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RESUMEN

La tuberculosis, causada principalmente por Mycobacterium tuberculosis,
es la enfermedad infecciosa de mayor incidencia a nivel mundial y representa
un serio problema de salud publica. Se conoce de la importancia que tiene la
respuesta inmune celular en el combate de la tuberculosis, por lo que la
identificacion de los antigenos de Mycobacterium tuberculosis que inducen esta
respuesta y activan a los linfocitos T, resulta de gran interés. El objetivo de este
trabajo, fue caracterizar parcialmente la proteina PE_PGRS33 de M.
tuberculosis en un sistema de procesamiento y presentacion de antigeno in
vitro; utilizando los hibridomas de células T especificos contra la proteina,
generados previamente (Gastélum 2008). Para ello se evalud la activaciéon de
los hibridomas por su capacidad de sintesis de IL-2 utilizando varias
metodologias, como citometria de flujo, proliferacién de células CTLL-2 y ELISA
indirecto. En este trabajo, se establecieron las condiciones 6ptimas para evaluar
la activacion de los hibridomas de células T por citometria de flujo, mediante la
expresion de IL-2 y otros marcadores de activacion como CD69 y CD25; y se
identifico el fenotipo CD3"CD4"CD8" de los 5 hibridomas especificos contra la
proteina PE_PGRS33: 3C2.D4, 3C2.F5, 3C2.E7, 2F9.E7 y 2F9.B7. Ademas, se
realizd un analisis de los posibles ligandos de unién de la proteina a moléculas
MHC 11 (IA¥) por 2 bases de datos y se compararon con las predicciones de los
péptidos generados por la digestion con la enzima tripsina obtenidos por el
programa PEPTIDE CUTTER. Al comparar ambas predicciones, se encontrd
que es factible obtener dichos ligandos; por lo tanto, en este estudio se
establecieron las condiciones optimas para la digestion enzimatica con tripsina
y la purificacion de los productos de la digestion por HPLC en fase reversa; que
ayudaran a la caracterizacion bioquimica e inmunolégica de la proteina, en

futuras investigaciones.
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INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infectocontagiosa causada
principalmente por Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) y es la primera
enfermedad declarada como emergencia global por la Organizacién Mundial de
la Salud. La TB es considerada como una enfermedad muy compleja, en la que
participan factores del hospedero (constitucion genética, respuesta
inmunoldgica), de la bacteria (genes y factores de virulencia) y del medio
ambiente (pobreza, desnutricion, hacinamiento) (Hernandez y col., 2004; Rook
y Hernandez-Pando, 1996).

En la actualidad, una persona de cada tres esta infectada con M.
tuberculosis, y cada 15 segundos fallece una persona en el mundo, por lo tanto,
la tuberculosis es considerada como la enfermedad infecciosa mas importante.
Sin embargo, solamente del 5 al 10% de la poblacion infectada tiene el riesgo
de desarrollar la tuberculosis activa en un plazo de uno a dos afos después de

la infeccion (Dye y col., 1999; Van Crevel y col., 2002).

Anualmente se registran cerca de diez millones de nuevos casos de
tuberculosis y tres millones de muertes, representando un serio problema de
salud publica a nivel mundial. En los paises en vias de desarrollo, donde la
incidencia de tuberculosis es alta, la mayoria de la poblacién no puede tener
acceso al tratamiento y en muchos casos, los farmacos antituberculosos no son

efectivos por la aparicion de cepas bacterianas multidrogorresistentes.

Por lo tanto, es prioritario el desarrollo de una vacuna mas efectiva contra
la tuberculosis que brinde una mayor proteccion a la mayoria de la poblacion;

dado que la eficacia protectora de la BCG (Bacilo Calmette-Guerin), la unica



vacuna disponible para la prevencion de la tuberculosis en los humanos, es
muy variable (Flynn y Chan, 2001; Haile y Kallenius, 2005; Newport, 2003).

Por otra parte, el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) es
considerado como un importante factor de riesgo para la tuberculosis, no solo
porque la infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
incrementa el riesgo de reactivar la infeccion latente de M. tuberculosis, sino
que también incrementa la rapida progresién de la tuberculosis inmediatamente
después de la infeccidbn o reinfeccion; poniendo de manifiesto la gran
importancia que la respuesta inmune tiene en el control de la tuberculosis. La
importancia que tiene la respuesta inmune celular en el control de la
tuberculosis, es mundialmente conocida, por lo que estudios sobre la induccion
de esta respuesta contra antigenos de M. tuberculosis, son cada vez mas
solicitados (Aaron y col., 2004; Dawn y Flynn, 2004;

www.tuberculosisTextbook.com).

Para que se genere una respuesta celular eficiente contra M.
tuberculosis, se necesita la activacion de las células T, que tras reconocer
especificamente determinantes antigénicos de la micobacteria asociados a
moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) clase Il de las
células presentadoras de antigeno (CPA); activan su mecanismo de
transduccion de sefial y trascripcion de genes, y codifican para la sintesis de
citocinas como IL-2, IL-12 e IFN-y principalmente. Siendo el IFN-y la citocina de
mayor relevancia para erradicar la enfermedad, al inducir en los macréfagos
infectados la sintesis de citocinas y sustancias microbicidas (Boyer y col., 1988;
Van Crevel y col., 2002).

Sin embargo, M. tuberculosis puede evadir la respuesta inmune celular

mediante diferentes mecanismos, como lo es la expresidon selectiva de genes



que le confieren a la micobacteria la capacidad de infectar y sobrevivir dentro de
los macréfagos. Algunos de los genes que se expresan preferentemente
pertenecen a la familia de genes PE, en donde la mayoria de los miembros de
esta familia estan implicados en la replicacion y sobrevivencia del bacilo en el

granuloma.

Un miembro de esta familia de proteinas es la PE_PGRS33, la cual se
puede considerar como el prototipo de la familia de genes PE, ya que presenta
como ventajas el encontrarse en la superficie de la micobacteria y quedar
expuesta al ambiente extracelular permitiéndole interactuar con las células del
huésped (Delogu G y col., 2004; Ramakrishnan y col., 2000). La PE_PGRS33
presenta una secuencia de genes polimorficos, que le confieren la caracteristica
de variabilidad antigénica y evadiendo asi a la respuesta inmune del hospedero
(Cole ST y col., 1998; Gey van Pittius y col., 2006). Se encuentra asociada a las
cepas del complejo de M. tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum,
M. microtti) (Karboul y col., 2006); pero sobre todo, el dominio constante amino
terminal de su estructura (PE), es el responsable de la induccion de la
respuesta inmune celular contra esta proteina (Delogu G y col., 2001). Es por
ello que la proteina PE_PGRS33 representa un paso crucial hacia el mejor

entendimiento de la patogénesis inducida por el bacilo tuberculoso.

Para poder evaluar la induccion de la respuesta inmune celular de esta
proteina, en un sistema in vitro de procesamiento y presentacion de antigeno,
se necesitan herramientas biolégicas como los hibridomas de células T; que
permitan la caracterizacién inmunoldgica de la proteina y la identificacién de los
epitopes inmunodominantes. La gran ventaja de generar estos hibridomas, es
que expresan un receptor de células T (TCR) con la especificidad de las
células T activadas de raton, y proliferan abundantemente en ausencia de

factores de crecimiento o células nodrizas (feeder); por lo que son muy utiles



para estudios de especificidad en el reconocimiento antigénico por el complejo
MHC-TCR.

En un estudio previo (Gastélum-Avifia, 2008) se generaron 5 hibridomas
especificos contra la proteina PE_PGRS33 (3C2, 2F9, 7E7, 2B6 y 3E7), los
cuales nos permitiran utilizarlos en futuras investigaciones, para identificar los
epitopes o determinantes antigénicos de la proteina, responsables de la

induccidn de la respuesta inmune celular contra esta proteina.

Por lo tanto, el propdsito de este trabajo fue caracterizar parcialmente la
proteina PE_PGRS33 de M. tuberculosis, en un sistema de presentacion de
antigeno in vitro; utilizando los hibridomas de células T especificos contra la
proteina y evaluar su activacion, por la capacidad de sintesis de citocinas, como
la IL-2.



OBJETIVO GENERAL

Caracterizar parcialmente la proteina PE_PGRS33 de M. tuberculosis en

un sistema de procesamiento y presentacion de antigeno in vitro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la expresion de los marcadores de linaje CD3, CD4 y CD8 de

los hibridomas de células T especificos contra la proteina PE_PGRS33.

o Establecer un método para evaluar la activacion de hibridomas de
células T especificos contra la proteina PE_PGRS33, por citometria de

flujo, mediante la sintesis de IL-2 e IFN-y.

e Evaluar la activacion de los hibridomas de células T, en un sistema de
procesamiento y presentacion de antigeno in vitro, mediante la sintesis

de IL-2 e IFN-y y la expresion de marcadores por citometria de flujo.

o Establecer las condiciones O6ptimas para obtener e Identificar los
epitopes de la proteina PE_PGRS33 que estimulan la activacién de los

hibridomas de células T, mediante la sintesis de IL-2.



ANTECEDENTES

Relevancia de los Factores de Virulencia de M. tuberculosis

M. tuberculosis se caracteriza por poseer ademas de su membrana
celular, una pared celular con una alta composicion de acidos grasos, acidos
micolicos y peptidoglicanos (unica en su tipo dentro de los procariotes); que le
confiere las caracteristicas de su arquitectura y la capacidad de resistir ciertos
agentes antimicrobianos (Brennan y Nikaido, 1995). Por lo que la identificacion
y caracterizacion de las proteinas localizadas en esta fraccion celular pueden
ser utilizadas en el desarrollo de nuevas herramientas diagnésticas, de
prevencion e inmunoprofilaxis (Issar, 2003). Ademas, las proteinas de la
membrana también pueden ser una clave en el desarrollo de vacunas, porque
estan involucradas en la interaccién huésped-patdégeno y pueden ser utilizadas
por la micobacteria como factores de virulencia del huésped (Cimino y col.,
2006; Riley, 2006).

Por otra parte, las estructuras expresadas en la superficie celular de la
micobacteria, interactian con los mecanismos de inmunidad innata del
hospedero, influyendo en la produccion de citocinas y en el inicio de una
respuesta inflamatoria. Esta respuesta inicial, se debe principalmente a la
produccion del factor de necrosis tumoral (TNF), el cual es importante para la
formacion y mantenimiento del granuloma. La induccion de la fuerte respuesta
inflamatoria y la formacién del granuloma resultan ventajosas para la
sobrevivencia de M. tuberculosis, debido a la diseminacion de la micobacteria a
través de la degradacion eventual del granuloma. Sin embargo, algunas cepas

de M. tuberculosis suprimen la respuesta inflamatoria y permiten la progresion



temprana de la enfermedad, mientras otras cepas inducen la infeccion latente

mediante una fuerte respuesta inflamatoria (Dheenadhayalan y col., 2006).

Dado los recientes avances en las técnicas de manipulacién genética y a
la informacién disponible de la secuenciacidén completa del genoma de M.
tuberculosis, (Camus y col., 2002; Cole y col., 1998), se ha podido caracterizar
varias proteinas de la micobacteria. Se ha encontrado la existencia de una
familia de multigenes conocida como PE, que representa cerca del 4% del
genoma de M. tuberculosis, la cual se divide en dos subfamilias: PE (38 genes)
y PE_PGRS (61 genes). Ambas familias presentan un dominio amino terminal
altamente conservado, abundante en prolina y acido glutamico; pero la familia
PE_PGRS se diferencia por presentar en su dominio carboxilo terminal,
multiples repeticiones en “tandem” polimérficas de Glicina-Glicina-Alanina o
Glicina-Glicina-Asparagina (Campuzano y col., 2007; Chaitra y col., 2005; Cole
y col., 1998; Gey van Pittius y col., 2006).

Los genes PE_PGRS presentan estructuras repetitivas que pueden ser
blanco de recombinacién homodloga, la cual pudiera explicar el alto polimorfismo
observado en estas secuencias, demostrado por analisis de polimorfismos en la
longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) con cepas de M. tuberculosis y
M. bovis obtenidas de aislados clinicos. Estas observaciones sugieren que los
genes PE y PE_PGRS pueden ser expresados diferencialmente entre las cepas
(Delogu y col., 2006; Singh y col., 2001; Talarico y col., 2007).

La funcion de los miembros de las familias PE y PE_PGRS no se conoce
en detalle, pero existe evidencia que indica que la mayoria de estos miembros
estan involucrados en los mecanismos de evasion de la respuesta inmune del
huésped, por lo que le confieren a la micobacteria la capacidad de sobrevivir y

replicarse dentro de los macréfagos infectados y granulomas. Ademas, la



mayoria de los miembros de ambas familias se encuentran asociados a la
pared celular, por lo que pueden interactuar con componentes extracelulares
como la fibronectina e inducir tanto la respuesta inmune celular, como la
humoral (Balaji y col., 2007; Banu y col., 2002; Delogu y Brenan, 2001; Espitia y
col., 1999).

Por lo anterior, estas familias de proteinas resultan sumamente
interesantes desde el punto de vista inmunoldgico; ya que representan una
fuente de variacion antigénica para M. tuberculosis en el orden de evadir la
respuesta inmune del hospedero y como antigenos de superficie celular que
interaccionan con las moléculas de los macrofagos (Banu y col., 2002; Flores y
Espitia, 2003; Ramakrishnan y col., 2000).

Proteina PE PGRS33 (Rv1818c) de M. tuberculosis

Recientemente se ha encontrado una proteina PE_PGRS33 codificada
por el gen Rv1818c de Mycobacterium tuberculosis compuesta por 498
aminoacidos; que presenta en su dominio PE amino terminal, una alta
homologia con los miembros de la familia PE (Cole y col., 1998; Delogu y
Brennan, 2001).

La proteina PE_PGRS33 representa el prototipo de la familia PE porque
es expresado por miembros del complejo de M. tuberculosis y algunas otras
especies que infectan humanos y esta implicado en la replicacién, asi como en
la persistencia del bacilo en los granulomas. La proteina se localiza en la
membrana celular micobacteriana, principalmente en los polos celulares de la

micobacteria, por lo que se encuentra expuesta al ambiente extracelular;



sugiriendo que la proteina esta involucrada en la interaccion con los macrofagos

y linfocitos del huésped (Delogu y col., 2004; Karboul y col., 2006).

Algunos antigenos bacterianos que interactuan con las células T durante
la presentacién de antigeno, inducen la apoptosis de estas células. La
apoptosis de células T es considerada como un importante mecanismo de
regulacion de la respuesta inmune, y esta involucrado con la pérdida de
funciones efectoras durante muchas enfermedades infecciosas. Sin embargo,
aun no se conoce en detalle el mecanismo por el cual ciertos antigenos

antimicobacterianos inducen la apoptosis de células T (Balaji y col., 2007).

Por otra parte, se han realizado estudios con el gen Rv1818c que
sugieren que este miembro de la familia PE participa en la persistencia de la
micobacteria y por lo tanto en la patogénesis de la tuberculosis. Uno de ellos,
utilizando mutagénesis mediada por transposoén de la cepa de M. bovis BCG,
en un gen homologo a Rv1818c de M. tuberculosis. Se evaluaron los cambios
morfologicos de la cepa silvestre o “wild type” y la cepa recombinante y se
encontré que esta ultima, presentd un crecimiento disperso en el medio de
cultivo liquido y una disminucién de la habilidad para infectar y sobrevivir dentro
de los macréfagos. Pero una vez que el gen mutante se restaura, se vuelve a

comportar como la cepa silvestre (Brennan y col., 2001; Talarico y col., 2007).

En un estudio similar, se expres6 el gen Rv1818c, en una cepa no
patogénica (Mycobacterium smegmatis), la cual normalmente no expresa el
gen. Se observO que la cepa recombinante presentaba caracteristicas
especificas a las cepas virulentas, ya que es capaz de persistir dentro de
cultivos de macréfagos de médula ésea in vitro, asi como en los tejidos murinos
después de una infeccion intraperitoneal; en comparacion con la cepa silvestre.
Este resultado no se observa en las cepas de M. smegmatis que contienen el

vector solo o que expresan soélo el dominio PE de PE_PGRS33. Sin embargo,



es la proteina completa, que contiene el dominio PGRS la que se requiere para
aumentar la persistencia de la cepa M. smegmatis recombinante en las células

y tejidos del huésped (Dheenadhayalan y col., 2006).

En este estudio, se encontrd el posible mecanismo por el cual la cepa
recombinante de M. smegmatis persiste en los cultivos de macroéfagos, el cual
sugiere que la proteina PE_PGRS33 puede estimular una fuerte respuesta
inflamatoria, mediante la induccion en la produccion del TNF. EI aumento de
TNF y la formacion del granuloma, resulta ventajoso para la sobrevivencia y
transmision de la micobacteria a través de la degradacion eventual del
granuloma. Esto sugiere que tras la infeccion con M. smegmatis recombinante
resulta en una cascada de eventos que modifica el perfil de citocinas de las
células del huésped, las cuales incluyen una secrecion aumentada de TNF,
dependiente de la via del receptor tipo Toll 2 (TLR2), la induccién de necrosis
celular y el aumento en la persistencia de la micobacteria dentro de los tejidos

del huésped (Basu y col., 2007; Dheenadhayalan y col., 2006).

Por otra parte, se evalud la respuesta inmune humoral y celular inducida
por la proteina PE_PGRS33, durante la infeccion por M. tuberculosis en un
modelo murino, utilizando constructos de ADN del gen PE_PGRS33 y del gen
que codifica solo para el dominio PE, y se observo el desarrollo de una
respuesta inmune humoral especifica contra la proteina PE_PGRS, pero no
contra la proteina recombinante PE, sugiriendo de esta manera que la
respuesta humoral se debe solamente a los epitopes presentes en el dominio
PGRS. Al evaluar la habilidad de secretar IFN-y de los esplenocitos de ratones
inmunizados, con los dos constructos de ADN después de una reestimulacion in
vitro, con cultivos de macrofagos de médula ésea del ratén infectados con la
micobacteria, se observé que solo los esplenocitos de los ratones inmunizados

con PE secretaron cantidades significativas de IFN-y, sugiriendo con ello que el
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dominio PE puede inducir una respuesta inmune celular efectiva (Delogu y
Brennan, 2001).

Ademas se evalué la eficacia de 3 inmunizaciones con ambos
constructos de ADN, como vacuna en un modelo experimental de tuberculosis
en el ratén, los cuales después de ser inmunizados e infectados via aérea, se
les extrae el pulmoén y bazo para realizar una cuenta de unidades formadoras
de colonias (UFC) y un analisis histopatologico. Se encontré la misma cantidad
de UFC en ambos 6rganos en los ratones inmunizados con el constructo
completo PE_PGRS33, en comparacion con los ratones inmunizados solo con
el vector; ademas de que se encontrdé un infiltrado celular de 50 a 60% y
presencia de granulomas. En cambio, el numero de UFC en pulmén y bazo de
ratones inmunizados solo con el constructo PE, fue menor en comparacién con
los ratones inmunizados con el vector, pero esta disminucién no fue tan
significativa como en los ratones inmunizados con M. bovis BCG como control.
Sin embrago, en el analisis histopatolégico se encontré poco infiltrado celular
del 20 al 30% (Delogu y Brennan, 2001).

Respuesta Inmune en la Tuberculosis

La respuesta inmune contra antigenos especificos resulta en una amplia
variedad de actividades bioldgicas. Estas actividades incluyen la estimulacion
de la produccion de citocinas por las células inmunes, la expresion de antigenos
de superficie especificos de la activacion, y la proliferacion de clonas antigeno-

especificas (Collins, 2000).

La respuesta inmune celular contra M. tuberculosis es fundamental para

combatir la infeccidon, ya que en la mayoria de los casos (90% de la poblacion
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infectada) resulta eficiente y no progresa a la enfermedad. Sin embargo, el
riesgo de desarrollarla aumenta considerablemente con la presencia de
alteraciones en el sistema inmune, como la coinfeccién por el VIH. En el 10%
de la poblacién infectada restante, la micobacteria no puede ser eliminada
completamente y puede persistir en estado de latencia por afos. Una vez que la
micobacteria ha ingresado al organismo a través de gotas de aerosol
provenientes de personas infectadas, entra a las vias respiratorias, donde los
macrofagos alveolares representan la primera linea de defensa contra este

patdgeno (Van Crevel y col., 2002; http://www.tuberculosisTextbook.com).

Los macréfagos son las principales células que participan en el control de
la tuberculosis, pues fagocitan y destruyen a las micobacterias, ademas de que
regulan al sistema inmunologico a través de la secrecion de diversas citocinas.
Las interacciones iniciales entre la micobacteria y el macréfago tienen lugar a
través de los receptores celulares como son: los receptores de Fc, de
complemento, de manosa, de proteina surfactante, CD14 y CD43. No se sabe
si la bacteria interacciona con uno o mas receptores durante la infeccién, pero
se cree que el macréfago responde dependiendo del tipo de receptor con el que

la micobacteria interactue (Hernandez y col., 2004).

Cuando el macroéfago ingiere a la micobacteria, se forma una vacuola
intracelular conocida como fagosoma, la cual posteriormente madura a través
de la progresiva acidificacion y la posterior fusidon con el lisosoma. Finalmente el
fagosoma maduro contiene enzimas y un ambiente acido necesario para
desnaturalizar y degradar el material fagocitico. Sin embargo, la micobacteria
puede desarrollar diferentes mecanismos de evasion de la respuesta inmune
del huésped, incluyendo la inhibicion de la actividad antimicrobiana de los
macrofagos y el escape de la via de maduracién fagosomal (Gomes y col.,
1999; Pedroza-Gonzalez y col., 2004; Rook y Hernandez-Pando, 1996).
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La capacidad de los macrofagos para eliminar a la micobacteria depende
de la respuesta inducida por las citocinas producidas por la activacion del
macrofago como la IL-12. Esta citocina es la principal mediadora del desarrollo
de una respuesta tipo TH1 y una reaccidén de hipersensibilidad de tipo tardio,
cruciales en el control de la infeccion; promoviendo la sintesis de IFN-y por
parte de los linfocitos T (LcT) CD4+, LcT CD8+ y células NK. Por otra parte,
tanto el IFN-y como la IL-12 son esenciales para el desarrollo de LcT citotoxicos
CD8+ capaces de matar a macréfagos infectados por M. tuberculosis e inducir
la proliferacion linfocitaria incrementando asi, el numero de células
inmunocompetentes que contribuyen a mantener bajo control a las
micobacterias (Doherty y Anderson, 2005; Van Crevel y col., 2002; Zufiga y
col., 2000).

El IFN-y producido por los LcT, activa a los macréfagos, induciendo en
ellos la sintesis de enzimas como la oxido nitrico sintetasa inducible (iINOS). La
INOS genera la produccién de 6xido nitrico (NO), el cual reacciona con los
radicales libres de oxigeno formando compuestos muy inestables, que
contribuyen con la eliminacion de la micobacteria. Por otro lado, los macréfagos
activados también secretan grandes cantidades de IL-1, citocina que al igual
que el TNF contribuye a activar a los macréfagos y ademas estimula la
produccion de IL-2 y su receptor (figura 1) (Hernandez y col., 2004; Rook y
Hernandez, 1996).

Estudios recientes han mostrado que defectos genéticos en la via TH1
de la IL-12 e IFN-y, o en sus receptores, puede resultar en el incremento de la
susceptibilidad a infecciones micobacterianas (Garibay y col., 2003; Jouanguy y
col., 1999; Rook 'y col, 2007, Zudiga 'y  col, 2000;

www.tuberculosisTextbook.com).
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Figura 1. Respuesta inmune celular contra M. tuberculosis. La respuesta
inmune celular contra M. tuberculosis resulta en una amplia variedad de
actividades biologicas, que incluye la estimulacion de la produccién de citocinas
por las células inmunes, como IL-12 e IFN-y; y la activacion de linfocitos T
citotoxicos CD8+ y macréfagos que contribuyen con la eliminacion de la
micobacteria. (Imagen modificada de Kaufmann. Nature Reviews Immunology.
2001. 1:20-30).
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Activacion de los Linfocitos T

La activacion de los LcT representa el primer paso en el desarrollo de la
respuesta inmune antigeno especifica. Esta activacion depende de una
cascada de eventos regulados, que resultan en la expresién de receptores de
citocinas, produccion y secrecion de citocinas y en la expresidon de marcadores
de activacion de la superficie celular, que eventualmente dirigen la respuesta
inmune (Reddy y col., 2004; Collins, 2000).

Los LcT reconocen antigenos proteicos unidos a moléculas del MHC. El
mecanismo involucrado en la produccion del complejo MHC-péptido se conoce
como procesamiento de antigeno. Este procesamiento se lleva a cabo dentro
de las CPA (macréfagos, células dendriticas y linfocitos B) e involucra la
protedlisis de los antigenos proteicos para producir péptidos, que son unidos a
moléculas del MHC, asi como el transporte de los complejos formados MHC-
péptido hacia la superficie celular. La presentacion de antigeno resulta de la
expresion de los complejos MHC-péptidos en la superficie de las CPA vy el
reconocimiento de éstos por los LcT (Germain, 1994; Germain y Margulies,
1993).

Finalmente los LcT son activados por la interaccion de su receptor TCR
con moléculas de MHC unidas a péptidos, localizadas en la superficie de las
CPA. Es decir, los LcT reconocen secuencias lineales de residuos de
aminoacidos, de péptidos derivados de proteinas bioquimicamente procesadas
dentro de las CPA, conocidos como epitopes. Estos epitopes son reconocidos
en la superficie de las CPA en asociacion con las moléculas de MHC clase Il y
solamente son seleccionados los péptidos inmunodominantes que exhiben una
alta afinidad por las moléculas de MHC (Nelson y col., 1992; Stone y col.,
2001).
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Para el caso de los LcT citotoxicos CD8+, estos péptidos son
generalmente de 8 a 10 aminoacidos de longitud y se unen con moléculas del
MHC clase I, mientras que los LcT cooperadores CD4+ reconocen péptidos de
12 a 25 aminoacidos de longitud y se unen a moléculas del MHC clase Il. Por lo
tanto, la identificacidn y caracterizacién de estos péptidos o epitopes resulta
interesante para evaluar y monitorear la respuesta inmune mediada por células
(Turnery col., 2001).

El reconocimiento antigénico es un proceso muy sensible, donde pocos
complejos péptido-MHC (1-50) son suficientes para activar una cascada de
eventos celulares que inducen la produccién de citocinas, la division celular o la
muerte celular. Entre los eventos celulares generados por la interaccion MHC-
péptido-TCR se encuentran: la fosforilacion de las subunidades del receptor, la
induccion de la via de sefnalizacion y la regulacién de diferentes factores de
transcripcion. Ademas, se requiere de la participacion de moléculas de
adhesion y moléculas coestimuladoras tanto de los LcT como de las CPA, en el
sitio de sinapsis inmunoldgica, para la completa activacion celular (Cochran y
col., 2000; Evavold y col., 1994; Germain, 1994; Kalergis y col., 2001).

Prediccion de Péptidos de Union a Moléculas de MHC
Clase Il de la Proteina PE_PGRS33 de M. tuberculosis

Como se mencion6é anteriormente, el MHC de clase Il, es una
glicoproteina de membrana que se expresa en todas las CPA profesionales y
es la responsable de presentar fragmentos del antigeno a las células T para
que se activen; por lo que se han realizado varios estudios para caracterizar los
diferentes haplotipos de MHC, tanto en humano, como en ratén y asi poder
definir su estructura y afinidad a péptidos. El haplotipo l-AK (MHC clase Il de
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ratén) es uno de los haplotipos mayormente estudiado, y se ha encontrado que
la molécula presenta un surco de unidén a péptidos constituido por “pockets” o
bolsillos (denominados P1, P2...P9) donde se unen los aminoacidos
individualmente, se ha visto también que estos péptidos tienen una longitud
variable de 13 a 25 aminoacidos, siendo solamente 9 los que constituyen el
motivo de unioén al surco del MHC (Fremont y col., 1998; Gugasyan y col., 1998;
Suri y col., 2006).

Por estudios de cristalografia y espectrometria de masas, se ha logrado
identificar cuales son los aminoacidos que preferentemente se unen a los
“pockets” del haplotipo I-A¥, encontrandose que los aminoacidos situados en los
‘pockets” P1 (D), P4 (I), P6 (Q) y P9 (S), son los que determinan la
especificidad y la uniéon al MHC, mientras que los aminoacidos unidos a los
“pockets” P2 (Y), P5 (L) y P8 (N) son los que interaccionan con el TCR. Siendo
el acido aspartico situado en P1 el de mayor relevancia en la interaccion MHC-

péptido (figura 2) (Fremonty col., 1998; Suri y col., 2005).

Un método cada vez mas utilizado para identificar los epitopes
antigénicos de una proteina, responsables de la induccion de la respuesta
inmune celular, es hacer uso de los algoritmos y modelos matematicos
existentes, que permiten hacer estimaciones sobre los posibles péptidos de
unién a las moléculas de MHC de clase | y Il de diferentes especies. Esta
informacion esta disponible en programas como el SYFPEITHI
(http://www.syfpeithi. de/home.htm). De tal manera que, con las predicciones de
los epitopes potenciales de células T y los hibridomas generados previamente
(Gastélum-Avina, 2008), podamos contribuir con la busqueda de conocimientos
que permita comprender los mecanismos de induccion de la respuesta inmune
celular mediada por la proteina PE_PGRS33 de M. tuberculosis (Yu y col.,
2002).
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Figura 2. Surco de unidén a péptidos de la molécula I-A¥. Los aminoacidos
situados en los “pockets” P1 (D), P4 (1), P6 (Q) y P9 (S), son los que determinan
la especificidad y la uniéon al MHC, mientras que los aminoacidos unidos a los
“‘pockets” P2 (Y), P5 (L) y P8 (N) son los que interaccionan con el TCR. Siendo
el acido aspartico situado en P1 el de mayor relevancia en la interaccion MHC-

péptido (Fremont y col., 1998; Suri y col., 2005).
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Las bases de datos disponibles para predecir péptidos de unidon a
moléculas de MHC, permite encontrar los epitopes de células T que se unen a
los diferentes tipos de alelos del MHC para una secuencia de aminoacidos
dada. Para este estudio, se sometio la secuencia de aminoacidos de la proteina
PE_PGRS33 de M. tuberculosis, en las bases de datos SYFPEITHI y otra
generada por el grupo de investigacion del Dr. Emil R. Unanue (Departamento
de Patologia e Inmunologia, Universidad de Washington, Estados Unidos),
(http://beckerexhibits.wustl.edu/mig/bios/unanue.html); para encontrar los
aminoacidos que presentan una mayor afinidad al surco de unién del MHC Il

(haplotipo I-A* de ratén).

Métodos de Analisis de la Activacion de los LcT

La activaciéon de los LcT puede evaluarse in vitro induciendo este
proceso en las células T, de forma dependiente e independiente de antigeno.
La activacion dependiente de antigeno se lleva a cabo mediante la via MHC-
TCR evaluando de esta manera, la respuesta a determinado antigeno como

proteinas de M. tuberculosis.

Una vez que se lleva a cabo la presentacion del antigeno especifico, se
inicia el proceso de activacion de los LcT por las vias de sefalizacion, las
cuales consisten en: la induccion de proteinas tirosina quinasas especificas
(PTKs), la ruptura de la fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), la activacion de la
proteina quinasa C (PKC) y la elevacién de la concentracion de calcio
intracelular. Esta cascada de eventos se transmite hacia el nucleo y resulta en
la expansion clonal de los LcT, la sobrerregulacion de los marcadores de
activacion en la superficie celular, la diferenciacion a células efectoras, la

induccién de citotoxicidad o secrecidn de citocinas y la induccion de apoptosis.

19



Es por esto, que uno de los principales métodos para analizar la activacion de
los LcT, es medir la proliferacion celular tras la estimulacion in vitro de los LcT,

via antigeno especifico o con anticuerpos agonistas del TCR.

Por otra parte, se pueden utilizar agentes mitdbgenos que inducen la
activaciéon policlonal de los linfocitos, independiente de la interaccion MHC-
péptido. Entre los agentes farmacologicos mayormente utilizados para la
activacién de los LcT, estan los ésteres de forbol como el forbol miristato
acetato (PMA) y los iondforos de calcio como la ionomicina (I), los cuales
inducen la activacion de la proteina quinasa C (PKC) y el aumento del calcio
intracelular, respectivamente. Dado que el calcio participa como un mensajero

transmembranal durante las sefales de activacion de los linfocitos.

También se utilizan lectinas de origen vegetal, las cuales son
glicoproteinas que se unen a carbohidratos en forma reversible y especifica en
los receptores celulares, como la fitohemaglutina (PHA) y la concanavalina A.
Estas, se unen directamente al TCR causando la activacion de los LcT de

manera independiente a la via MHC (Reddy y col., 2004; Sharon y Lis, 1989).

Ademas se pueden utilizar polisacaridos provenientes de bacterias gram
negativas como el lipopolisacarido y toxinas bacterianas como las de
Staphylococcus aureus (TSS-1) o enterotoxinas, que son conocidas como
superantigenos. Los superantigenos son potentes activadores policlonales de
LcT, los cuales unen la porcién VB del TCR y lo entrecruzan con la parte
externa del MHC, fuera del surco de unién al antigeno; de esta forma, se
entrecruzan de modo inespecifico los LcT con las CPA. El resultado es que un
gran numero de clonas de LcT que sintetizan grandes cantidades de citocinas

(Petersson y col., 2004).
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Sin embargo, por muchos afos el estudio de la respuesta inmune celular
estuvo limitada por la dificultad de producir y mantener clones de LcT humanos
antigeno especifico in vitro; por lo que en las ultimas décadas se desarrollé una
técnica que permite fusionar células T antigeno especifico, con células
provenientes de tumor (inmortal), para generar hibridomas de células T. Estos
hibridomas resultan mas convenientes de usar para estudios in vitro de la
presentacion de antigenos por las CPA, ya que representan una fuente ilimitada
de células (Canaday y col., 2003). Los hibridomas de células T son utilizados
principalmente, como una herramienta para detectar complejos MHC-péptido
expresados en cualquier tipo celular; y una vez que son activados por los
complejos especificos, los hibridomas de células T pueden secretar IL-2, la cual
se puede cuantificar por Inmunoensayo ELISA, conocido también como
inmunoanalisis enzimatico o bien, por bioensayos con células CTLL-2 (Harding,
2007). Ademas, se puede evaluar el papel de los LcT cooperadores, como su
actividad y funcionalidad, especificidad de su receptor, seguimiento a
infecciones o inmunizaciones y clarificacion de los mecanismos de
procesamiento de antigeno y seleccion de epitopes, entre otros (Dzhambazov y
col., 2003).

Por lo tanto, se puede evaluar la respuesta inmune celular inducida por
antigenos de M. tuberculosis, en un sistema in vitro de procesamiento y
presentacion de antigeno con los hibridomas de células T; que permitan la
caracterizacion inmunologica de los antigenos y la identificacion de los epitopes

inmunodominantes.

Marcadores de activacion

Existen diferentes métodos para monitorear la activacion de los LcT, uno

de ellos es evaluar la expresion de marcadores de activacion de la superficie
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celular, los cuales se expresan dependiendo del estado de activacion de las
células; es decir, hay marcadores de activacién tempranos y tardios. Entre los
mas importantes destacan el CD69 (temprano) y el CD25 (tardio) (Reddy y col.,
2004; Stone y col., 2001).

El CD69 es una glicoproteina que no se encuentra presente en la
superficie de los LcT en reposo, pero se expresa una vez que el LcT es
activado por la estimulacion del TCR/CD3 con ésteres de forbol como el PMA.
Cuando la PKC es activada simultaneamente por el PMA, la estimulacién del
CD69 induce la expresion del gen de IL-2 e IFN-y, aumenta la expresién de
CD25 y finalmente la proliferacion del LcT dependiente de IL-2. EI CD69 es
considerado como el marcador mas temprano de activacion en células
inducidas por el antigeno o por agentes inductores como PMA, ionomicina o
PHA. Por lo que esta molécula resulta muy util para analizar la activacion de
los linfocitos in vitro, por ser un marcador rapido y sensible (Mardiney y col.,
1996; Testi y col., 1989).

El CD25, o receptor de IL-2 (IL-2R) es considerado como el principal
marcador de la activacion celular, ya que su expresion de induce en los LcT
después de la activacion por la estimulacion con el complejo MHC-TCR o con

agentes mitégenos (Reddy y col., 2004).

Sintesis de Citocinas

Ademas de la induccién de los marcadores de activacion, los linfocitos
activados pueden producir diferentes citocinas las cuales reflejan el estado de
activacién y diferenciacion de la célula. Las citocinas son mediadores de la
respuesta inmune las cuales actuan a través de su receptor especifico en las

células.
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En la infeccidn por M. tuberculosis hay una interaccion entre macréfagos
y LcT que induce la activacion de los mismos, induciendo la sintesis de
citocinas de tipo TH1 como son IL-2, IL-12 e IFN-y principalmente; por lo que el
analisis de éstas, resulta interesante para evaluar la respuesta inmune celular

inducida contra M. tuberculosis.

La IL-12 producida por los macrofagos activados induce la producciéon de
interferon gamma (IFN-y) en los LcT, la cual es una citocina esencial en la
respuesta inmune protectora del hospedero contra la tuberculosis. Ademas, los
LcT activados producen IL-2 la cual dirige la expansion de los LcT antigeno
especifico principalmente (Doherty y Anderson, 2005; Reddy y col., 2004; Van
Crevel y col., 2002).

El papel central del IFN-y en el control de la tuberculosis se ha
demostrado por la alta susceptibilidad a la infeccidn micobacteriana en ratones
“knockout” del gen de IFN-y; y en humanos, por las mutaciones en el receptor
de IFN-y. Por lo tanto, la identificacion de los antigenos inmunodominantes
micobacterianos, que activan a los linfocitos T para que proliferen y secreten
IFN-y, pudieran ser utilizados para el desarrollo de vacunas efectivas contra la
tuberculosis (Van Crevel y col., 2002; Skeiky y col., 2000).

Medicion de la IL-2

La union del antigeno con el TCR estimula la produccion de IL-2 y la
expresion de su receptor IL-2R (CD25), y la interaccion IL-2/IL-2R estimula el
crecimiento, diferenciacion y sobrevivencia de los LcT por la expresion de
genes especificos. Por lo tanto, la unién de la IL-2 con su receptor juega un

papel importante en la regulacion de la activacion de LcT (Rose y col., 1992).
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La evaluacion de la sintesis de IL-2 por los LcT activados se puede llevar
a cabo por diferentes metodologias, siendo el ELISA el mas utilizado para
evaluar la produccion de la citocina. Esta técnica se fundamenta en la
interaccion antigeno-anticuerpo, la cual combina la especificidad de los
anticuerpos con la sensibilidad de un ensayo enzimatico. Esta metodologia,
resulta util para medir las concentraciones de antigenos solubles como
citocinas, quimiocinas, mediadores inflamatorios y sus receptores; asi como
inmunoglobulinas, componentes solubles de antigenos y moléculas de adhesién
presentes en los diferentes fluidos bioldgicos y sobrenadantes de cultivos

celulares (Crowther, 2001).

El ELISA tipo “sandwich”, es un ensayo inmunoenzimatico que se basa
en la adsorcion no covalente de anticuerpos de captura antigeno-especifico
purificados a placas de poliestireno, que permitiran la union de los analitos
solubles presentes en una muestra. Posteriormente, se adiciona un segundo
anticuerpo de deteccién antigeno especifico, conjugado a una enzima, que
permita evidenciar la unién antigeno-anticuerpo, tras la adicion de una solucién
del sustrato enzimatico acoplado a un cromdégeno. La intensidad del color
desarrollado por el cromégeno sera proporcional a la cantidad del analito
presente en la muestra y se puede medir espectrofotométricamente (Crowther,
2001).

Por otra parte, ademas del ELISA, la produccién de citocinas puede ser
detectada a nivel celular por: ensayo de manchas ligado a enzimas (ELISPOT),
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) semicuantitativo, analisis de

hibridacion in situ y citometria de flujo.

Otro método empleado en los ensayos de presentacion de antigeno, es

el que utiliza una linea celular dependiente de IL-2 para su crecimiento, como la
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CTLL-2, para medir la activacion de hibridomas. La CTLL-2 es un LcT
citotdxico, el cual expresa constitutivamente el receptor de IL-2 y se usa en
bioensayos de proliferacién para evaluar la presencia de la IL-2 en cultivos de
LcT o hibridomas de células T activados. La proliferacién de las CTLL-2 se
puede medir por la incorporacion de timidina tritiada en el ADN de las células o
por ensayos colorimétricos como la reduccion de una sal de tetrazolium MTT [3-
(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazoliumbromuro] al compuesto formazan,
ocasionado por el metabolismo de las células activas. Sin embargo, aunque
esta linea celular es utilizada frecuentemente para medir la activacién celular de
manera indirecta, el cultivo continuo de ésta, provoca pérdida de la sensibilidad

y confiabilidad de la misma (Khatri y col., 2007; Weston y col., 1998).

Citometria flujo

En los ultimos anos el estudio de las citocinas a nivel celular por
citometria de flujo, se ha convertido en una herramienta indispensable en el
area de la biologia celular; asi como en determinar el patréon de citocinas que
producen las subclases de LcT y su relacién con las enfermedades. La
citometria de flujo es un procedimiento altamente eficiente para caracterizar
poblaciones celulares y poder identificar el fenotipo celular, asi como muchos

parametros estructurales y funcionales, utilizando anticuerpos fluoromarcados.

Entre las muchas ventajas que presenta esta metodologia, es que se
pueden analizar un numero muy elevado de células en pocos segundos,
detectar la expresion de diferentes citocinas, receptores de citocinas,
marcadores de activaciéon y cuantificar la intensidad de fluorescencia. Ademas,
el analisis multiparamétrico en la citometria permite la deteccidon simultanea de

una, dos o mas citocinas, las cuales cuando se combinan con la determinacion
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del fenotipo celular permite la deteccién de los perfiles TH1 y TH2 de los LcT
(Collins, 2000).

Dos importantes descubrimientos en los afos 90 revolucionaron esta
area de la biologia. Primero, se describi6 un método por microscopia de
fluorescencia para detectar citocinas intracelulares utilizando: la fijacién con
paraformaldehido, la permeabilizacion de la célula con detergentes que
perforan la membrana celular, como la saponina, para que penetre el anticuerpo
a las células y una tincién indirecta por inmunofluorescencia. Después se
adapto este método para evaluar a las células estimuladas en presencia de
monensina o brefeldina (BFA) la cual inhibe el transporte vesicular de proteinas,
acumulando las citocinas en el aparato de Golgi. Esto resulta en el aumento de
la sefal de la citocina, la cual facilita su deteccién sin esperar su secrecion al
medio de cultivo y disminuyendo asi, el tiempo de analisis aun cuando el

numero de células productoras de citocinas sea pequefo (Jung y col, 1993).

Los LcT en reposo no producen o producen poca cantidad de citocinas,
por lo que la estimulacién in vitro se requiere para inducir la expresion del gen
de las citocinas. EI PMA y la ionomicina son los agentes estimulantes
mayormente utilizados para este fin. Por lo tanto, la deteccion de citocinas
intracelulares por citometria de flujo es un ensayo rapido, sencillo y
semicuantitativo, que permite hacer diferentes mediciones simultaneamente, sin
separar o clasificar previamente las poblaciones celulares, para determinar las
especies productoras de citocinas en una poblacion celular heterogénea (figura
3) (Baran y col., 2001; Collins, 2000; Garibay y col, 2003; Jung y col, 1993).
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Figura 3. Métodos de analisis de la activacion de los linfocitos T. La activacién
de los LcT puede evaluarse in vitro induciendo este proceso en las células T, de
forma dependiente e independiente de antigeno. Existen diferentes métodos
para monitorear esta activacion de los LcT, como evaluar la expresion de
marcadores de activacion de la superficie celular y la medicién de las citocinas
producidas, las cuales reflejan el estado de activacion y diferenciacion de los
linfocitos T (Reddy y col., 2004; Stone y col., 2001).
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MATERIALES Y METODOS

Proteina PE_PGRS33

La proteina PE_PGRS33 de Mycobacterium tuberculosis que se utilizd
en este estudio, fue proporcionada amablemente por la Dra. Clara Inés Espitia
Pinzon, del Departamento de Inmunologia del Instituto de Ciencias Biomédicas
de la Universidad Nacional Autonoma de México, a una concentracién de 0.75
mg/mL en soluciéon reguladora Tris-HCI 80mM-pH 8.0. La masa molecular

relativa de la proteina es de 40.7 KDa y el punto isoeléctrico de 3.9.

Lineas Celulares

Para la realizacion del estudio se utilizaron las siguientes lineas
celulares: M12.A* C3.F6, linea celular proveniente de linfoma de células B de
ratén; hibridoma 3A9, especifico para la lisozima de huevo de gallina (HEL) e
hibridomas de células T especificos contra la proteina PE_PGRS33 de M.
tuberculosis (3C2.F5, 3C2.D4, 3C2.E7, 2F9.B7 y 2F9.E7). Estos hibridomas
fueron generados mediante la fusion de la linea celular BW5147a3°, con las
células obtenidas de ganglios linfaticos popitleos de ratones C3H/HeJ,
inmunizados con una emulsion de la proteina PE_PGRS33 y adyuvante
completo de Freund; utilizando polietilénglicol 1500 como agente fusionante
(Gastélum-Avifia, 2008). Las lineas celulares M12.A* C3.F6 y 3A9 fueron
proporcionadas amablemente por el Dr. Emil Unanue, del Departamento de
Patologia e Inmunologia de la Universidad de Washington, Estados Unidos. Los

cultivos celulares se mantuvieron a 37 °C y 5% de COj, en Medio Eagle
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Modificado de Dulbecco (DMEM), suplementado al 5% con suero fetal bovino

(SFB), inactivado por calentamiento.

Anticuerpos Monoclonales

Los anticuerpos monoclonales fluoromarcados anti-ratbn que se
utilizaron para las tinciones celulares son los siguientes: anti-CD3-FITC
(eBioscience, San Diego, CA, USA), anti-CD4-PE, anti-CD8-PE, anti-IL2-PE
(eBioscience, San Diego, CA, USA), anti-CD69-PE, anti-IFN-y-PE (BD-
Pharmingen, San Diego CA, USA), anti-lgG2b-PE (control de isotipo para IL-2)
(eBioscience, San Diego, CA, USA), anti-IgG1-FITC (control de isotipo para
CD3), STV-PE, STV-PerCP. Los anticuerpos 40F-biotina y CD25-biotina se
utilizaron para realizar una tincion indirecta con la STV-PE y STV-PerCP
respectivamente. Los fluorocromos FITC (isotiocianato de fluoresceina), PE
(ficoeritrina) y PerCP (proteina clorofila peridina) emiten luz a una longitud de

onda de 530 nm, 585 nm y 650 nm respectivamente.

Los anticuerpos monoclonales anti-ratdbn que se utilizaron en el ELISA
son: anticuerpo de rata anti-IL-2 y anticuerpo de rata anti-IL-2-biotina, ambos
obtenidos de BD-Pharmingen, San Diego, CA, USA. Se utiliz6 STV-HRP
(Zymed, Carlsbad, CA, USA) junto con el anticuerpo anti-IL-2-biotin para

detectar la reaccidon inmunoenzimatica.
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Inmunofenotipificacién de los Hibridomas de Células T
por Citometria de flujo

Los hibridomas de células T especificos contra la proteina PE_PGRS33
de M. tuberculosis se ajustaron a una concentracion final de 0.5x10° células/mL,
utilizando para ello una camara de Neubauer y el colorante azul de tripano. Las
células de cada hibridoma se resuspendieron en 5 mL de medio DMEM
suplementado con 5% de suero fetal bovino (D5F) y se colocaron en tubos de

ensaye FACS para citometria de flujo, 1 mL por tubo.

Posteriormente se llevd a cabo la tincion de superficie, para evaluar la
expresion del marcador de linaje o fenotipo de los linfocitos T; utilizando los
siguientes anticuerpos fluoromarcados: anti-mouse-CD3-Biotina, STV-PE, anti-
mouse-CD4-FITC y anti-mouse-CD8-FITC.

Primero, las células de cada hibridoma se centrifugaron a 500 xg por 7
minutos y se decantod el sobrenadante. Al boton celular obtenido de uno de los
tubos, se le adicioné una mezcla de anticuerpos anti-CD3-Biotina y anti-CD4-
FITC en un volumen final de 100 pL; y al segundo tubo se le adicion6 100 pL de
anti-CD3-Biotina y anti-CD8-FITC a una concentracion final de 0.5 pyg/mL de

cada anticuerpo.

Las células de los otros 3 tubos restantes, se utilizaron como controles
de tincién y se utilizé el mismo volumen y concentracion final de anticuerpos
que los otros tubos. Las células del primer tubo se mantuvieron sin tedir,
solamente se resuspendieron en medio de cultivo D5F/Azida (Azida de sodio al
0.02 %) vy se utilizaron como control para ajustar la fluorescencia. El otro tubo
se marco con un anticuerpo irrelevante al sistema, como control de isotipo del
anti-CD4-FITC y anti-CD8-FITC el cual es el anti-mouse-IgG1-FITC, que tiene el
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mismo isotipo del los anticuerpos anti-CD4 y anti-CD8 (IgG1). El tercer tubo se
utilizd como control de la interaccion Estreptavidina-Biotina, para lo cual, las

células fueron tenidas solamente con STV-PE.

Las células sin tefir y marcadas, se incubaron a temperatura ambiente
por 30 minutos, en ausencia de luz. Posteriormente se lavaron con 3 mL de
regulador de fosfatos adicionado de albumina (PBA 0.1% BSA) y se centrifugd a

650 xg por 5 minutos a temperatura ambiente.

Después de desechar el sobrenadante, las células tefidas con el anti-
CD3-Biotina y anti-CD4 o anti-CD8-FITC, se incubaron con 100 yL de STV-PE
bajo las mismas condiciones de temperatura y tiempo de la primera incubacion;
asi como el lavado posterior. Finalmente, después del lavado, el boton celular
se resuspendio en 200 uL de medio de cultivo y las células se fijaron con 200
ML de p-formaldehido al 2% y se filtraron sobre tela de organza para su
posterior adquisicién en un citometro de flujo FACScalibur® (Becton Dickinson)
(Anexo 1).

Evaluacion de la Activacion de los Hibridomas de Células T

por Citometria de Flujo

Con la finalidad de evaluar la activacion de los hibridomas de células T
por citometria de flujo, se implementd una técnica para medir la expresion de IL-
2 intracelular, asi como los marcadores de activacion celular CD69 y CD25 (IL-
2R). Para ello, se utilizé la proteina lisozima de huevo de gallina (HEL) como un
antigeno modelo, un hibridoma de células T especifica para la proteina HEL
(3A9) y la célula presentadora de antigeno (M12.A* C3.F6).
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Para estandarizar la medicion de la IL-2 intracelular mediante citometria
de flujo, se realiz6é una cinética de expresion de la IL-2 entre 10 y 16 horas, para
establecer el tiempo éptimo de activacion del hibridoma 3A9 con su antigeno-
especifico HEL.

Ensayo de Activacion

Se realizaron bioensayos de hibridomas de células T, en un sistema de
procesamiento y presentacién de la proteina PE_PGRS33 in vitro, utilizando
como células presentadoras una linea proveniente de linfoma de células B
(M12.Ak.C3F6), las cuales presentan el mismo haplotipo de MHC Il que los
hibridomas de células T (I-A¥). Se evaluaron los hibridomas de células T
especificos contra la proteina PE_PGRS33: 3C2.D5, 3C2.F4, 3C2.E7, 2F9.B7
y 2F9.E7. Los hibridomas y la linea M12.A*C3.F6 se contabilizaron, para ajustar
la concentracién final de cada una a 1x10° células/mL y se ajustd la
concentracion de la proteina PE_PGRS33 a 0.5 uM con medio D5F (Anexo 2).

Posteriormente, se calcul6 el numero total de células necesarias para
llevar a cabo el ensayo, en base al numero de pozos que se requieren, y se
colocaron en placas de 96 pozos: 100 pyL (100,000 células) de la suspensién de
hibridomas de células T, 50 pyL (50,000 células) de la suspensién de células
M12.AC3.F6 y 50 pL de la proteina PE_PGRS33, por pozo. Se utilizaron como
control negativo de activacion: 100,000 hibridomas, 50,000 células
M12.AC3.F6 y 50 pL de medio DSF por pozo, en lugar de la proteina. Se
incubaron a los tiempos definidos por la cinética de expresion de IL-2 (16

horas).

Por otra parte, se utilizaron como control maximo de activacion,

hibridomas estimulados con PMA e lonomicina, a una concentracion final de 25
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ng/mL y 10 ug/mL respectivamente. Estos agentes farmacologicos se
adicionaron a las células, 4 horas antes de terminar el ensayo de activacion. La
concentracion final del control sin tefir y el control maximo de activacion, se
ajusté a 750,000 células/mL y se adicionaron 200 pL de la suspension a cada
pozo, para que hubiera el mismo numero de células que los pozos con
hibridomas y CPA (150,000 células).

Para poder analizar posteriormente la expresiéon de IL-2 por citometria de
flujo, fue necesario adicionar un reactivo como la BFA, que inhibe el transporte
vesicular de las células y retiene la citocina sintetizada en el interior del aparato
de Golgi, y de esta manera, realizar una tincién intracelular. Por lo tanto, se
adicion6 BFA a una concentracién final de 10 yg/mL a cada uno de los pozos,
durante las ultimas 4 horas del ensayo de activacion, dado que la BFA fue

téxica a mayor tiempo.

Tincion Intracelular

Se llevé a cabo una tincion intracelular de los hibridomas de células T
especificos contra la proteina PE_PGRS33, para evaluar la expresion de IL-2 y
CD3, la expresion de los marcadores de activacion de superficie CD69 y CD25,
y la expresion de las moléculas de I-A* por las CPA. La expresién de CD3
permitié evaluar solamente la IL-2 proveniente de los hibridomas y no de la
CPA, durante el ensayo de presentaciéon de antigeno, ya que es un marcador

de linaje de LcT.
Se comparo la expresion de IL-2 entre los pozos con CPA e hibridomas

activados en presencia de la proteina y los pozos con las CPA y los hibridomas,

en ausencia de la proteina; y también se evalud la expresion de la molécula |-
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AX en las células M12.A*.C3F8, utilizando el anticuerpo 40F especifico contra

esta molécula.

Ademas se utilizaron varios controles, entre ellos: controles sin tefir
(pozo con solo hibridomas de células T y otro pozo con hibridomas, CPA y la
proteina), control de isotipo del anticuerpo anti-IL-2 (IgG2b), control de isotipo
del anticuerpo anti-CD3 (IgG1) y control de streptavidina (STV). Este ultimo, se
utilizé porque la tincion con el anticuerpo 40F, se realiz6 de manera indirecta,
con el anticuerpo 40F biotinilado y la STV marcada con ficoeritrina (PE). En la
tabla I, se observa el esquema de los sistemas y controles, con las diferentes

condiciones de activacion y tincidn, para cada uno de los pozos.

Posterior a las 16 horas de incubacion, se adicion6 100 uL de medio
D5F/Azida a cada uno de los pozos y se centrifugd a 650 xg por 5 minutos a
4°C. Se decanto el sobrenadante y al botdn celular se le adicioné 100 yL de la
solucién cytofix-cytoperm (Becton Dickinson) para permeabilizar las células y
que el anticuerpo pudiera internalizarse. Las células se resuspendieron
uniformemente y se incubaron por 20 minutos en ausencia de luz a 4 °C.
Después se lavaron 2 veces con 200 yL de la solucion “perm-wash” (Becton

Dickinson), centrifugando a 650 xg, por 5 minutos a 4 °C.

De igual manera, se descarto el sobrenadante y se adicioné la mezcla de
anticuerpos fluoromarcados correspondiente para cada pozo, a una
concentracion final de 0.5 pg/mL y un volumen final de 100 yL y después se
resuspendieron uniformemente las células. A los pozos de los controles sin
tenir, se le adicionaron 100 uL de D5F/Azida. Se incubaron las células 30
minutos, a 4 °C y en la oscuridad y posteriormente se lavaron 2 veces con la

solucion “perm-wash” de la misma manera y se decanto el sobrenadante.
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Tabla I. Condiciones de estimulacion y de tincién para evaluar la

activacion de hibridomas de células T por citometria de flujo.

Sistemas y controles

Condiciones de activacion

Condiciones de tincion

(Anticuerpos anti-raton fluoromarcados)

1) Control sin tefiir
2) Control maximo
de activacion
3) Control sin tedir

4) Sistema de
expresion IL2
5) Sistema de
expresion IL2
6) Sistema de
expresion [-A
7) Sistema de
expresion |-A®
8) Sistema de
expresion
CD69 y CD25
9) Sistema de
expresion
CD69 y CD25
10) Control de
isotipo
anti-IL2-PE (IgG2b)
11) Control de
isotipo
anti-CD3-FITC
(IgG1)
12) Control STV

k

Hibridoma
Hibridoma + PMA/I @

Hibridoma + CPA + PE_PGRS33
Hibridoma + CPA + D5F

Hibridoma + CPA + PE_PGRS33

Hibridoma + CPA + D5F

Hibridoma + CPA + PE_PGRS33

Hibridoma + CPA + D5F

Hibridoma + CPA + PE_PGRS33

Hibridoma + CPA + PE_PGRS33

Hibridoma + CPA + PE_PGRS33

Hibridoma + CPA +
PE_PGRS33

Anti-CD3-FITC + anti-IL-2-PE

Anti-CD3-FITC + anti-IL-2-PE
Anti-CD3-FITC + anti-IL-2-PE
40F-biotina > STV-PE"
40F-biotina > STV-PE "
Anti-CD3-FITC +
anti-CD69-PE +
anti-CD25-biotina>STV-PerC °
Anti-CD3-FITC +
anti-CD69-PE +

anti-CD25-biotina->STV-PerC °
Anti-lgG2b-PE

Anti-IgG1-FITC

STV-PE / STV-PerCP

(®) Hibridomas activados con 25 ng/mL de PMA y 10 pg/mL de lonomicina (I). (°)

Tincion indirecta utilizando el sistema biotina-streptavidina (STV). CPA, Célula

Presentadora de Antigeno.
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Se adicionaron 100 uL de D5F/Azida a los pozos ya tefidos y se pasaron
a tubos de ensaye FACS, a excepcion de las células que se tifieron con STV-
PE. Las células a las que se le adicion6 el anticuerpo 40F-biotina o CD25-
biotina, se les afnadié en este paso, 100 pL de STV-PE y se incubaron 20
minutos a 4 °C y en la oscuridad. Después se lavaron 2 veces, y al botén celular
resultante se le adicioné 200 pL de medio de cultivo y las células se

transfirieron a tubos de FACS.

Finalmente, se adicionaron 200 uL de p-formaldehido al 2% a cada tubo
y se filtraron las células sobre tela de organza para su posterior adquisicion. La
adquisicion de las células se llevo a cabo en un citometro de flujo FACScanto®

(Becton Dickinson).

Evaluacion de la Capacidad de Sintesis de IFN-y de los Hibridomas de

Células T Activados por Citometria de Flujo

Para evaluar si los hibridomas de células T especificos contra la proteina
PE_PGRS33 de M. tuberculosis, son capaces de producir IFN-y, se llevo a cabo
un ensayo de activacion mediante un sistema de presentacion de antigeno in

vitro, y se midio la expresion de IFN-y intracelular por citometria de flujo.

Se ajusto la concentracion celular de cada uno de los hibridomas y de las
células M12.AX.C3F6, a 1x10° células/mL. Se colocd por pozo, 100 pL de la
suspension de hibridomas, 50 pyL de la suspension de CPA y 50 pL de la
suspension 0.5 yM de la proteina PE_PGRS33 o en su lugar 50 yL de medio

D5F, a placas de cultivo de 96 pozos y se incubd por 16 horas a 37 °C, en una
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atmosfera de CO,. Se adiciond BFA a una concentracion final de 15 ng/mL a

cada uno de los pozos, durante las ultimas 4 horas del ensayo de activacion.

Posteriormente, se centrifugaron las células a 500 xg por 7 minutos y se
decanté el sobrenadante. Las células se permeabilizaron con 100 uL de la
solucion “cytofix-cytoperm” (Becton Dickinson) y se incubaron por 20 minutos en
ausencia de luz a 4 °C. Después se lavaron 2 veces con 200 yL de la solucién
“‘perm-wash” (Becton Dickinson), centrifugando a 650 xg, por 5 minutos a 4°C.
Al botén celular obtenido de cada uno de los pozos, se le adiciond una mezcla
de anticuerpos anti-CD3-FITC y anti-IFN-y-PE en un volumen final de 100 uL; a
una concentracion final de 0.5 yg/mL de cada anticuerpo. Se utilizaron células
sin tefiir como control, a las cuales se les adicioné 100 yL de medio D5F/Azida

y células tenidas con el control de isotipo anti-CD3.

Las células sin tedir y marcadas, se incubaron a 4 °C por 30 minutos, en
ausencia de luz. Posteriormente se lavaron 2 veces con 200 uL de la solucién
“‘perm-wash” (Becton Dickinson) y se centrifugaron. El sobrenadante se
desechd, las células se resuspendieron en 200 yL de medio de cultivo y se
transfirieron a tubos FACS, las cuales se fijaron con 200 pyL de p-formaldehido
al 2%. Finalmente, las células se filtraron sobre tela de organza para su

posterior adquisicion.

Adquisicion y Analisis
La adquisicion de las células se realizé en un citometro de flujo

FACSCanto® (Becton Dickinson) y se adquirieron 10 000 eventos totales. Para
el andlisis de los resultados, de la expresion de CD3, CD4, CD8, IL-2, I-A¥, IFN-
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y y de los marcadores de activacion CD69 y CD25, se utilizdé el programa
FACSDiva.

Para el analisis de la expresion de los marcadores de fenotipo CD4 vy
CD8 de los hibridomas de células T, se establecid una regién R1 sobre la
poblacion de hibridomas marcados con anti-CD3-FITC, el cual se detecté en el
citometro por el canal de fluorescencia FL1. Posteriormente se interpretd la
lectura del canal de fluorescencia FL2, como los hibridomas marcados con anti-
CD4-PE o anti-CD8-PE. Estos resultados de la inmunofenotipificacion se
evaluaron con el programa WinMDi, ya que las células fueron adquiridas en un
citometro de flujo FACSCalibur® (Becton Dickinson).

Por otra parte, para evaluar activacion de los hibridomas de células T, se
estableci6 nuevamente una region R1 sobre la poblacion de los hibridomas
marcados con anti-CD3-FITC, para posteriormente evaluar la expresion de IL-2,
CD69, CD25 e IFN-y, y de esta manera poder excluir la expresion de estas
moléculas en la poblacion de CPA. Las lecturas de la fluorescencia emitida por
los anticuerpos fluoromarcados unidos a IL-2, CD69 e IFN-y, se midié en el
canal de fluorescencia FL2; y para la lectura del CD25, en el FL3. Se compard
la expresion de estas moléculas entre los hibridomas que fueron estimulados

con la proteina, y los que no.

Finalmente para medir la expresion de la molécula I-A* en las CPA, se
establecio una region R1 en la poblacién M12.A*.C3F6, y se midié la lectura en

el canal FL2, para el anticuerpo 40F-biotina-STV-PE.

La interpretacion y el analisis de los resultados de los datos de tamanio,
complejidad celular y fluorescencia, fueron analizados con el software
FACSdiva y se presentaron en forma de gréaficas de puntos (“dot plot”) e
histogramas con la intensidad de fluorescencia, para cada uno de los

hibridomas. Finalmente se comparo la expresion de las diferentes moléculas
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entre los hibridomas activados y los hibridomas no activados (ausencia de la

proteina en el sistema de presentacion).

Digestiéon Enzimatica de la Lisozima de Huevo de Gallina (HEL)

Para llevar a cabo una digestidon enzimatica de cualquier proteina, se
necesita desnaturalizar previamente la proteina y romper los enlaces disulfuro
presentes en ella. Para la digestion de la lisozima HEL, se disolvio 1 mg de la
ésta en 100 yL de solucioén reguladora TRIS-HCI 100 mM . urea 6 M, y se le
adicioné 5 uL de una solucién de DTT 200 mM. Después de una hora de
incubacion a temperatura ambiente, se adicion6 20 yL de una solucidon de
iodoacetamida 200 mM y se dejo incubar a temperatura ambiente y en ausencia
de luz, por una hora. Después de este tiempo, se adicion6 775 uL de agua ultra

pura para reducir la concentracion de urea inicial de 6 M a 0.6 M.

Posterior a la desnaturalizacion y reduccion de la proteina, se llevo a
cabo su digestion enzimatica en solucion. Para ello, se adiciond 100 uL de una
solucién de tripsina comercial, cuya relacion molar de la enzima con respecto a
la proteina a digerir fue de 1:50. La mezcla de reaccion se dejo incubar a 37 °C
durante 12 H.

Para obtener los productos de la digestion, se adiciond 100 uL de una
solucion de acido trifluoroacético (ATF) al 1% y se centrifugd a 600 g por 25
minutos para precipitar los péptidos obtenidos durante la digestion. Se descarté
el sobrenadante y el boton celular se resuspendié en 100 pyL de agua ultra pura
y se almacend a -20 °C para posteriormente determinar los productos de la
digestion mediante una cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) en fase

reversa.
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Como control negativo del proceso de digestion se utilizdé un tubo con la
mezcla de reaccidon (urea, DTT, iodoacetamida y tripsina) en las mismas

condiciones, pero sin proteina (Anexo 4).

Purificacion e Identificacion de los Epitopes de la Lisozima HEL que

Estimulan la Activacion del Hibridoma 3A9

Los péptidos obtenidos de la digestion enzimatica en solucién, de la
lisozima, se separaron por HPLC (cromatografia liquida de alta resolucion) en
fase reversa utilizando una columna Varian (c18, 250 x 4.6; 300-5) y agua grado
HPLC.

Las soluciones que se utilizaron durante el analisis por HPLC fueron las
siguientes: solvente A (Agua 99.94% - ATF 0.06% v/v) y solvente B (ACN 80% -
ATF 0.052%). El volumen de muestra que se inyect6 fue de 20 pL, la cual fue
previamente filtrada por una membrana de 0.22 pym. El detector se ajusté a una
longitud de onda de 210 — 240 nm, y el flujo que se utilizé fue de 1 mL/min y se

colectaron fracciones cada minuto durante 130 minutos.

El gradiente de los solventes que se utiliz6 para las corridas

cromatograficas se muestra en la tabla Il.

Después de la obtencion de los péptidos de la lisozima purificados por
HPLC, se evalud la activacion de los hibridomas de células T por bioensayo con
células CTLL, utilizando estos péptidos para los ensayos de activacion. El

procedimiento que se llevé a cabo fue igual a los mencionados anteriormente.
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Tabla Il. Gradiente de los solventes que se utilizé para el analisis por HPLC.

Tiempo (min) | % Solvente A | % Solvente B
0 98 2
5 98 2
10 96 4
15 92 8
20 85 15
60 65 35
85 60 40

100 25 75
110 5 95
130 2 98
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RESULTADOS

Los Hibridomas 3C2.D4, 3C2.F5, 3C2.E7, 2F9.B7 y 2F9.E7
Expresan los Marcadores CD3 y CD4

Se realizé una inmufenotipificacion de los hibridomas de células T
especificos contra la proteina PE_PGRS33: 3C2.D4, 3C2.F5, 3C2.E7, 2F9.B7 y
2F9.E7. Se evalud la expresion de los marcadores de linaje de los linfocitos T
(CD3, CD4 y CD8), utilizando los anticuerpos fluoromarcados anti-mouse-CD3-
Biotina, STV-PE, anti-mouse-CD4-FITC y anti-mouse-CD8-FITC.

En la figura 4 se observan los histogramas que muestran la intensidad de
fluorescencia de los 2 fluorocromos utilizados (PE y FITC) para los 5 hibridomas

especificos.

En los histogramas se observa una sola poblacion CD3+ y CD4+, para
las 3 subclonas del hibridoma 3C2 (3C2.D4, 3C2.F5, 3C2.E7) y las 2 subclonas
del hibridoma 2F9 (2F9.B7, 2F9.E7), y no se observan poblaciones CD8+. Por
lo tanto el fenotipo de los 5 hibridomas es CD3"CD4" CD8§'.
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Figura 4. Fenotipo de los hibridomas de células T especificos contra la proteina
PE_PGRS33 de M.
CD3'CD4"CD8" y se utilizaron para la tincién los anticuerpos fluoromarcados
anti-mouse-CD3-Biotina, STV-PE, anti-mouse-CD4-FITC y anti-mouse-CD8-
FITC. (FL1, canal de fluorescencia 1 para el fluorocromo FITC; FL2, canal de

tuberculosis. El fenotipo de

los 5 hibridomas fue

fluorescencia 2 para el fluorocromo PE; STV, Estreptavidina).
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Cinética de Produccion de la IL-2 por el Hibridoma 3A9

Se realizd una cinética de produccion de la IL-2 de los ensayos de
presentacion de antigeno in vitro con el hibridoma 3A9; recuperando el
sobrenadante de los ensayos de activacion desde las 4 hasta las 24 horas. Lo
anterior, con la finalidad de conocer el tiempo aproximado en el que se secreta
la citocina al medio de cultivo. Se evaluaron los sobrenadantes de los ensayos

de activacion, midiendo la proliferacién de las células CTLL-2.

En la figura 5 se observa el resultado de la cinética de los ensayos de
activacién. A partir de las 16 horas de cultivo, el hibridoma activado secreto la

IL-2 al medio de cultivo (anexo 3).

Cinética de Expresion de la IL-2 por el Hibridoma 3A9

Con la finalidad de establecer un método para evaluar la activacion de
los hibridomas de células T especificos contra la proteina PE_PGRS33 por
citometria de flujo; se realizd una cinética de expresion de la IL-2 entre 10 y 16
horas, para determinar el tiempo 6ptimo de activacion, que permita medir la
expresion de la IL-2 intracelular. Para ello, se utilizé el hibridoma 3A9 con su
antigeno-especifico HEL (la secuencia de aminoacidos del epitope reconocido
por 3A9 es 4sNTDGSTDYGILQINSRg1).

El tiempo de esta cinética se definié en base al resultado de la cinética
de produccion de IL-2 (figura 5), ya que se encontré que a partir de las 16 horas
se secreta al medio, por lo tanto; para poder evaluar la expresiéon de la citocina
intracelularmente por citometria de flujo, el ensayo de activacion debe durar

menos de 16 horas.
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Figura 5. Cinética de produccién de IL-2. Se realizaron ensayos de
presentacion de antigeno con el hibridoma 3A9 y el antigeno HEL a una
concentracion de 1 mM, a diferentes tiempos de estimulacion (4 - 24 horas). El
sobrenadante de los ensayos de activacidon se evalué midiendo la proliferacion
de las células CTLL-2. En la figura se observa que a partir de las 16 horas de
presentacion, la IL-2 fue secretada al medio de cultivo y favorecio la
proliferacion de las células CTLL-2. Se utilizaron como controles internos:
células CTLL-2 mas IL-2 (100 U/mL) (positivo) y células CTLL-2 mas medio D5F

(negativo). La linea basal indica el valor de la D.O. del control negativo 0.16.
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Se evaluaron 3 tiempos de activacion (10, 13 y 16 horas), pero para
poder medir la IL-2 intracelularmente, se adicion6é brefeldina (BFA) a una
concentracion final de 10 pyg/mL, durante las ultimas 4 horas del ensayo de

presentacion.

En la figura 6 se observa que la expresion de la IL-2 intracelular, se pudo
detectar por citometria de flujo, después de las 16 horas de estimulo del

hibridoma.

Las Células M12.A* C3.F6 Expresan la Molécula IA*-B y el Hibridoma
3A9 Expresa el Receptor TCR-

La expresion de las moléculas directamente involucradas en la
presentacion de antigenos se evalud por citometria de flujo. Se determiné la
expresion de la cadena B de la molécula IA¥, en la linea celular M12.A* C3.F6 y
la expresidn de la cadena (3 del receptor de linfocitos T (TCR) en el hibridoma
3A9.

Después del ensayo de activacion in vitro del hibridoma 3A9 con su
antigeno especifico, se marcaron las células con el anticuerpo anti-CD3-FITC,
para determinar la poblacion CD3" que representa al hibridoma 3A9 vy
distinguirlo de las células presentadoras M12.AX C3.F6 que no expresan la
molécula CD3. El porcentaje de células CD3" (3A9) fue del 59.6% y el resto
(40.4%) corresponde a la poblacion C3F6 (figura 7), (tabla Ill).
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Figura 6. Expresion de la IL-2 intracelular por citometria de flujo. Para evaluar
la expresion de IL-2 del hibridoma 3A9 después de los ensayos de activacion,
las células se permeabilizaron con una solucion “cytofix-cytoperm” (Becton
Dickinson) y fueron tefiidas con los anticuerpos fluoromarcados anti-CD3-FITC
y anti-IL-2-PE. A. Esquema de los 3 tiempos (T1, T2 y T3) que se utilizaron para
los ensayos de presentaciéon. B. Histograma que muestra la expresiéon de IL-2 a
los 3 tiempos del ensayo de activacion con la lisozima de huevo de gallina. C.
Histograma que muestra la expresion de IL-2 del ensayo de presentacion de
antigeno a las 16 horas (T3), con el control negativo (ausencia de antigeno) y el
control positivo de activacion (PMA a una concentracion de 25 ng/mL e
lonomicina a 1 pg/mL). Se utilizé como control de isotipo del anticuerpo anti-IL2
(IgG2b), el anticuerpo anti-lgG2b-PE.
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Figura 7. Graficas de puntos de la expresion de las moléculas de superficie
CD3, IA“y TCR de las células M12.A* C3.F6 y 3A9. A. Grafica de puntos de
tamafio y complejidad celular de las 2 poblaciones celulares. B. Grafica de
puntos que muestra la expresion de la molécula CD3, para distinguir la
poblacion del hibridoma 3A9 (CD3%). C. Gréafica de puntos que muestra la
expresion del receptor TCR en el hibridoma. D. Grafica de puntos que muestra

la expresion de la molécula IA*¥ en las células presentadoras.

48



Tabla Ill. Porcentaje de células que expresan las moléculas de superficie CD3,
IA"y TCR.

Poblacion No. Eventos % Subpoblacion % Total
(Parent)
3A9-C3F6 10,000 100.0 100.0
CD3" (3A9) 5,960 59.6 59.6
TCR* 2,431 40.8 24.3
CD3 (C3F6) 40,400 40.4 40.4
IAK* 2,610 64.6 26.1

Se adquirieron 10,000 eventos para cada condicién, y los datos fueron
analizados con el software FACSDiva. El porcentaje de células CD3" que
representa al hibridoma 3A9 fue del 59.6%, del cual, solo el 40.8% expreso la
cadena (3 del TCR. El porcentaje de células que no expresaron la molécula CD3
fue del 40.4% y la expresion de la cadena B de la molécula IA* en esta
poblacién fue del 64.6%.
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Cabe senalar, que el 100% de la poblacién de hibridomas 3A9, expreso
la molécula CD3 en un analisis independiente, en el que se fenotipificd este
hibridoma a manera de control. En la figura 8, se observa el resultado de la
tincion del hibridoma con los anticuerpos anti-CD3-Biotina conjugado con STV-
PE, y los anticuerpos anti-CD4-FITC y anti CD8-FITC. El fenotipo del hibridoma
3A9 es CD3"CD4" CDS".

Por otro lado, se encontro que solo el 40.8% de la poblacién CD3" o 3A9,
expreso la cadena B del TCR y el 64.6% de la poblacion CD3 o M12.A* C3.F6
expreso la cadena B de la molécula IA¥. Lo anterior hace suponer que el ensayo

de presentacion no se da en las mejores condiciones (tabla Ill).

El Hibridoma 3A9 no Expresa IL-2 Detectable por Citometria de Flujo

Se realizaron ensayos de presentacion de antigeno con el hibridoma
3A9, para evaluar su activacion por citometria de flujo. Se evalud la expresion
de la IL-2 intracelular bajo las condiciones obtenidas en la cinética de expresion
de ésta, es decir, 16 horas. Cuatro horas antes de terminar el ensayo se

adiciond brefeldina y asi, evitar que la citocina se secretara al medio.

Para el analisis de la expresion de IL-2, primero se selecciond la
poblacion CD3", para poder evaluar unicamente al hibridoma; el porcentaje de
células con este fenotipo fue de aproximadamente un 60%. De esta poblacion
se compard la expresion de la IL-2, entre las células provenientes de los
ensayos de presentacion, en ausencia y presencia del antigeno

correspondiente (figura 9).
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Figura 8. Fenotipo del hibridoma 3A9 especifico para la lisozima de huevo de gallina
(HEL). El fenotipo del hibridoma fue CD3*CD4'CD8" y se utilizaron para la tincion los
anticuerpos fluoromarcados anti-CD3-Biotina, STV-PE, anti-CD4-FITC y anti-CD8-
FITC. A. Anadlisis de la expresion de los marcadores celulares CD3 y CD4 en el
hibridoma 3A9. B. Analisis de la expresion de los marcadores celulares CD3 y CD8 en
el hibridoma 3A9.
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Figura 9. Graficas de puntos de la expresion de IL-2 en los ensayos de
presentacion con el hibridoma 3A9. A. Grafica de puntos de tamafo y
complejidad celular de las 2 poblaciones celulares. B. Grafica de puntos que
muestra la expresion de la molécula CD3, para distinguir la poblacién del
hibridoma 3A9 (CD3"). C. Histograma que muestra la expresion IL-2 en el
hibridoma proveniente de ensayos de activacion en ausencia del antigeno. D.
Histograma que muestra la expresion IL-2 en el hibridoma proveniente de

ensayos de activaciéon en presencia del antigeno.
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El porcentaje de hibridomas CD3*IL-2" que no fueron estimulados por el
antigeno resulté en un 43.6% (+ 3.5%), en comparacién con el 48.6% (+ 3.8%)

de los hibridomas que si fueron estimulados con el antigeno (tabla 1V).

La Molécula CD69 Como Marcador de Activacion de los Hibridomas es

Detectable a Partir de las 4 Horas de Cultivo

Con el objetivo de estimar el tiempo de expresion de la molécula de
superficie CD69, como marcador temprano de activacion, se realizé una
cinética de ensayos de presentacion de antigeno con el hibridoma 3A9, desde

las 2 hasta las 16 horas.

Posterior al ensayo de activacion, las células se marcaron con una
mezcla de anticuerpos fluoromarcados, anti-CD4-FITC y anti-CD69-PE, para su
analisis por citometria de flujo. Las células que resultaron CD4", se
seleccionaron como la poblacion de hibridomas y se evalud la expresion del
marcador CD69. En la figura 10 se muestran los resultados del analisis de las
gréficas de puntos e histogramas de las poblaciones CD4'CD69" de los
ensayos de activacion en ausencia y presencia del antigeno. En el inciso Ay B
se observan los datos de la adquisicion de células del ensayo de 8 horas de
presentacion, sin y con antigeno respectivamente. El basal de células
CD4'CD69" de los ensayos de presentacion sin antigeno fue del 11.1% vy
después de 8 horas de estimulo con el antigeno HEL, fue del 20.4%. En el
inciso C se observa la grafica del porcentaje de hibridomas CD69" a diferentes

tiempos de activacion.
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Tabla IV. Porcentaje de células que expresan IL-2 por citometria de flujo.

A

Poblacién No. % Subpoblacion % Total

eventos (Parent)

(Sin antigeno)

3A9-C3F6 10,000 100.0 100.0
CD3*(3A9) 5,962 59.6 59.6
L IL-2* 2833 47.5 28.3
(Con antigeno)
3A9-C3F6 10,000 100.0 100.0
L CD3*(3A9) 6,282 63.0 62.8
IL-2* 3,312 52.7 33.1
B
Sin antigeno Con antigeno
% Células DS % Células DS
CD3+ 43.6 (40.5-47.5) 35 48.6 (45-52.7) 3.8
IL2+

Se adquirieron 10 000 eventos para cada condicion, y los datos fueron
analizados con el software FACSDiva. El porcentaje de células CD3" que
representa al hibridoma 3A9 fue de aproximadamente el 60% (59.6% células sin
estimulo o antigeno y 63% células con estimulo). A. Porcentaje de células
CD3"IL-2". B. Resumen de la expresion de IL-2 de los hibridomas con vy sin

antigeno en los ensayos de presentacion. DS. Desviacion estandar.
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Figura 10. Cinética de expresion del marcador de activacion CD69. A. Analisis

del porcentaje de hibridomas CD3"CD4" que expresan el marcador CD69, de

los ensayos de activacion en ausencia de antigeno (basal) B. Analisis del

porcentaje de hibridomas CD3"CD4" que expresan el marcador CD69, de los

ensayos de activacion en presencia de antigeno. C. Cinética de expresion de

CD69 de los hibridomas activados y no activados, de ensayos de presentacion

de antigeno entre 2 y 16 horas.
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El Hibridoma 3A9 Estimulado con HEL
Expresa la Molécula CD62L y no CD25

Con la finalidad de estimar el tiempo de expresién de las moléculas de
superficie CD25 y CD62L, como marcadores de activacion celular, se realizd
una cinética de ensayos de presentacion de antigeno con el hibridoma 3A9,
desde las 2 hasta las 16 horas para la evaluacion de la cadena a del receptor
de IL-2 (CD25). Para la evaluacion de la molécula de adhesion celular o
selectina L (CD62L), se realizd una cinética a las 12, 14 y 16 horas de

presentacion de antigeno.

Posterior al ensayo de activacion, las células se marcaron con una
mezcla de anticuerpos fluoromarcados, anti-CD4-FITC y anti-CD25-PE y anti-
CD4-FITC y anti-CD62L-PE para su analisis por citometria de flujo. Las células
que resultaron CD4", en ambas cinéticas, se seleccionaron como la poblacion
de hibridomas y se evalué la expresion del marcador CD25 y D62L

respectivamente (figura 11A 'y 12A).

En la figura 11 se muestran los resultados del analisis de las graficas de
puntos e histogramas de las poblaciones CD4"'CD25" de los ensayos de
activacién en ausencia y presencia del antigeno. En el inciso B y C se observan
los datos de la adquisicion de células del ensayo de 16 horas de presentacion,
sin y con antigeno respectivamente. El basal de células CD4"'CD25" de los
ensayos de presentacion sin antigeno fue del 4.0 % y después de 16 horas de
estimulo con el antigeno HEL, fue del 5.3 %. En el inciso D se observa la

gréafica del porcentaje de hibridomas CD25" a diferentes tiempos de activacion.
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Figura 11. Cinética de expresion del marcador de activacion CD25. A. Gréfica de
puntos de la expresion del marcador CD4. B. Analisis del porcentaje de hibridomas
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presentacion de antigeno entre 2 y 16 horas.
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Figura 12. Cinética de expresion del marcador de activacion CD62L. A. Grafica de

puntos de la expresion del marcador CD4. B. Andlisis del porcentaje de hibridomas

CD4" que expresan el marcador CD62L, de los ensayos de activacion en ausencia de

antigeno (basal) C. Andlisis del porcentaje de hibridomas CD4" que expresan el

marcador CD62L, de los ensayos de activacion en presencia de antigeno. D. Cinética

de expresion de CD62L de los hibridomas activados y no activados, de ensayos de

presentacion de antigeno entre 12 y 16 horas.
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De manera similar, en la figura 12 se muestran los resultados del analisis
de las graficas de puntos e histogramas de las poblaciones CD4"CD62L" de los
ensayos de activacion en ausencia y presencia del antigeno y la grafica del
porcentaje de hibridomas CD62L" a diferentes tiempos de activacion. El basal
de células CD4"CD62L" de los ensayos de presentacion sin antigeno fue del

16.0 % y después de 14 horas de estimulo con el antigeno HEL, fue del 26.3 %.

El Hibridoma 3A9 no Tiene la Capacidad de Expresar IFN-y

Con el objetivo de conocer si el hibridoma 3A9 tiene la capacidad de
sintetizar IFN-y, se evalud la expresion de esta molécula intracelularmente, en
ensayos de presentacion de antigeno a las 12, 14 y 16 horas. Cuatro horas
antes de terminar el tiempo de los ensayos, se adiciono brefeldina para evitar

que la citocina se secretara al medio.

Como se describe en la secién de materiales y métodos, posterior al
ensayo de activacion, las células que resultaron CD4", se seleccionaron como
la poblacion de hibridomas y se evaluo la expresion del IFN-y. En la figura 13 se
muestran los resultados del analisis de las graficas de puntos e histogramas de
las poblaciones CD4" IFN-y *. El resultado fue que el hibridoma 3A9 no tiene la
capacidad de expresar esta molécula, ya que no se detecto fluorescencia en el

canal 2, correspondiente al anticuerpo fluoromarcado anti- IFN-y-PE.
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Figura 13. Cinética de expresion del IFN-y. A. Grafica de puntos de la expresion del
marcador CD4 y de la poblacion CD4" IFN-y*. B. Andlisis del porcentaje de hibridomas
CD4" que expresan el IFN-y, de los ensayos de activacion en ausencia de antigeno
(basal) C. Andlisis del porcentaje de hibridomas CD4" que expresan el IFN-y, de los
ensayos de activacion en presencia de antigeno. D. Cinética de expresion del IFN-y de
los hibridomas activados y no activados, de ensayos de presentacién de antigeno entre
12y 16 horas.
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Los Hibridomas de Células T Especificos Contra la Proteina
PE_PGRS33 no Expresan IL-2, ni CD25 Detectable por
Citometria de Flujo, Pero si CD69

Después de caracterizar al hibridoma 3A9 y evaluar la expresion de
diferentes moléculas involucradas en los mecanismos de presentacion de
antigeno y activacion celular; se realizaron los mismos ensayos para evaluar la
activacién de los hibridomas de células T especificos contra la proteina
PE_PGRS33 de M. tuberculosis.

Se realizaron ensayos de presentaciéon de antigeno por 16 horas de
incubacién, utilizando 0.5 uyM de la proteina PE_PGRS33. Cuatro horas antes
de terminar el tiempo del ensayo, se adiciénd brefeldina para retener la IL-2

sintetizada.

En la figura 14 se observa la expresion de las moléculas de superficie
IA-B, CD3-¢ y TCR-B de la célula presentadora de antigeno y el hibridoma
2F9.E7. Los resultados de la expresion de las moléculas IL-2, CD25 y CD69
del hibridoma 2F9.E7, de los ensayos de presentacion sin proteina y con 0.5
MM de la proteina PE_PGRS33, se muestran en la figura 15. Al comparar la
expresion de las 3 moléculas en ambos ensayos, no se encontré6 un cambio
evidente en la expresion de IL-2 y CD25, después de la estimulacion con la
proteina (inciso A y B). En cambio, al comparar la expresién del marcador
temprano de activacién CDG69, si se encontré una diferencia después del
estimulo con la proteina; es decir, el hibridoma después del reconocimiento de
la proteina, aumento la expresion de dicho marcador; suponiendo con ello que
el hibridoma si fue activado, a pesar de que no se encontrara la misma

diferencia en la expresion de IL-2 y CD25 (figura 15 C).
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Figura 14. Expresion de las moléculas de superficie IA*-B, CD3-¢ y TCR-B de la
célula presentadora de antigeno y el hibridoma 2F9.E7. Se muestran los
histogramas de fluorescencia de la expresion de las moléculas involucradas en

la presentacion de antigeno, IA¥, CD3 y TCR.

62



A Sin antigeno 0.5 uM PE_PGRS33

Traslape
S
w* o wt f
PE-4, s
IL-2
B _—
Sin antigeno 0.5 yM PE_PGRS33 Traslape
e = £
35: - 8
a3 L
o
o
B w w wt w* o wnt w®
PerCP-Cy5-5-A ParCP-Cy5-5-A PerCP-Cy5-5-A
CD25 ! CcD25 ! CD25 !
Sin antigeno 0.5 uM PE_PGRS33 Traslape
j— -
i
= =
= S & 5
3 2 5
O Ué O
P PR PR » w0t w0’ ot w0 w’ I
PE-Cy7-A PE-Cy7-A PE-GYT-A
CD69 i CD69 ! CD69 !

Figura 15. Expresiéon de las moléculas IL-2, CD25 y CD69 del hibridoma
2F9.E7. A. Comparacion de la expresién de IL-2 del hibridoma 2F9.E7, después

de la estimulacion con 0.5 uM de la proteina PE_PGRS33. B. Comparacion de
la expresion de CD25. C. Comparacioén de la expresion de CD69.
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Para poder interpretar los resultados anteriores, y analizar el por qué el
hibridoma no mostré un cambio en la expresion de IL-2, ni de la cadena a de su
receptor (CD25), después del ensayo de presentacion con la proteina
PE_PGRS33; se repitio el experimento, pero ahora los hibridomas se activaron
de manera independiente de antigeno, utilizando fitohemaglutinina a una

concentracion final de 25 pg/mL, como mitégeno.

En la figura 16A se muestran las graficas de puntos e histogramas del
analisis de la expresién de las moléculas CD3, CD69 y CD25 del hibridoma
activado. Se observa que la expresion de CD3 en las células no fue uniforme,
encontrandose 2 tipos de poblaciones (P2 y P3); al seleccionarlas y evaluar la
expresion de CD69 y CD25 se encontrd lo siguiente: 1) Aumentd la expresion
de CD69 de la poblacion CD3" (P2 y P3), después del estimulo con la PHA y no
hubo diferencia en esta expresion entre la poblacion P2 y P3. 2) Aumenté la
expresion de CD25 de la poblacién CD3" (P2 y P3) después del estimulo con la
PHA; siendo la expresion de la poblacion P3, de mayor intensidad que la

poblacion P2.

Por otro lado, al evaluar la expresion de la IL-2 por el hibridoma activado
con PHA, tampoco se encontrdé un cambio entre las células antes y después del
estimulo, aunque la expresion de las otras moléculas si indicaba activacion.
Este resultado fue similar al encontrado en los ensayos de presentacion del
hibridoma 2F9.E7 con la proteina PE_PGRS33, asi como los demas hibridomas

de células T especificos contra la proteina (figura 16 B).
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Figura 16. Expresion de las moléculas CD3, CD69, CD25 e IL-2 del hibridoma
2F9.E7 activado con PHA. A. Comparacion de la expresion de CD3, CD69 y
CD25 del hibridoma 2F9.E7, después de la estimulacion con 25 yg/mL de PHA.

B. Comparacion de la expresion de IL-2.
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Ensayo de Activacion de Células Mononucleares de Bazo de Ratén

Con el objetivo de evaluar el sistema de activacion de los hibridomas y
explicar el por qué de los resultados negativos en la expresion de IL-2
intracelular por citometria de flujo; siendo que en los mismos ensayos la citocina
si se produce y favorece la proliferacion de las CTLL-2; se realizd un
experimento con células mononucleares de bazo de ratones de la cepa
C3H/Hed. Los hibridomas de células T especificos contra la proteina
PE_PGRS33 fueron generados a partir de células mononucleares de la misma
cepa de raton. Primero se obtuvo el extracto de las células de bazo y para
obtener las células mononucleares, se realizo la lisis de los eritrocitos con una
solucion al 0.15M de NH4Cl y las células se filtraron y separaron por un
gradiente de densidad usando Ficoll-Hypaque. Posteriormente las células
mononucleares obtenidas se dividieron en dos grupos para poder evaluar la IL-

2 de manera intracelular y extracelular (Anexo 5).

Para la evaluacion de la IL-2 extracelular, las células mononucleares
fueron estimuladas con PHA a una concentracion final de 25 ug/mL por 20
horas. Posterior a ello, se recuperé el sobrenadante para ser evaluado por
ELISA y por proliferacion de células CTLL-2. Por otro lado, para evaluar la IL-2
intracelular, las células fueron estimuladas con PHA de igual manera que el
grupo 1, pero a las 16 horas se les adiciono brefeldina a una concentracién final
de 10 pg/mL, para retener la citocina sintetizada. Después de las 20 horas de
activacién, se separo6 el sobrenadante y las células fueron permeabilizadas y
marcadas para su anadlisis con las siguientes mezclas de anticuerpos
fluoromarcados: 1) anti-CD3FITC y anti-IL-2-PE; 2) anti-CD3-FITC y anti-CD69-
PE; 3) anti-CD3-Biotina-STV-PE y anti-CD4-FITC (figura 17). Para los 2 tipos de
ensayos (con y sin brefeldina), se utilizé como control negativo de activacion,

células sin estimulo, es decir sin PHA.
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IL-2 secretada < Sin/ BFA Con/ BFA > IL-2 intracelular

X CTLL-2

v CTLL2 116 Hr 116 Hr

X CITOMETRIA 20 Hr 20 Hr v CITOMETRIA

| BREFELDINA

14 Hr 14 Hr

1) Recuperar sobrenadante (ELISAY CTLL)
2) Tincion celular (Citometria de flujo)

Figura 17. Esquema del ensayo de activacion de las células
mononucleares de bazo de raton de la cepa C3H/HedJ. Se realizé un ensayo de
activacién con PHA de las células mononucleares de bazo, para comparar la
expresion de IL-2 intracelular y extracelular por las técnicas de citometria de
flujo, ELISA y proliferacion de células dependientes de IL-2 (CTLL-2). (PHA,
fitohemaglutinina a una concentracion final de 25ug/mL; BFA, brefeldina a una

concentracion final de 10 yg/mL).
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Inmunofenotipificaciéon de Células Mononucleares de Bazo

Se realizé una inmufenotipificacion de las células mononucleares de
bazo para conocer el porcentaje de células CD3"CD4". Se evaluo la expresion
de los marcadores de linaje de los linfocitos, utilizando los anticuerpos
fluoromarcados anti-CD3-Biotina, STV-PE y anti-CD4-FITC.

En la figura 18A se observan las graficas de puntos que muestran el
porcentaje de células sin estimulo, que expresan CD3 y/o CD4. Se encontré
que el 31% de la poblacion celular corresponde al fenotipo CD3" (marcador de
linfocitos) y de éstos, el 63.7% fue CD4" (figura 18B).

Las Células Mononucleares de Bazo de Raton Estimuladas con PHA no

Expresan IL-2 Detectable por Citometria de Flujo, Pero si CD69

Se analizé la expresion de IL-2 por citometria de flujo, de las células
mononucleares de bazo que fueron estimuladas con PHA a una concentracién

final de 25 pg/mL, por 20 horas.

Se compararon 3 grupos de células: 1) células estimuladas con PHA,
pero sin brefeldina; 2) células no estimuladas, con brefeldina y 3) células

estimuladas con PHA, con brefeldina (figura 19).

Nuevamente, la expresion de IL-2 por las células estimuladas con PHA,
no fue tan diferente a la expresién mostrada por las células sin estimulo. Sin
embargo, al evaluar el analisis de la expresion de CDG69, si se observo un
cambio evidente entre las células con y sin PHA; lo que hace suponer que la

activacion si se dié a pesar de no detectar la IL-2 intracelular (figura 20).
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Figura 18. Inmunofenotipificacion de las células mononucleares de bazo de raton
C3H/Hed. Se utilizaron para la tincion los anticuerpos fluoromarcados anti-mouse-CD3-
Biotina, STV-PE y anti-mouse-CD4-FITC. El porcentaje de células CD3" fue del 31%,
de las cuales, el 63.7% fue positivo para CD4. A. Grafica de puntos para la expresion
de los marcadores celulares CD3 y CD4 de las células mononucleares de bazo. B.

Analisis de la expresion de los marcadores celulares CD3 y CDA4.
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Las Células Mononucleares de Bazo de Raton Estimuladas con PHA
Producen IL-2 Detectable mediante ELISA Indirecto y por la
Proliferacion de Células CTLL-2

Para evaluar la produccion de IL-2 por ELISA indirecto, se analizaron los
sobrenadantes obtenidos de los ensayos de activacion de las células
mononucleares de bazo, con PHA y se compararon las células con y sin

brefeldina.

Se utiliz6 como anticuerpo de captura, el anticuerpo de rata anti-IL-2 de
ratdn a una concentracién de 20 pg/mL; como segundo anticuerpo se utilizé un
anti-IL-2 de ratén biotinilado y estreptavidina conjugada con peroxidasa de
rabano; y se utilizé una solucion cromégeno-sustrato ABTS (acido 2,2’-azino-

6,3-dietilbenstiazolinsulfénico) y perdxido de hidrégeno (anexo 6).

Se evaluaron los sobrenadantes de los ensayos de activacion y se midié
la densidad optica de cada uno de ellos, a una longitud de onda de 415 nm en
un lector de microplacas, y los resultados se compararon con una curva
estandar de IL-2 de 80 U/mL, (figura 21).

A las 20 horas de activacion con la PHA, la concentracion de IL-2 vario
entre las células que se incubaron con y sin brefeldina como era lo esperado; ya
que en el analisis de ELISA se evalua la citocina secretada al medio de cultivo
y la brefeldina retiene su secrecion. La concentracion de IL-2 en las células que
fueron estimuladas e incubadas en presencia de brefeldina, fue de 8.5 U/mL, en
comparaciéon con los 11.92 U/mL en ausencia de brefeldina. Se encontré el

mismo patrén a las 20, 16 y 12 horas de estimulo con PHA (figura 21C).

70



52 g 27
= ] E ]
. En
< 2 = 2
&7 &
o - o 4
g 0 5
Em =
2 2]
L TTTT | TTTT | TTTT | TTTT | TTTT | T _IIIHIIIIIIIII T ||||||I| T ||||||I| T IIIIIIII T
a0 100 160 00 60 38 o 10 10 1D'l 1Ds
FEC-4 £ 1,000) FITC-4
CD3 L2 >
Sin/BFA, Con/PHA Con/BFA, SinfPHA Con/BFA, Con/PHA
g P3 %Parent %Parent i P3 %Parent
& 14.3 —— =3 — —ag
3 280 3 28.0
F ag.4 96.3 b 96.3
== - ==
c E = (=4 =
3 & 3 3 &3
(8] $—; [&] [ 9_;
=9 " 23
ERN Bl A E
T IIIIII| T IIIIIII T |III||| LI ||||||l T T IIIII1 LI ll||||| LI IIIIIII T Illllll T m‘m-‘ﬁmq
10 10 0 10° 10° 10 10* 10° 10 10° 0* 10°
PE-A R PE-A R PE-A -
IL-2 IL-2 IL-2

Figura 19. Analisis de la expresion de IL-2 por las células mononucleares de
bazo. Se compararon 3 grupos de células: 1) células estimuladas con PHA,
pero sin brefeldina; 2) células no estimuladas, con brefeldina y; 3) células

estimuladas con PHA, con brefeldina
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Figura 20. Analisis de la expresion de CD69 por las células mononucleares de
bazo. Se compararon 2 grupos de células: 1) células no estimuladas, con
brefeldina y; 2) células estimuladas con PHA, con brefeldina
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Figura 21. Evaluacién de la produccion de IL-2 por ELISA indirecto. Se
analizaron los sobrenadantes obtenidos de los ensayos de activacion de las
células mononucleares de bazo con PHA, con y sin brefeldina. A. Curva
estandar de la concentracion en U/mL de IL-2. B. Curva estandar de la
concentracion en U/mL de IL-2, donde se muestra la ecuacion y el valor de R?
del analisis de tendencia. C. Grafica de barras donde se muestra la densidad
optica y la concentracion estimada de IL-2 en U/mL, de los sobrenadantes de

los ensayos de activacion. ND, No Determinado.
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Los mismos sobrenadantes de los ensayos de activacion con PHA,
incubados con y sin brefeldina que fueron evaluados por ELISA indirecto, se
incubaron con células dependientes de IL-2 para su crecimiento (CTLL-2). De la
misma manera que en el analisis de ELISA, la proliferacion de las células por la
IL-2 de los sobrenadantes de los ensayos sin brefeldina, fue ligeramente mayor,
que los provenientes de ensayos con brefeldina; sin embargo fue minima la

diferencia (figura 22).

Prediccion de Péptidos de Uniéon a Moléculas de MHC
Clase Il de la Proteina PE_PGRS33 de M. tuberculosis

Para determinar cudales son los aminoacidos que presentan una mayor
afinidad al surco de unién del MHC Il (haplotipo I-A* de ratén), se sometié la
secuencia de aminoacidos de la proteina PE_PGRS33, a 2 bases de datos:
SYFPEITHI y un algoritmo predictor, generado por el grupo de investigacion del
Dr. Emil R. Unanue (Departamento de Patologia e Inmunologia, Universidad de

Washington, Estados Unidos).

Estas bases de datos evaluan cada aminoacido del péptido predicho y lo
califican considerando cuales son los aminoacidos que tienen mayor afinidad al

surco de unién del MHC y cuales son los que rodean al surco.

Los ligandos predichos para las moléculas de MHC clase Il por
SYFPEITHI, tienen una longitud de 15 aminoacidos, donde los 3 aminoacidos
amino terminal y los 3 carboxilo terminal, representan los residuos que
flanquean el surco y los 9 aminoacidos centrales representan el nonamero de
unién al surco del MHC. Por lo tanto el aminoacido del P1 aparece en la

posicion 4 del péptido predicho.
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Figura 22. Evaluacion de la activacion de las células mononucleares de bazo
del ratén en presencia y ausencia de BFA por la proliferacion de las CTLL-2. En
el grafico se compara la proliferacion de células CTLL-2 con los sobrenadantes
de los ensayos de las células mononucleares estimuladas o no con PHA, con y

sin brefeldina.
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En la base de datos del grupo del Dr. Unanue, los péptidos predichos
tienen una longitud de 9 aminoacidos, es decir, solo se muestran los

aminoacidos que se unen a los “pocket” del surco de union del MHC I1.

A continuacién se muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina
PE_PGRS33 de 498 aminoacidos de longitud y los ligandos de la proteina
PE_PGRS33 a las moléculas de MHC clase Il de raton (lIAk), mas probables
con la base de datos SYFPEITHI y del grupo del Dr. Unanue (Tabla V, VI y VII).

Algunos de los ligandos predichos por ambas bases de datos para la
proteina PE_PGRS33 son los péptidos: 103-111 (DVINAPALA), 438-446
(DGGAGGNGT), 134-142 (DGGILIGNG), 435-443 (DGGDGGAGG), 240-248
(DAGDGGAGG), 348-356 (DGGAGGAGG) y 243-251 (DGGAGGDGG). De
éstos, los péptidos 103-111 y 134-142 presentan una mayor afinidad al surco
de union del MHC I (I-A¥).

La relevancia de estos 2 péptidos (DVINAPALA y DGGILIGNG), es que
se encuentran dentro del dominio PE de la proteina, que corresponde a la
secuencia de 140 aminoacidos del extremo amino terminal y que se ha visto,
que esta relacionado con la induccidén de una respuesta inmune celular efectiva

en el ratén (Cole y col., 1998; Delogu y Brennan, 2001).
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Tabla V. Secuencia de aminoacidos de la proteina PE_PGRS33 de

M. tuberculosis .

10 20 30 40 50 60
MSFVVTIPEA LAAVATDLAG IGSTIGTANA AAAVPTTTVL AAAADEVSAA MAALFSGHAQ
70 80 920 100 110 120
AYQALSAQAA LFHEQFVRAL TAGAGSYAAA EAASAAPLEG VLDVINAPAL ALLGRPLIGN
130 140 150 160 170 180
GANGAPGTGA NGGDGGILIG NGGAGGSGAA GMPGGNGGAA GLFGNGGAGG AGGNVASGTA
190 200 210 220 230 240
GFGGAGGAGG LLYGAGGAGG AGGRAGGGVG GIGGAGGAGG NGGLLFGAGG AGGVGGLAAD
250 260 270 280 290 300
AGDGGAGGDG GLFFGVGGAG GAGGTGTNVT GGAGGAGGNG GLLFGAGGVG GVGGDGVAFL
310 320 330 340 350 360
GTAPGGPGGA GGAGGLFGVG GAGGAGGIGL VGNGGAGGSG GSALLWGDGG AGGAGGVGST
370 380 390 400 410 420
TGGAGGAGGN AGLLVGAGGA GGAGALGGGA TGVGGAGGNG GTAGLLFGAG GAGGFGFGGA
430 440 450 460 470 480
GGAGGLGGKA GLIGDGGDGG AGGNGTGAKG GDGGAGGGAT LVGNGGNGGN AGSGTPNGSA
490
GTGGAGGLLG KNGMNGLP

La proteina PE_PGRS33 esta codificada por el gen Rv1818c de M.
tuberculosis, y esta constituida por 498 aminoacidos con un 41% de glicina y
20% de alanina. En el esquema superior, se observa la posicion de cada uno de
los aminoacidos (a la izquierda, el residuo amino-terminal y a la derecha, el

residuo carboxilo-terminal) (Cole y col., 1998).
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Tabla VI. Prediccion de los ligandos de unién de la proteina PE_PGRS33 a las
moléculas de MHC clase Il de ratén (IA) generados por la base de datos
SYFPEITHI.

PL P2 P3 P4P5P6 P7 P8 P9
Posicion 123456789012B45 score
[ 100 ~~~  GVUDVINAPALARLLG 24 |
1 MSFHVVTIPEALAIAVA 22
Yy AAADEVSAAMAAILFS 18
131 NGGDGGILIGNG[CAG 18
546 ACGDGGLFFEGVG[GAG 18
292 VGGDGVAFLGTAPPGG 18
3 PEALAAVATDLA[GTG 16
12 AAVATDLAGIGS[T TG 16
19 AGIGSTIGCTANARRAAR 16
33 TVLUAAAADEVSARKWA 16
55 FSOHAQAYOALSIAQRA 16
33 CAGSYAAAEAASIAAP 16
111 ALLGCRPLIGNGAI[NGA 16
138 CTGNGGAGGSGARGHN 16
528 AGCGAGGVGGLAA[DAG 16
562 AGGTGTNVTGGA[GG A 16
261 CLVGONGGNGGNAG[SGT 16
264 NGONGGNAGSGTIPNG 16
474 CTPANGSAGTGGA[GGL 16
59 AQAYQALSAQOAA[LFH 12
71 CFHEQFVRALTAGAG 12
96 APLEGVLDVINAPAL 12
98 CEGVLDVINAPAILAL 12
114 CRPALTIGNGANGA[PGT 12
117 CTGNGANGAPGTICAN 12
133 CDGGITLIGNGGA[GGS 12
169 CGCAGGNVASGTA[CFEG 12
518 AGGNGGLLFGAGGAG 12
537 CAADAGDGGAGGD GG 12
265 TGTNVTGGAGGAIGGN 14
576 AGGNGGLLFGAG[GVG 12
355 AGGTGLVGNGGA[GGS 14
345 CLWGDGGAGGAGG|VGS 14
367 AGGNAGLLVGAGIGAG 14
369 CNAGLLVGAGGAIGGA 12

435 DGGDGGAGGNGTI|GAK 14
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Tabla VII. Prediccion de los ligandos de union de la proteina PE_PGRS33 a las
moléculas de MHC clase Il de ratén (IA¥) generados por la base de datos del Dr.

Unanue

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9

icié store
Posicion 1234567809

438-446 DGGAGGNGT 1.787
134-142 DGGILIGNG 1.783
348-356 DGGAGGAGG 1.405
45-53 DEVSAAMAA 1.310
4-12 VVTIPEALA 1.292
86-94 SYAAAEAAS 1.278
295-303 DGVAFLGTA 1.113
464-472 NGGNGGNAG 1.057
117-125 LIGNGANGA 1.051
243-251 DGGAGGDGG 1.006
452-460 DGGAGGGA I 0.915
461-469 LVGNGGNGG 0.728
36-44 TTTVLAAAA 0.647
58-66 HAQAYQALS 0.620
74-82 EQFVRALTA 0.617
23-31 STIGTANAA 0.612
128-136 TGANGGDGG 0.427
55-63 FSGHAQAYDQ 0.404
330-338 LVGNGGAGG 0.374
162-170 LFGNGGAGG 0.374
138-146 LIGNGGAGG 0.374
87-95 YAAAEAASA 0.321
48-56 SAAMAALFS 0.321
474-482 GTPNGSAGT 0.311
339-347 SGGSALLWG 0.304




Predicciéon de Péptidos Generados por la Digestion Enzimatica
con Tripsina de la Proteina PE_PGRS33 de M. tuberculosis,
Mediante el Algoritmo PEPTIDE CUTTER

Existen algoritmos que permiten hacer estimaciones sobre los posibles
sitios de corte de una proteina, por enzimas proteoliticas; esta informacion esta
disponible en programas y base de datos como el PEPTIDE CUTTER
(http://www.expasy.ch/tools/peptidecutter), el cual predice los sitios potenciales
de corte de una proteina escindidos por diferentes proteasas, dada una

secuencia de aminoacidos.

Una de las enzimas mayormente utilizadas para la digestion de proteinas
es la tripsina, debido a que se conoce cuales son los aminoacidos que son
reconocidos y escindidos por ésta. La tripsina hidroliza los péptidos unidos en el

lado carboxilo terminal de los residuos de lisina y arginina.

Se sometid la secuencia de la proteina PE_PGRS33 al programa
PEPTIDE CUTTER, y se obtuvieron 5 péptidos hipotéticos generados por la
digestion con la enzima tripsina, los cuales presentan el sitio de corte en los
aminoacidos de la posicion 78, 204, 429, 449, 491 (tabla VIII).

Al comparar los péptidos predichos por el programa PEPTIDE CUTTER,
con la prediccion de los ligandos de la proteina PE_PGRS33 a las moléculas de
IA¥, por las bases de datos SYFPEITHI y del grupo del Dr. Unanue; se puede
concluir que es factible obtener dichos ligandos, con la digestién enzimatica con
tripsina de la proteina PE_PGRS33. Ya que esta enzima no corta el motivo de

union al MHC de estos péptidos (figura 23).
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Tabla VIII. Prediccion de péptidos generados por la digestidon enzimatica de la
proteina PE_PGRS33 de M. tuberculosis, mediante el algoritmo PEPTIDE
CUTTER.

Posicion  Probabilidad Secuencia de aminoacidos Longitud Masa
del sitio del corte del péptido  Relativa
de corte (aa) (Da)
78 100% MSFVVTIPEALAAVATDLAGIGSTIGTANAAAAVPTTTVLAAAADEV 78 7690.725
SAAMAALFSGHAQAYQALSAQAALFHEQFVR
115 74.6% ALTAGAGSYAAAEAASAAPLEGVLDVINAPALALLGR 37 3436.910
204 100% PLIGNGANGAPGTGANGG GAGGSGAAGMPGGNGG 89 7010.436
AAGLFGNGGAGGAGGNVASGTAGFGGAGGAGGLLYGAGGAGG
AGGR
429 100% AGGGVGGIGGAGGAGGNGGLLFGAGGAGGVGGLAADAGDGGA 225 17125.26

GGDGGLFFGVGGAGGAGGTGTNVTGGAGGAGGNGGLLFGAGG
VGGVGGDGVAFLGTAPGGPGGAGGAGGLFGVGGAGGAGGIGL

VGNGGAGGSGGSALLWGDGGAGGAGGVGSTTGGAGGAGGNA
GLLVGAGGAGGAGALGGGATGVGGAGGNGGTAGLLFGAGGAG

GFGFGGAGGAGGLGGK
449 100% AGLIGDGGDGGAGGNGTGAK 20 1601.650
491 92.7% GGDGGAGGGAILVGNGGNGGNAGSGTPNGSAGTGGAGGLLGK 42 3296.431
498 Fin de la NGMNGLP 7 701.795

secuencia

De color se observan los ligandos de unién a las moléulas de MHC Il predichas
por las bases de datos del Dr. Unanue y SYFPEITHI.
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Tripsina

1 | 3
VLGRPL IGNGANGAPGTGANG( DGG IL IGNGC AGGSGAA
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Tripsina
| 5
AGGRAGGGVGGI GGAGGAGGNGGLLFGAGGAGGVGGLAAIDAG DGGAGGDG
201  ————————- Fom - Fom - Fom Fom - + 250
GTAPGGPGGAGGAGGLFGVGGAGGAGGIGLVGNGGAGGSGGSALLWGDGG
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351 TEEEEE———— Fom e Fom Fomm Fom e + 400
Tripsina Tripsina
1 4 | 2
GTAGLLFGAGGAGGFGFGGAGGAGGLGGKAGL IGPGEDGGAG NGT(#AKG
401  ————mo——— omm o oo oo omm o + 450

Figura 23. Sitios de corte de la enzima tripsina en la secuencia de aminoacidos
de la proteina PE_PGRS33 generados por el programa PEPTIDE CUTTER. En
el esquema se observan los ligandos de la proteina a las moléculas de 1A*
predichos por las bases de datos SYFPEITHI y del grupo del Dr. Unanue. Se
observa también que la enzima no corta el motivo de union al MHC Il de estos

péptidos.
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Purificacion e Identificacidon de los Epitopes de la Lisozima HEL
que Inducen la Activacion del Hibridoma 3A9

Para llevar a cabo la digestion enzimatica con tripsina de la proteina
PE_PGRS33, purificar los péptidos resultantes por HPLC en fase reversa y
comparar éstos con los péptidos predichos por el programa PEPTIDE CUTTER,;
fué necesario estandarizar las condiciones para realizar la digestion enzimatica
en solucién y para ello, se utilizé nuevamente la lisozima de huevo de gallina

(HEL) para dicho obijetivo.

Primero, se llevo a cabo la desnaturalizacion y reduccion de la lisozima y
posteriormente la digestion con tripsina; cuya relacion molar de la enzima con
respecto a la proteina a digerir fue de 1:50. Finalmente, los productos de la
digestion se obtuvieron al precipitar los péptidos con una solucion de ATF al
1%. Los péptidos obtenidos de la digestion de la lisozima, se separaron por
HPLC en fase reversa y se colectaron 130 fracciones de 1 mL/min (figura 24A).
El resultado de la estandarizacion de las condiciones 6ptimas para las corridas

cromatograficas (gradiente de los solventes), se muestran en la tabla Il.

Los péptidos de la lisozima purificados por HPLC, fueron evaluados en
ensayos de presentacion con el hibridoma 3A9 y el sobrenadante se utilizo para
los bioensayos con las células CTLL. Se encontré6 que las fracciones
recolectadas a los 35, 36, 37 y 38 minutos indujeron la activacion del hibridoma

3A9 en los ensayos de presentacion de antigeno (figura 24B).
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Figura 24. Evaluacion de las fracciones recuperadas de la digestion enzimatica
de HEL por la proliferaciéon de células CTLL-2. A. Fracciones obtenidas por
HPLC, de los productos de la digestion de HEL, se colectaron 130 fracciones
de 1 mL/min. B. Ensayo de proliferacion de células CTLL-2 con las fracciones
obtenidas por HPLC.
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En la figura 25 se muestra la corrida electroforética (SDS-PAGE) de los
controles de la digestidn con tripsina de HEL tenido con nitrato plata (anexo 7).
Se evaluaron los productos de la digestion precipitados con ATF, asi como el
sobrenadante; de igual manera se evaluaron ambos, en el control negativo del
proceso de digestion (mezcla de reaccién: urea, DTT, iodoacetamida vy tripsina,
pero sin proteina). Solo se observa una banda correspondiente a los 20 kDa, en
el carril correspondiente al sobrenadante de la digestion (control positivo), la

cual se puede deber a la presencia de lisozima que no fue digerida.
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Figura 25. Electroforesis de los controles de la digestion enzimatica en
solucion de la lisozima HEL. En el esquema se muestra el gel de la corrida
electroforética (SDS-PAGE) de los controles de la digestién con tripsina de HEL
tefido con nitrato plata. Como control negativo del proceso de digestion se
utilizé la mezcla de reaccién (urea, DTT, iodoacetamida y tripsina) en las
mismas condiciones de la digestion, pero sin proteina. En el carril SP se puede
observar una banda alrededor de los 20 kDa, la cual se puede deber a la
presencia de lisozima que no fue digerida (MPM, marcador de peso molecular;
SN, sobrenadante del control negativo; PN, precipitado del control negativo, SP,

sobrenadante del control positivo; PN, precipitado del control positivo).
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DISCUSION

El presente estudio tuvo como objetivo la caracterizacién parcial de la
proteina PE_PGRS33 de M. tuberculosis en un sistema de procesamiento y
presentacion de antigeno in vitro; utilizando los hibridomas de células T
especificos contra la proteina y evaluando su activacion, por la capacidad de
sintesis de citocinas, como IL-2. Para tal evaluacion se utilizaron varias
metodologias como citometria de flujo, proliferacion de células dependientes de
IL-2 para su crecimiento (CTLL-2) y ELISA indirecto.

Los hibridomas especificos contra la proteina PE_PGRS33 de fenotipo
CD3'CD4'CD8" que se utilizaron en este estudio, fueron generados en un
estudio previo (Gastélum-Avifa, 2008), con el fin de poder identificar los
epitopes o determinantes antigénicos de la proteina, responsables de la

induccién de la respuesta inmune celular contra esta proteina (figura 4).

La seleccién de los hibridomas especificos contra la proteina se hizo
mediante bioensayos de proliferacién con las células CTLL-2; sin embargo,
aunque esta linea celular es utilizada frecuentemente para medir la activacion
celular de manera indirecta, el cultivo continuo de ésta, provoca pérdida de la
sensibilidad y confiabilidad de la misma (Khatri y col., 2007; Weston y col.,
1998). Debido a esto, la idea planteada al inicio del trabajo, era poder
caracterizar inmunolégicamente a la proteina, evaluando la activacién de los
hibridomas por otras metodologias igual de sensibles e incluso hacer una

deteccion mas temprana de IL-2, como lo es la citometria de flujo.
Con esta finalidad, se utilizé el sistema de activacién con el hibridoma
3A9 especifico para la lisozima HEL y como se observa en las figuras 5y 6, el

tiempo estimado para la medicidén de IL-2 intracelular, fue antes de las 16 horas
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de estimulo en los ensayos de presentacion; porque a mayor tiempo la IL-2 ya
se secreta y se puede detectar por la proliferacion de células CTLL-2. Se
encontréo que un 40.8% de la poblacion de hibridomas de células T (CD3")
expreso la cadena B del TCRy el 64.6% de la poblacién CD3 o M12.AXC3.F6
expreso la cadena B de la molécula IA*. Ademas la diferencia en la expresion
de IL-2 por los hibridomas antes y después del estimulo con su antigeno, no fue
muy marcada [43.6% (+ 3.5%), en comparacion con el 48.6% (+ 3.8%)]; por lo
que hace suponer que el ensayo de presentacién no se da en las mejores
condiciones. Sin embargo, al evaluar otros marcadores de activacion, como la
molécula CD69, si se observa un cambio entre las células en ausencia (11.1%)
y presencia del antigeno (20.4%), indicando que el hibridoma si se activo (tabla
I, 1V, y figura 10).

Al evaluar, bajo las mismas condiciones de activacion y tincion del
hibridoma 3A9, los hibridomas de células T especificos contra la proteina
PE_PGRS33, e incluso activados de manera independiente de antigeno
(mediada por la activacion con PHA) se encontraron practicamente los mismos
resultados: la diferencia en la expresion de IL-2, CD25, TCR-aB entre los
hibridomas estimulados o no durante el ensayo de presentacion, no fue tan
evidente como para ser utilizados como medida de activacién celular (en este

estudio); aunque la expresion de CD69 indico lo contrario (figura 15y 16).

Para poder explicar los resultados de la baja expresion de IL-2 obtenidos
por citometria de flujo y que por el contrario, al evaluar la citocina
extracelularmente en ensayo con las células CTLL-2, éstas proliferan y la
diferencia en el analisis de los hibridomas estimulados y no estimulados con la
proteina si es muy evidente; se realiz6 un ensayo de linfoproliferacion de

células mononucleares de bazo de la misma cepa de raton (C3H/Hed), que se
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utilizé para la generacion de los hibridomas especificos contra la proteina
PE_PGRS33.

En este ensayo se evalu6 y se compard tanto la IL-2 intracelular
(citometria de flujo), como la IL-2 extracelular (ELISA y proliferaciéon de células
CTLL-2); para lo cual, fue necesario adicionar o no BFA a los ensayos de
activacion de las células con PHA, respectivamente. Sin embargo, los
resultados analizados por citometria de flujo coincidieron con los obtenidos con

el hibridoma 3A9 y los hibridomas especificos para PE_PGRS33.

En el analisis de la IL-2 extracelular por ELISA y proliferacion de CTLL-2,
si se aprecio la diferencia entre los ensayos con y sin brefeldina; siendo
ligeramente mayor la concentraron de IL-2 (ELISA) y la proliferacion de las
células CTLL-2 de los ensayos sin brefeldina, como era lo esperado (figura 20,
21Cy 22).

Sin embargo, algo que respalda la diferencia en los resultados obtenidos
por citometria de flujo y la proliferacion de células CTLL-2, es que en esta
ultima, la proliferacién se debe a la acumulacién de IL-2 en el sobrenadante
durante las 16 horas del ensayo de presentacion. En cambio, para poder
evaluar la citocina intracelularmente es necesario adicionar en los ensayos,
sustancias como la BFA que retengan la citocina en el aparato de Golgi. El
problema es que la BFA se adiciona 4 horas antes de terminar el ensayo de
presentacion y lo mas probable es que a ese tiempo (12 horas) ya se haya
secretado IL-2, y por eso la deteccidn de su expresiéon (entre las 12 y 16 horas
del ensayo) resulta baja por citometria de flujo. Lo ideal seria retener la citocina
desde antes, pero eso implicaria utilizar la brefeldina por mas de 4 horas y eso

resulta citotoxico.
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Por lo tanto, podemos concluir que la medicién de IL-2 por citometria, fué
menos eficiente o sensible que la obtenida por la proliferacion de células CTLL-
2, bajo las condiciones evaluadas en este estudio; sin embargo, ya que la
medicion intracelular depende de muchos factores, en estudios posteriores se

podran mejorar.

Otro aspecto importante que se consider6 en este trabajo, fue la
relevancia que tiene la caracterizacion de la proteina PE_PGRS33 de M.
tuberculosis, ya que juega un papel sumamente importante en la patogénesis y
en la relacion hospedero-parasito (Chaitra, 2005; Chaitra, 2007). Para poder
identificar los epitopes inmunodominantes de la proteina PE_PGRS33 con
capacidad de ser unidos a la molécula IA* y ser reconocidos por el TCR del
hibridoma de célula T; se sometié la secuencia de la proteina PE_PGRS33 a
dos bases de datos que predicen los ligandos de union de mayor afinidad al

surco de unién a las moléculas de MHC clase Il de ratén (haplotipo 1A¥).

Ademas, la secuencia de aminoacidos también fue sometida al programa
PEPTIDE CUTTER para predecir los péptidos que se generan por la digestion
con la enzima tripsina. Al comparar ambas predicciones, se encontré6 que es
factible obtener dichos ligandos con la digestion enzimatica con tripsina de la
proteina PE_PGRS33. Ya que esta enzima no corta el motivo de uniéon al MHC
de estos péptidos (figura 23, Tabla VI, VIl y VIII).

En base a las anteriores predicciones, se mandaron sintetizar a la
companiia United Peptide Corporation (Rockville, MD 20852, EU), 3 de los
péptidos de mayor afinidad a las moléculas de MHC |l predichos por las bases
de datos del Dr. Unanue y SYFPEITHI. Los 3 péptidos sintetizados son: Péptido
99-115 (EGVLDVINAPALALLGR), Péptido 130-146 (ANGGDGGILIGNGGAGG)
y Péptido 431-450 (GLIGDGGDGGAGGNGTGAKG) (anexo 8). Por lo tanto,

90



sera necesario confirmar experimentalmente que dichas predicciones acerca de
estos péptidos son correctas y que éstos son los responsables de la activacion

de los hibridomas de células T especificos para la proteina PE_PGRS33.

Por otra parte, en este estudio se establecieron las condiciones 6ptimas
para la digestion enzimatica en solucidn con tripsina, asi como para la
purificacion y obtencion de los productos de la digestion por HPLC en fase
reversa, utilizando nuevamente el hibridoma 3A9. Los péptidos de HEL
purificados por HPLC, fueron evaluados en ensayos de presentacion y el
sobrenadante se utilizé para los bioensayos con las células CTLL-2;
encontrandose 4 fracciones que indujeron la activacion del hibridoma 3A9 en

los ensayos de presentacion de antigeno (figura 24B).

Actualmente los esfuerzos para desarrollar técnicas de inmunoprofilaxis
y/o vacunas se centran en la identificacion de epitopes de células T de
antigenos de M. tuberculosis (Issar, 2003). De ahi la necesidad de continuar
con la identificacién y caracterizacion bioquimica e inmunolégica de antigenos

inmunodominantes, como la proteina PE_PGRS33 de M. tuberculosis.

Por lo tanto, en la siguiente etapa del proyecto, se continuara con la
caracterizacion inmunolégica y bioquimica de la proteina PE_PGRS33; ya que
se procedera a realizar la digestion enzimatica de la proteina y la purificacion de
los péptidos resultantes por HPLC. De esta manera, se podran identificar los
péptidos contenidos en las fracciones responsables de la activaciéon de los
hibridomas de células T y por técnicas como espectrometria de masas, y asi

poder conocer la secuencia de aminoacidos de dichos péptidos.
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CONCLUSIONES

El fenotipo de los hibridomas de células T (3C2.D4, 3C2.F5,
3C2.E7, 2F9.B7 y 2F9.E7) especificos contra la proteina PE_PGRS33 fue
CD3+CD4+CDS8-.

Se estableci6 un método para evaluar la activacion de los
hibridomas de células T, por citometria de flujo, mediante la sintesis de IL-

2 y la expresidon de marcadores de activacion.

Se realizé una prediccidon de los posibles epitopes de la proteina
PE_PGRS33 de M. tuberculosis que interactian con las moléculas de
MHC Il (IAk), mediante el uso de algoritmos; encontrandose que el epitope
mas inmunodominante predicho (103DVINAPALA111) se localiza en el
dominio PE, sitio altamente conservado entre los miembros de la familia de
proteinas PE_PGRS.

Se realizé una prediccion de los posibles péptidos que se obtienen
de la digestion enzimatica con tripsina de la proteina PE_PGRS33
mediante el uso de algoritmos; obteniéndose 7 sitios de corte con una alta
probabilidad de corte (74.6% — 100%).

Se compard la prediccion de los epitopes de la proteina y la
prediccidn de la digestion enzimatica de la proteina y es factible conservar
los sitios de unién al MHC Il con la tripsina, de 7 de los principales
epitopes predichos por las 2 bases de datos utilizadas; como el péptido de
37 aminoacidos (3436.9 Da) que se obtiene con los cortes en el

aminoacido 78 y 115, que preserva el epitope principal (103DVINAPALA14).
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Se establecieron las condiciones 6ptimas para realizar la digestion
enzimatica con tripsina de la proteina PE_PGRS33 y la purificacion de los

péptidos generados por HPLC en fase reversa.
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ANEXO |

Inmunofenotipificacion Celular por Citometria de Flujo

Reactivos

Anticuerpos monoclonales fluoromarcados (BD Bioscience Pharmingen)
Medio DMEM con 0.02% de azida de sodio

Paraformaldehido (PFA) al 2%

Material

Tubos para citometria

Micropipeta de 100-1000 pL

Micropipeta de 2-20 yL

Puntas para micropipetas de 100-1000 uL
Puntas para micropipetas y de 2-20 yL

Tela de organza

Equipo
Centrifuga (Thermolec, modelo Marathon 3000R, Fisher Scientific).
Citémetro de flujo (BD FACSCanto Il)

Procedimiento

1. Realizar una dilucibn 1:100 de Ilos anticuerpos monoclonales
fluoromarcados en medio DMEM con 0.02% de azida de sodio.

2. Contabilizar las células a fenotipificar y ajustar la concentracion celular a
2.5 millones de células por mL y posteriormente distribuir 200 pL (500,

000 células) a cada tubo de tincién.
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. Centrifugar las células a 900 x g durante 7 minutos a 4°C. Decantar el
sobrenadante y a cada uno de los botones celulares agregar la dilucidn
correspondiente de los anticuerpos.

. Incubar 30 minutos a 4°C y en oscuridad.

5. Posterior a la incubacién, realizar dos lavados con 400 pL de medio

DMEM con 0.02% de azida de sodio, centrifugando a 900 x g por 7

minutos a 4°C.

En el caso de la tincion indirecta de los anticuerpos acoplados a biotina,
después de los dos lavados adicionar la dilucién de la STV-PerCP,
incubar por 30 minutos bajo las condiciones anteriores y posteriormente

realizar los dos lavados con DMEM-azida.

. Con la finalidad de parar el metabolismo celular, después de los lavados
resuspender las células en 200 pL de DMEM-azida y 200 uL de
paraformaldehido al 2%.

. Adquirir la tincién en un citometro de flujo (BD FACSCanto Il) y analizar

los datos con el software BD FACSDiva.
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ANEXO 2

Ensayo de Activaciéon de Hibridomas de Células T

Reactivos
Proteina PE_PGRS33
Medio DMEM con 5% SFB

Material

Micropipeta de 10-100 pL

Micropipeta de 100-1000 pL

Micropipeta de 2-20 uL

Puntas para micropipetas de 10-100 uL
Puntas para micropipetas de 100-1000 uL
Puntas para micropipetas y de 2-20 yL
Placas de 96 pozos

Pipetas pasteur

Tubos conicos de 15y 50 mL

Equipo
Centrifuga (Thermolec, modelo Marathon 3000R, Fisher Scientific).

Procedimiento

1. Contar las lineas celulares a trabajar, CPA y los hibridomas de células T.
El conteo celular se realiza en la camara de Neubauer en los cuadros de

blancos.

107



. Ajustar la concentracion a 1X10° células/mL. Calcular el nimero total de
células M12AX.C3F6 necesarias para llevar a cabo el ensayo (segln el
numero de pozos), tomando en cuenta que se requieren 5x10* células
CsFs por pozo en un volumen de 50 uL de medio D5F y 100 uL de los

hibridomas de células T (1x10° células por pozo).

. Realizar la cuenta celular en una camara de Neubauer, en los cuatro
cuadrantes para contar glébulos blancos y utilizar el colorante azul de

tripano a una dilucion 1:2.

. Tomar el volumen de cultivo celular necesario y centrifugar a 1500 rpm, a
4°C por 7 minutos. Decantar el sobrenadante y resuspender en medio
D5F (volumen suficiente segun los célculos realizados para el numero de

pozos a probar).

. Preparar una solucion 4X, es decir 0.4 uM (16.28 ug/mL) de la proteina
PE_PGRS33 en medio D5F, de manera que en el ensayo, haya una
concentracion de la proteina de 0.1 uM, (50 pL de la solucion 4X, para

un volumen final de 200 pL).

. Colocar por pozo: 100 uL de los hibridomas de células T a probar, en
una placa de cultivo de 96 pozos, 50 pL de células M12AX.C3F6 y 50 pl
de la solucion 4X de la proteina PE_PGRS33. Se debe incluir un control
negativo, que contenga 50 uL de las CPA, 100 pl de los hibridomas y 50

pML de medio D5F; es decir en ausencia de la proteina.

. Incubar la placa de cultivo con las células a 37° C y en atmésfera de CO»

durante 20 horas.
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8. Después del tiempo de incubacion, transferir 100 uL del sobrenadante

(IL-2) de cada pozo a otra placa de 96 pozos.
9. Congelar ambas placas a -30° C por 3-4 horas, 0 a 0°C por 20-24 horas.

10.Contar las células CTLL-2, y lavar 4 veces con 15 mL de DMEM,
centrifugando a 1500 rpm por 7 a 4° C. Realizar un ultimo lavado con
medio D5F, y resuspender el boton celular en 15 mL de D5F.
Nota: Contar nuevamente las células para saber el porcentaje de células
que se perdid en los lavados. Ademas es importante que las placas
congeladas (con el sobrenadante), se coloquen en la incubadora a 37°C

para su posterior uso.
11. Ajustar la concentracion de las células CTLL-2 a 8x10°células/mL.

12. Colocar 50 uL por pozo de células CTLL-2, a la placa que contiene el
sobrenadante. Nota: en este punto deben incluirse los siguientes
controles:

Control positivo:
50 uL de CTLL + 100 uL de IL-2 diluida 1 :150 en medio D5F.
Control negativo:
50 pL de CTLL + 100 yL de medio D5F.
Control de medio:
150 pyL de medio D5F.
13.Incubar por 24 horas a 37° C y 5% de CO; y monitorear el control

negativo hasta que casi no se observe ninguna célula viable.

14.Descongelar el MTT (sal de tetrazolium) y pasar lo necesario a una placa

estéril. Nota: se requieren 15 yL de MTT por pozo.
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15.Colocar 15 yL de MTT en los pozos e incubar 4 horas a 37° C y 5% de
COa.

16.Posterior al tiempo de incubacién, agregar 150 uL de isopropanol acidico

a cada pozo, y disolver los cristales formados.

17. Incubar 10 minutos a temperatura ambiente.

18.Leer la placa en un lector de microplacas de ELISA, con los filtros de 570
y 655 nm.
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ANEXO 3

Evaluacion de la Proliferacién Celular

por el Método Colorimétrico de la Sal de Tetrazolio (MTT)

La sal de tetrazolio (MTT) se utiliza para evaluar la proliferacion y
viabilidad de un cultivo celular. Este es un ensayo colorimétrico en el cual
interviene la reduccion de la sal de tetrazolio a cristales de formazan, ésto
unicamente ocurre en células metabolicamente activas. A mayor proliferacion
celular mayor formacién de los cristales y mayor sera la senal generada. Los

resultados se obtienen a través de un lector de microplacas.

Preparacion de una solucion de MTT de 5 mg/mL

Reactivos

MTT (SIGMA: M2128)
PBS 1X estéril.

Equipo

Campana de flujo laminar (Purifier Class |l Biosafety Cabinet, delta series,
LABCONCO).

Bascula digital.

Espatula.

Jeringa.

Filtros de .22 um (Millipore GSWP02500)

Vortex.
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Procedimiento

1. Pesar una cantidad pequefa de MTT en un tubo falcon de 50 mL.

2. Con ayuda de una pipeta estéril, disolver el MTT con la cantidad
necesaria de PBS estéril para ajustar a una concentracion de 5 mg/mL.
Agitar en vortex.

3. Esterilizar la solucion por filtracion con ayuda de una jeringa estéril y un
filtro Millipore de 0.22 ym. Recuperar la solucién filtrada a un tubo falcon
estéril de 15 mL.

4. La solucién se debe de mantener protegida de la luz y a -30 C hasta su

uso.

Evaluacion de la proliferacion celular por el método de MTT

1. Anadir MTT (10 pL por cada 100 uL de medio) a cada pozo de la placa

que contiene las células a cuantificar.
2. Incubar la placa durante 4 horas a 37 °C.

3. Después de este tiempo; anadir isopropanol acido (100 uL 0.04 N a
cada pozo). Mezclar hasta disolver los cristales color purpura oscuro

formados.

4. Incubar la placa durante 10 minutos a temperatura ambiente para

asegurar la disolucion total de los cristales.
5. Leer la placa en un lector de ELISA con filtros de 570 nm y 655 nm.

6. Graficar las absorbancias.
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ANEXO 4

Digestion Enzimatica en Solucién con Tripsina

Reactivos

HEL

Tris-HCI 100 mM

Tris-HCI 100 mM. Urea 6M
Tripsina (PM = 23800 g)
DTT 200 mM
lodoacetamida 200 mM
TFA 1%

Material

Micropipeta de 10-100 pL

Micropipeta de 100-1000 pL

Micropipeta de 2-20 uL

Puntas para micropipetas de 10-100 uL
Puntas para micropipetas de 100-1000 uL
Puntas para micropipetas y de 2-20 yL
Tubos coénicos de 15y 50 mL

Equipo
Centrifuga (Thermolec, modelo Marathon 3000R, Fisher Scientific).
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Procedimiento

1.

Disolver 1 mg de HEL en 100 uL de solucién reguladora Tris-HCI 100
mM. Urea 6 M.

Adicionar 5 yL de DTT 200 mM, e incubar una hora a temperatura

ambiente. Agitar.

Adicionar 20 pL de iodoacetamida 200 mM (agitar). Incubar una hora a

temperatura ambiente en oscuridad.

. Adicionar 775 pyL de agua ultra pura para reducir la concentracién de

urea 6M a 0.6M (a esta concentracion de urea, la tripsina retiene la

actividad). Agitar.

Adicionar 100 pL de tripsina. Agitar e incubar a 37°C toda la noche. La

relacion molar de tripsina con respecto a la proteina es 1:50.

Al dia siguiente adicionar 100 uL de TFA al 1% en agua ultrapura, para

que la concentracion final de la TFA sea del 0.1%.
Centrifugar a 900 g por 25 minutos para precipitar los péptidos.

Descartar el sobrenadante por aspiracion y el boton de péptidos

disolverlo en 200 uL de agua ultrapura.

Almacenar a -20°C.

114



ANEXO 5

Ensayo de Linfoproliferacion de Células de Bazo de Ratén

Reactivos

DMEM

DMEM suplementado al 5y 10% con SFB
NH4Cl al 0.15M

Ficoll-Hypaque

Material

Micropipeta de 10-100 pL

Micropipeta de 100-1000 pL
Micropipeta de 2-20 yL

Puntas para micropipetas de 10-100 uL
Puntas para micropipetas de 100-1000 uL
Puntas para micropipetas y de 2-20 uL
Tubos conicos de 15y 50 mL

Tela de organiza

Jeringa estéril

Placa de petri

Pipeta pasteur de vidrio

Equipo
Centrifuga (Thermolec, modelo [laraton 3000R, Fisher Scientific).
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Procedimiento

1.

2.

Sacrificar y extraer el bazo de un ratén

Homogenizar el bazo en una placa de petri con 10 mL de medio DMEM
suplementado al 10% con SFB, utilizando la parte posterior de una

jeringa estéril.
Filtrar a través de la tela de organiza estéril, en un tubo cénico de 50 mL.

Centrifugar a 900 g por 5 minutos a temperatura ambiente y retirar el

sobrenadante.

Resuspender el botdn celular con 5 mL de NH4Cl al 0.15 M por 5 minutos

(Agitar a los 2 y 5 minutos).

Adicionar 5 mL de DMEM vy centrifugar a 900 g por 5 minutos y retirar el

sobrenadante por aspiracion.

Resuspender el botén celular con 5 mL de DMEM y pasar a un tubo

conico de 50 mL con 2.5 mL de Ficoll-Hypaque.
Centrifugar a 900 g por 20 minutos a temperatura ambiente.

Separar la capa de células mononucleares con pipeta pasteur de vidrio y

pasar a un tubo conico.

10.Lavar con 5 mL de DMEM.

11.Resuspender el boton celular con 10 mL de D5F y contar.

12. Ajustar la concentracion celular e incubar a 37°C, 5% de CO; en una caja

de cultivo vertical.

13.Realizar ensayo de activacion.
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ANEXO 6

ELISA Indirecto para la Determinacién de la Produccion de IL-2

Reactivos

PBS-Tween-20 al 0.025%

Regulador de fosfatos

Estandar de IL-12

Anticuerpo de rata anti-IL2 de raton

Solucién reguladora de carbonatos pH 9.6.

Solucién de albumina sérica bovina (BSA) al 1%

Anticuerpo de rata anti-IL2 de raton biotinilado

Conjugada con peroxidasa de rabano diluida 1:2000 con PBS-BSA al 1%

Soluciéon cromdgeno-sustrato (1 mL de ABTS mas 1 pL de H,0O; al 30%).

Material

Micropipeta de 10-100 pL

Micropipeta de 100-1000 pL

Micropipeta de 2-20 uL

Puntas para micropipetas de 10-100 uL
Puntas para micropipetas de 100-1000 pL
Puntas para micropipetas y de 2-20 uL
Microplaca de poliestireno de 96 pozos

Equipo
Lector de microplacas (Original Multiskan Ex, ThermoLab Systems)

117



Procedimiento

. Realizar una curva de calibracion del estandar de IL-12, mediante

diluciones en serie con un regulador de fosfatos, en U/mL.

Colocar1 pg de anticuerpo de rata anti-IL2 de ratén en cada uno de los
pozos de una microplaca de poliestireno de 96 pozos, en un volumen de

50 uL de solucién reguladora de carbonatos pH 9.6.

3. Incubar de 1.5 a 2 horas a 37°C o toda la noche a 4°C,

4. Lavar 5 veces la placa con PBS-Tween-20 al 0.025%

5. Bloquear los sitios libres del anticuerpo con 50 uL de solucién de

albumina sérica bovina (BSA) al 1% en PBS, por pozo.

Incubar por una hora a temperatura ambiente y lavar la placa 5 veces

7. Adicionar 50 pL del sobrenadante de cada hibridoma (recuperado del

9.

ensayo de presentacién de antigeno) o 50 pyL de cada una de las
diluciones del estandar y se incubara por una hora a temperatura
ambiente y en agitacion suave.

Adicionar 1 pug de anticuerpo de rata anti-IL2 de raton biotinilado en un
volumen de 50 uL, con PBS-BSA al 1% e incubar la placa por una hora.

Lavar 5 veces

10. Adicionar 50 pL de estreptavidina conjugada con peroxidasa de rabano

diluida 1:2000 con PBS-BSA al 1% e incubar por 30 minutos a

temperatura ambiente.

11.Adicionar 50 yL de la solucién cromoégeno-sustrato ABTS (acido 2,2’-

azino-6,3-dietilbenstiazolinsulfonico) y peréxido de hidrégeno (H202) a
cada pozo (1 mL de ABTS mas 1 yL de H,0, al 30%).

12.incubar la placa por 15 minutos a temperatura ambiente y en agitacion

suave.
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13.Medir la densidad optica de cada pozo a una longitud de onda de 415 nm
en un lector de microplacas, en un margen no mayor de 30 minutos. La
intensidad del color sera dependiente de la cantidad de IL-2 presente en

el sobrenadante.
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ANEXO 7

ELECTROFORESIS EN GEL DE ACRILAMIDA AL 12%

Reactivos
1. Acrilamida 30% / Bisacrilamida 0.8%

Archilamida 30 g
N,N'-metilén-bis-acrilamida 0.8 g

Mezclar en un volumen final de 100 mL de agua deionizada, filtrar la solucion a
través de un filtro de 0.45 ym. Su almacenamiento debe ser un frasco ambar a
4°C. Descartar el reactivo después de 30 dias de su elaboracion, esto para
evitar la hidrdlisis a acido acrilico y amoniaco.

Nota: La acrilamida monomeérica es neurotdxica, por lo que se debe portar

mascarilla de seguridad y guantes durante su preparacion.

2. Trizma-Base/SDS, pH 6.8 4X (Trizma-base 0.5 M con 0.4% de SDS)

Trizma Base 6.05 g
Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 0.4 g

Disolver la Trizma-base en 40 mL de agua deionizada y ajustar el pH a 6.8 con
HCI 1N y aforar a 100 mL con agua deionizada. Filtrar la solucion con un filtro
de 0.45 ym y posteriormente adicionar 0.4 g de SDS. Este reactivo se debe

almacenar a 4°C.

3. Trizma-Base/SDS, pH 8.8 4X (Trizma-base 1.5 M con 0.4% de SDS)

Trizma-base 91 g
Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 0.4 g
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Disolver los 91 g de Trizma base en 300 mL de agua deionizada y ajustar el pH
a 8.8 con HCI 1N; aforar a 500 mL con agua deionizada. Filtrar a través de un
filtro de 0.45 um, posteriormente adicionar 2 g de SDS y almacenar en

refrigeracion.

4. Persulfato de Sodio (APS) al 10%

(N H4)28208 10 ug

Disolver en 100 pL de agua deionizada

5. N, N, N’, N'-Tetrametilendiamina (TEMED)

Este reactivo se encuentra listo para usarse.

6. Solucion reguladora de corrida 5X

Glicina 72 g
Trizma-base 15.1 g
SDS 5¢g

Disolver en agua deionizada y aforar a 1 Lt.
Para la solucion de trabajo (1X), realizar una dilucién 1:5 de la solucién

reguladora de corrida 5X y ajustar el pH a 8.3. Almacenar a 4°C.

7. Solucion requladora de muestra (Buffer muestra) 2X.

Tris HCI 0.125 M,
SDS 4%,
glicerol 20%,

2-mercaptoetanol 10%.
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Disolver 0.38 g de Trizma-base en agua deionizada y ajustar el pH a 6.8. Aiadir

los siguientes reactivos en campana ventilada:

SDS 19
Glicerol 5mL
2-mercaptoetanol 2.5mL
Azul de bromofenol 0.5 mg

Aforar a 25 mL con agua deionizada. Este reactivo debe almacenarse en

congelacion a -20°C.

Material

Micropipeta de 100-1000 pL

Micropipeta de 2-20 uL

Micropipeta de 20-200 pL

Puntas para micropipeta de 1000 pL

Puntas para micropipetas de 2-20 y 20-200 pL
Vasos de precipitados de 50 y 100 mL

Equipo
Camara de electroforesis
Fuente de poder

Centrifuga

Procedimiento

1. Ensamblar en lo vidrios en el equipo formador de geles.

2. Revisar que no haya fuga de liquidos, utilizando para ello alcohol etilico
al 70%.

3. Descartar el alcohol y retirar el remanente del mismo con ayuda de un

papel filtro.
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4.

Preparar el gel separador (12%) de 0.75 mm de grosor.

Mezclar 2 mL de acrilamida/bisacrilamida 30%/0.8%, 1.25 mL de
solucion reguladora Tris 4X con SDS-page (pH 8.8), 1.75 mL de agua
deionizada, 17 yL de APS y 3.3 pL de TEMED.

Mezclar muy bien e inmediatamente colocar el gel entre los vidrios para

electroforesis, evitando la formacién de burbujas.

. Agregar en la superficie del gel una capa de alcohol etilico al 70%,

teniendo cuidado de no inducir la formacién de burbujas.

6. Dejar polimerizar el gel a temperatura ambiente.

7. Una vez polimerizado el gel, descartar el alcohol y retirar el remanente

10.

11.

del mismo con ayuda de un papel filtro, sin tocar el gel.

Preparar el gel concentrador (12%) de 0.75 mm de grosor:

Mezclar 0.325 mL de acrilamida/bisacrilamida 30%/0.8%, 0.625 mL de
solucion reguladora Tris 4X con SDS-page (pH 6.8), 1.52 mL de agua
deionizada, 12.5 pL de APS y 2.5 yL de TEMED.

Mezclar muy bien e inmediatamente colocar el gel entre los vidrios para
electroforesis e insertar el peine separador que formara 10 pozos de 5
mm de ancho cada uno. Dejar polimerizar a temperatura ambiente.
Preparar las muestras a correr, haciendo una dilucion de la proteina 1:2
con el buffer muestra 2X, o bien, 1:6 con el buffer muestra 6X, segun sea
el caso.

Para el marcador de peso molecular (MPM; BIO-RAD, Presicion Protein
Standars. Unstained, Broad Range, cat. 0161-0362) realizar una dilucién
1:20 con buffer muestra 2X.

Mezclar muy bien las soluciones preparadas en el paso anterior y
hervirlas durante 3 minutos para desnaturalizar las proteinas.

Finalmente, cargar las muestras en los pozos respectivos, cargando 20

ML de cada muestra y 3 uL del MPM preparado anteriormente.
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12.Aplicar voltaje constante de 80 V hasta que las muestras entren al gel
separador, una vez que éstas han entrado al gel separador aumentar a
100 V constantes por aproximadamente 1 hora o hasta que el azul de
bromofenol llegue al borde inferior de los vidrios.

13.Desmontar el gel y proceder a realizar la tincion de las proteinas con
nitrato de plata.
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ANEXO 8

Péptidos de la Proteina PE_PGRS33

Sintetizados por United Peptide Corporation.

* Péptido 99-115

Secuencia: EGVLDVINAPALALLGR

Peso Molecular (tedrico): 1721.05

Pureza (HPLC): 96.78% (HPLC, 220 nm, Kromasil C18-5)
Composicion:

Aminoacidos hidrofébicos | 64.71 %
Aminoacidos acidos 11.76 %
Aminoacidos basicos 5.88 %

Aminoacidos neutros 17.65 %

* Péptido 130-146

Secuencia: ANGGDGGILIGNGGAGG

Peso Molecular (teorico): 1356.43

Pureza (HPLC): 95.39% (HPLC, 220 nm, Kromasil C18-5)
Composicion:

Aminoacidos hidrofébicos | 29.41 %
Aminoacidos acidos 5.88 %
Aminoacidos basicos 0.00 %
Aminoacidos neutros 64.71 %
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* Péptido 431-450

Secuencia: GLIGDGGDGGAGGNGTGAKG
Peso Molecular (tedrico): 1587.64
Pureza (HPLC): 95.26 % (HPLC, 220 nm, Kromasil C18-5)

Composicion:

Aminoacidos hidrofébicos | 20.00 %
Aminoacidos acidos 10.00 %
Aminoacidos basicos 5.00 %

Aminoacidos neutros 65.00 %

126



