UNIVERSIDAD DE SONORA

DiviSION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD
PROGRAMA DE MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA SALUD

Escaneo Cromatografico de las Proteinas de Filtrado
de Cultivo de Mycobacterium tuberculosis H37Rv

TESIS

Que para obtener el grado de

Maestro en Ciencias de la Salud

PRESENTA

Edson Norberto Carcamo Noriega

Hermosillo Sonora Julio de 2011



Universidad de Sonora

Repositorio Institucional UNISON

<
Q

—

TODO - LO - ILUMINAN

KA P
NP |

-

{

“El saber de mis hijos
hara mi grandeza”

oS0

Excepto si se sefiala otra cosa, la licencia del item se describe como openAccess



FORMA DE APROBACION

Los miembros del Jurado Calificador designado para revisar el trabajo de tesis
de QBC. Edson Norberto Carcamo Noriega, lo han encontrado satisfactorio y
recomiendan que sea aceptado como requisito parcial para obtener el grado de
Maestria en Ciencias de la Salud.

Dra. Maria del Carmen Candia Plata
Director Académico

Dr. Enrique Bolado Martinez
Secretario

M. en C. Lucia Guadalupe Castillon Campafia
Vocal

Dr. Luis Fernando Lopez Soto
Suplente



AGRADECIMIENTOS

A Dios por haberme regalado la vida y con ella los factores que la

complementan, que debido a eso he alcanzado las metas propuestas.

A mi mama por tener tanta fe en mi y sobreestimarme tanto, lo cual de da
confianza para lograr lo que sea. Por todo tu apoyo incondicional, tu ejemplo y

amor.

A mi familia por ser una motivacién en mi vida y por todos los momentos que

hemos compartido, de los cuales he aprendido mucho.

A la Dra. Maria del Carmen Candia Plata por ser una motivacién académica,
pero también por tenerme tanta fe y carifio. Le agradezco enormemente su

dedicacion al formarme como investigador.

A mis sinodales: Dr. Enrique Bolado Martinez, M.C Lucia Castillén, Dr. Luis
Fernando LOpez Soto, por su accesibilidad, disponibilidad y por su apoyo en la

realizacion de este trabajo.

Al laboratorio estatal, en especial a Miriam Zazueta Lugo y Lizbeth Alejandra
Burboa Rodriguez por su gran apoyo en la obtencién de los cultivos

bacterianos.

A mis compaferos de laboratorio: Miriam Denisse Garcia Villa, Karla Monge
Villegas y Aby Cervantes Dominguez por ayudar en el trabajo experimental de

esta tesis.

A Daniela Vega Mendoza, por estar conmigo y darme animos, Lip.



CONTENIDO

LISTADE TABLAS . ..o e

LISTADE FIGURAS ... e e e e e e e
ODbjetivo General.........c.o v
Objetivos ESPECIfiCOS.......cvviriieii i,

RESUMEN. .. ..ottt e e e e e e e e e e e

INTRODUGCCION ... ..ttt et ettt et e et et e e

ANTECEDENTES. ... e e e
PrOEINAS . .. .t e
Estudio del Proteoma............oov i e
Cromatografia. .. ....ccovevee i

Cromatografia de Filtracion en Gel............cccccccceiiiiiinnnn,
Cromatografia de Interaccion Hidrofébica......................
Cromatografia de Intercambio 10NICO............ccccceuveieeeennn.
Cromatografia de Afinidad................ccoviiiiii i,
Cromatografia de Afinidad a Metales................cccceeeeennn..
Caracteristicas Generales de Mycobacterium tuberculosis..........
Proteoma de M. tuberculosis H37RV................coceieee
Proteinas de filtrado de cultivo de M. tuberculosis

MATERIALES Y METODOS.......ciiitiieiiteee e e e e,
Tipo de Estudio, Plan Experimental General y Sesgos
PrEVISTOS . .. ettt e
Materiales Yy REACHVOS..........iuiieiie i e
Obtencidn de Filtrado Proteico de M. tuberculosis H37Rv.........

Cultivo de M. tuberculosis H37RV.........ccccviiiiiiiin i,

iv

15
17

17
17
17
17



Obtencion del Filtrado de Cultivo............ccccovvii v,
Ensayos CromatografiCoS..........couvviieiiiiiie i i
Adsorbentes Cromatograficos............cooveviiiiiiiiinnnenns
Cromatografia en “Batch”.............cccoo i iiii i,
Cromatografia en Columna............cccoev i,
Ensayo de HemaglutinaCion.............ccoovviiiii i i e
RESULTADOS Y DISCUSION.......ccuutiiiiit e e
Ensayos de AdSOICION.........couiue i e e e e e e
Aislamiento del Antigeno 85..........ooviiiiiiii i
CONCLUSIONES. .. ..ttt e e e e e e e e e
BIBLIOGRAFIA .. ...t e e

18
18
18
20
22
24
25
25
29
34
35



Tabla

LISTA DE TABLAS

Pagina
Clasificacion funcional de los genes de Mycobacterium
tUDErculoSIS H37RV.....o o e 16
Adsorbentes ensayados y Sus componentes.................ce..uues 19
Condiciones de adsorcion y elucion ensayadas en “batch”...... 21

Vi



Figura

LISTA DE FIGURAS

Pagina

Serie de HOfMEISTer.......c.vii i e 9
Esquema cromatografico para el aislamiento del complejo de 23
B0-B2 KD ..ttt et e

Perfiles de adsorcion de ensayos cromatograficos en “batch”.. 28
Cromatograma y electroforetograma de Sefarosa fenilada..... 30
Cromatograma Yy electroforetograma del aislamiento del

antigeno 85 de Mycobacterium tuberculosis H37Ruv................ 32

vii



OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la adsorcion del filtrado proteico del cultivo liquido de
Mycobacterium tuberculosis H37Rv hacia matrices y esquemas cromatograficos

hasta ahora no ensayados con este tipo de proteinas.

Objetivos Especificos

1. Obtener las proteinas de filtrado de cultivo liquido de Mycobacterium

tuberculosis H37Rv cultivadas en medio Sauton.

2. Analizar el filtrado proteico de M. tuberculosis H37Rv mediante ensayos

de adsorcidn con varias matrices cromatogréficas.

3. Disefiar un esquema cromatografico para el aislamiento de antigenos de

importancia patogénica.

4. Obtener el perfil electroforético de las fracciones adsorbidas mediante
SDS-PAGE.

viii



RESUMEN

El estudio del proteoma de Mycobacterium tuberculosis H37Rv es de
gran importancia en la meta de mejorar el diagnostico, tratamiento y prevencion
de la tuberculosis. Una fraccion importante del proteoma micobacteriano la
constituyen las proteinas del filtrado de cultivo liquido, de las cuales sélo se han
identificado 136 y sus diversas isoformas y una pequefa fraccion de ellas ha
sido purificada por medio de cromatografia y estudiada en su forma nativa. En
este trabajo se evalud la adsortividad de las proteinas de filtrado de cultivo
liguido de Mycobacterium tuberculosis H37Rv hacia ocho matrices
cromatograficas con el fin de aislar antigenos de importancia patogénica. Los
resultados negativos en los ensayos de adsorcion con adsorbentes sacaridos y
con agarosa-jacalina, sugirieron la ausencia de lectinas afines a galactosa,
glucosa, N-acetilgalactosamina y a las cadenas oligosacaridas de fetuina, asi
como de proteinas con N-acetilgalactosamina, respectivamente. Finalmente, los
ensayos de adsorcion con matrices de afinidad a metales e interaccion
hidrofébica permitieron el disefio de un esquema cromatografico de dos etapas,
utilizando los adsorbentes Sefarosa fenilada y agarosa di-(2-picolil)amina, para
el aislamiento del complejo 85, uno de los principales antigenos
micobacterianos de importancia inmunoldgica. Por su simplicidad, buena
resolucién y rendimiento, el esquema de aislamiento disefiado en este trabajo
constituye una herramienta importante para el estudio protedmico e

inmunologico de antigenos micobacterianos.



INTRODUCCION

La tuberculosis es una infeccidon crénica que afecta principalmente a los
pulmones, pero que puede dafar otros 6rganos. Es causada principalmente por
el bacilo Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis). De acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la incidencia mundial en el 2009 fue
de 137 por cada 100,000 habitantes (9.4 millones) con 1.7 millones de muertes
por tuberculosis. Existe un pobre control epidemiolégico de la tuberculosis
debido a la falta de un método de alta sensibilidad y especificidad para el
oportuno diagnéstico de la tuberculosis, o que impide el control de la
propagacion de la infeccion, asi como a la carencia de estrategias de control
farmacoldgico, lo que ha llevado a la aparicion de cepas multirresistentes y
ultrarresistentes (Marahatta, 2010). Lo anterior, anudado a las deficiencias en el
entendimiento de la patogénesis del bacilo hace de la tuberculosis un gran
problema de salud publica.

Por lo anterior, M. tuberculosis ha sido muy estudiado con la finalidad de
desarrollar nuevos medios de diagnostico, farmacos y vacunas para combatir la
tuberculosis. Hace menos de 15 afios, cuando se descifr6 su genoma (Cole y
col., 1998), se pudo predecir la estructura y funcion de muchas de las proteinas
codificadas por los 3924 genes de M. tuberculosis (Cole y col.,, 1998;
Fleischmann y col., 2002; Waddell y Butcher, 2007). Sin embargo, los estudios
protedmicos mas recientes han revelado productos génicos no predichos por la
genomica del bacilo (Jungblut y col., 2001). La prote6mica ha demostrado que
la expresidon génica es mucho mas compleja de lo previsto y que M. tuberculosis
expresa un amplio y complejo repertorio de productos proteicos entre los cuales
se encuentran proteinas modificadas postraduccionalmente, tales como
factores de virulencia como el regulador de persistencia mprA (Pang y col.,
2007), la superoxido dismutasa (Bunting y col.,, 2002), la alanina

deshidrogenasa (Deshpande y col., 1994a), el sistema de secrecion proteica



ESX-1 (Raghavan y col., 2008), el proteosoma (Li y col., 2010), la lipoproteina
IprG que inhibe el procesamiento de antigeno (Gehring y col., 2004), asi como
proteinas altamente inmunogénicas como la ESAT-6 (Brodin y col., 2006), la
CFP10 (Barnes y col., 1992), el Ag38 (Andersen y col., 1991) y el Ag85, entre
otras (Harth y col., 1996).

Para el estudio bioquimico de las proteinas micobacterianas se han
usado estrategias como la expresion de proteinas recombinantes en modelos
bacterianos, asi como su aislamiento y/o purificacion por electroforesis o por
métodos cromatogréficos. Esta Ultima estrategia ha proporcionado mayor
informacion, porque permite la obtencion de cantidades considerables de
proteinas nativas y con ello facilita su estudio estructural y funcional.

Las técnicas cromatograficas mas utilizadas han sido las de intercambio
i6nico, interaccion hidrofébica, afinidad a metales y afinidad biolégica
(Deshpande y col., 1994a; Deshpande y col., 1994b; Dobos y col., 1996;
Montafio y col., 1994; Nagai y col., 1991; Rosenkrands y col., 1998), con las
que se ha logrado purificar a las proteinas MPT44, MPT45, MPT59, MPT32,
MPT51, MPT53, MPT63, TB66, TB33, entre otras. Sin embargo, estas proteinas
representan una muy baja proporciébn de las proteinas que tedricamente
podrian ser purificadas a partir del filtrado proteico obtenido de cultivos liquidos
de Mycobacterium tuberculosis con los adsorbentes cromatograficos que no
han sido utilizados hasta ahora.

En este trabajo se ensay0 la adsortividad de las proteinas de filtrado de
cultivo liquido de Mycobacterium tuberculosis H37Rv, mediante ensayos con
ocho matrices cromatograficas que no habian sido utilizadas previamente con
este objetivo. El analisis electroforético e inmunoquimico de las fracciones
cromatograficas demostro el aislamiento del complejo 85, uno de los principales
antigenos inmunodominantes micobacterianos, utilizando los adsorbentes
Sefarosa fenilada y agarosa di-(2-picolillamina (DPA), en un esquema de dos

etapas.



ANTECENDENTES

Proteinas

Las proteinas son biomoléculas esenciales para las células, que se
sintetizan como resultado de la transcripcion y traduccion genética. Reflejan el
estado metabdlico de las células, participando en todos los procesos vitales de
dos maneras: Una de tipo estructural, formando parte del propio organismo y
otra de tipo funcional. Uno de los grupos de proteinas mas importantes son las
enzimas, catalizadores que determinan el ritmo y rumbo de toda la bioquimica
celular (Koolman y Roehm, 2005).

Las proteinas son biopolimeros constituidos de aminoacidos unidos por
enlaces peptidicos, y aunque su estructura primaria es de cadena lineal, su
estructura final es tridimensional gracias a las interacciones intra e
intermoleculares (Lubert, 1995). La diversidad en la estructura de los
aminoacidos hace de las proteinas, unas moléculas altamente dinamicas y
complejas. La funcidn de una proteina esta directamente relacionada con su
estructura; ésto es debido a que la organizacion espacial de la proteina
establece dominios capaces de interaccionar con otras moléculas (Sinha y
Smith-Gill, 2002). La disposicién superficial de una proteina depende tanto de
su secuencia de aminoacidos como de las condiciones de pH, fuerza ionica y
temperatura en las que se encuentre (Nelson y Cox, 2004).

El estudio de las proteinas en su nivel mas basico es de gran importancia
ya que permite entender aun mas la relacion que tienen su estructura,

composicion e interacciones con los procesos fisiologicos y patoldgicos.



Estudio del Proteoma

Las secuencias de 4&cido desoxirribonucleico (ADN) y del acido
ribonucleico mensajero (ARNmM) no son suficientes para determinar la
localizacion celular de las proteinas y mas importante aun, no predicen las
modificaciones postraduccionales importantes para la funcionalidad de las
proteinas, tales como la glicosilaciéon y la fosforilacién (Zhou y col., 2008). Para
complementar la informacion acerca de los componentes dinamicos Yy
estructurales de la célula, la informacion gendmica y la transcriptomica,
obtenida a lo largo de las ultimas décadas es actualmente apoyada por la
protedmica (Ge y col., 2003).

El proteoma (conjunto de proteinas expresadas por un genoma) de un
organismo es extremamente complejo y dinamico, debido a que es el resultado
de la expresion genética influida por factores externos de la célula, condiciones
nutricionales, temperatura, etc. Esto es debido a que la mayoria de los genes
sufren la influencia de factores epigenéticos, aun en los organismos
relativamente sencillos como las bacterias.

La protedOmica (estudio y caracterizacion del conjunto de proteinas
expresadas por un genoma) ha avanzado bastante en los ultimos afios, al punto
que actualmente incorpora la estimacion de los niveles de expresion proteica, la
identificacion de la proteina y sus modificaciones postraduccionales, asi como
la caracterizacion de las interacciones realizadas por la proteina dentro de toda
la red interactomica del organismo (Jungblut, 2001). Sin embargo, la diversidad
y complejidad del proteoma no puede ser resuelta por una sola tecnologia. Se
ha demostrado que la mejor estrategia es el uso de una combinacion de
técnicas de separacion y de identificacion de proteinas, genéricamente
conocida como separacion multidimensional (Gao y col., 2010; Neverova y Van
Eyk, 2005). Hasta hace poco tiempo, la electroforesis en dos dimensiones (2-
DE, por sus siglas en inglés) fue la técnica mas usada en la separacion de

proteinas, pero debido a las limitaciones que tiene para la deteccion de
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proteinas de muy alto o muy bajo peso molecular, altamente hidrofébicas o
proteinas de baja concentracion, la protedmica se ha visto en la necesidad de
recurrir a otros métodos de separacion como la cromatografia acoplada a

espectrometria de masas (Walther y Mann, 2010).

Cromatografia

Cromatografia es el término usado para describir al conjunto de técnicas
de separacién de moléculas cuyo principio es la retencidén selectiva del analito
de interés. Esta retencién puede ser debida a la accién de una fase movil sobre
el analito (solubilidad) o a la interaccion preferencial del analito por una fase
estacionaria (adsorcion). La diferencia en la fuerza de retencion entre las dos
fases es la que logra la separacién de los componentes de una mezcla. La
fuerza en la interaccion va a depender de la naturaleza molecular del
compuesto, asi como de las caracteristicas de las fases cromatogréaficas (Zhang
y col., 2010).

Los métodos cromatogréaficos pueden basarse en el principio de particion
o adsorciéon, dependiendo del tipo de interacciones que ocurran entre la
muestra y el medio. La cromatografia por particion se basa en interacciones no
especificas entre los componentes de la muestra y el medio cromatografico. La
diferencia en la solubilidad de un analito en la fase movil y la fase estacionaria
permite su separacion de una mezcla. En la cromatografia por adsorcién, la
matriz interacciona especificamente con ciertos componentes de la mezcla. Las
condiciones cromatograficas son seleccionadas para incrementar o disminuir
estas interacciones especificas logrando una mayor resolucion en la
separacion. Existen basicamente cuatro principios de separacion en los que se
basan las técnicas cromatograficas estandar: filtracion en gel, intercambio

ionico, interaccion hidrofébica y afinidad (Lubert, 1995).



La fase movil, puede ser un liquido, un gas o un fluido supercritico,
mientras que la fase estacionaria, conocida también como adsorbente, puede
ser liquida o sélida. La clasificacion de los distintos tipos de cromatografia
depende de cdmo se presente el adsorbente (liquido, en capa plana, en
columna, etc.), la naturaleza del mismo (cromatografia de intercambio i6nico,
interaccién hidrofdbica, filtracion en gel, bioafinidad, etc.) o el estado fisico de la
fase movil (cromatografia liquida, cromatografia de gases o cromatografia de
fluidos supercriticos) (Nelson y Cox, 2004) .

La cromatografia ha sido muy usada para la separaciéon de proteinas,
debido a que la complejidad estructural de estas biomoléculas ha permitido el
uso de un gran namero de distintos adsorbentes. En la actualidad se cuenta con
un gran numero de adsorbentes diferentes, gracias a la invencion de soportes
polisacaridos inertes que permiten la adicibn de una enorme variedad de
ligandos a su superficie. La adsorcion de proteinas a ciertos adsorbentes indica
una afinidad que puede sugerir su importancia biolégica (Bruce Alberts, 2002).
Es importante tomar en cuenta que en el estudio del proteoma, la cromatografia
no sélo es una herramienta para la separacién de las proteinas, sino que

también sirve para caracterizar su adsortividad (Calleri y col., 2011).

Cromatografia de Filtracion en Gel

Conocida también como cromatografia de exclusiéon molecular (SEC, por
sus siglas en inglés), la filtracibn en gel es una técnica cromatografica de
particion que separa las moléculas por tamafio molecular. La matriz
cromatografica es empaquetada en columna y consiste en esferas de un gel
relativamente inerte, entrecruzado con una red molecular tridimensional de
poros con un rango de tamafo definido (O'Fagain y col., 2011).

La separacion de las moléculas contenidas en una mezcla que se aplica
a las columnas con geles de exclusiéon molecular, depende de la capacidad que

tienen éstas de entrar a los poros, lo que las retiene por mas tiempo, retardando
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asi su elucion. Esta capacidad de penetrar la red interna de las esferas esta
dada tanto por el tamafio como por la forma de las moléculas. Moléculas de
gran tamafo, las cuales no logran entrar a los poros, se mueven por fuera de la
red interna mas rapidamente que las moléculas pequefias ya que éstas
recorren la columna entrando y saliendo de las esperas, retardando asi su
corrimiento; consecuentemente las moléculas son eluidas en orden a la
disminucién de tamaiio.

Debido a que en la cromatografia de filtracion en gel, el grado de
retencién esta dado en funcién al tamafio del poro del gel, asi como al tamafio
de la molécula, el corrimiento cromatografico de los solutos presentes en una
muestra esta determinado por el coeficiente de retencion (Rf), el cual
corresponde a la relacion entre la distancia del soluto y el frente del solvente. La
diferencia en la retencion del soluto entre el solvente y la matriz permite tres
posibilidades: 1.- la nula retencién del soluto por parte de la matriz, lo que
permite que pueda correr junto con el frente del solvente ( Rf = 1) y ser lavado
de la columna rapidamente, 2.- ser retenido totalmente por la matriz y
permanecer en la posicion inicial de inyeccion de la muestra (Rf = 0), 6 3.- en el
caso mas util, los solutos son parcialmente retenidos por la matriz y
eventualmente eluidos (0 < Rf < 1). Para lograr una mayor resolucion en la
separacion de una mezcla de solutos se esperaria que los Rf de los solutos
sean distintos a 0 y 1, ademas de que exista una gran diferencia entre sus Rf
(Nelson y Cox, 2004) .

Esta técnica, ademas de lograr la separacion de moléculas permite la
estimacion del tamafio de las moléculas contenidas en una muestra por medio
de la comparacion de su Rf con moléculas estandares con masa conocida.

En el estudio de la protedomica de M. tuberculosis, la SEC ha permitido la
purificacion de diversos antigenos, como los antigenos de 32, 30, 24 y 16 kDa,

al ser usada como ultimo parametro cromatografico (Horwitz y col., 1995).



Cromatoqgrafia de Interaccion Hidrofébica

La hidrofobicidad de superficie de las proteinas es una propiedad
bioquimica que dicta su solubilidad, influye en su conformacion e interviene n
sus interacciones con otras moléculas. Esta propiedad bioquimica es utilizada
para la separacion de proteinas en la cromatografia de interaccion hidrofébica
(HIC, por sus siglas en inglés).

La HIC, tiene el mismo principio de separacion de la cromatografia de
fase reversa, pero es mas usada debido a que permite la recuperacion de las
proteinas en su estado nativo, por lo que puede ser aplicada a la purificacion de
enzimas, inmunoglobulinas, proteinas recombinantes, hormonas, etc., (Builder,
1993). La adsorcion de las proteinas al adsorbente hidrofébico es facilitada por
altas concentraciones de sales, como las usadas para precipitar proteinas
(Figura 1). En la HIC los perfiles de adsorcion dependen del tipo de sal, su
concentracion y el adsorbente usado (Nelson y Cox, 2004) y el uso de
gradientes de sales permite una mayor resolucion en el aislamiento de
proteinas, ya que el grado de hidrofobicidad de éstas se relaciona inversamente
con la concentracion de las sales durante la retencion al adsorbente.

En trabajos previos se ha usado a la HIC como una etapa cromatografica
en esquemas de aislamiento de antigenos micobacterianos como la ESAT-6,
MPT59, MPT51, el antigeno de 16 kDa y el complejo 85 (Nagai y col., 1991;

Sgrensen y col., 1995; Kumar, 2002), entre otros.



Incremento del efecto salting-out

P
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Incremento del efecto salting-in

Figura 1. Serie de Hofmeister.
Fuente: Xiay col., 2004
Salting out = precipitacion; salting in = solubilizacién.



Cromatografia de Intercambio I6nico

En la separacion de proteinas, la cromatografia de intercambio iGnico
(IEC, por sus siglas en inglés) es el método cromatogréfico mas usado. Esta
técnica aprovecha el caracter anfotérico de las proteinas (cargas positiva a pH
bajo y cargas negativas a pH alto). La separacion de proteinas por IEC se basa
no so6lo en el niumero de cargas presentes en la proteina sino también en la
distribucion superficial, lo que permite la adsorcion de la proteina al adsorbente
ionico (Bruce Alberts, 2002).

Las condiciones de adsorcion son seleccionadas dependiendo de las
caracteristicas de la muestra o proteina de interés. Para la separacion de una
proteina especifica, es muy util conocer su punto isoeléctrico ya que a partir de
el se pueden seleccionar la matriz cromatografica y las condiciones de
adsorcion. Si una proteina es mas estable debajo de su punto isoeléctrico
entonces se recomienda usar una matriz de intercambio catidnico.

La elucién de las proteinas puede realizarse aumentado la fuerza iénica
del la solucion, de esta manera los iones compiten por los sitios de adsorcion de
la matriz disociando la union matriz-proteina. Otra alternativa de elucion es el
cambio de pH, que es de gran utilidad en la cromatografia de intercambio
catidnico pero de escaso valor en la de intercambio anionico. Al acercar el pH
de al punto isoeléctrico la proteina pierde sus cargas, permitiendo asi su
elucion. La manipulacion de las condiciones de adsorcion y elucion permiten la
optimizacién en la separacion de proteinas por este método.

La IEC es una de las técnicas mas utilizadas en la purificacion de
proteinas de M. tuberculosis, lo cual ha permitido la recuperacion de antigenos
como la tiorredoxina 12 kDa, la ESAT-6, CFP-10, la glicoproteina de 45 kDa, la
MPT63, MPT51, MPT59, MPT53, los antigenos de 32, 30, 24 y 16 kDa (Horwitz
y col., 1995; Lim y col., 1999; Nagai y col., 1991; Romain y col., 1993; Sgrensen

y col., 1995) , entre otras.
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Cromatoqgrafia de Afinidad

De entre todas las técnicas cromatograficas, la cromatografia de afinidad
ofrece la mayor especificidad y selectividad para el aislamiento y purificacion de
biomoléculas. Esta técnica se basa en el aprovechamiento de las interacciones
bioespecificas reversibles presentes en la naturaleza, inducidas in vitro gracias
al acoplamiento de ligandos especificos al soporte cromatografico. Cuando el
compuesto retenido es eluido, se consiguen niveles de pureza extraordinarios
en una sola corrida cromatogréfica, asi como la recuperacion de la biomolécula
en una forma concentrada, ademas de poder discernir entre las formas activas
de una biomolécula de las desnaturalizadas, todo esto gracias a la elevada
selectividad de las matrices (Bruce Alberts, 2002).

La unidon biolégica entre el ligando y la molécula de interés es el
resultado de interacciones electrostaticas o hidrofdbicas, fuerzas de van der
Waals o puentes de hidrégeno (Fitzgerald y col., 2011). Por esta razon, la
elucién de la molécula adsorbida a una matriz de afinidad puede lograrse por
medios no especificos como el cambio de pH, fuerza iénica o polaridad, o por
medios especificos como la adicidon de agentes que compitan por el ligando.
Practicamente cualquier componente biolégico puede ser usado como ligando
para la purificacion de una molécula afin a él. Algunos ligandos bioldgicos
comunmente usados en cromatografia de afinidad son: Enzimas, anticuerpos,
lectinas, receptores de hormonas, acidos nucleicos, iones metalicos, etc.

Debido a la afinidad que presentan las proteinas micobacterianas a
diversas biomoléculas se ha podido purificar antigenos tales como la
glicoproteina de 45 kDa, la glicoproteina de 32, la hemaglutinina de unién a
heparina y la proteina afin a fibronectina TB66 (Deshpande y col., 1994c; Dobos
y col., 1996; Montafo y col., 1994; Verbelen y col.,, 2008). Sin embargo, la
bioafinidad no ha sido lo suficientemente estudiada en antigenos
micobacterianos, lo cual pudiera permitir la purificacion de mas proteinas de

interés patogénico.
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Cromatografia de Afinidad a Metales

La cromatografia de afinidad a metales (IMAC, por sus siglas en inglés),
es un método muy usado para enriguecer o purificar proteinas de
caracteristicas definidas. Esta técnica separa proteinas de acuerdo a la
distribucion y contenido de algunos de sus aminoacidos, como histidina,
triptéfano, cisteina y fenilalanina, que actian como donadores de electrones
cuando son expuestos en la superficie proteica bajo condiciones especificas de
pH y fuerza ionica (Block y col.,, 2009). En la IMAC, estos aminoacidos
interaccionan con aceptores de electrones, como los metales de transicion
inmovilizados en una matriz con quelantes fuertes como el &cido iminodiacético
(IDA) o el acido nitrilotriacético (NTA).

La eleccion del quelante y el metal generalmente se realiza
empiricamente. Sin embargo, se sabe que los metales como Cu*?, Zn*? y Ni*?
interaccionan fuertemente con la proteina formando complejos con los grupos
imidazol de la histidina y el sulfhidrilo de la cisteina. Metales como el Co*?, Mn*?
y Mg* pueden interaccionar con la superficie de la proteina pero forman
complejos mas deébiles. También se sabe que estas interacciones son
dependientes del pH y que el pH neutro proporciona una adsorcion mas fuerte y
selectiva de la mayoria de las proteinas (Block y col., 2009; Porath, 1992).

El complejo de coordinacion proteina-metal puede ser disociado
disminuyendo el pH, para protonar a los aminoacidos responsables de la union,
0 agregando un agente que compita por el sitio de unién, como el imidazol
(Porath, 1992).

Se ha demostrado la afinidad a niquel por parte de las proteinas de M.
tuberculosis usando como quelante al acido nitrilotriacético, llegando asi a la
purificacion del antigeno 84, la NAD(P) transhidrogenasa y la TB66 (Deshpande
y col., 1994a; Deshpande y col., 1994c; Deshpande y col., 1994d; Deshpande y
col., 1996), sin embargo el uso de otros metales y quelantes puede permitir la

purificacion de otras proteinas.
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Caracteristicas Generales de Mycobacterium tuberculosis

M. tuberculosis, es una especie bacteriana del Complejo M. tuberculosis,
que aparece tipicamente como bastoncillo recto (forma bacilar) o ligeramente
curvo, con extremos redondeados (forma cocoide), de 1 - 10 um de largo
(generalmente de 3 - 5 ym) y de 0.2-0.6 um en ancho (Brennan y Nikaido,
1995). Los bacilos son inméviles, no forman esporas y no poseen flagelos, son
de crecimiento lento (12 a 24 horas) y se desarrollan preferentemente en
condiciones aerobias (Betancourt y col., 2002), aunque pueden sobrevivir
durante mucho tiempo en ambientes microaerofilicos (Wayne y Hayes, 1996).
La fuente de energia principal de la bacteria en condiciones aerobias es el
carbono, sin embargo en condiciones microaerofilicas el bacilo puede obtener
su energia por medio del catabolismo de lipidos.

Las micobacterias se caracterizan por presentar una membrana
citoplasmatica formada por una bicapa lipidica, a la cual estan ancladas
moléculas de lipoarabinomanano (LAM) que son los equivalentes
micobacterianos del lipopolisacarido de las bacterias Gram negativas. Asi
mismo, se encuentra unida a la bicapa lipidica una pared de peptidoglucano
gue confiere a la bacteria su forma y su rigidez. A ésta, se encuentra
covalentemente unida una red polisacarida formada por arabinosa y galactosa
(arabinogalactano). En la porcion exterior de la red polisacarida se encuentran
los acidos micolicos los cuales sorf hidroxiacidos grasos ramificados de alto
peso molecular (60 a 90 carbonos) (Barrera, 2007). Otro grupo de compuestos
gue componen la pared bacteriana son los glucolipidos (micolatos de trehalosa,
sulfolipidos, micoésidos, etc.), que se encuentran unidos no covalentemente a
los acidos micdlicos. En conjunto, esta composicion de la pared le confiere a la
micobacteria una escasa permeabilidad celular, que es la responsable, entre
otras cosas, de la ineficacia de varios de los agentes antimicrobianos, asi como
de la resistencia a la decoloracion con alcohol acido (tincién de Ziehl-Neelsen y
Kinyoun) (Brennan y Nikaido, 1995).
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Desde su aislamiento en 1905, la cepa de M. tuberculosis H37Rv, una de
las principales cepas de referencia, ha sido de las mas estudiadas a escala
mundial, debido a que ha conservado su virulencia en los modelos animales de
tuberculosis, no pierde su patogenicidad al hacer pases en el laboratorio, es
susceptible a las drogas y es muy favorable a la manipulacion genética. En
1998, fue publicado el genoma completo de M. tuberculosis H37Rv y con ello se
avanzo en el entendimiento de la fisiopatologia de la tuberculosis (Cole y col.,
1998), sin embargo aun falta mucho por entender acerca de los mecanismos
involucrados en la capacidad del bacilo para producir la enfermedad, asi como
los que subyacen a su supervivencia en medios hostiles. Con ayuda de la
informacion gendmica de M. tuberculosis H37Rv se ha podido estudiar mas a
fondo el proteoma micobacteriano, haciendo uso de técnicas como la expresion
de proteinas recombinantes y la prediccion de estructuras y funcion. Sin
embargo, como en otros patdgenos, es probable que el poder patogénico del
bacilo radique en las modificaciones postraduccionales de las proteinas que
produce (Greenstein y col., 2005), y por ello es importante estudiar el proteoma

nativo micobacteriano.

Proteoma de M. tuberculosis H37Rv

El genoma de Mycobacterium tuberculosis H37Rv tiene una secuencia
de 4,411,529 pares de bases con un contenido de citosina-guanina del 65.5% y
con 3924 marcos de lectura abiertos. Una alta proporcion de los genes
expresados estan destinados a la sintesis de enzimas implicadas en la
lipogénesis y la lipdlisis micobacterianas (Cole y col., 1998). Mediante el uso de
bases de datos ha sido posible precisar la funcién de aproximadamente el 40 %
del proteoma de Mycobacterium tuberculosis H37Rv y prever la funcién de otro
44%, sin embargo queda un 16% del proteoma del que aun no se tiene idea de

su funcion en el bacilo (Cole y col., 1998).
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El objetivo del estudio del proteoma de M. tuberculosis H37Rv, es
conocer no sélo los productos génicos directos sino también las modificaciones
postraduccionales que son claves para la funcionalidad proteica (Del Portillo y
col., 2007). Estudios protedbmicos de Mycobacterium tuberculosis H37Rv han
permitido clasificar funcionalmente las proteinas, demostrado cierta coherencia
con las predicciones gendmicas (Tabla 1), pero se cree que aun falta mucho por
conocer de ellas. Hasta ahora, se han identificado 290 manchas electroforéticas
asociadas con proteinas celulares y 510 manchas de las proteinas de filtrado de
cultivo, lo cual es una fraccion del proteoma (Proteome 2D-PAGE Database).
Ademas, a pesar de los avances logrados en la caracterizacion funcional de las
proteinas micobacterianas predichas, el estudio de las propiedades bioquimicas

y estructurales de las proteinas nativas se ha quedado atras.

Proteinas de filtrado de cultivo de M. tuberculosis H37Rv. En las ultimas
décadas, el estudio del proteoma de M. tuberculosis se ha enfocado de manera
importante en las proteinas de filtrado de cultivo (CFP, por sus siglas en inglés),
gue contienen principalmente proteinas de secrecién, proteinas solubles de
lisado bacteriano y extracto soluble de pared bacteriana (Andersen y coll.,
1991). El gran interés por esta mezcla de proteinas reside en la capacidad que
tienen para estimular respuestas inmunes especificas contra el Complejo
Mycobacterium tuberculosis, de la que depende su potencial utilidad para el
desarrollo de nuevas vacunas y meétodos inmunodiagnosticos (Hutter y Singh,
1999; Smith, 2003). Se cree que las CFP son claves en la supervivencia
intracelular del bacilo ya que M. tuberculosis modula el sistema inmune del
hospedero impidiendo la maduracién del lisosoma (Russell, 2001), pero se
requiere aun de muchos estudios para avanzar significativamente en el
conocimiento del papel de las proteinas del CFP, motivo por el que es de gran

importancia la purificacion de la mayor cantidad de las proteinas nativas.
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Tabla I. Clasificacién funcional de los genes de Mycobacterium tuberculosis
H37Rv.

Clase Funcion Numero de NUumero de
genes (1998) genes (2002)

0 Virulencia, destqglflcamon, 91 99
adaptacion

1 Metabolismo de lipidos 225 233

2 Informacion de vias metabdlicas 207 229

3 Pared celular y procesos celulares 516 708

4 RNAs estables 50 50

5 Insercién de secuencias y fagos 137 149

6 Proteinas PE y PPE 167 170

5 Metabollsmo_mte_r,medlarlo y 877 894
respiracion

8 Proteinas de funcién desconocida 606 272

9 Proteinas regulatorias 188 189

10 Proteinas hipotéticamente 910 1,051

conservadas

Fuente: Del Portillo y col., 2007.
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MATERIALES Y METODOS

Tipo de Estudio, Plan Experimental General y Sesgos Previstos

Este trabajo fue de tipo experimental. Se utilizaron cultivos de M.
tuberculosis H37Rv desarrollados en el medio Sauton para ensayar la
adsortividad de las proteinas del filtrado de cultivo hacia a adsorbentes
cromatograficos en busqueda de esquemas cromatograficos que permitan el
aislamiento de antigenos micobacterianos. Para controlar los sesgos
experimentales propios de la muestra se excluyeron todos los cultivos
contaminados (para evitar la presencia de proteinas exdgenas) asi como los

extractos proteicos degradados.

Materiales y Reactivos

El medio de cultivo Sauton fue preparado segun lo especifica Andersen 'y
col., 1991. Los adsorbentes cromatograficos se obtuvieron de GE, Healthcare
(Sephadex G-25 y Sefarosa-6B CL) y de Sigma Chemical Co., (agarosa-N-
acetilgalactosamina, agarosa-fetuina y agarosa-jacalina). Los reactivos
utilizados en los procedimientos cromatograficos y electroforéticos fueron de

grado analitico (Fermont y Sigma Chemical Co.)

Obtencién de Filtrado Proteico de M. tuberculosis H37Rv

Cultivo de M. tuberculosis H37Rv

La manipulacion de la cepa se realizd0 en el Departamento de
Micobacterias del Laboratorio Estatal de Salud Publica (LESP) del estado de
Sonora, México, utilizando una campana de bioseguridad tipo 2. La cepa de M.
tuberculosis H37Rv, donada por el LESP vy tipificada como cepa de referencia
por el Instituto Nacional de Diagnéstico y Referencia Epidemiologica (INDRE),

se reactivo en el medio de Lowenstein-Jensen en plano inclinado, a 37°C, de 18
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a 21 dias. La pureza de la cepa se verific6 mediante pruebas bioquimicas y
tincion de Ziehl-Neelsen. Posteriormente se inoculd la totalidad de la biomasa
obtenida del medio Léwenstein-Jensen en 750 mL de medio de cultivo liquido
Sauton, en matraces Erlenmeyer de 1000 mL, y se incub6 a 37°C por un mes.
Se descart6 contaminacion bacteriana al no observar crecimiento en un cultivo

de agar sangre a partir de un inoculo del cultivo en Sauton.

Obtencién del Filtrado de Cultivo

Para obtener el filtrado proteico, cada cultivo se filtr0 en un sistema
estéril de filtracion Millipore-Stericup de 500 mL acoplado a una bomba de
vacio, con punto de corte de 0.2Rm. El filtrado de cultivo se concendr con
sistemas de concentracion Amicon, Millipore-Ultra 4, con punto de corte de
10,000 daltones a 4,000 g, en una centrifuga refrigerada a 4°C. Después, el
concentrado proteico se dializé exhaustivamente contra agua tridestilada y por

ualtimo, se liofilizé y almacend en refrigeracion a 4°C.

Ensayos Cromatograficos

Adsorbentes Cromatograficos

En el presente estudio se utilizaron 8 matrices cromatograficas las cuales
fueron ensayadas primeramente por cromatografia en “batch”. Las matrices que
adsorbieron proteinas con este método, fueron ensayadas posteriormente en
columna. Se usaron adsorbentes con ligandos de naturaleza hidrofobica,
guelante, monosacarida, polisacaridas y proteica, acoplados a soportes
polisacaridos principalmente agarosa y Sefarosa (Tabla Il). Los adsorbentes
fueron previamente regenerados con NaOH 1M. Todas las matrices
cromatograficas fueron comerciales, con excepcion de la matriz agarosa-IDA
(agarosa-iminodiacetato) y agarosa-DPA (agarosa- di-(2-picolillamina, las
cuales fueron sintetizadas por el método de activacion de hidroxilos con
epiclorohidrina (Matsumoto y col., 1979).
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Tabla Il. Adsorbentes ensayados y sus componentes.

Nombre Ligando
Sephadex G-25 Dextran
Sefarosa 6B Galactosa (Gal)
Agarosa-GalNAc N-Acetilgalactosamina
Agarosa-fetuina Fetuina
Agarosa-jacalina Jacalina
Agarosa-IDA-Ni*? Acido iminodiacético-niquel

Agarosa-DPA- Ni*? di-(2-picoliljamina-niquel

Sefarosa fenilada Grupo fenilo

19



Cromatografia en “Batch”

Se realizaron ensayos de adsorcion por cromatografia en “batch” con
todos los adsorbentes. Este método es comunmente usado en ensayos
preliminares de cromatografia analitica debido a que no requiere grandes
cantidades de muestra y se pude ajustar a cualquier escala de purificacion,
aunque la mas usada es en la que se emplean de 10-200 pL de adsorbente.
Los ensayos en “batch” son de menor resolucion que los realizados en columna
debido a que al realizar los lavados, un pequefo volumen de solucion queda
atrapado en la matriz cromatografica reteniendo inespecificamente pequefias
cantidades de proteinas (Pierce Biotechnology, 2006).

Las matrices con los ligandos bioafines (carbohidratos y proteinas)
fueron ensayados con el proposito de evidenciar la presencia de lectinas
micobacterianas y glicoproteinas en el CFP. Por otro lado la finalidad de los
ensayos de adsorcion con adsorbentes hidrofébicos e IMAC fue obtener
informacion preliminar de los perfiles de adsorcién para el disefio de esquemas
cromatograficos en columna, para el aislamiento de antigenos micobacterianos.

Para realizar la cromatografia de afinidad, el método usado fue el
propuesto por Thermo Fisher Scientific Inc. Aproximadamente 100 pL de
adsorbente fueron colocados en tubos de polipropileno de 1.5 mL de volumen.
El adsorbente se equilibré6 mediante 5 lavados de 1 mL con el amortiguador de
adsorcion (Tabla 1ll). Se cargaron 300 ug de proteina micobacteriana disuelta
en el amortiguador de adsorcién a un volumen final de 1 mL. La mezcla se
incub6 durante una hora a temperatura ambiente. Posteriormente se lavo el gel
5 veces 0 hasta obtener lecturas con DO (densidad oOptica) <0 a A=280nm, con
el amortiguador de lavado correspondiente. Posteriormente se realizé un ultimo
lavado con 1 mL del eluyente dejandolo actuar por 20 minutos a temperatura
ambiente. Los lavados se llevaron a cabo re -suspendiendo el adsorbente y
centrifugando a 800 g para sedimentar el gel, el sobrenadante fue recolectado y

analizado como fraccion cromatogréfica.
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Tabla Ill. Condiciones de adsorcion y elucion ensayadas en “batch”.

Condiciones

Adsorbente Adsorcion () Elucion ()
Sephadex G-25 TBS y PBS Elucién pH 2.6
Sefarosa 6B TBSy PBS Elucion pH 2.6
Agarosa (GalNAc) TBSy PBS Elucién pH 2.6
Agarosa Fetuina TBSy PBS Elucién pH 2.6
Agarosa Jacalina TBS y PBS Elucién pH 2.6
Agarosa (IDA-Ni*?) TBS, PBS y Na,SOq4 Elucion pH 4.0
Agarosa (DPA- Ni*?) TBS, PBS y Na,SO, Elucién pH 4.0

Sefarosa fenilada Na,SO, PB

a) Amortiguador de adsorcién.- TBS (Trizma-base 20 mM, NaCl 150 mM,
CaCl,; 10 mM, pH 7.4), PBS (Amortiguador de fosfatos 20 mM, NaCl 150
mM, pH 7.4) y Na,SO4 (MOPS 20 mM, Na,SO4 0.5 M, pH 7.4)

b) Amortiguador de elucién.- Elucion pH 4.0 (MOPS 20 mM, pH 4.0),
Elucion pH 2.6 (Glicina 100 mM, pH 2.6) y PB (Amortiguador de fosfatos
20 mM, pH 7.4)
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Como control del método se prob6é la adsorcion de la lectina
Concanavalina A (Canavalia ensiformis) a Sefarosa 6B para descartar uniones
inespecificas; asi mismo se ensay0 con la matriz agarosa-fetuina y Sephadex

G-75 para corroborar la sensibilidad de la técnica.

Cromatografia en Columna

Usando la informacion obtenida en los ensayos de adsorcion en “batch”
con los adsorbentes agarosa-IDA, agarosa-DPA y Sefarosa fenilada, se disefi6
un esquema cromatografico para el aislamiento del complejo de 30-32 kDa
(Figura 2). Para ésto, los adsorbentes fueron empacados en columnas de
polipropileno acopladas a un sistema para cromatografia de baja presion (Bio-
Rad, México), a una velocidad de flujo de 1 mL/min, usando agua deionizada

con NaN3 al 0.02% como solucién de empaque. El volumen de cama se ajusto a

1 mL. Los adsorbentes se equilibraron pasando 5 volumenes de cama del
amortiguador de adsorcion.

Aproximadamente 2 mg de proteina de filtrado de cultivo disuelta en 1
mL del amortiguador de adsorcion, se aplicaron a la columna cromatogréafica a
un flujo de 0.25 mL/min. La columna se lavo a un flujo de 0.5 mL/min con el
amortiguador de lavado correspondiente hasta obtener lecturas de absorbancia
menores de 0.010 a A=280 nm. Las fracciones fueron dializadas para cambiar el
amortiguador de adsorcion entre cada método cromatografico.

Las fracciones cromatograficas fueron monitorizadas a 280 nm
(Aquamate Termo—Spectronic, Accesolab, México) y la concentracion de
proteina fue estimada a 595 nm por el método de Bradford (Bradford, 1976).
Las homogeneidad de las fracciones cromatograficas fue evaluada por
electroforesis en condiciones desnaturalizantes y reductoras (SDS-PAGE) al
15% de acrilamida (Mini-protean IlI, BioRad, CA, USA) segun el sistema
desarrollado por Laemmli (Laemmli, 1970). Los geles fueron tefiidos con azul de

Coomassie (Steinberg, 2009) .
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Condiciones de adsorcion

MOPS 20 mM,
Na,50, 0.5 M, pH 7.4

PBS 20 mM,
NaCl 150 mM, pH 7.4

-

Filtrado de cultivo de M.
tuberculosis

\/

Cromatografia Sefarosa
fenilada

\/
\/

Cromatografia agarosa DPA

\/
\/

Aislamiento del complejo de

/
/

30-32 kDa

\/

Fraccion de
elucion

Fraccion de
lavado

Figura 2. Esquema cromatografico para el aislamiento del complejo de 30-32

kDa.
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Ensayo de Hemaglutinacion

Para la prueba de aglutinacion se utilizaron eritrocitos humanos
obtenidos por puncion venosa. Los eritrocitos fueron lavados 5 veces con PBS
(amortiguador de fosfatos 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4) y posteriormente
tratados con tripsina al 0.075 % por una hora a temperatura ambiente. El
ensayo de hemaglutinacién se realiz6 en placas de fondo redondo, mezclando
50 pL de la suspensién de eritrocitos lavados vy tripsinizados al 2% con 100 pL
de las distintas diluciones de la proteina a evaluar. Se probaron diluciones
seriadas 1:2 de las proteinas de filtrado de cultivo hasta la dilucién 1:128. La
mezcla se incubd a 37 © C por una hora y después se observo la aglutinacion.
La actividad hemaglutinante (AH) se report6 como la mayor dilucién que dio
aglutinacion. Se us6 como control positivo a la lectina Concanavalina A, a una

concentracion de 1 mg/mL.
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RESULTADOS Y DISCUCION

Ensayos de Adsorcién

Las corridas cromatograficas en “batch” se realizaron como ensayos de
adsorcion para la busqueda preliminar de proteinas afines a los adsorbentes y
para conocer perfiles de adsorcion que podrian ser usados para disefiar un
esquema de aislamiento potencialmente atil para el aislamiento de grupos
proteicos especificos. La busqueda de proteinas bioafines fue dirigida
especificamente a lectinas y O-glicoproteinas micobacterianas.

En los ensayos de adsorcién para la busqueda de lectinas se usaron
matrices cromatograficas con monosacaridos, homopolisacaridos vy
heteropolisacaridos como ligandos. La afinidad de las proteinas del filtrado de
cultivo micobacteriano (CFP) hacia los adsorbentes se probd en presencia y
ausencia de cationes divalentes, para buscar la unién de posibles lectinas tipo-
C. Los ensayos fueron negativos en ambas condiciones, lo que sugiere la
ausencia de lectinas afines a galactosa, glucosa, N-acetilgalactosamina, asi
como a los diversos carbohidratos presentes en la fetuina. A pesar de que un
estudio gendmico realizado recientemente, identificd 11 genes codificadores de
potenciales lectinas en el genoma de Mycobacterium tuberculosis H37Rv (Singh
y col., 2007), en este estudio no se aislaron proteinas afines a los carbohidratos
ensayados. Dentro de las potenciales lectinas, se sugiere la existencia de siete
hemaglutininas, dos aglutininas sensibles a manosa (MSHA, por sus siglas en
inglés), una lectina afin a galactosa y una lectina tipo-C. De ellas, s6lo se han
podido purificar dos proteinas con afinidad a manosa (MSHA) que fueron
identificadas por su homologia a proteinas intracelulares de Pseudoalteromonas
haloplanktis (Singh y col,. 2007). Ademas, las potenciales MSHA
micobacterianas (Rv2813 y Rv3659) son proteinas aun no caracterizadas de las
cuales se desconoce su localizacion subcelular y es posible que no se

encuentren en el filtrado de cultivo. De igual manera, el estudio realizado por
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Singh y col., hace referencia a la proteina Rv1419, una potencial lectina
sensible a galactosa; sin embargo esta proteina se localiza en la membrana de
Mycobacterium tuberculosis (Proteome Database Uniprot), lo que puede ser la
razon por lo que no se recupero en este estudio con los ensayos realizados con
Sefarosa 6B y agarosa-fetuina.

Para corroborar la ausencia de hemaglutininas se realiz6 un ensayo de
hemaglutinacion al filtrado de cultivo micobacteriano, en presencia y ausencia
de cationes divalentes. No se observé actividad hemaglutinante en el filtrado de
cultivo a diferencia del control positivo (Concanavalina A) que mostro actividad
hasta la diluciéon 1:64 (20 pug/mL), lo que es una demostracién de que los
resultados de los ensayos cromatograficos son confiables. Ademas, la
adsorcion observada de la lectina Concanavalina A al adsorbente agarosa-
fetuina y al Sephadex G-75, asi como la falta de adsorcién a la Sefarosa 6B, le
proporcionan certidumbre a los resultados obtenidos.

En la busqueda de glicoproteinas en el CFP de M. tuberculosis H37Rv se
usé como adsorbente a jacalina, la cual es una lectina con afinidad a N-
acetilgalactosamina-a1-Ser/Thr con el carbono 6 de GalNAc no sustituido
(Tachibana y col., 2006). El resultado negativo en el ensayo de adsorcion con
agarosa-jacalina sugiere la ausencia de este tipo de O-glicanos en las proteinas
de filtrado de cultivo micobacteriano. Lo anterior es apoyado por el hecho de
que hasta el momento no se ha encontrado ninguna acetilgalactosamil
transferasa en el proteoma micobacteriano (Proteome Database Uniprot).

Los ensayos de interaccion hidrofébica del CFP, se realizaron con
Sefarosa fenilada, en condiciones caotropicas (MOPS 20 mM, Na,SO, 0.5 M,
pH 7.4). La electroforesis de la fraccion de elucion, obtenida con MOPS 20 mM
(Figura 3, A) muestra la presencia de 8 bandas con masas moleculares
estimadas de 31, 43.5, 49, 54.5, 60.6, 68.6, 75.9 y 86.6 kDa. Los resultados
revelan principalmente el enriqguecimiento de la fraccion de elucion con las

proteinas que forman parte del complejo de 30-32 kDa, lo cual es consistente a
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estudios previos (Castillon-Campafia, 2008; Nagai y col., 1991). Estos
resultados sugieren que la matriz Sefarosa fenilada tiene un potencial uso como
primer adsorbente en un esquema cromatografico para el aislamiento de este
complejo.

Al igual que con Sefarosa fenilada, los ensayos con agarosa-IDA-Ni*? y
agarosa-DPA-Ni*? en condiciones caotrépicas (Figura 3, B y C) permitieron la
adsorcion principal del complejo proteico de 30-32 kDa. Los mismos
adsorbentes equilibrados en condiciones fisiologicas (Amortiguador de fosfatos
20 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4) (Figura 3, D y E) no adsorbieron estas proteinas,
lo que sugiere el fuerte componente hidrofébico de la interaccién entre el
adsorbente y las proteinas del complejo de 30-32 kDa. Cabe destacar que los
perfiles de adsorcion de agarosa-IDA-Ni*? y agarosa-DPA-Ni*? en condiciones
fisiologicas (Figura 3, D y E) muestran otras proteinas con afinidad a niquel
entre las cuales destaca la proteina de 66 kDa, la cual fue recuperada de
ambos adsorbentes. Esta proteina puede corresponder a la TB66 la cual fue
aislada previamente de las proteinas de filtrado de cultivo de M. tuberculosis
H37Rv mediante cromatografia de afinidad a niquel usando el &cido
nitrilotriacético (NTA-Ni*%) (Deshpande y col., 1994c). Para corroborar lo anterior
se sugiere realizar posteriormente ensayos de adsorcidn con agarosa-

fibronectina, por la afinidad que tiene la TB66 hacia esta proteina.
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Figura 3. Perfiles de adsorcion de ensayos cromatograficos en “batch”. (A)
Sefarosa fenilada en condiciones caotrépicas. (B y C) Agarosa IDA-Ni*? y
Agarosa DPA-Ni*? en condiciones caotrépicas. (D y E) Agarosa IDA-Ni*? y
Agarosa DPA-Ni*? en condiciones fisiolégicas. (F) Proteina total.
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Aislamiento del Antigeno 85

Tomando en cuenta los resultados de los ensayos de adsorcién por
cromatografia en “batch” se escogi6 la Sefarosa fenilada como primer
parametro de un esquema cromatografico en columna para el aislamiento del
complejo de 30-32 kDa. Con el método en “batch” el porcentaje de recuperacion
es relativamente bajo debido a la dificultad de separar completamente el eluato.
Por ello, al ensayar el CFP con la Sefarosa fenilada, el porcentaje de
recuperacion fue del 89 % y tal como se esperaba, este porcentaje se
incrementod significativamente (97.4%) al hacer la separacion cromatografica en
columna.

Para determinar la cantidad de muestra inicial para los ensayos en
columna, se estimo el indice de saturacion de la Sefarosa fenilada con proteina
de filtrado de cultivo, mismo que fue de 1.67 mg/mL de matriz. Tomando en
cuenta este valor se pudo concluir que en los ensayos cromatograficos en
“batch” la matriz fue saturada, porque se aplicaron 3 mg de proteina por cada
mL de matriz. Por ello, en los ensayos en columna se cargaron 2 mg de
proteina de filtrado de cultivo micobacteriano a 1 mL de adsorbente; un
elemento adicional para calcular la cantidad total de proteina deberia cargarse a
la matriz fue la estimacion previa, de que el 50 % del filtrado proteico prosee
caracter hidrofébico (Castillon-Campafia, 2008). De esta manera, pudo
demostrarse que las fracciones de elucibn obtenidas en los ensayos
cromatograficos en columna de Sefarosa fenilada mostraron un mayor grado de
pureza (por la homogeneidad electroforética observada en las proteinas que

componen al complejo de 30-32 kDa) que el método en “batch” (Figura 4).
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Figura 4. Cromatograma y electroforetograma de Sefarosa fenilada.

Fracciones cromatograficas del filtrado proteico de M. tuberculosis H37Rv
obtenidas con Sefarosa fenilada bajo condiciones caotrépicas. (A) Marcador de
peso moléculas de bajo rango. (B) Proteina total. (C) Fracciéon de lavado (D)
Fraccion de elucion.
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Finalmente, el aislamiento del antigeno 85 se logré6 acoplando una
segunda etapa cromatogréfica a la realizada con Sefarosa fenilada en
condiciones caotropicas. Para ello, la fraccion de elucion obtenida al cargar el
CFP a la Sefarosa fenilada (Figura 5, B), fue aplicada después a la matriz
agarosa-DPA-Ni*?> bajo condiciones fisioldgicas. Esta segunda etapa
cromatografica, fue definida asi debido a que las proteinas del complejo 85
solamente se adsorben a la matriz IMAC en condiciones caotrépicas. Al usar
condiciones fisiologicas en la matriz IMAC, las proteinas del complejo 85 fueron
recuperadas en la fraccion de lavado (Figura 5B). El notable enriquecimiento de
esta fraccion con las proteinas de interés se demuestra al compararla con la
fraccion de elucion (Figura 5C). El aislado se confirm6 como antigeno 85 por
medio de Western-Blot usando el anticuerpo monoclonal anti-Ag85 [HYT27]. No
obstante los buenos resultados en el aislamiento de las proteinas del complejo
85, una debilidad importante es la baja recuperacién proteica en la fraccion de
lavado, que fue solamente del 4.8%. Otro elemento que debe destacarse es la
presencia en la fraccion de lavado de una banda contaminante (Figura 5, B) que
se logra apreciar en la regién de 16 kDa y puede corresponder a la proteina de
shock térmico Hsp16.3 ya que, debido a su caracter hidrofobico reportado, pudo
haber sido adsobida a Sefarosa fenilada (Yang y col., 1999) pero no por
agarosa-DPA-Ni*?. En un estudio de los principales antigenos inmunogénicos
de Mycobacterium tuberculosis, se aislé al antigeno 85 mediante cromatografia
de intercambio anionico Yy filtracidbn en gel, con un rendimiento aproximado de
160 pg por litro cultivo (medio Middlebrook 7H9) (Horwitz y col,. 1995), lo cual
es muy similar a los 153 g por litro de medio Sauton obtenidos con el esquema
propuesto en este trabajo, o que sugiere una buena eficiencia en el aislamiento

del antigeno 85.
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Figura 5. Cromatograma y electroforetograma del aislamiento del antigeno 85
de Mycobacterium tuberculosis H37Rv.

La fraccion de elucion obtenida por la cromatografia del CFP en Sefarosa
fenilada fue cargada en agarosa-DPA-Ni*? bajo condiciones fisiolégicas. (A)
Elucion de Sefarosa fenilada en condiciones caotropicas. (B) Fraccion de
lavado de agarosa-DPA- Ni*2. (C) Fracci6n de elucién de agarosa-DPA- Ni*2.
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En otros trabajos, también se ha logrado el aislamiento de las proteinas
del complejo 85, pero en ellos se han tenido que usar esquemas de tres a
cuatro etapas cromatograficas, principalmente filtracion en gel, interaccion
hidrofébica e intercambio anionico (Horwitz y col., 1995; Nagai y col., 1991),
reduciendo con ello tanto el rendimiento como la estabilidad proteica (Ly y
Wasinger, 2011; Zhang y col., 2010). En este trabajo se demostré que al usar
adecuadamente la cromatografia de afinidad por metales acoplada a la
cromatografia de interaccion hidrofoébica, es posible obtener un buen
aislamiento proteico; ademas la utilidad de IMAC para el aislamiento del
complejo 85, sugiere su potencial aplicaciébn para el aislamiento de otros
antigenos micobacterianos, bajo condiciones cromatograficas alternativas a las
utilizadas en el presente trabajo

Finalmente, algnas modificaciones al esquema propuesto en este trabajo
podrian reducir la contaminacion de la fraccion de lavado hasta llegar a la
purificacion del antigeno 85. El uso de gradientes de Na,SO, en la primera
etapa del esquema podria permitir la elucién selectiva del complejo de 30-32
kDa separandolo de las demas proteinas hidrofébicas. De igual manera,
modificaciones en las condiciones de adsorcién en la cromatografia de afinidad
a metales asi como el uso de diferente quelantes y metales podria ayudar a

conseguir tal objetivo.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en los ensayos de adsorcidén bajo las condiciones
probadas indican la ausencia de lectinas afines a galactosa, glucosa, N-
acetilgalactosamina y a fetuina en el filtrado de -cultivo liquido de
Mycobacterium tuberculosis H37Ruv.

Las proteinas de filtrado de cultivo liquido de Mycobacterium tuberculosis
H37Rv no mostraron actividad para glutinar eritrocitos humanos.

No se encontraron O-glicoproteinas de N-acetilgalactosamina-a1-Ser/Thr en
el filtrado de cultivo micobacteriano, lo que sugiere que Mycobacterium
tuberculosis H37Rv no expresa la enzima acetilgalactosamil transferasa.

En este trabajo se desarrollo, mediante cromatografia de interaccion
hidrofébica y de afinidad a metales, un esquema para el aislamiento del
complejo 85, el cual podria ser una herramienta mas para los estudios
protedbmicos e inmunoldgicos de Mycobacterium tuberculosis asi como de

otras especies del género.
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