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RESUMEN

La tuberculosis es la segunda causa de muerte por un agente infeccioso, después del virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH); es causada principalmente por Mycobacterium tuberculosis,
miembro del complejo M. tuberculosis. La enfermedad tipicamente afecta los pulmones y
linfonodos asociados pero puede afectar cualquier 6rgano del cuerpo. La infeccion se establece en
aproximadamente un tercio de los individuos expuestos al bacilo; sin embargo, solo el 10%
desarrollara la enfermedad. Diversos autores han realizado diferentes andlisis en donde se analiza
la compleja respuesta inmune hacia M. tuberculosis detallando los principales componentes
micobacterianos asociados a la infeccion. Sin embargo, el proteoma de M. tuberculosis y M. bovis
permanece pobremente definido, especialmente en términos de virulencia y patogénesis, esto a
pesar del interés en identificar antigenos inmunodominantes que mejoren el diagnéstico de la
enfermedad. Antes de la década de los 90, muchas proteinas micobacterianas se identificaron
utilizando métodos basados esencialmente en el fraccionamiento bioquimico y en la deteccién
inmunolégica con anticuerpos monoclonales. En ese momento, proteinas importantes, como el
complejo Ag85, MPB64, MPB70, y algunas proteinas citoplasmaticas como, DnakK, groEl, SodA,
fueron identificadas. Los estudios clasicos de protedmica involucran el uso de la electroforesis
bidimensional (2-DE). Los puntos o spots de las proteinas identificadas son aislados y digeridos
con tripsina para producir péptidos que luego son sometidos a técnicas como la espectrometria de
masas. Con estas herramientas han sido identificadas y caracterizadas diversas proteinas de
secrecion, proteinas de membrana e intracelulares. Asi mismo ha sido posible describir su funcion
y contribucién en la patogénesis de la enfermedad, lo cual puede abrir el camino en la generacion
de nuevas vacunas o tratamientos para la tuberculosis. En esta revision se resumen el estado del
arte sobre los estudios de protedmica de M. tuberculosis.

1. INTRODUCCION
La tuberculosis es la segunda causa de muerte por un agente infeccioso. En el afio 2013, 9.0
millones de personas desarrollaron la enfermedad mientras que 1.5 millones murieron, 25% de los
cuales eran pacientes infectados con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). La
tuberculosis es causada por Mycobacterium tuberculosis, un miembro del complejo M. tuberculosis,
el cual también incluye a M. bovis, M. microti, M. caprae, M. canetti y M. africanum (24); muchos de
los cuales son capaces de causar enfermedad en el humano. Normalmente, M. tuberculosis afecta
los pulmones y los linfonodos asociados pero puede afectar cualquier parte del cuerpo. A pesar de
gue la infeccién se establece en cerca de un tercio de los individuos expuestos, solamente un 10%
de ellos desarrollara la enfermedad. Diversos estudios se han enfocado al andlisis de la compleja
respuesta inmune hacia M. tuberculosis y las interacciones que se llevan a cabo entre el bacilo y la
célula huésped. Asi mismo, se ha analizado cuales son los principales componentes
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micobacterianos que participan en el proceso de infecciéon. No obstante, el proteoma de M.
tuberculosis esta pobremente definido, sobre todo en términos de virulencia y patogénesis.
Estudios pioneros en proteomica permitieron basados esencialmente en el fraccionamiento
bioguimico y en la deteccion inmunolégica con anticuerpos monoclonales permitieron la
identificacion de proteinas como el complejo Ag85, MPB64, MPB70, y algunas proteinas
citoplasmaticas como, DnaK, groEl, SodA. Posteriormente con el uso de electroforesis
bidimensionales y la identificacion de los spots obtenidos mediante espectrofotometria de masas
fue posible crear los primeros mapas 2-DE del proteoma de M. tuberculosis. Sin embargo, fue
hasta que se describi6 el genoma completo de este patdgeno que los analisis protedmicos
permitieron un mayor entendimiento de este bacteria.

2. ESTUDIOS PROTEOMICOS

El analisis de los componentes celulares permite la identificacion de las proteinas secretadas por el
bacilo, los cuales son potencialmente marcadores de virulencia o antigenos inmunogénicos Utiles
para el desarrollo de vacunas o reactivos diagndésticos. Asi mismo, es posible identificar que
proteinas son importantes en la interaccidon del bacilo con la célula huésped o cuales son
necesarias en los mecanismos de adaptacién al ambiente de la bacteria. En este caso, las
proteinas de membrana y de pared celular juegan un papel muy importante al estar involucradas
en la resistencia del patégeno a un dafio externo.

En la interaccion inicial entre M. tuberculosis y el huésped estan involucradas diversas proteinas
de membrana activas en la interaccién célula-célula, transporte de iones o sefializacion celular, por
lo que se sugiere que mas de la mitad de las proteinas de membrana de M. tuberculosis sean
blancos farmacéuticos. Asi mismo, una gran proporcion de las proteinas relacionadas a diversos
mecanismos de patogenicidad son proteinas de membrana involucradas en el metabolismo de
lipidos y en el transporte a través de la membrana. Por ejemplo, algunas lipoproteinas vy
glicolipoproteinas como la proteina de 19 kDa, LprG, PstS1 interactian con los receptores TLR2 y
modulan la respuesta inmune afectando la presentacion de antigenos por parte del macrofago.
Desafortunadamente, la caracterizacién de las proteinas de membrana es dificil, ya que estas
proteinas estan compuestas de una region hidrofébica y una regién hidrofilica por lo que no hay un
solo solvente o combinacién de solventes que permitan solubilizar adecuadamente este grupo de
proteinas. No obstante, se han hecho grandes avances en la caracterizacion de las proteinas de
membrana usando la tecnologia de SDS-PAGE de una dimensién. Gu., et al fueron capaces de
identificar 739 proteinas de membrana usando un método de centrifugacién diferencial. Asi mismo,
otros autores han reportado métodos para evitar la contaminacion de la fraccibn membranal con
proteinas del citosol al tratar la fraccion membranal con Urea 5 M y una solucién de carbonatos
seguido por una ultracentrifugacion. Con este método, los autores pudieron identificar 349
proteinas, 100 de las cuales eran proteinas transmembranales. La identificacion de lipoproteinas
también ha sido un &rea de gran interés, pues estas proteinas son consideradas importantes
antigenos inmunodominantes (tiles en el diagnostico serolégico de la tuberculosis, con el uso de
un método basado en Triton X-114 fue posible identificar las 10 lipoproteinas mas abundantes en
la membrana de M. tuberculosis.

Debido a la complexidad del proteoma de M. tuberculosis, los estudios protedmicos aun son
limitados en su habilidad de identificar y cuantificar todas las proteinas. Sin embargo,
recientemente se report6 la identificacién de 3434 proteinas de M. bovis BCG, incluyendo 512
proteinas transmembranales. Esto representa cerca del 87% de proteinas expresadas en M. bovis
BCG. En este estudio, tres fracciones subcelulares fueron separadas: la pared celular, la
membrana plasmatica y el citoplasma. Las proteinas extraidas de cada fraccion fueron separadas
por electroforesis de una dimensién, posteriormente cada linea fue cortada y digerida y los
péptidos fueron separados por cromatografia fase reversa y analizados usando LTQ Orbitrap
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Velos. Hasta el momento este es el estudio mas amplio sobre el proteoma de M. bovis BCG y
seguramente ayudara en el disefio de nuevas vacunas y en la identificacibn de antigenos
inmunodominantes para el control de la tuberculosis.

Por otra parte, para el andlisis de las proteinas de secrecion fue necesario el uso de una cepa de
M. tuberculosis que no sufre el proceso normal de autolisis con el objetivo de obtener una fraccién
de filtrado de cultivo enriquecido con proteinas de secrecién. Con esta cepa fue posible la
identificacion de las principales proteinas que forman parte del filtrado de cultivo: (Ag85A, Ag85B,
Ag85C y MPT51 o Ag85D), MPT63, MPT64, MPT32, MTC28, ESAT-6, CFP10 y otros miembros de
la familia ESAT-6. Recientemente se reportaron otras 103 proteinas de secrecion los cuales
representan antigenos potencialmente predominantes en respuestas humorales y celulares.

De la misma forma se han realizado estudios comparativos para identificar proteinas presentes en
M. tuberculosis pero ausentes en M. bovis BCG con el objetivo de identificar nuevos blancos
vacunales. Los estudios comparativos han mostrado que la composicién proteomica entre las
cepas es muy similar; sin embargo, se observan claras diferencias en la intensidad de los spots y
en la presencia, ausencia o posicion de los spots. Se identificaron seis spots Unicos a M.
tuberculosis: L-alanine dehydrogenase (Rv2780), isopropyl malate synthase (Rv3710), nicotinate-
nucleotide pyrophosphatase (Rv1596), MPT64 (Rv1980c) y dos proteinas hipotéticas conservadas
(Rv2449c, Rv0036c¢). Asi mismo, se identificaron cambios en las proteinas LpgH, Icl1 y GIcB. De la
misma forma se observé que los niveles de ESX-3 en M. bovis BCG estan reducidos en
comparacion con M. tuberculosis y debido a que el sistema ESX-3 es esencial en M. tuberculosis
con una aparente funcion en la homeostasis del hierro y zinc, se ha planteado la posibilidad de que
la vacunacion con M. bovis BCG puede ser mejorada al incrementar los niveles del sistema ESX-3
en esta cepa.

En un esfuerzo por determinar las diferencias proteicas entre cepas de M. tuberculosis resistentes
y susceptibles a la isoniazida, Jiang et al. Compararon las proteinas extraidas de nueve cepas
monoresistentes a isoniazida y siete cepas susceptibles. De esta forma, se observé que cinco
proteinas estan sobre expresadas en cepas resistentes, siendo: Rv1446c, Rv3028c, Rv0491,
Rv2145c and Rv2971. El gen Rv0491 codifica la proteina regX3, que pertenece al sistema de dos
componentes senX3-regX3, el cual permite que el bacilo responda a los cambios en su medio
ambiente y es necesario para la virulencia de M. tuberculosis.

M. tuberculosis es un patégeno intracelular que ha desarrollado diversos mecanismos para resistir
el ambiente hostil dentro del macréfago. Estos mecanismos involucran factores de virulencia asi
como importantes proteinas necesarias para la interaccion con la célula huésped. No obstante hay
muy pocos trabajos que analizan las proteinas expresadas in vivo. El estudio de las proteinas
intracelulares es muy limitado debido a las dificultades de recuperar suficiente cantidad de
proteinas micobacterianas libres de proteinas contaminantes de la célula huésped. Recientemente
se ha descrito la primera caracterizacién proteomica de M. tuberculosis durante una infeccién in
vivo en el modelo de infeccién por aerosol en puerco de guinea. En este estudio de describieron
500 proteinas presentes en los dias 30 y 90 post-infeccion. Dos grupos funcionales representaron
cerca de la mitad del total de proteinas identificadas: categoria 3 (pared celular y procesos
celulares), categoria 7 (metabolismo intermediario y respiracién). Estas proteinas mostraron gran
heterogeneidad, lo que indica importantes procesos biol6gicos necesarios en diferentes etapas de
la infeccién. Muchas proteinas identificadas en este estudio pueden servir de base para el disefio
racional de diversos farmacos.

4. CONCLUSIONES

M. tuberculosis es un patégeno muy exitoso que tiene una interaccion muy compleja con la célula
huésped, donde puede persistir durante largos periodos de tiempo sin causar ningun sintoma de la
enfermedad. La OMS estima que casi un tercio de la poblacion mundial presenta una infeccion
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latente por M. tuberculosis y esta latencia es una fuente constante de reactivaciéon de la
enfermedad. Del cinco al diez por ciento de las personas infectadas desarrollan TB activa durante
toda su vida, los defectos en la inmunidad celular, la coinfeccion por VIH, la malnutricién, la
administracién de la quimioterapia o la terapia del factor de necrosis antitumoral y diabetes
predisponen a las personas con infeccién latente de desarrollar tuberculosis . Por lo tanto, es muy
importante desarrollar nuevos reactivos de diagnostico, vacunas nuevas e identificar nuevos
blancos farmacéuticos. La protedmica puede tener un impacto significativo en nuestra comprension
actual de M. tuberculosis, especialmente sobre la patogenicidad, virulencia, y las interacciones con
las células huésped.
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