células CD4*+ especificas de antigeno
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(Jasenosky et al., 2015). Existen una extensa variedad de poblaciones de células T
que se involucran en el proceso de inmunidad, tales como las células T CD4*+ Th1,
Th2y Th17 y células T CD8* citotoxicas (Robinson et al., 2015).

Una funcién importante de la inmunidad innata durante una infeccibn con M.
tuberculosis es preparar las respuestas inmunes adaptativas. Las células dendriticas
son células presentadoras de antigeno que inician la inmunidad adaptativa
presentando antigenos de M. tuberculosis en el contexto del complejo mayor de

histocompatibilidad (MHC), moléculas coestimuladoras y citosinas (Tian et al., 2005).

Una vez que se ha dado la infeccidon por M. tuberculosis, las células dendriticas
maduran y migran a los ganglios linfaticos que drenan el pulmén para iniciar
respuestas de las células T especificas de antigeno, las cuales dependen del receptor
de quimoquinas CCL19 y CCL21 (Bhatt et al., 2004) .

Una vez iniciada esta respuesta, existe una respuesta protectora de Th1 controlada
por IL-1 e IL-12 mediada por las células CD4* que a su vez secretan IL-2 lo que lleva

a la estimulacion y produccion de células T de memoria (Mogues et al., 2001).

Las células T gamma/delta producen IFN- vy, y son las primeras células que detectan
a la bacteria, mientras que las células T CD8 son las que inducen apoptosis, secretan
citoquinas para remocion de los fagocitos que ya han fagocitado la célula infectada

(van Pinxteren et al., 2000)

A pesar de la presion que ejerce el sistema inmune sobre M. tuberculosis, esta es
capaz de persistir en el hospedador. Por lo anterior, el diagndstico clinico y tratamiento
de la infeccion por M. tuberculosis se complica por una variedad de coinfecciones y

comorbilidades (Sia & Rengarajan, 2019).

2.8 Inmunidad adaptativa en tuberculosis latente

El término de tuberculosis latente (o LTBI, por sus siglas en inglés) se define segun la
OMS, como un estado de respuestas inmunes persistentes en los pacientes ante
antigenos de M. tuberculosis, sin evidencia de manifestaciones clinicas tipicas de la

enfermedad por tuberculosis activa (OMS., 2023). Esta condicion identifica a los
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individuos que han estado en contacto con el bacilo y han desarrollado respuestas
inmunes, esto debido a que un numero pequeno de bacilos quedan en dormancia pero
viables contenidos en el granuloma, los cuales pueden reactivarse y causar TB activa
(Getahun et al., 2015). Debido a que no es posible detectar a bacilos latentes in vivo,
aun no se pueden analizar individuos con LTBI de los que puedan haber eliminado a
la micobacteria. Sin embargo, se sabe que la mayoria de las respuestas inmunes a
M. tuberculosis que definen una LTBI, refleja el control a la exposicion del bacilo

(Jasenosky et al., 2015).

Las respuestas inmunes adaptativas se ven reflejadas en el papel de las células T,
las cuales son criticas para contener exitosamente al bacilo por los macréfagos en los
granulomas, y muchos subconjuntos de células T responden a un amplio rango de
antigenos de M. tuberculosis. Entre esos subconjuntos se encuentran las células T
restringidas por MHC, y las células T no restringidas a donador (o por sus siglas en
inglés DURTS) (Lindestam Arlehamn etal.,, 2014). Siendo las células T CD4*
restringidas a MHC Il las que poseen un rol dominante en controlar a la micobacteria
(Jasenosky et al., 2015; Mayer-Barber & Barber, 2015).

Las células T CD4+ polifuncionales que expresan IFN-Y', TNF- a e IL-2 se asocian con
respuestas protectoras, y las células T CD4+ efectoras y de memoria que responden
a los antigenos de M. tuberculosis se encuentran en el fluido bronco alveolar en
personas con LTBI (Silver et al., 2003). Ademas, existen respuestas inmunes contra
el bacilo provenientes de las células T CD4+ Reg y TH17 en una LTBI, pero su rol en

controlar la infeccién aun no es claro (Boom et al., 2021).

Las células T CD4+ activadas por el bacilo, ayuda a los macréfagos a controlar a la
micobacteria intracelular, a través de la secrecion de las citosinas y a la funcién de los
linfocitos T citotoxicos (Ernst, 2018; Mayer-Barber & Barber, 2015; Tsukaguchi et al.,
1995). Pero también los subconjuntos de estas células dan funciones de ayuda para
otro tipo de células involucradas en una LTBI, tales como las células T CD8* y la
expansion de células DURT, asi como también para la produccion de anticuerpos por
las células B (Crotty, 2015; Laidlaw et al., 2016) .

Mientras que el papel de proteccion de estas células T CD4* esta muy bien entendido
en un contexto de una LTBI, los antigenos clave reconocidos de M. tuberculosis por
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las células T aun no se han identificado. Sin embargo se ha reportado que, las células
T CD4*y las células T CD8*, provenientes de pacientes con LTBI, demuestran una
amplia reactividad a péptidos de M. tuberculosis (Lindestam Arlehamn et al., 2014;
Yang et al., 2018). Durante el estado de dormancia, se han reportado genes como el
del regulén DosR, el cual se encuentra expresado bajo esta condicién, y se ha
reportado que pacientes con LTBI han reconocido antigenos que se codifican por
medio de este reguldn, sin embargo, no se ha podido demostrar una correlacion
certera sobre esto. Por lo que aun no se reportan antigenos que sean especificos del
estado de la enfermedad, solo un niumero limitado de antigenos son reconocidos por
la mayoria de los individuos con LTBI (Black et al., 2009; Schuck et al., 2009).
Antigenos expresados por moléculas MHC en células infectadas con M. tuberculosis
permanecen, en gran parte desconocidos. Por lo que identificar estos antigenos es
esencial para definir la clave protectora de las células T en pacientes con LTBI (Boom
et al., 2021).

Las células T CD8* que responden a M. tuberculosis se encuentran en la sangre
periférica y en el fluido bronco alveolar en pacientes con tuberculosis latente, y tienen
como funcién principal prevenir la diseminacion del bacilo (Cadena et al., 2017;
Lewinsohn et al., 2017; Mayer-Barber & Barber, 2015)

2.9 Evasion de la respuesta inmune contra M. tuberculosis

Existen multiples investigaciones acerca de como esta micobacteria puede evadir el
sistema inmune. Cuando se trata de evadir la respuestainmune innata, el bacilo puede
interrumpir la fusién y el desarrollo del fagolisosoma, resistir la muerte por el
superoxido que se genera en ese mismo fagolisosoma, autofagia, y apoptosis (Ernst,
2018; Mayer-Barber & Barber, 2015; VanderVen et al., 2016; Weiss & Schaible, 2015).

M. tuberculosis también desarrollo diversas estrategias para poder evadir el
reconocimiento por medio de células T CD4+ de las células infectadas (Figura 4)
(Boom et al., 2021). De estas estrategias, se ha observado que las lipoproteinas
pertenecientes al bacilo pueden activar la sefalizacién por TLR2 en los macrofagos,
lo que por consiguiente inhibird la expresion de las moléculas de MHC |l (Harding &
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Boom, 2010) . También, la micobacteria también tiene la capacidad de excretar
proteinas, una de las mas estudiadas es EsxH, misma que le permite interferir con la
activacion de las células T CD4+* (Portal-Celhay et al., 2016). Otra estrategia que se
ha estudiado, es la manera en la que las células dendriticas infectadas por M.
tuberculosis pueden exportar antigenos a células que no se encuentran infectadas, lo
que resulta en la limitacion de la presentacién de antigenos y la activaciéon de las

células T CD4+ también se ve comprometida (Srivastava et al., 2016).

Evasian inmune
Inhibicidn del procesamiento de

3 Activacién de las células T
antigeno por el MHC-II

Secrecidn de citocinas

TCR/CD3
Escape de antigeno

|

|
Inhibicion de la sefializacicn Mib Funcién CTL
Ayuda de las células B

00 L) NotMHCH [

Escape de
antigenos de Mth

Figura 4. Evasion del reconocimiento de las células T, contra la activacion de las
células T por células presentadoras de antigeno infectadas por M. tuberculosis.
Tomada y modificada (Boom et al., 2021)

La micobacteria que ha sido fagocitada por un macréfago reside en el fagosoma. En
donde puede haber la liberaciéon de microvesiculas bacterianas que permiten que los
productos micobacterianos, tales como lipidos, proteinas y glicolipidos como el
lipoarabinomanano (LAM), lleguen alas células T CD4* en la proximidad de las células
infectadas (Athman et al., 2015; Prados-Rosales et al., 2011; Sande et al., 2016). La

exposicion que sufren las células T CD4* al LAM o a microvesiculas que contienen
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este glicolipido, inhiben la sefnalizacién por medio del receptor CD3 de estas células,
induciendo a GRAIL (anergia regulada por genes en los linfocitos), lo que provoca que
las células T CD4* expuestas a LAM se vuelvan anérgicas o en cierto sentido,

inactivas a provocar alguna respuesta (Athman et al., 2017).

Existen mecanismos similares que ocurren en las células T CD8* y en las células T

DURTSs, ya que estas también dependen del receptor CD3 para su activacion.

2.10 Anticuerpos y las células B en la enfermedad por tuberculosis en el estado
latente

Los anticuerpos pueden contribuir al control de Mycobacterium tuberculosis en el
estado latente de la (Kawahara et al., 2019; Li & Javid, 2018; Tran et al., 2019). Las
inmunoglobulinas G (IgG) presentes en el suero de pacientes expuestos o infectados
de manera latente con M. tuberculosis pueden proteger contra el bacilo, tanto in vitro
como in vivo (Li et al., 2017; Lu et al., 2016). Los individuos que son resistentes a una
infeccién por el bacilo, albergan inmunoglobulinas M (IgM) contra las proteinas ESAT6
y CFP10, y otros antigenos contra M. tuberculosis, asi como también tienen
respuestas de anticuerpos IgG de cambio de clase (Lu et al., 2019). Sin embargo,
existen muy pocos estudios que sustenten el rol protector de los anticuerpos anti M.

tuberculosis de pacientes con la enfermedad (O’Shea et al., 2018).

Los anticuerpos pueden unirse a la superficie de la micobacteria e interactuar con los
receptores Fc sobre los fagocitos, lo que provoca la activacion del complemento e
incluso previene la adhesion bacteriana y la subsecuente invasion de las células del
hospedador (Chen et al., 2020). Sin embargo, las subclases o los isotipos y los perfiles
de glicosilacion de los Fc pueden mediar el tipo respuesta inmune a montar (Lu et al.,
2016). A través de los receptores FcY, se ha observado que los IgG policlonales
especificos de antigeno unico y multiple en respuesta a micobacterias provenientes
de personas asintomaticas expuestas e infectadas con M. tuberculosis puede mejorar
la fagocitosis y la inhibiciébn del crecimiento del bacilo, asi como también se ha
observado que la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos se ve potenciada
(Chen et al., 2020; Lu et al., 2016, p. 20, 2019).
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2.11 Inmunoprotedmica de la tuberculosis

El cuerpo humano libera proteinas asociadas a la tuberculosis en el torrente
sanguineo a través de diferentes vias de sefalizacion cuando se encuentra infectado
con M. tuberculosis, estas varian en concentracion y se liberan bajo diferentes estados
de severidad de la enfermedad (Van Altena et al., 2011). Es por esto que existen
estudios donde se han evaluado antigenos y proteinas liberadas que puedan usarse
como potenciales biomarcadores de LTBI, dichas moléculas se han evaluado de
diversas maneras. En estudios previos se han reportado que la expresién de ciertas
proteinas, tales como la peroxiredoxina 1 y la miocina de cadena pesada 9, en
muestras de sueros obtenidas de pacientes con ATB o con LTBI, fueron diferentes
cuando las compararon con pacientes (Zhang et al., 2014). Hay estudios reportados
donde para caracterizar biomarcadores especificos y poder diferenciar la severidad
de los estados de la enfermedad, se usaron técnicas de protedmica para poder
evaluar distintas proteinas en diferentes estados de tuberculosis, y se encontraron
expresadas proteinas como la ORM2, S100A9, IL-36q, las cuales se ven involucradas
en diversos procesos pato-fisioldgicos de tuberculosis pulmonar severa, mismos que
si se usan en conjunto pueden usarse como biomarcadores de TB severa, teniendo
una sensibilidad reportada de 90.0% y una especificidad del 92.16% (Liu et al., 2017).
La proteina ORM2 es un precursor de la glicoproteina acida a-2, y se le denomina
como una proteina indispensable en la fase aguda de la enfermedad, tiene un rol
importante en la inflamacion, en la supresion inmune mediada por células y también
potencia el crecimiento del bacilo, promoviendo la progresidn de la enfermedad. Dicha
proteina se produce principalmente por los macrofagos alveolares y neumocitos tipo
Il en la primera fase de la tuberculosis pulmonar, también la producen los macréfagos
espumosos localizados en areas tuberculosas en estadios avanzados de la
enfermedad (Martinez Cordero et al., 2008). La IL-36a es un miembro de la familia de
las interleucinas 1, que se ve incrementada en los estados de inflamacién de la
enfermedad, sin embargo, su funcidén en el desarrollo de la tuberculosis aun no es
clara (Ichii et al., 2017). S100A9 es una proteina de unidén a calcio que se encuentra

en los neutréfilos y monocitos, que también se considera una molécula de patrén
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molecular asociado a dafo. Dicha proteina se ve incrementada en su expresion en
pacientes con tuberculosis, y puede tener un rol patolégico mayor en la enfermedad,
ya que regula la acumulacion de los neutrdfilos y la inflamacién. También se ha
observado que su expresion se ve incrementada cuando hay inflamacion e hipoxia
severa, sugiriendo una asociacion entre esta molécula y la hipoxemia (Gopal et al.,
2013; Kuipers et al., 2013). La proteina SOD1 es una enzima superéxido dismutasa,
tiene la funcion de proteger a las células de la toxicidad de las especies reactivas de
oxigeno, catalizando la dismutacion del anién superéxido a oxigeno y peréxido de
hidrogeno, y también inhibe la inflamacion previniendo la fragmentacion oxidativa del
hialuronano (Gao et al., 2008; Stralin et al., 1995). La TB es asociada con el estrés
oxidativo y se ha observado la induccion de los antioxidantes del hospedero para
contrarrestar esta respuesta. Se ha reportado que la expresion de dicha enzima es
mas baja en pacientes que presentan TB cuando se le compara con individuos sanos,
asi como también baja en concentracion en pacientes que ya presentan falla pulmonar
(Bouhafs & Jarstrand, 1999; Golubovic et al., 2010). Existen autores que reportan que
SOD1 puede tener una actividad protectora contra la enfermedad, ya que esta
proteina tiene como rol principal mantener el balance entre oxidacién y antioxidacion,
lo que a su vez inhibe el proceso de inflamacion (Gao et al., 2008). En un estudio
realizado por el Instituto de Investigacion de Tumores Toracicos y Tuberculosis en
Beijing, se evaluaron 4,262 antigenos, por medio de microarreglos proteémicos.
Observaron que los niveles de 152 anticuerpos IgG especificos de antigenos de M.
tuberculosis fueron mas altos en los grupos pertenecientes a tuberculosis activa, que
en el grupo de LTBI. De estos, evaluaron 11 antigenos para poder observar si estos
podian utilizarse para diferenciar entre LTBIl y ATB, sin embargo, sus resultados no
fueron estadisticamente significativos (Shu Hui Cao et al., 2018). Existen estudios
donde el objetivo principal es identificar proteinas en plasma de pacientes que tienen
tuberculosis en diferentes etapas y que puedan ser potenciales biomarcadores y asi
poder discriminar entre PTB y LTBI. En este estudio identificaron 31 proteinas
expresadas diferencialmente entre pacientes que tenian PTB comparados con los
pacientes con LTBI y los individuos sanos. Los resultados sugieren un modelo de
diagnostico diferencial utilizando tres proteinas de las 31 encontradas, tales como la

alfa-1 antiquimotripsina (ACT), la alfa-1 acido glicoproteina 1 (AGP1), y la e-cadherina
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(CDH1). Ademas, se muestra que, dicho modelo diagndstico posee una sensibilidad
del 81.2%, y una especificidad del 95.2% para discriminar entre una PTB de una LTBI
(Sun et al., 2018).

Entre otros estudios, también se han caracterizado los cambios en el perfil proteémico
de un cultivo de M. tuberculosis en estado de dormancia de 1 afno. Se reporté que el
perfil proteico de este cultivo era diferente de un cultivo que presentaba un
metabolismo activo, pero similar a un cultivo de TB que llevaba en estado de
dormancia durante 4 meses. Encontraron que en el proteoma de M. tuberculosis se
expresaban enzimas involucradas en proteccidén del estrés oxidativo, chaperonas, y
proteinas de estabilizacion del DNA, asi como también enzimas involucradas en vias
como el ciclo acortado del TCA, procesos degradativos, y reacciones glicoliticas,
sugiriendo que esto provee de un bajo nivel del metabolismo (Trutneva et al., 2020).

ll. HIPOTESIS

Mycobacterium tuberculosis expresa proteinas inmunogénicas en suero de pacientes
con tuberculosis en estadio latente.

Iv. OBJETIVOS
4.1 General

Detectar proteinas de interés protedmico, de Mycobacterium tuberculosis con suero
de pacientes con tuberculosis en estadio latente.

4.2 Especificos
Obtener proteinas totales de un cultivo in vitro de Mycobacterium tuberculosis.
Determinar el proteoma de Mycobacterium tuberculosis.

Detectar proteinas inmunogénicas con suero de pacientes con tuberculosis en estadio

latente.
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V. MATERIALES Y METODOS
5. 1 Preparacion de las muestras

En el departamento de patologia del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién
Salvador Zubiran, se realiz6 un cultivo de Mycobacterium tuberculosis con las cepas
H37Rv (cepa prototipo), cepa 1556 (obtenida de un paciente originario de Veracruz).
Estas cepas se crecieron en medio Dubos-ADC, por 2 meses o hasta obtener el
estadio de latencia de la bacteria. Durante este proceso se redujo el porcentaje de

oxigeno suministrado al cultivo bacteriano.
5.2 Suero de pacientes

Las muestras de pacientes se obtuvieron por medio de flebotomia, siguiendo los
lineamientos bioéticos y con consentimiento informado para obtener la muestra de

cada paciente.

Posterior a la obtencion de sangre total, los tubos vacutainer conteniendo cada
muestra se centrifugaron a 5000 rpm por 5 minutos, posteriormente el suero se

alicuoto6 en tubos de 1.5 mL.

5.3 Controles y criterios de inclusion

Como control positivo se usé el suero de un paciente con diagndstico de tuberculosis

confirmado y comprobado por radiografia toraxica.
Los criterios de inclusion fueron:

1.- Haber sido vacunado con la vacuna BCG.

2.- Ser mayor de edad.

3.- No tener tuberculosis activa (comprobable por la presencia de bacilos

acidorresistentes, o la prueba de BAAR).

4.-No tener VIH o estar inmunosuprimido.
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5.- Que el paciente tenga sospecha de tuberculosis.

5.4 Monitoreo de la latencia

Para poder identificar el estadio de latencia de los cultivos de M. tuberculosis se
realizaron lecturas de la densidad 6ptica de los cultivos en medio Dubos marca Becton
Dickinson. Se inicié de un cultivo inicial de 30 mL, de los cuales el indculo inicial fue
de la cepa H37RV: 18.33x10° y 1556: 15.16x108. Se mantuvieron a 37°C en agitacion
constante, durante 2 semanas, con el fin de exponer a la micobacteria al medio de
cultivo.

Una vez llegado a este punto, los cultivos tuvieron una apariencia turbia, con lo cual
se realizd el pase a 65 mL de medio Dubos con suplemento ADC y 1 mL del cultivo
inicial. Se realizaron seguimientos de curva de crecimiento, hasta que los cultivos
alcanzaron un rango ente 0.4-0.5. Se tomaron 2 mL y se inocularon en 200 mL de
medio Dubos-ADC.

Una vez que llegd a una densidad 6ptica de 0.394, se tomaron 100 mL de medio, se
centrifugé a 3000 rpm/15 minutos. El pellet fue resuspendido en 200 mL de medio
Dubos-ADC+ 500 pl de azul de metileno. Se sellé perfectamente y se mantuvo a 37°C

en agitacion baja constante, hasta que el medio perdio la tonalidad azul.

5.5 Extraccion de proteinas

Para extraer el total de proteinas a partir de los cultivos de las dos H37RV Y 1556
cepas de M. tuberculosis antes mencionadas, se centrifugaron a 5,000 rpm por 15
minutos. Esto para separar el medio de cultivo del paquete bacteriano. El
sobrenadante se reservd en tubos conicos de 50 mL para su posterior procesamiento.
El paguete que contenia la masa bacteriana se lavo tres veces con PBS pH 7.4 1Xy

se mezcl6 por medio de vortex.

Se realizaron 10 alicuotas por cada cepa, las cuales fueron sometidas a lisis
mecanica. A cada alicuota se le adicionaron perlas de circonio y 800 pL de la mezcla
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de masa bacteriana con PBS pH 7.3. Estas alicuotas se transfirieron a un
homogeneizador de tejidos (Fast-Prep 24 version 6004.3). Posteriormente se
realizaron 7 pulsos, cada uno con duracion de 20 segundos. Entre cada pulso, la
alicuota era sometida a 2 minutos en hielo para realizar un shock térmico sobre la
bacteria y asi se garantizara la lisis de la bacteria. Una vez realizado este paso, se
procedi6 a anadir 80 uL del coctel de inhibidor de proteasas Cat. No. Ab65621 marca
ABCAM.

Para evaluar proteinas que pudieran haber quedado en el sobrenadante del cultivo,
este se someti6é a una extraccién de proteina. Se tomaron 9 mL del sobrenadante del
cultivo y se le anadi6 1 mL de acido tricloroacético, se procedié a incubar a una
temperatura de 4°C por 30 minutos. Después se centrifug6 a 13,000 rpm por 4
minutos. La pastilla obtenida se lavé con 1200 pL de acetona pura fria, centrifugar a
13,000 rpm por 15 minutos y se descartd el sobrenadante. Esta misma pastilla se
resuspendié en 1 mL de PBS pH 7.4 y se alicuoté en tubos de 1.5 mL y se centrifugo
a 13,000 rpm por 5 minutos y se descarto el sobrenadante, repitiendo este proceso 5
veces. Una vez terminados los lavados, se resuspendio la pastilla en buffer 2D
(CHAPS 4% w/v, UREA 7M, DTT 50 mM y azul de bromofenol 1%).

5.6 Purificacion de proteinas de la biomasa bacteriana

La purificacion de proteinas se realizé con el kit ReadyPrep™ 2-D Cleanup, Cat. No.
1632130 marca Biorad, siguiendo las indicaciones del fabricante. Se tomé un vial de
proteinas en un volumen final de 100 ul, primero adicionamos 400 ul del agente
precipitante 1 y se mezclé bien por vortex durante 30 segundos las muestras se
incubaron por 15 minutos en hielo. Después, afnadimos 400 ul de agente precipitante
2, se mezcld 30 segundos en vortex y se centrifugaron a 12000 rpm por 5 minutos a
4° C. Se coloco6 inmediatamente el tubo en hielo y se desechd el sobrenadante, se
centrifugé como en el paso anterior. Posteriormente, se agregaron 40 pl del agente
de lavado 1, en la punta del pellet, y se centrifugd nuevamente, se retiré y deseché el
sobrenadante. Después, se agreg6 1 ml de reactivo de lavado 2 (enfriadoa -20°C
durante 1 hora) y 5 pl del aditivo de lavado 2 y se incubaron a -20 ° C por 30 minutos

(cada 10 minutos se agita en vortex el tubo durante 30 segundos). Después del
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periodo de incubacion se centrifugaron y se desech6 el sobrenadante. El pellet
formado se dejo secar al aire libre a temperatura ambiente de 3 a 5 minutos.
Finalmente se suspendié la muestra en 200 ul de buffer 2-D rehidrataciéon (CHAPS
4% w/v, UREA 7M, DTT 50mM y azul de bromofenol 1%) y se guardd a -20°C hasta

Su uso.

5.7 Cuantificacion por Bradford

Para determinar la cantidad de proteina en las muestras, se realiz6 el método
colorimétrico Bradford. En micro placa de 96 pozos, se colocaron 5 pl de la curva
estandar con 7 diluciones de albumina de suero bovino BSA BioRad Cat. No.
5000207, (0.125-2.0 mg/ml). El ensayo se realiz6 por duplicado, se colocaron 5 pl de
la muestra a cuantificar y 250 pl del reactivo Bradford en cada pozo. La placa se cubrio
con papel aluminio y se incub6 a temperatura ambiente de 5 a 10 minutos. Una vez
transcurrido el tiempo de incubacion, la lectura se realizé con el software Microplate

Manager a 595 nm.

5.8 Electroforesis SDS-PAGE en 1D

Para observar y determinar la integridad de proteinas se realizé una electroforesis en
gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) por sus siglas en inglés.
El gel separador se preparé al 12% (1.6 ml de agua destilada, 2.0 ml Acrilamida 30%,
1.3 ml Tris 1,5 M pH 8,8, 0.05 ml SDS 10%, 0.05 ml persulfato de amonio 10% y 5 pL
TEMED) y el concentrador al 5% (1.4 ml agua destilada, 0.33 ml acrilamida 30%, 0.25
ml Tris 1.0 M pH 6,8, 0.2 ml SDS 10%, 0.2 ml persulfato de amonio 10% y 4 pl
TEMED). Se cargaron 7 ul de la muestra que contenia 10 ug de proteina con 7 pl de
buffer de carga Laemmli x1 y 3 ul del marcador de peso molecular de 116 kDa - 14.4
kDa (Thermo Scientific™ Pierce™ Unstained Protein MW Marker 26610 Cat. No.
11882114).
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La electroforesis se realizé a 100 V durante 120 minutos, usando buffer de corrida x1
pH 8.3 (Tris-base 24 mM, SDS 0.1%, Glicina 192 mM). Una vez terminada la
electroforesis, los geles se enjuagaron con agua destilada y se fijaron con solucién de
fijado (50% de metanol y 7% de acido acético glacial) por 30 minutos, después se
tineron con sypro ruby (Invitrogen Cat. No. S12001) durante 30 min en agitacion,
calentandolos al microondas en intervalos de 30 segundos y 5 minutos y se destifieron
con una solucién de destenido (metanol 10%, acido acético glacial 7%), por 30
minutos en agitacion, después se lavaron dos veces por 5 minutos con agua destilada
estéril. Los geles se visualizaron en el fotodocumentador UV de BioRad y se

analizaron con el programa Image Lab.

5.9 Transferencia a membrana de nitrocelulosa, Western Blot y revelado de
membrana

La transferencia de uno de los geles SDS-PAGE se llevé a cabo en camara semi seca
(Biorad®) y se corrié a 15 V por 20 minutos. En el centro se colocé papel filtro
humedecido con buffer de transferencia x1 (Tris- base 25 mM, Glicina 190 mM,
Metanol 20%), se coloco al centro de la camara un papel filtro, la membrana de
nitrocelulosa de un tamafo de poro de 0.45 uM, el gel y un segundo papel filtro.

Posteriormente, se realiz6 el bloqueo de la membrana con leche descremada al 5%
preparada con PBS 1x pH 7.4, incubado en agitacion lenta a 4°C durante toda la noche
(O.N), al dia siguiente se realizaron dos lavados rapidos de la membrana con PBS pH
7.4 y un tercero en agitacion por 15 minutos. Se realizd una solucion de PBS y leche
descremada al 0.1% para elaborar una dilucion 1:100 de suero del paciente con
tuberculosis latente. La membrana se montd en una bolsa de plastico junto con la
solucidn del suero, se sell6 herméticamente, y se incubd a temperatura ambiente toda
la noche en agitacion lenta y constante. Al siguiente dia se realizaron cinco lavados
con PBS-Tween al 0.1% de 5 minutos cada uno. Se realizé una dilucién 1:3000 de
anticuerpo secundario anti-humano IgG acoplado a HRP (Jackson IR Cat. No. 109-
035-003), con una solucion de PBS y leche descremada al 0.1%, y se incubd la

membrana con esta solucién por 1 h en agitacion constate. Después se lavd la
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membrana diez veces con PBS-Tween al 0.1% comenzando con tres lavados de 10
minutos cada uno, y posteriormente siete lavados de 5 minutos cada uno. El revelado

de la membrana se realizé por quimioluminiscencia.
5.10 Identificacion del proteoma de M. tuberculosis

A partir de los extractos de proteinas obtenidos, se mandé a analizar una fraccion de
la misma a espectrometria de masas tipo shot gun, a la Unidad de Servicios de Apoyo
a la Investigacién y a la Industria (USAII), perteneciente a la Universidad Autonoma
de México.

Dichos extractos fueron hidrolizados por medio de una digestion con tripsina,
anadiendo 30 ul de solucion de tripsina porcina modificada a 20 ng/ yl marca Promega
en 0.05 mol/L de bicarbonato de amonio, seguido de una incubacién durante 24 horas
a 37°C.

Los péptidos obtenidos se extrajeron dos veces en acetonitrilo al 50% (v/v) y acido
formico al 5% (v/v) durante 30 minutos con sonicacion. El volumen obtenido se
disminuy6é mediante evaporacion en una centrifuga al vacio y se ajusté a 20 pl con
acido formico al 1% (v/v). El analisis de espectrometria de masas de los péptidos se
llevé a cabo usando un sistema integrado nanoLC-ESI MS/MS cuéadruple/tiempo de
luz, espectrémetro de masas de alta definicion synapt G2 (Waters Corporation)
equipado con una fuente de iones NanoLockSpray. El instrumento se conecto en linea
a una cromatografia liquida NanoAcquity Ultra-Performance (UPLC; Waters
Corporation). Se utilizé un sistema de solventes binarios el cual se constituia de dos
fases méviles, en donde la fase A contenia 2% de acitronil en agua Milli Q con 0.1%
de acido férmico, y la fase B contenia 98% de acitronil en agua Milli Q con 0.1% de
acido férmico en una columna de captura simétrica UPLC C18 (5 mm, 180mm x 20
mm; Waters Corporation). Las muestras fueron desaladas, concentradas y lavadas
con el 100% de la fase mévil “A” a una tasa de flujo de 15 pl/min. Después, dentro de
3 minutos, la columna de captura se cambid de linea a una columna analitica. Los
péptidos se separaron en una columna UPLC BEH, C18 (1.7 mm, 75 mm x 100 mm;
Waters Corporation) con el uso de un gradiente lineal de 40% B sobre un periodo de
30 minutos a una tasa de flujo de 0.3 pl/min, seguido de un 98% de fase movil B. El

40



procesamiento de los datos se realizé usando software PLGS (Protein Lynx Gilobal
Server, versién 2.5.3, ©Waters) Se utiliz6 un puntaje PLGS con un intervalo de
confianza >95%. Se us6 como base de datos mundial sobre el genotipado de M.
tuberculosis (http://www.pasteur-guadeloupe.fr) para la identificacion de los péptidos

con los péptidos tedricos de proteinas reportadas de M. tuberculosis.

Los datos obtenidos se compararon con los pesos moleculares obtenidos por los
inmunoensayos de Western Blot para asi identificar las proteinas inmunodetectadas.
También se realizé una identificacion tedrica basada en la busqueda bibliografica de
las proteinas identificadas como posibles candidatas para biomarcador.

5.11 Disposicion de desechos

Todo material punzocortante utilizado para la flebotomia sera separado de acuerdo al
punto 6.2.1 de la NOM-087 donde establece que este tipo de material debera ser

envasado en un recipiente rigido de polipropileno, resistente a fracturas, de color rojo.

Los cultivos que se realizaran en este proyecto seran dispuestos de acuerdo al punto
6.2.1 de la NOM-087, donde indica que estos deberan ser desechados en una bolsa
de plastico rojo, previamente inactivada la bacteria. Asi como también los geles que
contengan los sueros de los pacientes.

También se seguiran las medidas de llenado que indica la norma en el punto 6.2.1.2
donde se llenaran al 80% de su capacidad, cerrandose antes de ser transportadas al
sitio de almacenamiento colocandole la leyenda de “PELIGRO, RESIDUOS
PELIGROSOS SOLIDOS BIOLOGICO-INFECCIOSOS” y también se marcaran con el

simbolo universal de riesgo bioldgico.

Los tubos Vacutainer conteniendo la sangre total de los pacientes seran almacenados
para su desecho, segun el punto 6.4 de la norma donde se indica que se debera
asignar un area de almacenamiento de estos residuos, a una temperatura no mayor
a los 4°C segun el punto 6.4.3.4. Después se contendran en bolsas rojas para su

posterior disposicidn final.
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VL. RESULTADOS
6. 1 Confirmacion de la fase latente

Una vez obtenidos los cultivos, estos se analizaron conforme a su crecimiento,
detectando la fase de latencia. La fase exponencial se detecté en una D.O de 0.402
para la cepa H37RV y la cepa 1556 a una D.O de 0.519. Misma fase se detecto6 por
medio de las lecturas de densidad dptica. La fase de latencia pudo confirmarse a partir
de la densidad 6ptica de 0.613 para la cepa H37RV, la cual se mantuvo desde el dia
12 hasta el dia 22. Mientras que para la cepa 1556 la latencia se pudo corroborar con
una densidad 6ptica de 0.311 a partir del dia 21 y se mantuvo hasta el dia 32 (Figura
5).
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Figura 5. Curvas de crecimiento de M. tuberculosis. A) Patron de crecimiento de la

cepa H37RV. B) Patrén de crecimiento de la cepa 1556.
6.2 Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

Posterior a la extraccidon de proteinas de las 2 cepas de M. tuberculosis se realizé la
cuantificacion por el método colorimétrico de Bradford. Para determinar la
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concentracion de proteinas en las muestras extraidas previamente, se realiz6 una
curva de calibracion usando BSA con los estandares de 0.125, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0,
1.5, 2.0 mg/mL; cuantificados por triplicado, la curva arrojé un valor de R?= 0.9336
(Figura 6).

p y=0.4992x + 0.5871
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Figura 6. Regresion lineal para la cuantificacién de proteinas de Mycobacterium
tuberculosis, cepas H37RV y 1556.

En el cuadro 1 se muestran los resultados de absorbancia para la determinacion de
la concentracion de proteinas de las muestras de M. tuberculosis H37RV y 1556
respectivamente, segun la ecuacion x=(y-b)/m. La concentracion de las muestras fue
de 0.175 mg/mL y 0.982 mg/ mL respectivamente, posteriormente se calculd la
concentracidon que habia por muestra en microgramos por microlitro para saber la
concentracion exacta de cada vial. Esto para determinar si la cantidad es suficiente
para realizar ensayos posteriores, tales como los ensayos de integridad proteica,

western blot y el analisis del proteoma.

Cuadro 1. Concentracidon de las muestras de proteinas.
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Muestra Absorbancia Concentracion Concentracion

595nm mg/mL Mg/ML
H37RV 0.6749 0.17589 35.16
1556 1.07075 0.9825 196.4

De ambas muestras analizadas, se puede observar que ambas poseen una cantidad
suficiente para poder realizar los analisis de integridad de proteina y los ensayos de
western blot para poder detectar a las proteinas inmunogénicas y analizar el proteoma

general de M. tuberculosis en estado de latencia (Cuadro 1).

6.3 Integridad de proteinas

Una vez realizada la cuantificacion, se realiz6 un analisis de integridad de las
proteinas totales de M. tuberculosis en estado de latencia por medio de una
electroforesis en 1D SDS-PAGE al 12%. De acuerdo a la cuantificacién previa, se
afadieron 8 pL de muestra a cada pozo, en la cual habia una concentracién de
proteina de 10 ug totales, misma que después de tefir con Sypro Ruby (Invitrogen)y
analizar por medio del fotodocumentador (Bio Rad), se observaron diferentes bandas
de proteinas de distintos pesos moleculares, y una integridad éptima para realizar la
transferencia de proteinas a la membrana de nitrocelulosa y posteriormente

analizarlas por medio de los ensayos de Western Blot.
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Figura 7. Andlisis de integridad de las proteinas extraidas. Carriles: 1) marcador de
peso molecular en kDa; 2 y 5) perfil proteico de la cepa H37RV; 3 y 4) Perfil proteico
de la cepa 1556; 6) control positivo, perfil proteico de E. coli TOP1.

6.4 Inmunodeteccion de las proteinas por medio del suero de los pacientes

Para poder inmunodetectar a las proteinas inmunogénicas, se utilizaron los sueros de
pacientes con tuberculosis tanto latente como activa, se realizd un ensayo de
inmunodeteccion. El resultado mostrd la presencia de proteinas inmunorreactivas
unidas al anticuerpo secundario (Figura 8). Sin embargo, se puede hacer la distincién
que existe un perfil proteico distinto entre el suero del paciente con tuberculosis activa
y el suero del paciente con tuberculosis latente. Se puede observar que, en la
membrana correspondiente al paciente que presenta tuberculosis activa, ya que se
observaron proteinas de 66 kDA, 52 kDA, y 51 kDA (senaladas con flechas azules).
Mientras que en la membrana que interaccioné con el suero de un paciente con
tuberculosis latente, se observaron proteinas desde los 94 kDA, 64 kDA, 63 kDA, 62
kDA, 50 kDA, 40 kDA y 35 kDA, respectivamente (sefialadas con flechas azules en la
Figura 8). También se puede observar que, en la membrana que fue incubada con el
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suero del paciente con tuberculosis activa, el inmunorreconocimiento de proteinas en
ambas cepas. Mientras que, en la membrana tratada con el suero del paciente con
tuberculosis latente, solo hubo reconocimiento en la cepa H37RV (Figura 8).

Figura 8. Deteccion de proteinas inmunogénicas con el suero de pacientes en

diferentes tipos de infeccion con tuberculosis.

En la Figura 8 podemos se muestra en el panel A, la membrana tratada con el suero
del paciente con tuberculosis activa, en donde el carril 1 pertenece al control positivo
que es E. coliTOP 10; Carril 2: Cepa H37RVH; Carril 3: Cepa 1556; Carril 4: H37RV;
Carril 5: marcador de peso molecular. En el panel B se puede observar la membrana
tratada con el suero de un paciente con tuberculosis latente, donde el Carril 1 es el
marcador de peso molecular; Carril 2: Cepa H37RV; Carril 3: Cepa 1556; Carril 4:
1556; Carril 5: H37RVH; Carril 6: control positivo E. coli TOP10.

6.5 Identificacion del proteoma de M. tuberculosis

Una vez obtenidos los extractos proteicos de ambas cepas de M. tuberculosis, se
procedio a identificar a las proteinas del bacilo. Cada muestra fue procesada por
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medio de espectrometria de masas tipo shot gun, donde se identificaron proteinas con
diversas funciones (ver Cuadro 2).

CITOPLASMA
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PTP
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Figura 9. Diagrama de Venn en donde se muestran los grupos de proteinas
identificadas por medio de la espectrometria de masas tipo shot gun, pertenecientes

a M. tuberculosis.

Los resultados mostraron que se identificaron proteinas extracelulares de: a)
superficie., b) pared., c) membrana y d) citoplasma. Asi como también se identificaron
proteinas que se ven involucradas en el metabolismo, y division celular. La mayor
cantidad de proteinas encontradas, con un porcentaje de ~ 40%, fueron proteinas
involucradas en el metabolismo del bacilo, seguido en abundancia de proteinas de
citoplasma con un porcentaje de ~ 30%, ~ 20% de abundancia de proteinas de pared
celular y membrana, asi como también ~ 10% de proteinas pertenecientes a la

superficie.
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Cuadro 2. Resultados de las proteinas identificadas por espectrometria de masas tipo

shot gun.

Proteina

Codigo de acceso

Peso molecular
(Da)

Punto
isoeléctrico

PLGS
Score

iniB OS proteina in-
ducible por isoniazida
M. tuberculosis

Factor de elongacion
Tu M. tuberculosis

Proteina sin caracteri-
zar Mycolicibacterium
chitae

Proteina inmunogénica
MPB64 MPT64 Mycol-
icibacterium thermore-
sistible

Proteina perteneciente
a la familia PE PGRS
de M. tuberculosis
Deshidrogenasa acil
CoA M. novum

Subunidad beta de ATP
sintasa M. sherrisii

Proteina contenida en
el dominio DUF3068 M.
grossiae

Diacilglicerol aciltrans-
ferasa mycoliltrans-
feras a Ag85A M.
conspicuum

Proteina ZapE de di-
vision celular M. inter-
medium

Peptidasa tripeptidil
prolil Mycobacteroides
salmoniphulim

ADAQ45IRQ4_MYCTX

EFTU_MYCTU

AOA3S4RBAG_MYCCI

AOA100XHF8_MYCTH

Q8VKN3_MYCTO

AQAT7I7JL29_SMYCO

AOA1E3TSR8_9MYCO

AODA1EBPZDO_SMYCO

ADATX1TIXE_9MYCO

ADA1E3SE47_MYCIE

AODA4R8SWM9_9MYCO

43894

43566

4677

25178

52715

77580

52829

43744

35977

38293

69142

5.16

5.124

4.6714

4.0752

5.3247

4.7241

4.6377

4.3755

7.1455

5.1211

4.7314

3410.463

840.7891

566.4104

228.0202

199.3678

190.8741

177.2839

166.912

132.5137

104.4478

87.5602

VIl.

DISCUSION

Los resultados mostrados en este trabajo sugieren que el sistema inmunolégico del

huésped es capaz de detectar y responder a proteinas inmunogénicas de M.
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tuberculosis, 10 que podria ser un indicativo de la capacidad del sistema inmunoldgico
para mantener la infeccion controlada. El hecho de que las proteinas de M.
tuberculosis sean inmunorreconocidas por los sueros de pacientes con tuberculosis
latente sugiere una respuesta inmunoldgica activa a la infeccién por M. tuberculosis,
incluso en casos de tuberculosis latente. Esto es importante, ya que la tuberculosis
latente se caracteriza por la presencia del microorganismo en el cuerpo sin manifestar
sintomas clinicos. Trabajos previos para identificar a la poblacién con tuberculosis
latente, misma que funciona como reservorio de la enfermedad, se identificaron
proteinas como la ORM2, S100A9, y la IL-36a que pueden detectar una TB severa,
con una sensibilidad reportada de 90% y una especificidad del 92.16%. Sin embargo,
no son especificas de LTBI y la funcién de la proteina IL-36 a en el desarrollo de la
enfermedad aun no esta clara (Liu et al., 2017; Ichii et al., 2017). Adicionalmente,
existen reportes de trabajos realizados por ensayos con microarreglos y proteémica,
en donde se han sugerido a las proteinas ACT, AGP1y CDH1, los cuales, si se utilizan
en conjunto, pueden diferenciar entre una PTB y una LTBI con una sensibilidad de
81.2% y una especificidad del 95.2%. Sin embargo, hace falta evaluar su aplicacién
en la poblacion mexicana y los porcentajes de sensibilidad y especificidad son
semejantes a los reportados en la prueba T-SPOT TB (Flores-lbarra et al., 2015; Sun
et al., 2018).

Una vez obtenidos los resultados del proteoma de M. tuberculosis por medio de la
espectrometria de masas y ensayos de inmunodeteccion se logro la identificacion de
proteinas que fueron reconocidas por el suero de un paciente que presentaba
tuberculosis en fase latente en una manera diferencial a las detectadas por el suero
de un paciente con tuberculosis activa. Estos resultados son consistentes con los
reportados en una investigacion realizada para analizar la expresion de diferentes
proteinas en el estado de dormancia del bacilo, en donde se compar6 un cultivo de 1
ano en estado de latencia, con un cultivo con tuberculosis en fase activa. Se
encontraron expresadas enzimas pertenecientes a vias metabdlicas. Sin embargo, las
proteinas que se encontraron con mayor expresion en el estado de dormancia fueron
enzimas involucradas en procesos de proteccion celular contra el estrés oxidativo
tales como la superdxido dismutasa, catalasas y peroxidasas. Y también proteinas
de union al DNA (hupB/Rv2986. iniB/Rv0341) , las cuales se cree que pueden servir
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al bacilo para la estabilizacion del material genético durante los estados largos de
dormancia (Trutneva et al., 2020), mismas proteinas que podemos ver expresadas en
este estudio (Ver Cuadro 2).

Segun sus caracteristicas fisicoquimicas, se identificé a una proteina de 52.71 kDa y
un punto isoeléctrico de 5.3 (ver Figura 8, Cuadro 2), perteneciente a la familia de
proteinas PE-PGRS, las cuales estan involucradas en la supervivencia del
microorganismo a ambientes hostiles, cuyos genes se expresan en condiciones de
bajo pH y cuando existe una baja de nutrientes importante (De Maio et al., 2020;
Dheenadhayalan et al., 2006; Giovanni Delogu et al., 2004), esto es coherente con la
capacidad que posee el patdégeno para persistir en el huésped durante periodos
prolongados, en donde es necesario la adaptacién del bacilo en ambientes hostiles.
Estas proteinas se encuentran localizadas principalmente en la pared celular de Mtb,
en la membrana celular y en el periplasma (Brennan et al., 2001; De Maio et al., 2014;
Sayera Banu et al., 2002) y también son secretadas en una manera dependiente del
sistema ESX5 (Ates etal., 2018) y ademas se ha demostrado su capacidad de
modular las respuestas inflamatorias anti-micobacterianas, su participacién en
metabolismo de lipidos, muerte celular, autofagia e incluso inhibir la maduracién del
lisosoma en los macréfagos, asi como también son de vital importancia en la virulencia
del bacilo (Xie et al., 2021). La presencia de esta familia de proteinas solo en cepas
del género mycobacterium, tal es el caso de M. marinum, M.bovis y M. tuberculosis
también habla de su importancia en la patogénesis de la enfermedad (Sampson,
2011).

También se identificd a la proteina diacilglicerol acetiltransferasa Ag85A que, entre
sus caracteristicas fisicoquimicas, tiene un peso molecular de 35.97 kDa y un punto
isoeléctrico de 7.14 (Ver Figura 8, Cuadro 2). Dicha proteina pertenece al complejo
antigénico 85, el cual constituye el 60% del secretoma micobacteriano y consiste en
tres proteinas con actividad enzimatica, las cuales son secretadas abundantemente
(FbpA, FbpB y FbpC2), estas juegan un rol crucial en la patogénesis de la tuberculosis
y también poseen una actividad micoliltransferasa en la pared celular, donde ayuda a
la union del &cido micdlico con el arabinogalactano (Kremer et al., 2002). Las enzimas
de este complejo sintetizan el glicolipido mas abundante de la célula micobacteriana,
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el dimicolato trehalosa (o también conocido como el factor cuerda), el cual es esencial
para la integridad de la pared celular del bacilo y su patogénesis (Nguyen et al.,
2005).Tienen un papel fundamental en la virulencia de Mtb, ya que es requerido para
su supervivencia intracelular dentro de los macréfagos, promueve respuestas
inmunes, asi como también inhibe la maduracién del fagosoma (Kumar et al., 2010;
Kuo et al., 2012) .Mtb acumula grandes cantidades de triacilglicerol durante la hipoxia,
mismo que actua como almacenamiento de energia y carbono. Este triacilglicerol se
guarda en formas intracelulares, como gotas de lipidos, que son esenciales para la
supervivencia del bacilo en un estado de dormancia, y se ha demostrado que Ag85A
puede jugar un papel significativo en la formacion de estos cuerpos de
almacenamiento, implicando a esta enzima en la persistencia de la infeccion por
tuberculosis (Daniel et al., 2011; Elamin et al., 2011; Garton et al., 2002).

Es importante mencionar que Mycobacterium tuberculosis puede quedar inactivo en
el huésped durante meses, incluso afos si producir enfermedad y luego activarse e
iniciar la produccién de lesiones y sintomatologia contagiosa. El estado de latencia
que desarrolla el bacilo puede durar anos en el huésped a su vez se ha demostrado
que en este estado inactivo la micobacteria desarrolla resistencia a los antibiéticos de
primera linea tales como la isoniazida y la rifampicina (Wayne & Sramek, 1994), por
lo que es necesario detectar esta fase de manera sensible y especifica. Los antigenos
bacterianos, pueden ser usados para meétodos de diagndstico ya que son altamente
inmunogeénicos, e incluso pueden ser secretados en el medio extracelular (Hong et al.,
2011), lo que los hace grandes candidatos para poder hacer un diagnostico diferencial

de tuberculosis.

En general, estos resultados respaldan la idea de que la tuberculosis latente es un
estado activo de inmunorreconocimiento, y las proteinas identificadas podrian ser
objetivos importantes tanto para comprender mejor la patogénesis de la tuberculosis
latente, asi como también su potencial para el desarrollo de nuevos métodos de
diagnédstico. Ademas, estos hallazgos subrayan la importancia de la investigacion
continua en el campo de la tuberculosis para mejorar el diagndstico y el tratamiento

de esta enfermedad.

VIIl. CONCLUSION
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En esta investigacibn se logré la deteccibn de proteinas inmunogénicas M.
tuberculosis. El suero del paciente diagnosticado en fase de latencia reconoce
proteinas expresadas del bacilo en estado de dormancia, por lo que se pudieron
identificar y clasificar a dichas proteinas segun su peso molecular y punto isoeléctrico,
acorde a los resultados de espectrometria de masas y los ensayos de
inmunodeteccion. Posterior a un analisis bibliografico, se encontré que existen dos
familias de proteinas que pueden utilizarse como potenciales biomarcadores de la
latenica, tales como las proteinas pertenecientes a la subfamilia PE-PGRS, y al
complejo antigénico 85. Ambas familias se han reportado que pueden ser secretadas
y que también estan localizadas en la membrana del bacilo. Sin embargo, también
han reportado funciones en la inmunorregulacion para asegurar la supervivencia del
bacilo en ambientes hostiles, ambientes presentados una vez que se fagocitan por los
macréfagos, los cuales son principalmente baja de nutrientes, bajo pH, e hipoxia,
ademas de participar en la patogenicidad del microorganismo, y tener un rol activo en
la latencia de la enfermedad, por lo que podrian ser propuestas para el desarrollo de
nuevas técnicas de deteccion que sean capaces de diferenciar ente una fase latente
y una fase activa de la enfermedad, contribuyendo al control de la diseminacién y

transmision de la tuberculosis.
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X. ANEXOS

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Le invitamos a participar en el proyecto de investigacién “Deteccion de proteinas
inmunogénicas de Mycobacterium tuberculosis con suero de pacientes en el
estadio latente de la enfermedad” cuyo objetivo es identificar proteinas que
desencadenen unarespuesta de proteccion por parte del sistema inmune,
contra las infecciones por Mycobacterium tuberculosis. Este es un proyecto de
la Universidad Auténoma de Querétaro (UAQ), Facultad de Ciencias Naturales. Es
importante que usted comprenda la importancia del estudio, qué va a implicar su

participacion, como se va a utilizar su informacién y los resultados del mismo.

Xl.  Propdésito del estudio:

La tuberculosis es una enfermedad causada principalmente por la bacteria
Mycobacteriumtuberculosis la cual infecta principalmente a los tejidos del pulmén,
generando neumonias severas. Esta enfermedad puede presentar dos fases
importantes, la de latencia o la enfermedad activa. En la fase de latencia, la bacteria
queda contenida en una estructura llamada granuloma, la cual previene que la
bacteria pueda infectar mas tejidos del organismo, teniéndola contenida por anos.
Sin embargo, se ha demostrado que la bacteriatiene la capacidad de poder seguir
replicandose dentro del granuloma hasta tal punto que esta estructura no es capaz
de seguir conteniéndola, lo que provoca que haya lesiones secundarias en mas
tejidos del organismo. La fase de latencia de la enfermedad es de suma importancia
porque, tiene la capacidad de convertirse en fase activa debido a diferentes
comorbilidades que el paciente pueda presentar, como por ejemplo, diabetes, mala
nutricion o coinfecciones con el virus de la inmunodeficiencia adquirida (VIH).

La seleccidn de los sujetos que pueden participar en el proyecto incluyen: voluntarios
sanosmayores de edad, que hayan sido vacunados con la vacuna BCG, no tener
tuberculosis activa, que no tengan coinfecciones con VIH o estar inmunosuprimido,

y que el paciente tenga sospecha de tener tuberculosis.
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El objetivo de este estudio es identificar proteinas que desencadenen una
respuesta de proteccion por parte del sistema inmune, para combatir las
infecciones por Mycobacterium tuberculosis en estadio latente, es decir, que
sean capaces de activar la produccidén de anticuerpos que combatan la infeccién.
Para este estudio se requiere el uso de sueros de voluntarios sanos, expuestos a

Mpycobacterium tuberculosis , que cumplancon los criterios descritos anteriormente.

Debe quedar claro que su participacion es voluntaria y no condiciona la atencion
medicaen la institucion a la que usted tiene derecho. Si usted decide participar,
debera llenar un formulario, que le tomara entre 10 y 15 minutos y se entregara junto
con este documento, en el que se incluiran datos del estado de salud del voluntario.
Posteriormente una personacapacitada, realizara la toma de muestra sanguinea,
que consiste en la colocacién del torniquete en la parte media del brazo, la
desinfeccion del sitio de extraccidn con alcohol al 70% y la introduccidén de una aguja
en la vena para la recoleccién de sangre, se llenara un solo tubo de 10 ml, este es
un procedimiento ambulatorio, cuyas complicaciones no sonmayores a un ligero
dolor en el area de donde se extrajo la sangre y la posible formacién de un
hematoma, en algunos pacientes, por sus caracteristicas individuales, resulta dificil
extraer la muestra de sangre, por lo que tal vez sea preciso puncionarle dos veces

para extraer muestra de sangre suficiente.

Los resultados de su muestra se evaluaran en las siguientes 24 horas posteriores,
los resultados del analisis seran utilizados Unicamente para fines de investigacion
cientifica y solo para la identificacion de proteinas que desencadenen una respuesta
por parte del organismo para combatir la infeccion por M. tuberculosis. En este estudio
no se manejarandatos de identificacidon personal, para asegurar la proteccion del
voluntario, en ningin momento el investigador podra correlacionar los resultados
obtenidos de la investigacion con la identidad del voluntario, para evitar conflictos
éticos con la institucion o personal conque conviva el voluntario, por lo que, en caso
de detectar anticuerpo contra la bacteria, no se dardn a conocer estos resultados a

ninguna persona o institucion.

Los presentes analisis asentaran las bases para el disefio de nuevas vacunas contra

este patdgeno que podrian controlar los brotes de la bacteria reduciendo las tasas
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de mortalidady morbilidad ademds de prevenir la infecciéon en pacientes en riesgo.

La incomodidad en la toma de muestra es el Unico efecto adverso al que se le
somete. Losbeneficios de participar en este estudio, consistirdn Unicamente en
recibir orientacién sobrelas infecciones producidas por M. tuberculosis expuesta en

este consentimiento informado.

Los presentes analisis asentaran las bases para el disefio de nuevas vacunas contra
este patdgeno que podrian controlar los brotes de la bacteria reduciendo las tasas

de mortalidady morbilidad ademés de prevenir la infeccién en pacientes en riesgo.

La incomodidad en la toma de muestra es el Unico efecto adverso al que se le
somete. Losbeneficios de participar en este estudio, consistiran Unicamente en
recibir orientacion sobrelas infecciones producidas por M. tuberculosis expuesta en
este consentimiento informado.

. Acuerdo de confidencialidad:

Para este estudio no se manejaran datos de identificacion personal, exentando la
firma y llenado de este consentimiento informado, posterior a la autorizacion del
voluntario a participar, el llenado del cuestionario y la toma de muestra no requiere
datos de identificacion personal, es decir en ningin momento del estudio es
requerido su nombreo apellido, asegurando la confidencialidad de sus datos. Para
el manejo de la investigacion se les asignara un niumero cédigo a su muestra, sin
ninguna relacion con sus datos de identidad, en ningun momento el investigador
podra correlacionar los resultados obtenidos de la investigacidn con la identidad del
voluntario. Ninguna persona sin autorizacion podra conocer sus datos o tener
acceso a ellos. Los datos obtenidos comoresultado de esta investigacion podrian
ser utilizados para publicaciones cientificas, en las que en ningun momento

aparecera su identidad.

Destino de la muestra bioldgica:

Las muestras derivadas de este estudio se almacenaran en el Laboratorio de
Investigacionen Inmunologia y Vacunas (LINVAS) de la UAQ hasta concluir la
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investigacion antes mencionada, posteriormente seran desechadas de acuerdo alos
protocolos para el manejode residuos peligrosos bioldgico infecciosos (RPBI). El
acceso a las muestras solo podra realizarse bajo la conformidad del investigador
que tiene asignada la responsabilidad de custodiarlas bajo las pautas de este

documento firmado.

Para cualquier duda referente a su participacion, sirvase comunicarse con:Lic. en
Microbiologia Roxanna Marisol Layseca Gress, investigador promotor delestudio al

correo: rlayseca28@alumnos.uag.mx y la Dra. Bertha Isabel Carvajal Gamez,

investigador que dirige el estudio, al correo: bicarvajal@uaqg.mx

El protocolo del que deriva este consentimiento informado, asi como el propio
consentimiento, fue evaluado por el Comité de Bioética de la Direccién de
Investigacion y Posgrado de la Universidad Autbnoma de Querétaro (DIPA-UAQ).

Cualquier duda que considere que no puede ser resuelta por el investigador, puede
contactarse a: http://bioetica.uag.mx/index.php/contacto

Declaracion:

He leido con cuidado este consentimiento informado, he hecho todas las
preguntas que he deseado y todas me han sido respondidas

satisfactoriamente.

Estoy de acuerdo en participar en el estudio descrito anteriormente. Los
objetivos del proyecto, criterios de seleccidn de participantes y los posibles

inconvenientes me han sido explicados a mi entera satisfaccion.

Estoy de acuerdo en que mi muestra sanguinea podra ser utilizada para fines
de investigacidn y solo para la identificacion de proteinas inmunogénicas de
M. tuberculosis. Mi firma también indica que he recibido un duplicado de este

consentimiento informado.

Yo, declaro que es mi decision

participar en el estudio de forma voluntaria. He sido informado que puedo
negarmea participar o terminar mi participacion en cualquier momento del

estudio, sin que sufra pérdida de beneficios en las instituciones de salud.
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Lugar y fecha:

Nombre y firma del participante Nombre y firma del investigador que recibe
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