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ABREVIATURAS

BCG. Bacilo de Calmette y Guérin.

CENAPRECE. Centro Nacional de Programas Preventivos y Control de
Enfermedades.

CPA. Célula presentadora de antigeno.

DCs. Células dedriticas.

HBHA. Adhesina hemaglutinina que se une a heparina.
HLA. Antigeno leucocitario humano.

iNOS. Especies reactivas de nitrogeno inducible.

LAM. Lipoarabinoamana.

LPS. Lipopolisacaridos.

MHC. Complejo Mayor de Histocompatibilidad.

OMS. Organizacién Mundial de la Salud.

PAMPS. Patrones moleculares asociados a patdégenos.
PCR. Reaccién en cadena de polimerasa.

RRPM. Receptores que reconocen patrones moleculares.
TB. Tuberculosis.

TBEP. Tuberculosis extra pulmonar.

TCR. Receptor de linfocitos T.

TNF. Factor de necrosis tumoral.

TRL. Receptor Toll-like.

VIH. Virus de inmunodeficiencia humana.

WHO. World Health Organization.
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RESUMEN

Las proteinas PE y PPE de M. tuberculosis han demostrado ser potentes antigenos
que son reconocidos por células B y T. Nuestro grupo de trabajo encontré que el
gen pe_pgrsl8 de cepas de M. tuberculosis de Michoacan era de los mas
polimérficos. Es importante buscar péptidos en la proteina PE_PGRS18 que se
unan a moléculas del CMH clase | y Il, para analizar si este gen es capaz de inducir
una respuesta inmune celular (respuesta inmune adaptativa) y si la proteina de
estudio puede interaccionar con los TLRs 2 y 4 del hospedero (respuesta inmune
innata). Estos péptidos podrian probarse a futuro para su inclusién en una vacuna
contra la tuberculosis o para la identificacion temprana de la enfermedad. Para ello
se analizaron 46 secuencias del gen pe pgrsl8 de cepas Michoacanas y de
Queretaro de M. tuberculosis. Se utilizaron los servidores Mega, PredictProtein,
Signal —IP, Computer pl/Mw, Pryre 2, Prism, NetMHCpan, NetMHCllpan vy
Galaxypepdock. Resultados. La proteina PE_PGRS18 tiene loops (43.11%),
laminas beta (40.04%), hélices alfa (16.85 %), una secuencia senal en la posicion
36-56 aa, un punto isoeléctrico de 4.27, un peso molecular de 42074.79 Da y 17
regiones de union a proteinas. La proteina es integral de membrana, un 78.56% es
hidrofobica y carece de enlaces disulfuro. Se identificaron 5,114 epitopes de alta
afinidad a linfocitos T CD8+; ademas de 995 alelos de alta afinidad a linfocitos T
CD4+. Se identificaron 332 mutaciones de las cuales 244 estimulan y 88 evaden la
respuesta inmune mediada por los linfocitos T CD4+ y CD8+. No se observo una
interaccion directa de la proteina PE_PGRS18 con los receptores TLR2 y TLR4.

Palabras clave: Proteina PE_PGRS18, inmunogenicidad, bioinformatica, M.
tuberculosis, mutacion.
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ABSTRACT

The PE and PPE proteins of M. tuberculosis have proven to be potent antigens that
are recognized by B and T cells. Our working group found that the pe_pgrs18 gene
of M. tuberculosis strains of Michoacan was one of the most polymorphic. It is
important to look for peptides in the PE_PGRS18 protein that bind to CMH class |
and Il molecules, to analyze whether this gene is capable of inducing a cellular
immune response (adaptive immune response) and whether the study protein can
interact with the host's TLRs 2 and 4 (innate immune response). These peptides
could be tested in the future for inclusion in a tuberculosis vaccine or for early
identification of the disease. For this, 46 sequences of the pe_pgrs18 gene from M.
tuberculosis strains from Michoacan and Queretaro of were analyzed. Mega,
PredictProtein, Signal —IP, Computer pl / Mw, Pryre 2, Prism, NetMHCpan,
NetMHClIpan and Galaxypepdock servers were used. Results. The PE_PGRS18
protein has loops (43.11%), beta sheets (40.04%), alpha helices (16.85%), a signal
sequence at position 36-56 aa, an isoelectric point of 4.27, a molecular weight of
42074.79 Da and 17 protein-binding regions. The protein is membrane integral;
78.56% is hydrophobic and lacks disulfide bonds. 5,114 epitopes of high affinity to
CD8 + T lymphocytes were identified, the A_6802 allele binds to a greater number
of epitopes, in addition to 995 high affinity alleles to CD4 + T lymphocytes, the
DRB_0407 allele binds to a greater number of epitopes. 332 mutations were
identified, of which 244 stimulate and 88 evade the immune response mediated by
CD4 + and CD8 + T cells. No direct interaction of the PE_PGRS18 protein was
observed with the TLR2 and TLR4 receptors.

Key words. PE_PGRS18 protein, immunogenic, bioinformatics, M. tuberculosis,
mutation.
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1. MARCO TEORICO

La tuberculosis es una de las diez principales causas de mortalidad en el mundo, la
cual afecta principalmente a los adultos en los afios mas productivos de su vida,
aunque otros grupos de edad no estan exentos de riesgo. Las personas infectadas
por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) tienen entre 20 y 30 veces mas
probabilidades de desarrollar tuberculosis activa. El riesgo también es mas elevado
en las personas que padecen otros trastornos que comprometen el sistema
inmunitario, como desnutricion o diabetes, asi como en los consumidores de tabaco
(WHO, 2018). La tuberculosis puede ser mortal si el paciente no recibe el
tratamiento adecuado. Actualmente, se considera un severo problema de salud

publica la presencia de cepas farmaco resistentes (WHO, 2017).

1.1 Agente causal de la tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa cronica causada por un grupo
de bacterias denominado “complejo Mycobacterium tuberculosis”, que incluye a las
especies Mycobacterium tuberculosis, M. bovis (incluida la cepa BCG) vy
Mycobacterium africanum, siendo la primera especie la que se aisla con mayor
frecuencia de pacientes humanos. Se incluye también M. microti, productor de
tuberculosis en rata (Ramirez et al., 2005)

La especie M. tuberculosis se caracteriza por ser un microorganismo
intracelular obligado, aerobio, inmavil, que se replica dentro de los fagosomas de
los macréfagos. Su tiempo de duplicacion es de 12 horas o mas, por lo que su
crecimiento en medios de cultivo in vitro es muy lento. Es sensible al calor, los rayos
ultravioleta y la radiacién solar directa; presenta resistencia a acidos, alcoholes,
alcalis, desinfectantes y a la desecacion. Ademas, es naturalmente resistente a
distintos antibidticos debido principalmente a la envoltura celular altamente
hidrofébica que actua como una barrera permeable, lo que hace dificil su tratamiento
(Ramirez et al., 2005).
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1.2 Tipos de tuberculosis

Aunque la TB se trata principalmente de una enfermedad pulmonar, que presentan
el 85% de los casos, también afecta a otros 6rganos vy tejidos. Alrededor del 10%
de los individuos infectados desarrollan la enfermedad activa, la mayor parte en el
transcurso de los dos primeros afios posteriores a la adquisicion de la infeccion
(Martinez et al., 2015).

1.2.1 Tuberculosis pulmonar

Como se menciond anteriormente, la localizacion pulmonar de la tuberculosis (TBP)
es la mas frecuente, pero puede observarse en cualquier 6rgano. El cuadro clinico
de la enfermedad pulmonar es de comienzo insidioso y naturaleza cronica. El
sindrome de impregnacién bacilar esta constituido por sintomas generales como
astenia, adinamia, hiperoxia, pérdida de peso, febricula vespertina y sudoracion
nocturna asociada a sintomatologia respiratoria que incluye tos, expectoracion y
disnea. En aproximadamente 20% de los casos, los sintomas caracteristicos como
astenia, anorexia, febricula y pérdida de peso, son el unico hallazgo de la
enfermedad. La tos es por mucho el sintoma pulmonar mas frecuente; al inicio
puede ser seca, y a medida que avanza la enfermedad se transforma en productiva,
con expectoracion mucosa, mucopurulenta o hemoptoica. Las manifestaciones
clinicas de la TB dependen de la edad y del sistema inmune del paciente (Aidar et
al., 2013).

1.2.2 Tuberculosis extrapulmonar

En el afio 2013, el Programa Nacional de Control de Tuberculosis reporté 0.8
millones de casos de tuberculosis extrapulmonar (TBEP) en todo el mundo. La
TBEP alcanza alrededor del 15-20% de los casos de tuberculosis; sin embargo, en
los pacientes con VIH la TBEP puede constituir hasta el 50% de los casos (Raj et
al., 2016). La TBEP se define como enfermedad de tuberculosis fuera del
parénquima celular. Al igual que la tuberculosis pulmonar, la TBEP puede ocurrir

como una infeccion primaria en la cual los bacilos ingresan al cuerpo a través de los
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pulmones y luego se diseminan a otras partes del cuerpo ya sea a traves del sistema
linfatico o por via hematdégena. Un foco latente de bacilos puede reactivarse y luego
difundir de la misma manera (a través del sistema linfatico o por via hematdgena)
(Karakousis et al., 2017). La TBEP se puede encontrar en distintas formas,
incluyendo tuberculosis pleural, linfadenitis tuberculosa, tuberculosis del sistema
nervioso central, tuberculosis ocular, tuberculosis pericardial, tuberculosis
esquelética, tuberculosis genitourinaria, tuberculosis gastrointestinal y tuberculosis
cutanea; no obstante, todos los 6rganos pueden verse afectados (Bouhout et al.,
2017).

1.2.3 Tuberculosis diseminada

Esta forma del padecimiento compromete mas de dos 6rganos. Hay gran deterioro
del estado general, presentandose hipertermia, disnea y astenia, e incluye ademas
signos clinicos de aquellos 6rganos que pueden estar afectados como derrame
pleural, trastornos digestivos, hematologicos (anemia, linfopenia, trombocitopenia),
hepatoesplenomegalia, y a veces signos meningeos. En las evoluciones cronicas
se observa compromiso del estado general y fiebre de origen desconocido. En las
formas agudas puede presentarse como sindrome del distrés respiratorio del adulto.
La naturaleza no especifica de la presentacion es probablemente la causa mas
frecuente del retraso en el diagndstico (Aidar et al., 2013).

El potencial de infectividad de un paciente con tuberculosis depende,
fundamentalmente de cuatro factores: 1) severidad y frecuencia de la tos, 2)
caracter y volumen de las secreciones, 3) numero de bacilos de la fuente de
infeccidn (los pacientes con baciloscopia positiva son los mas infectantes) y 4) uso
de la quimioterapia, ya que se ha determinado que después de dos semanas de
tratamiento, se produce una reduccion en el numero de bacilos cercana al 99%
(Aidar et al., 2013).
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1.3 Epidemiologia

En 2016 se reportaron 10.4 millones de casos de tuberculosis y 1.7 millones de
muertes por esta enfermedad, entre los cuales, 0.4 millones de personas
presentaron VIH. Mas del 95% de las muertes por tuberculosis se producen en
paises de ingresos bajos y medianos. Siete paises concentran el 64% de la
mortalidad total, incluyendo a la India, seguida de Indonesia, China, Filipinas,
Pakistan, Nigeria y Sudafrica (OMS, 2017). En el caso de América, la OMS reporto
en el 2017 un estimado de 273 574 casos con una tasa de incidencia de 28 casos
por 100 000 habitantes. Por lo que, los datos epidemiolégicos muestran que la
incidencia anual ha disminuido constantemente desde 1990, aunque esta
disminucién parece ser mas lenta en el ultimo afio (WHO, 2015). La tasa de
incidencia ha estado disminuyendo en todas las subregiones del continente,
excepto México y América Central, donde se ha mantenido constante durante los
ultimos siete afnos.

Segun el registro y notificacion de la Organizacion Mundial de la Salud en el
afno 2016, se estimd un total de 28 000 casos nuevos de tuberculosis de todas las
formas en México, correspondiendo a una incidencia de 16.8 casos por cada 100
mil habitantes. La tasa mas elevada se ubicé en Veracruz con 27.4 caso por cada
100 mil habitantes y Baja California Norte con 57.9 casos por cada 100 mil
habitantes (Cenaprece, 2016). En la zona norte del pais, que es la mas desarrollada,
se ha registrado que los estados de Baja California (57.9 por 100,000 habs.), Sonora
(37 por 100,000 habs.), Chihuahua (19 por 100,000 habs.), Coahuila (17.4 por
100,000 habs.), Nuevo Leodn (28.9 por 100,000 habs.) y Tamaulipas (31.4 por
100,000 habs.) presentan la mayor incidencia de tuberculosis de todas las formas a
nivel nacional (Infanzd-Ruiz, 2018). Por otro lado, Michoacan es uno de los estados
con menor incidencia de casos de tuberculosis, reportandose en 2016 en la entidad
7.4 casos por cada 100 mil habitantes de nuevos casos de tuberculosis de todas las
formas, incluyendo tuberculosis pulmonar y meningea, entre otras formas
(Cenaprece, 2016).
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1.4 Via de trasmisién

El ser humano es el reservorio natural preponderante de M. tuberculosis, siendo la
via aérea la principal ruta de transmision. Un paciente con tuberculosis pulmonar
puede trasmitir este bacilo por medio de la tos, el estornudo y otros movimientos
respiratorios similares, dispersandose a su alrededor por medio de pequefas gotas

llamadas “gotitas de flugge” (Taraco, 2007).

1.5 Mecanismo de invasion

La infeccion inicia con la entrada del bacilo de la tuberculosis en el cuerpo, a través
del tracto respiratorio. Cuando el bacilo pasa a vias respiratorias bajas, se cree que
es fagocitado por los macrofagos alveolares, neutréfilos y células dendriticas (DCs),
los cuales constituyen la primera linea de defensa del hospedero (O’Garra et al.,
2013). El bacilo es reconocido a través de receptores que reconocen patrones
moleculares (RRPM) como receptores de mantenimiento, receptor de manosa,
CD14, CD44, DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-
Grabbing Non-integrin), receptores para opsoninas, receptores para proteinas
surfactantes, FCR (Receptor del Factor cristalizable), y receptor de proteinas del
complemento (Taraco, 2007). El reconocimiento de LAM (lipoarabinoamanano) y la
proteina secretora de 19 kDa de M. tuberculosis es mediada por receptores tipo
Toll (TLRs) 2 y 4 (TLR2 y TLR4) expresados en la membrana de macréfagos
alveolares (Taraco, 2007).

Después de la fagocitosis del bacilo por macréfagos alveolares pulmonares,
neutréfilos y DCs del pulmon, estas células producen péptidos antimicrobianos,
citocinas y quimiocinas que activan la respuesta inmune del hospedero (Keane et
al., 2001). Dentro del macrofago ya infectado, los mediadores lipidicos,
prostaglandina E2 (proapoptético) o lipoxina LX (pronecrética), juegan un papel
importante en la determinacion de la via de muerte de dicha célula que conducen a
la apoptosis 0 necrosis. Las células apoptoticas infectadas pueden ser fagocitadas
por las células dendriticas pulmonares o esferocitadas (fagocitosis de células

apoptéticas) por los macréfagos pulmonares no infectados. Las DCs infectadas por
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M. tuberculosis migran a los ganglios linfaticos locales de los pulmones entre los 8
y los 12 dias después de la infeccion bajo la influencia de IL-12(p40)2 e IL-12p70 y
de las quimiocinas CCL19 y CCL2, para que las células T inmaduras se diferencien
en Th1. Enseguida, estas células Th1 ya diferenciadas migran de regreso a los
pulmones de una manera dependiente de quimiocinas entre los 14 y 17 dias
después de la infeccidn inicial y producen IFN-y, que conduce a la activacién de
macréfagos, ademas de la produccion de citocinas, la induccion de factores
microbicidas incluyendo iINOS (especies reactivas de nitrégeno inducible), y al

control bacteriano (O’Garra et al., 2013). Este mecanismo se muestra en la figura 1.
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Figura 1. Mecanismo de invasion de Mycobacterium tuberculosis. 1a, b, ¢) El bacilo es
fagocitado por macréfagos, neutrdéfilos y celulas dendriticas (DCs), 2) Las DCs infectadas viajan al
ganglio linfatico entre los 8 y 12 dias después de la infeccion bajo la influencia de intelucinas (IL) y
quimiocinas, 3) las células T inmaduras se diferencien en Th1, 4) Las células Th1 ya diferenciadas
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migran de regreso a los pulmones de una manera dependiente de quimiocinas entre los 14 y 17 dias
después de la infeccion inicial, 5) producen IFN-y, que conduce a la activacién de macréfagos,
produccion de citosinas, induccion de factores microbicidas incluyendo iNOS (especies reactivas de
nitrégeno inducible)(O’Garra et al., 2013).

Sin embargo, M. tuberculosis es capaz de evitar la fusién del fagosoma vy el
lisosoma, asi como de evadir la accion del fagolisosoma. Ademas, cuando el bacilo
de tuberculosis es transportado a los ganglios linfaticos, éste puede diseminarse
para migrar del sitio primario de infeccidn hacia el sistema linfatico y el torrente
sanguineo. La diseminacion hematdgena es un paso clave en el establecimiento de
la enfermedad extrapulmonar y la colonizacién de I6bulos pulmonares previamente

no infectados.

Las bacterias pueden cruzar la barrera epitelial alveolar por invasion directa y
lisis de células epiteliales o viajando dentro de fagocitos profesionales (macrofagos).
Ademas, los factores bacterianos como la adhesina hemaglutinina que se une a
heparina (HBHA) y los productos de la via de secrecion de ESX-1 (ESAT-6 / CFP-
10) ayudan en la translocacion de bacterias a través del epitelio alveolar. Estudios
sugieren que ESAT-6 es un factor citotdxico que debido a la lisis celular permite a
las bacterias invadir y diseminarse dentro de las células que recubren los alveolos.
La HBHA permite que las micobacterias se unan a glicoconjugados sulfatados en
células epiteliales (Locht et al., 2006). Otra forma de diseminacion se presenta
cuando el bacilo es capturado por los macrofagos de los alveolos, a los que se les
denomina “macréfagos humanos infectados con M. tuberculosis”. Estos invaden la
capa del epitelio subyacente y secretan varias citocinas y quimiocinas que permiten
el reclutamiento y la activacion de células inflamatorias (Russell et al., 2010). Esta
respuesta del hospedero a la bacteria da como resultado la formacién del
granuloma, el cual es una estructura que consiste en el recubrimiento de células
infectadas por células epiteliales y, células gigantes multinucleadas rodeadas por
linfocitos T activados (Polena et al., 2016).

En la etapa inicial, el granuloma esta altamente vascularizado. A medida que
madura, los vasos sanguineos se vuelven menos abundantes, aparece un nucleo

central necrético como resultado de la muerte de los macréfagos infectados. Sin
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embargo, los granulomas se observan tanto en formas activas como latentes de TB.
Por lo tanto, la formacion de un granuloma no nos indica una respuesta inmune
efectiva. Sin embargo, aunque las bacterias no se eliminan, generalmente se
considera que los granulomas son estructuras protectoras del hospedero, que
contienen la infeccién primaria (Seiscento et al.,, 2010). Este dogma ha sido
cuestionado en los ultimos afos con estudios en embriones de pez cebra infectados
con M. marinum, lo que demuestra que la diseminacion de las micobacterias se ve
facilitado durante la formacién temprana de granulomas (Volkman et al., 2004).

En un estudio reciente se analizo el proceso de diseminacion de tuberculosis
mediante la investigacion de macréfagos infectados de micobacterias y se demostré
que el factor angiogénico VEGF, (que aumenta la formacion de vasos sanguineos
y la propagacion bacteriana), es secretado por macrofagos infectados con M.
tuberculosis de una manera dependiente de RD1 (Region of difference 1 por sus
siglas en inglés) (Polena et al., 2016). De acuerdo con los resultados in vitro e in
Vivo, se observd una mayor angiogénesis en pacientes con TB. La concentracion
de VEGF en suero de pacientes con TB fue elevada, lo que confirma estudios
previos (Matsuyama et al., 2000); el nivel de células progenitoras endoteliales
circulantes en sangre también se increment6 en comparacion con los controles
sanos. En general, este trabajo apoya la idea de que las micobacterias explotan a
los macréfagos infectados con M. tuberculosis para la diseminacién al inducir la
formacion de nuevos vasos sanguineos (Polena et al., 2016).

Como se menciond anteriormente, la respuesta inmune innata es la primera
linea de defensa del hospedero contra la infeccién. Este sistema inmunitario
reconoce estructuras de los microorganismos que son esenciales para su
supervivencia e infectividad, ademas de moléculas que liberan las células dafiadas
o0 necrosadas. Un tipo de receptores que reconocen dichas estructuras de los
microorganismos son los receptores TLRs. Una vez que los TLRs se unen a sus
ligandos se generan sefales que activan factores de transcripcion, los cuales
estimulan la expresion de genes que codifican citocinas, enzimas y proteinas

implicadas en las funciones antimicrobianas (Abbas, 2014).

Q.F.B Eva Nelida Jiménez Ruiz 8



A diferencia de la respuesta inmune innata, la respuesta inmune adaptativa
se desarrolla de forma mas lenta y proporciona una defensa mas especializada y
eficaz contra las infecciones. Esta se divide en dos tipos, inmunidad humoral y
celular. La inmunidad humoral estda mediada por los linfocitos B que producen
anticuerpos. Estos anticuerpos se secretan en la circulacion y los liquidos de las
mucosas, se encargan de neutralizar y eliminar microbios y toxinas microbianas
presentes fuera de las células del hospedero. Sin embargo, los anticuerpos no
pueden acceder a los microbios que viven y se dividen dentro de las células
infectadas (Abbas, 2014).

La inmunidad celular se encarga de eliminar a los microorganismos
intracelulares mediante los linfocitos T. Para su activacion requiere que las células
presentadoras de antigeno muestren un antigeno peptidico unido a moléculas del
CMH de clase | y Il (Complejo Mayor de Histocompatibilidad) a los linfocitos T CD4+
o CD8+ virgenes, los cuales reconocen el antigeno peptidico mediante sus
receptores TCR. Los péptidos reconocidos por moléculas del CMH de clase Il se
unen a los linfocitos T CD4+, que a su vez secretan citocinas que activan a los
macrofagos para inducir la destruccion del antigeno. Los péptidos reconocidos por
moléculas del CMH de clase | se unen a los linfocitos T CD8+, y estos secretan
citocinas las cuales activan la muerte de la célula diana que presenta el antigeno
(Abbas, 2014).

1.6 Genes de virulencia

La habilidad de un patdgeno bacteriano para sobrevivir dentro del hospedero
requiere de la expresion de una serie de determinantes genéticos involucrados en
la interaccién patdégeno-hospedero, situaciéon que le permite resistir el estrés
fisiolégico y ambiental (Maulén, 2011). Mycobacterium tuberculosis ha demostrado
tener una gran capacidad para sobrevivir en diversas condiciones como la tension
bactericida dentro del macréfago, el ambiente anaerdbico y alterado
nutricionalmente del granuloma, asi como también el estado latente en el cual el

bacilo se somete a condiciones limitantes de nutrientes, oxigeno y moléculas
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microbicidas. La comprension de este comportamiento adaptativo radica en la
identificacion de genes como determinantes de virulencia, los cuales se expresan
en estas condiciones variadas.

La pared celular de las micobacterias esta constituida por un complejo
conjunto de glicolipidos propios y acidos micélicos, los cuales son los responsables
de la forma y rigidez de la bacteria (Ramirez et al., 2005). Ademas, dicha estructura
celular ha sido asociada a la presencia de determinantes de virulencia como las
proteinas tuberculina vieja (OT), Derivado Proteico Purificado (PPD), 65 kDa, lipidos
como manoésidos de fosfatidil inositol (PIM), antigeno 60 (Ag 60) y complejo proteico-
lipopolisacarido procedente del citoplasma y de la membrana celular, comun en M.
tuberculosis, M. bovis y otras micobacterias (Ramirez et al., 2005). Las bacterias
son capaces de responder a un entorno complejo, mediante la integracion de una
gran variedad de senales para detectar su ubicacion y expresar genes apropiados
(Mehrotra, 2001). En el caso de M. tuberculosis se ha observado la expresion de
genes de virulencia asociados al ambiente del hospedero, como acrl cuando la
bacteria se encuentra expuesta a hipoxia u éxido nitrico en estado de latencia y
durante el curso de la infeccién en macréfagos, o el gen acr2 que se activa por un
golpe de calor y estrés oxidativo, principalmente. De manera similar, ahpC es un
regulador central del ambiente peroxidativo y respuesta al estrés nitrosante en M.
tuberculosis (Forrellad et al., 2013). Sin embargo, existen otros genes expresados
en dicha interaccion cuya funcién no es conocida. Por ejemplo, no se conoce la
funcién exacta del gen Rv2136c¢c, pero por su similitud con una enzima de
Escherichia coli involucrada en la sintesis de peptidoglicano sugiere una funcion
equivalente en M. tuberculosis (Mehrotra, 2001). Este grupo de genes relacionados

con virulencia, pero de funcion desconocida, pertenece la familia pe/ppe.

1.7 Familia de genes pe/ppe.
Los genes pe (prolina- glutamico) / ppe (prolina-prolina-glutamico) representan uno
de los aspectos mas intrigantes del genoma de Mycobacterium tuberculosis. Estos

genes son especialmente abundantes en micobacterias patégenas, con mas de 160
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miembros en el genoma de M. tuberculosis. Fueron descubiertos hace mas de 15
afos y su funcion sigue siendo incierta (Fishbein et al., 2015). Esta familia de genes
comprende el 10% del genoma de M. tuberculosis identificado en la cepa de estudio
H37Rv. Ademas, codifican para dos familias de proteinas PE/PPE, PE con 100
genes y PPE con 70 genes, las cuales se caracterizan por tener dominios N-terminal
conservados de aproximadamente 110 y 180 aminoacidos; las proteinas PE/PPE
podrian presentarse como la principal fuente de variacién antigénica por medio del
polimorfismo entre cepas (Mukhopadhyay y Balaji, 2011). Las proteinas PE/PPE
estdn presentes tanto en micobacterias patégenas como las sapréfitas y
probablemente estén mas asociadas al metabolismo micobacteriano de lo que se
creia. En general, las micobacterias no patogenas tienden a tener menos genes
pe/ppe (Fishbein et al., 2015).

El nombre PE deriva del motivo distintivo prolina (P) — glutamico (E) y el PPE
motivo prolina (P)- prolina (P)- glutamico (E), los cuales se encuentran presentes
dentro de los 10 primeros aminoacidos de esta proteina (Fig. 2) (Mukhopadhyay y
Balaji, 2011). La familia PE puede dividirse en PE_PGRS que incluye secuencias
polimorficas ricas en GC y PE que no presentan caracteristicas distintivas. La familia
PPE se divide en PPE_MPTR (repeticiones tandem polimoérficas mayores),
PPE_SVP (con un motivo GxxSVPxxW), PPE_PPW (con un motivo PxxPxxW) y
genes ppe sin caracteristicas distintivas. Esta variedad de subclases proporciona la
primer indicacion que los miembros de las familias pueden jugar distintos roles

funcionales (Fishbein et al., 2015).

Q.F.B Eva Nelida Jiménez Ruiz 11



Figura 2. Estructura de
los genes pelppe.
Representacion de la
estructura de los
miembros de las familias
de genes pelppe, se
muestra el dominio N-
terminal conservado
(verde), las posiciones
de los motivos y las
diferencias entre las
subfamilias encontradas
en ambos genes (gris y
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El impacto de la variacion genética sobre la estructura y consecuentemente la
funcién de las proteinas PE/PPE sigue siendo en gran parte desconocido. La
primera estructura para un par de proteinas PE/PPE (PE25m/ PPE41m) se
determiné en 2006 (Strong et al., 2006). La estructura cristalina de un dominio
enzimatico putativo de PE_PGRS16v fue reportada en 2013 (Barathy and Suguna
2013), y dos estructuras completas de PE2511/ PPE41m (en complejos con EspG)
se publicaron en 2014 (Ekiert and Cox 2014; Korotkova et al., 2014). Los datos
limitados estructurales confirmados experimentalmente dificultan la capacidad de
predecir las consecuencias funcionales de la variabilidad PE/PPE (Fishbein et al.,
2015), ademas de que no se cuenta con la funcion precisa de los dominios de la

proteina.

1.7.1 Localizacion y funcién de las proteinas PE/PPE
Existe evidencia experimental que apoya la asociacion de PE/PPE con la
micomembrana, o la exposicién superficial huésped-patégeno (Sampson, 2001). Se
han encontrado mas de 35 proteinas PE/PPE en o sobre la membrana

micobacteriana y/o la pared celular. Aunque las funciones PE/PPE pueden haber
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variado por cambios en la secuencia de los genes que las codifican, su funcion
especifica depende con frecuencia de la localizacion en la pared celular o
extracelular (proteinas secretadas). Recientemente se report6é que el dominio PE N-
terminal de PE_PGRS33V es necesario para la localizacion de la proteina en la
pared celular en M. marinum y M. tuberculosis (Cascioferro et al., 2007, 2011;
Zumbo et al., 2013). Por otro lado, se encontré que la secuencia N-terminal de las
proteinas Lipyv (PE_PGRS63V) y PE_PGRS30V, permite la secrecion y que el C-
terminal tiene la actividad de lipasa (Daleke et al., 2011; lantomasi et al., 2012).
Trabajos recientes sobre PPE17iv sugieren que los dominios de PE y PPE pueden
cumplir funciones similares de orientacion en la pared celular (Dona et al., 2013).
Ademas, se ha observado una asociacion de varias proteinas PE/PPE con la pared
celular micobacteriana, lo que ha llevado a sugerir que algunas proteinas PE/PPE
estan implicadas en la integridad estructural y en la morfologia de colonias de M.
tuberculosis (Chatrath et al., 2011).

Por su exposicion en la superficie, como la micomembrana, o a la secrecion
en el medio extracelular, se implica a las proteinas PE/PPE en la interaccion directa
con el hospedero, y existe evidencia experimental en ese sentido (Sampson, 2001).
Se han encontrado mas de 35 proteinas PE/PPE en o sobre la membrana
micobacteriana y/o la pared celular. Aunque las funciones PE/PPE pueden haber
variado por cambios en la secuencia de los genes que las codifican, su funcion
especifica depende con frecuencia de la localizacidn en la pared celular o
extracelular (proteinas secretadas). Se ha propuesto que las proteinas PE/PPE
pueden contribuir en la patogénesis de M. tuberculosis influyendo en la interaccién
con el receptor Toll-like 2 (TLR2) de los macrofagos del hospedero. Estos
receptores TLR son proteinas transmembranales caracterizados por un dominio
extracelular rico en leucina y una cola citoplasmatica. Reconocen diversos patrones
moleculares asociados a patdgenos (PAMPSs); por ejemplo, los TLR2 reconocen
lipoglucanos bacterianos, mientras que los TLR4 son especificos frente a los
lipopolisacaridos (LPS) bacterianos (endotoxina) (Abbas, 2014).
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Se cuenta con evidencia de que miembros de la familia PE/PPE pueden
interactuar con las moléculas del hospedero, como el receptor TLR2 (Bansal et al.,
2010; Basu et al., 2007; Nair et al., 2009; Tiwari et al., 2012; Zumbo et al., 2013).
Ademas, se demostré que la maduracién y la activacién de las células dendriticas
por PE_PGRS11 y PE_PGRS17 dependen de la senalizacion de TLR2 (Bansal et
al., 2010). Sin embargo, aun no se ha establecido si la interaccion con TLR2 es una
propiedad exclusiva de las proteinas PE/PPE. Por el contrario, también se ha
demostrado un papel importante de TLR2 y TLR4 en la induccion de la apoptosis
de macréfagos sobre la infeccion por M. tuberculosis (Sanchez et al., 2010).
Adicionalmente, se demostro la interaccion del receptor TLR4 de los macréfagos
del hospedero con el dominio PGRS de la proteina PE_PGRS de M. tuberculosis
Rv0297, el cual esta implicado en la apoptosis mediada por el estrés del reticulo
endoplasmico (Grover et al., 2018).

Como se comentd anteriormente, antes de que se presente la respuesta
inmune adaptativa, la infeccion por M. tuberculosis se establece mediante la entrada
a los macréfagos del hospedero (Thi et al., 2012). Varias proteinas de PE/PPE se
han ligado a la inhibicion y/o activacién del macrofago. Se sugiere que el sistema
de secrecion ESX-5 y las proteinas PE/PPE son responsables de la virulencia de
M. tuberculosis y contribuyen a su capacidad para crecer en un macrofago (Bottai
et al., 2012). Por ejemplo, PE_PGRS30V se ha asociado con la virulencia
micobacteriana mediante la inhibicion de la fusion fagolisosomal (Lantomasi et al.,
2012). Ademas, PE_PGRS62, PE5, PPE15 y PPE2 inhiben la produccién de
especies reactivas de oxigeno; mientras que PE5, PE15 y PE4 ayudan a
incrementar la supervivencia de la micobacteria dentro del macrofago (Tiwari et al.,
2012). Otro estudio in vivo revelé la notable abundancia relativa de proteinas
PE/PPE detectadas durante la infeccion en cobayos, lo que subraya su posible
papel en la virulencia (Kruh et al.,, 2010); ademas, un 60% de las proteinas
PE_PGRS y PPE_MPTR se expresan cuando el patégeno se encuentra en

pulmones de cobayo a los 90 dias después de la infeccion.

Q.F.B Eva Nelida Jiménez Ruiz 14



Basu y colaboradores (2007) demostraron que PE_PGRS33 es capaz de
mejorar la expresion del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) de una manera
dependiente de TLR2 que conduce a la apoptosis del macrofago. Sin embargo, se
observd que las eliminaciones dentro del dominio PGRS (en aislados clinicos)
inhibieron esta capacidad. Existen estudios que sugieren que las proteinas
PE_PGRS pueden ser capaces de inhibir el procesamiento y/o presentacion de
antigenos, ademas se ha propuesto que las repeticiones Gly-Ala en los dominios
PGRS C-terminal son capaces de inhibir la degradacion proteosomal del dominio N-
terminal PE, lo que inhibe el procesamiento del antigeno por las células T CD8+
(McEvoy et al., 2012).

1.7.1. a Regiones estructurales y no estructurales de las proteinas PE/PPE

La estructura terciaria o tridimensional de las proteinas puede estar constituida por
regiones estructurales, es decir regiones con estructuras definidas o dominios (son
combinaciones concretas de hélices a y laminas B y giros B los cuales forman
estructuras compactas y estables con una funcion especifica) (Karp, 2014).
Ademas, dentro de las estructuras terciarias de las proteinas se pueden encontrar
regiones desordenadas, loops, bucles o coils. Anteriormente se les conocia como
conectores entre estructuras definidas o dominios funcionales (Cuevas-Velazquez
y Covarrubias-Robles, 2011).

Sin embargo, en los ultimos afios se ha descubierto y caracterizado a las proteinas
conocidas como proteinas no estructuradas o intrinsecamente desordenadas
(IDPs). Estas proteinas poseen una elevada flexibilidad estructural la cual les
permite adoptar estructuras diferentes y, por tanto, reconocer ligandos diversos
conservando la especificidad en el reconocimiento de los mismos (Cuevas-
Velazquez y Covarrubias-Robles, 2011).

El proteoma de M. tuberculosis tiene un alto contenido de IDPs (Malen et al., 2007,
Ahmad et al., 2019) principalmente debido a las proteinas de la familia PE/PPE/

PGRS, que a menudo contienen largas regiones de desorden estructural (Meszaron
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et al., 2011, Ahmad et al.,, 2019). En la figura 3 se observan las regiones

estructurales de la subfamilia PE_PGRS vy la region no estructural.

Regiones estructurales

Regidén no estructural

Figura 3. Regiones estructurales y no estructurales de la subfamilia PE_PGRS. Modificado de
Meena LS, 2014.

1.7.2 Polimorfismos en las familias de proteinas PE/PPE.
En los microorganismos patégenos en general se encontré que las proteinas que
se encuentran directamente expuestos a la vigilancia inmune muestran mayores
niveles de polimorfismos (McEvoy et al.,, 2012). Como se ha mencionado
anteriormente, muchas proteinas PE/PPE se encuentran situadas en la superficie
celular y otras son probablemente secretadas. Esto en conjunto con su
inmunogenicidad y la naturaleza polimérfica bien establecida de sus repeticiones C-
terminal, ha llevado a la sugerencia de que dichas proteinas pueden estar
implicadas en la variacion antigénica y la evasion inmune. Estudios posteriores han
reportado un gran numero de polimorfismos en los genes pe_pgrs33, pe_pgrsi16 y
pe_pgrs26 (McEvoy et al., 2012), ademas algunos genes PE/PPE han mostrado
reportes de niveles elevados de la integracion de IS6110 y recombinacion
homologa.

En un estudio epidemiolégico realizado en 19 cepas clinicas de M.
tuberculosis se detectaron hasta 25 regiones cromosdémicas eliminadas, y se
observo una correlacion inversa entre el porcentaje del genoma con eliminaciones

y el porcentaje de pacientes infectados que presentaban cavitacién pulmonar. Los
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autores de este estudio han interpretado estos datos considerando que la
acumulacion de eliminaciones en M. tuberculosis conduce a una disminucion de la
virulencia. Sin embargo, parece ser que estas eliminaciones ocurren como
consecuencia de la recombinacién homéloga entre copias de IS6110. En otro
trabajo se observé que las eliminaciones identificadas no eran esenciales para
causar la enfermedad, sin embargo su espectro de frecuencia sugiere que la
mayoria no tienen efectos deletéreos para el patdgeno (Tsolaki et al., 2004).

Otro estudio relacionado con la seguridad y la potencia vacunal de algunas
mutantes de M. tuberculosis para su evaluacién como candidatos vacunales contra
la tuberculosis demostré que la eliminacion de varios genes involucrados en la
patogenicidad y virulencia confirié a los mutantes la capacidad de generar
respuestas inmunes protectoras frente al reto con M. tuberculosis en modelos
animales (Borrero et al., 2011). Como se mencioné anteriormente, los genes
pe_pgrs se caracterizan por su alto contenido de GC y extensas secuencias
repetitivas, haciéndolos propensos a eventos de recombinacion y la variabilidad
genética. Se realizé un analisis comparativo de secuencias de los genes pe_pgrs17
(Rv0978c) y pe_pgrsl18 (Rv0980c) de M. tuberculosis el cual revel6 una variacién
genética sorprendente en comparacion con la cepa de referencia H37Rv. La
variacion, denominada polimorfismo 12/40, consiste en una insercion de 12 pb
acompafada por un conjunto de 40 polimorfismos de nucleétidos unicos (SNPs)
que se producen en uno o en ambos genes (Karboul et al., 2006). Estos estudios
proporcionaron evidencia directa y clara de la ocurrencia natural de la conversion
génica en micobacterias, que parece estar restringida a cepas modernas de M.
tuberculosis; ademas, proporciona una nueva perspectiva a explorar los eventos
moleculares que acompafaron la evolucion, expansion clonal y reciente
diversificacion del bacilo tuberculoso (Karboul et al., 2006).

La generacion de polimorfismos entre distintas cepas puede contribuir a la
variabilidad antigénica, pero la presencia de un gran numero de proteinas
PE_PGRS dentro de un solo genoma podria potencialmente conducir a una

variacion antigénica debido a su expresion durante procesos de infeccion o estrés.
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La expresion de muchos de los genes PE_PGRS esta alterada en M. tuberculosis,
portando mutaciones en los genes sigD, sigL, sigM, sigB, sigE y sigF, lo cual sugiere
un papel de estos factores en el control de la expresion de dichos genes durante la
patogénesis (Mukhopadhyay y Balaji, 2011).

En conclusion, la relacion entre polimorfismos de los genes pe/ppe y otras

familias de M. tuberculosis se encuentra poco explorada.

1.7.3 Regulacién de la transcripcion de genes pe/ppe.
La regulacion de la familia de genes pe/ppe esta controlada por un grupo
heterogéneo de reguladores de la transcripcidon (Voskuil, 2004), entre los que se
encuentran los factores sigma. Los factores sigma micobacterianos facilitan la
adaptacion fisiolégica a estimulos ambientales y virulencia en las micobacterias
patdgenas (Sachdeva et al., 2010). En particular, se ha documentado que el factor
SigF regula todos los sublinajes de la familia de genes pe (Fishbein et al., 2015).
SigF se presenta en micobacterias patdgenas y saprofitas, y se le ha relacionado
con la adaptacion bacteriana al estrés ambiental, incluyendo variaciones de pH,
estrés oxidativo y choque térmico (Williams et al., 2007). Ademas de ser un factor
relevante para la supervivencia de las micobacterias ambientales, la capacidad
adaptativa proporcionada por SigF también resulta importante para la supervivencia
de las micobacterias patégenas dentro del macrofago (Russell, 2011). Otro factor
sigma estudiado es SigB, un factor ubicuo que ademas de participar en el control
de la respuesta al estrés de la pared celular micobacteriana (Manganelli et al.,1999),
regula la expresion de diversos genes pe_pgrs y algunos genes ppe posiblemente
implicados en la interaccion huésped-bacteria mediada por la pared celular (Lee et
al., 2008; Fontan et al., 2009). SigD es otro factor sigma que también regula genes
pe_pgrs, aunque mayoritariamente ejerce su efecto regulatorio sobre genes pe, con
la excepcion de ppel9lV. Este regulador responde al medio ambiente pulmonar
humano, la modulacion de la expresion en respuesta a la inanicién y la hipoxia, y
suprime la expresion de multiples proteinas PE_PGRS (Raman et al.,, 2004;

Calamita et al,. 2005). Tanto SigB como SigD estan relacionados con el control de
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la expresidon del mas reciente y evolucionado sublinaje de genes pe/ppe,
encontrados solo en micobacterias patdgenas y asociados al control de la expresion
de genes esenciales para la respuesta a estrés y patogenicidad de la bacteria in
vivo (Calamita et al., 2005; Lee et al., 2008). Esto indica que las proteinas PE/PPE
bajo su control también pueden jugar un rol en la virulencia bacteriana (Fishbein et
al., 2015).

Otros reguladores identificados son los sistemas reguladores de dos
componentes (TCSs, por sus siglas en inglés), los cuales son sensores de células
bacterianas que en Mycobacterium tuberculosis contribuyen a la adaptacion de la
bacteria a su estilo de vida intracelular (Bretl et al.,2011). Varios TCSs afectan la
expresion de los genes pe/ppe. EI TCS mas influyente en la expresion génica pe/
ppe es phoPR, controlando la expresion de por lo menos 13 genes pe/ppe diferentes
(Walters et al., 2006).

1.7.4 Antigeno Leucocitario Humano (HLA)
Los alelos del MHC son proteinas de membrana situadas en las células
presentadoras de antigeno, las cuales tienen la funcion de mostrar los antigenos
peptidicos para el reconocimiento por las células T. Las células que capturan
antigenos microbianos y los muestran para que los reconozcan los linfocitos T se
llaman células presentadoras de antigenos (CPA) como las células dendriticas,
macrofagos y linfocitos B (Abbas, 2014). Las células dendriticas son las CPAs mas
potentes para activar los linfocitos T virgenes. El macréfago, que abunda en todos
los tejidos y en las reacciones inmunitarias celulares, fagocita microrganismos vy
muestra los antigenos de estos patdgenos a los linfocitos T efectores (CD4+), que
activan a los macréfagos para que maten a los microorganismos. Los linfocitos B
ingieren antigenos proteicos y los muestran a los linfocitos T efectores (CD4+)
dentro de los tejidos linfaticos (Abbas, 2014).

Los genes del MHC se ubican en el brazo corto del cromosoma 6 y ocupan
un segmento de 3.5 millones de pares de bases (Vielma, 2010). El grupo de genes

que componen este locus del MHC se encuentran en todos los mamiferos. A las
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proteinas del MHC humano se les denomina “antigenos leucocitarios humanos”
(HLA, por sus siglas en inglés), porque se descubrieron como antigenos de los
leucocitos que podrian ser identificados con anticuerpos especificos (Abbas, 2014).
El sistema HLA se divide en regiones de clase |, Il y lll. La region de genes de clase
| se ubica en el locus 11 (Vielma, 2010), que es la region mas telomérica, y los genes
de esta clase se ubican en el locus A, B y C que codifican para los alelos clasicos
HLA A, B y C, asi como los genes que codifican para los alelos no clasicos HLA E,
F, G, H, Y y J. La region de genes de clase Il se ubica en el locus 5 (Vielma, 2010),
estos genes se localizan mas cerca del centromero y se ubican en tres principales
loci (DP, DQ Y DR), que codifican para los alelos HLA DP, DR y DQ. En esta regién
se encuentran también los genes que codifican para los alelos no clasicos (TAP,
LMP y DM). La region de genes de la clase Il se ubica entre las regiones genéticas
de clase | y clase I, donde se encuentra un grupo heterogéneo de genes que
codifica para varias proteinas secretadas con funciones inmunes o inflamatorias,
como aquellas que son componentes del complemento (C2, C4 y el factor B), las
proteinas relacionadas con la inflamacion (citocinas como TNF-a, LTA, LTB) o las
de choque térmico (Trujillo et al., 2017).

Cada una de los alelos de la clase | y Il del HLA presenta una hendidura de
union al péptido en el extremo amino terminal. Los alelos de clase | constan de una
cadena a asociada de forma no covalente a una proteina llamada 32-microglobulina,
que es codificada por un gen situado fuera del HLA. En los dominios
aminoterminales a1 y a2 se encuentra el surco o hendidura de union al péptido, la
cual posee aminoacidos altamente polimorficos, y es lo suficientemente grande para
acomodar péptidos entre 8 y 11 aminoacidos. El dominio a3 es invariable y contiene
la zona de unién para el correceptor CD8 del linfocito T (Abbas, 2014).

Los alelos de clase Il del HLA consta de dos cadenas a y 3. Las regiones
aminoterminales de ambas, llamadas dominios a1 y B1, contienen aminoacidos
polimérficos y forman una hendidura que es lo suficientemente grande para
acomodar péptidos de entre 10 y 30 aminoacidos. ElI dominio 2 no polimoérfico

contiene la zona de union para el correceptor CD4 del linfocito T (Abbas, 2014).
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Las proteinas extracelulares que son interiorizadas por las CPAs
especializadas, como células dendriticas, macrofagos y linfocitos B, son procesadas
en vesiculas endociticas, mostradas a las moléculas de la clase Il del HLA y
reconocidas por los linfocitos T CD4+ cooperadores. Por su parte, las proteinas del
citosol de cualquier célula nucleada son procesadas en organulos citoplasmicos,
mostradas en moléculas de la clase | del HLA y reconocidas por los linfocitos T
CD8+ citotoxicos (Abbas, 2014).

Las regiones de las proteinas del patdgeno que interactuan directamente con
el HLA son secuencias cortas denominadas epitopes, siendo definidos como
péptidos de las proteinas bacterianas que interactian de manera especifica con las
células hospederas, generando la respuesta celular o humoral. Los epitopes T, que
tienen una longitud generalmente ente 9 a 15 aminoacidos, generan una respuesta
celular al activar los linfocitos T. Esta respuesta es generada por el complejo
formado entre el epitope, el HLA y el receptor de linfocitos T (TCR) (Janeway y
Golstein, 2001). Los epitopes B, que generalmente tiene una longitud de 20
aminoacidos, son los encargados de generar la respuesta humoral inmune, es decir
la produccion de anticuerpos. La identificacion de estos epitopes es importante en
el desarrollo de vacunas y pruebas inmunodiagndsticas (Manzalawy y Hinavar,
2010).

1.7.5 Unién de las proteinas PE/PPE con el Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC).

Algunas proteinas PE y PPE de M. tuberculosis han demostrado ser potentes
antigenos que son reconocidos por células By T. Las proteinas RRv1759c y Rv3367
de la subfamilia PE_PGRS son expresadas durante la infeccion por M. tuberculosis
y muestran respuesta a anticuerpos en humanos y conejos (Abou-Zeid et al., 1991;
Singh et al., 2001; Chaitra et al., 2005). Otro estudio ha demostrado que el dominio
PE de la proteina PE_PGRS Rv1818c, tras la inmunizacién en ratones, induce una
buena respuesta inmune celular, mientras que el dominio PGRS es responsable de

inducir una buena respuesta inmune humoral (Delogu y Brennan, 2001). Hay
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suficiente evidencia experimental que apoya la importancia de los linfocitos T CD4+
en el control de la infeccidon por M. tuberculosis. Ademas, hay evidencia que sugiere
un rol importante de los linfocitos T CD8+ en el control de la infeccion por M.
tuberculosis en el hospedero. Sin embargo, pocos son los epitopes de antigenos
micobacterianos que han sido identificados por células T CD8+ de humanos
(Chaitra et al., 2005).

Ya que la infeccidn por M. tuberculosis puede inducir respuesta de células T
CD4+ y CD8+ a diversas proteinas PE/PPE, algunas de estas proteinas han sido
evaluadas como posibles antigenos para formar parte de una nueva vacuna contra
la TB (Sampson, 2011; Sayes, 2012; Mortier et al., 2015).

1.8 Herramientas bioinformaticas en el analisis de la interaccién patégeno
hospedero

La Bioinformatica es el uso de herramientas computacionales que permite analizar,
depurar y agilizar el manejo de grandes cantidades de datos de la biologia
principalmente en términos fisicoquimicos-matematicos y permite comprender y
organizar la informacién asociada. Parte, de datos encontrados experimentalmente,
los cuales son almacenados y sobre estos se aplican técnicas de consulta y de
analisis (Bustos et al., 2011).

Se han realizados un gran numero de experimentos, en el que principalmente
parten de un analisis in silico el cual es rapido, de bajo costo y brinda las bases,
para enseguida realizar el experimento in vitro y/o in vivo.

Uno de los primeros ejemplos fue la identificacion de potenciales candidatos
vacunales del patdégeno de humanos Neissia meningitis serogrupo B (MenB). Esta
bacteria es una de las principales causas, en todo el mundo, de meningitis
bacteriana. A pesar de los esfuerzos realizados, no se habia podido desarrollar una
vacuna efectiva contra MenB debido a la variacidon de la secuencia de las proteinas
de superficie y la reactividad cruzada del polisacarido capsular de este serogrupo

con los tejidos humanos (Ferreira et al., 2008).
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Pizza y colaboradores (2000) analizaron la secuencia del genoma de la cepa
virulenta MCS58. Utilizaron los servidores BLAST, FASTA, MOTIFS,
FINDPATTERNS y PSORT, ademas de ProDom, Pfam y Blocks; identificaron 570
marcos de lectura abiertos que codificaban para antigenos expuestos en la
superficie o secretados, de los cuales 350 fueron expresados exitosamente en E.
coli (Pizza et al., 2000). Las proteinas recombinantes fueron purificadas y utilizadas
para inmunizar ratones y el antisuero obtenido para cada una fue entonces
analizado por ELISA y FACS para evaluar la localizacién celular de los antigenos.

Fueron seleccionadas siete proteinas representativas para estudios
posteriores, las cuales se denominaron antigenos de Neisseria derivados del
genoma (GNA por sus siglas en inglés genome Neisseria antigen). Cada una de
estas proteinas presentd una respuesta inmune que inducia la actividad bactericida
mediada por el complemento (Pizza et al., 2000). Por tanto se demostré que los
antigenos identificados por analisis in silico son buenos candidatos para el
desarrollo clinico de una vacuna contra MenB (Ferreira et al., 2008).

Otro ejemplo, es el estudio realizado por Grover y colaboradores (2018) en
el cual descubren la importancia del dominio PGRS de la cepa Rv0297 de
Mycobacterium tuberculosis partiendo de un analisis in silico. En la ultima década,
ha habido un creciente interés en determinar el papel de las proteinas PE_PGRS
en la fisiopatologia de la TB debido a su presencia limitada en micobacterias no
patdgenas. Es por ello que fue de interés para los investigadores analizar si el
dominio PGRS de la Rv0297 es capaz de interaccionar con el TLR 2y TLR 4 de los
macrofagos del hospedero, ya que se sabe que pocas de las proteinas PE_PGRS
de M. tuberculosis interactian con los TLR, principalmente el tipo TLR2. Por lo
tanto, llevaron a caboin silico simulaciones para predecir la identidad del TLR
involucrado en la interaccion (Grover et al., 2018).

Para ello, la secuencia de la proteina Rv0297 se obtuvo de la base de datos
UniProtKB (identificador [ID] Q6MX50) y la estructura 3D se model6é usando I-
TASSER. La estructura de la proteina TLR4 humana (27 a 627 aminoacidos) se
obtuvo del banco de datos de proteinas RCSB (PDB ID 3FXIl). Las interacciones

Q.F.B Eva Nelida Jiménez Ruiz 23



Rv0297 con TLR4 y TLR2 se compararon a través del servidor web HADDOCK 2.2.
La validacion de la estructura se realizé a través de PSVS y las simulaciones de
dinamica molecular (MD) se realizaron con GROMACS v5.0.7. Este analisis revel6
que el TLR4 tiene una mejor interaccion con el PGRS Rv0297 que el TLR2 (Grover
et al., 2018).

Habiendo predicho la interacciéon del TLR4 con el PGRS de la Rv0297,
realizaron un ensayo de interaccion in vitro. Para este analisis utilizaron células de
macrofagos murinos RAW 264.7 y RAW- ATLR4, estas células se incubaron con el
PGRS de la proteina Rv0297 y se tifieron con sueros anti- PGRSRv0297 para
evaluar la interaccion del TLR4 localizado en la superficie de los macréfagos con la
proteina PGRS-Rv097. Las imagenes confocales revelaron la presencia del
complejo que interactua en la superficie de las células RAW 264.7 incubadas con la
proteina PGRS-Rv097. A diferencia de las células RAW 264.7, las células RAW-
ATLR4 no mostraban tales complejos en su superficie, incluso en presencia de la
proteina PGR-Rv097. La presencia de esta interacciéon en la superficie de las
células RAW 264.7 solamente, y no en las células deficientes en TLR4, indica que
PGRS-Rv029 realmente interactua con TLR4 de los macréfagos (Grover et al.,
2018).
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2. ANTECEDENTES

En el laboratorio de Genética Molecular Microbiana se tiene una coleccién de 120
cepas de micobacterias, recolectadas a partir del afio 2009. Se cuenta con los datos
epidemioldgicos de los pacientes incluyendo: la ubicacion de la enfermedad, edad,
geénero Y jurisdiccion de procedencia. De estos aislados, 19 pertenecen al estado
de Querétaro. Ademas, se ha determinado la familia, linaje y genotipo por medio de
las técnicas MIRU-VNTR (Mycobacterial Interspersed Repetitive Units — Variable
Number of Tandem Repeats) y espoligotipificacion (Guillén-Nepita, 2014; Vazquez-
Heredia. 2017). Adicionalmente, se determind la resistencia de estas cepas a uno
0 mas de los antibidticos de primera linea usados en el tratamiento de TB:
(Isoniacida (INH), Rifampicina (RIF), Etambutol (EMB), Estreptomicina (SM) y
Pirazinamida (PZA)) (Tabla 1). Asi como a la presencia de mutaciones en genes
asociados a dichas resistencias (Pérez -Reyes, 2014).

En un estudio previo realizado por Frutos-Hernandez (2015) se encontraron
polimorfismos en genes pe y ppe en cepas de Mycobacterium tuberculosis, aisladas
de pacientes del estado de Michoacan, que se relacionan con caracteristicas
genotipicas y clinicas especificas. El gen pe_pgrs18 resulté ser el mas polimorfico
ya que el 71.1% de las cepas analizadas presentaron algun polimorfismo en su
secuencia. Ademas, se observo un patron de asociacion con base en las posiciones
de los cambios de la secuencia del gen pe pgrsl8 y las familias en las que se
presentaban. Adicionalmente en un trabajo posterior se detectaron los
polimorfismos en el gen pe_pgrs18 de 59 cepas de M. tuberculosis, 40 del estado
de Michoacan y 19 de Querétaro. De todas las cepas, 26 presentaron variaciones
en las regiones conservadas del gen, de las cuales 16 son de Michoacan, con 77
SNPs, 1 insercidon y 11 eliminaciones, y 10 son de Querétaro, con 224 SNPs, 2
inserciones y 14 eliminaciones. Las cepas mas polimorficas fueron MYC 106 y MYC
107 de Querétaro y la cepa MYC 066 de Michoacan. El programa PROVEAN predijo
que seis de las cepas poseen polimorfismos perjudiciales para la proteina, de las
cuales 4 son de Michoacan y 2 de Querétaro. Se observé el polimorfismo 12/40 en

27 de las cepas de estudio, consistente en una insercion de 12 nucleétidos en la
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posicion 354 a 365 y 40 SNPs entre la posicion 352 y 579. Cuatro de las cepas de
Michoacan de las familias X, LAM y EAI presentaron asociacion con un grupo de
SNPs en las posiciones 83 y 300. No se encontrdé asociacidon entre la localizacidon
clinica de la enfermedad y el sexo de los pacientes con los polimorfismos en las

cepas de Michoacan (Jiménez- Ruiz, 2017).
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3. JUSTIFICACION

El genoma de Mycobacterium tuberculosis, el organismo causal de la tuberculosis
(TB), codifica para una familia de proteinas unica conocida como la familia
PE/PPE/PGRS, presente exclusivamente en el género Mycobacterium y en ningun
otro género de organismos procariotas o eucariotas. Se ha reportado que la
subfamilia PE_PGRS constituye aproximadamente el 10% del genoma de M.
tuberculosis. Los polimorfismos en esta subfamilia de genes son una de las mayores
fuentes de variacion en el complejo Mycobacterium tuberculosis. Aunque la
localizacion subcelular de estas proteinas sigue siendo desconocida, algunas de las
proteinas PE_PGRS han sido consideradas como posibles factores de virulencia, y
algunas son constituyentes de la superficie celular, por lo que estan involucradas en
la interaccion de micobacterias y macroéfagos.

Sin embargo, no existe suficiente evidencia epidemiologica y experimental
que demuestre que la subfamilia del gen pe_pgrs18 juega un papel importante en
la virulencia e interaccion de M. tuberculosis en los tejidos del hospedero, y su
presencia limitada en micobacterias no patégenas genera un gran interés en
determinar el papel de las proteinas PE_PGRS en la fisiopatologia de la TB, es
decir, es importante conocer el papel de las proteinas PE_PGRS presentes en el
complejo M. tuberculosis para el desarrollo de la TB. Ademas, se ha demostrado
que varios miembros de la familia PE_PGRS estimulan fuertes respuestas de
células T.

Es por ello que resulta interesante buscar epitopes (péptidos) codificados por
el gen pe_pgrsl18, para seleccionar aquellos que se unan a moléculas del HLA de
clase | y Il con el objetivo de analizar si este gen, que ha mostrado ser muy
polimorfico, es capaz de inducir una respuesta inmune celular que le brinde
proteccion al hospedero generando linfocitos T de memoria, eliminando al
microorganismo y por tanto eliminando la infeccidn. Los epitopes predichos podrian
entonces probarse experimentalmente para su inclusidon en una vacuna potencial

contra la tuberculosis y la identificacion temprana de la enfermedad.
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4. HIPOTESIS

La proteina PE_PGRS18 de Mycobacterium tuberculosis posee epitopes que son
reconocidos por proteinas del HLA y presenta polimorfismos que incrementan
significativamente la probabilidad de interaccion con el sistema inmune del

hospedero.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Analizar a dem la relevancia inmunogénica de la proteina PE_PGRS18 de cepas de

Mycobacterium tuberculosis.

5.2 Objetivos especificos

1) Determinar in silico la localizacion celular y posible funcién de la proteina
PE_PGRS18 de M. tuberculosis.

2) ldentificar epitopes de la proteina PE_PGRS18 de alta probabilidad de
interaccion con moléculas de HLA clase | y II.

3) Definir posibles polimorfismos de la proteina PE_PGRS18 que estimulen y/o
permitan la evasion de la respuesta inmune del hospedero.

4) Determinar las secuencias conservadas de la proteina PE_PGRS18 que
permiten la interaccion con los receptores tipo TLR2 y TLR4 de los macréfagos

del hospedero.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Secuencias del gen pe_pgrs18 de cepas locales de M.
tuberculosis
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Material biolégico

Para este estudio se utilizaron las secuencias del gen pe_pgrs18 de 46 cepas de M.
tuberculosis, de las cuales 29 fueron aisladas en el estado de Michoacan durante el
periodo 2009-2014 de pacientes con tuberculosis pulmonar, meningea, ganglionar
y mixta (Tabla 1), donadas por el “Hospital General Dr. Miguel Silva” (HGMS), la
clinica no. 75 del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) de Morelia Michoacan
y el Laboratorio de Micobacterias del Laboratorio Estatal de Salud Publica de
Michoacan (LESP). Las otras 17 cepas fueron aisladas en el estado de Querétaro
durante un periodo 2015, de estas cepas no se cuenta con informacion clinica y
epidemioldgica. Como cepa de referencia se utilizara la cepa M. tuberculosis H37Rv
donada por el Dr. Antonio Enciso Moreno, de la Unidad de Investigaciéon del IMSS-

Zacatecas.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas, genotipicas y resistencia a antibiéticos de las

cepas de estudio

Estado Localizacion Linaje Familia Genotipo AF Resistencia
(MYC) P/EP/M S/R
047 Mich. NR Euro-americano = New-1 NR S
048 Mich. NR Euro-americano = New-1 NR S
051 Mich. Pulmonar Euro-americano = Haarlem NR S
052 Mich. Pulmonar Euro-americano Haarlem NR S
053 Mich. NR Euro-americano = X NR S
055 Mich. Meningea Euro-americano  Lam NR R (SM)
058 Mich. Pulmonar Oeste de Africa  Ghana NR S
061 Mich. Pulmonar Euro-americano La NR S
062 Mich. Pulmonar Indo-oceanico EAI NR R (SM,EMB,
PZA)
064 Mich. Pulmonar Euro-americano X NR S
065 Mich. Pulmonar Euro-americano LAM NR R (MDR-TB)
066 Mich. Pulmonar NR NR Haarlem NR
068 Mich. Pulmonar Euro-americano = Haarlem NR NR
069 Mich. NR Indo-oceanico EAI Haarlem R (RIF)
070 Mich. Pulmonar NR NR EAI NR
071 Mich. Pulmonar NR NR EAI NR
076 Mich. NR NR NR Haarlem NR
078 Mich. Meningea NR NR NR NR
079 Mich. Pulmonar NR NR Haarlem NR
080 Mich. Pulmonar NR NR LAM NR
086 Mich. NR NR NR LAM NR
087 Mich. Renal NR NR Haarlem NR
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089 Mich. NR NR NR Haarlem NR

090 Mich. NR NR NR Haarlem NR
091 Mich. NR NR NR Haarlem NR
093 Mich. Pulmonar NR NR X NR
096 Mich. Pulmonar NR NR Haarlem NR
097 Mich. Pulmonar NR NR NR NR
098 Mich. Pulmonar NR NR X NR
100 Qro. NR NR NR LAM NR
101 Qro. NR NR NR LAM NR
102 Qro. NR NR NR Haarlem NR
103 Qro. NR NR NR Haarlem NR
104 Qro. NR NR NR Bovis NR
106 Qro. NR NR NR Haarlem NR
107 Qro. NR NR NR S NR
108 Qro. NR NR NR Haarlem NR
109 Qro. NR NR NR Haarlem NR
110 Qro. NR NR NR Bovis NR
112 Qro. NR NR NR Haarlem NR
113 Qro. NR NR NR EAI NR
114 Qro. NR NR NR Bovis NR
115 Qro. NR NR NR LAM NR
116 Qro. NR NR NR Haarlem NR
117 Qro. NR NR NR S NR
120 Qro. NR NR NR S NR

LAM: Latino-América-Mediterraneo; EAI: Este Africo-Indio; NR: No registrado; S: sensible; R:
resistente; MDR-TB: Multidrogorresistente; XDR-TB: Extremadamente drogorresistente.

7.2 Caracterizacion in silico de la proteina PE_PGRS18

La secuencia FASTA de la proteina PE_PGRS18 de la cepa H37Rv, se descargd
de la base de datos del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/29244317?report=fasta), con el fin de realizar
todos los procedimientos bioinformaticos de analisis (Sherry et al., 2001). Se realizé
la traduccion in silico de las 49 secuencias del gen pe_pgrs18 de las cepas de M.

tuberculosis, con la ayuda del programa Mega version 6.06.

7.2.1 Propiedades
Se utilizaron tres servidores para el analisis de las secuencias de aminoacidos de
las proteinas PE_PGR18. PredictProtein, disponible en

https://www.predictprotein.org/home, permite predecir la estructura secundaria de

la proteina PE_PGRS18, su localizacion, los sitios desordenados, puentes de
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disulfuro y la interaccion proteina-proteina, lo cual es importante para conocer la
organizacion estructural y funcional en la célula hospedero. SIGNAL-IP LOCTRES3

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) permite predecir la presencia y ubicacién

de los sitios de escision (primer aminoacido en la proteina madura) del péptido sefial
en las secuencias de aminoacidos de la proteina PE_PGRS18. Compute pl/Mw
permite calcular el punto isoeléctrico de la proteina, asi como su peso molecular,

este servidor se encuentra disponible en https://web.expasy.org/compute pi/.

7.2.2 Modelado in silico de la proteina PE_PGRS18
Para el modelado de la proteina PE_PGRS18 por homologia se utilizé el servidor

Phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cqgi?id=index), el cual

construye la estructura 3D pronosticada para dicha proteina mediante plantillas
obtenidas de distintas bases de datos y realiza modelado de novo de aquellas
regiones que no tienen similitud con las plantillas. Este mismo servidor permite
predecir la funcién de la proteina a partir de sus secuencias de aminoacidos. Los
servidores RAMPAGE y ProSA se utilizaron para evaluar la calidad de las proteinas
predichas y el reconocimiento de errores de los modelos. Dichos servidores se

encuentran disponibles en http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php y

https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php, respectivamente.

a) Comparaciones globales de la estructura tridimensional de la proteina
PE_PGRS18 H37Rv y de las cepas de estudio
Una vez obtenido el modelado de la proteina de referencia se realizé el modelado
3D de las cepas de estudio mediante el servidor Robetta

(http://robetta.bakerlab.org/). Este servidor permite agregar una plantilla de tu

eleccion para realizar el modelado. Posteriormente se verificd la calidad de los
modelos mediante los servidores Rampage y Prosa-web.

Enseguida, se realizé la superposicion de los modelos obtenidos de las cepas
de estudio con respecto el modelo de la cepa de referencia. Este analisis se realizé

mediante el programa Chimera en la opcién Structure Comparison > MatchMarker,
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el cual indica el valor de RMSD (raiz de la desviacion cuadratica media de las
posiciones de pares de atomos de dos estructuras que queremos comparar) la cual
mide la similitud entre diferentes estructuras, o entre las coordenadas de un
modelado, y las estructuras obtenidas experimentalmente. Cuando el valor del
RMSD es mas cercano a 0 indica que hay una mayor similitud entre las estructuras

de estudio y el molde (Meng et al., 2006).

b) Docking molecular entre la proteina PE_PGRS18 y los receptores tipo Toll
Se realiz6 la busqueda de estructuras cristalizables de los receptores Toll-like 2
(TLR2) y Toll-like 4 (TLR4) de los macréfagos mediante la base de datos Protein
Data Bank (PDB). Ademas, se realiz6 el acoplamiento de la proteinas PE_PGRS18
con los receptores TLR2 y TLR4 obtenidos del servidor PDB mediante el programa

Prism (http://cosbi.ku.edu.tr/prism/) con el objetivo de corroborar la interaccion

descrita por la literatura y observar si los polimorfismos encontrados en las
secuencias de las proteinas PE_PGRS18 provocan algun cambio en la interaccion

de la proteina con su receptor especifico.

c¢) Prediccion de la Interaccion de la proteina PE_PGRS18H37Rv
Para la prediccion de la interaccion de la proteina PE_PGRS18 se utilizé el servidor

String (http://string-db.org). String es una base de datos de prediccion y

conocimiento de las interacciones proteina-proteina. La interaccion incluye una
asociacion directa (fisica) e indirecta (funcional) (Szklarczyk et al., 2019). Valores

cercanos a 1 indican una mayor interaccion.

7.2.3 Inmunoinformatica
a) Prediccion de epitopes
Para este analisis se eligieron los alelos del Antigeno Leucocitario Humano (HLA

por sus siglas en ingles) mas frecuentes de distintas partes del mundo (Tabla 2).
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Tabla 2. Alelos de clase | y Il del HLA mas frecuentes de
distintas regiones del mundo

HLA-A HLA-B HLA-DRB1
Australia A*34:01 B*13:01
Oceania A*24:02 B*40:01 DRB1*15:02
Europa B*07:02
América del Norte A*24:02 B*40:02 DRB1*14:02
DRB1*08:02
A*02:01 DRB1*04:07
A*24:02 B*39:05 DRB1*14:06
México
A*02:06 B*39:06 DRB1*07:01
A*68:01 B*35:01 DRB1*04:04
A*11:01 B*40:02 DRB1*16:02
Ameérica del Sur A*3101 B*15:04 DRB1*16:02
Noreste de Asia A*11:01 B*51:01
Sureste de Asia A*24:02 B*40:01 DRB1*12:02
Suroeste de Asia A*11:01 B*51:01 DRB1*03:01
Africa del Norte A*02:01 B*44:03 DRB1*03:01
Africa subsahariana B*53:01 DRB1*15:03

Para la prediccion de péptidos de la proteina PE_PGRS18 de M. tuberculosis que
pueden ser reconocidos por moléculas de clase | y Il del HLA, se utilizaron los
siguientes servidores:

e HLAClasel
En este caso se utilizoé el servidor NetMHCpan
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCpan/), el cual predice la unién de péptidos

(epitopes) a moléculas de clase | del HLA utilizando redes neuronales artificiales

(Jurtzetal., 2017). Los péptidos predichos tienen un tamafio de nueve aminoacidos.
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Para ello, al igual que en el caso anterior, se utilizaron las 46 secuencias de
aminoacidos del gen pe_pgrs18 de M. tuberculosis.

Se utilizé ademas la herramienta Blastn (busqueda de alineacién local
basica) que permite encontrar regiones de similitud entre secuencias homaélogas
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Este servidor nos permite saber si los
epitopes predichos presentan alguna homologia con secuencias de proteinas
humanas. Esto es importante ya que si los epitopes presentan homologia con
secuencias de proteinas humanas entonces no se activaria la respuesta inmune del
hospedero.

e HLAClaselll
Se utilizé el servidor NetMHCllIpan (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHClIpan/)

para predecir las regiones de unién (epitopes) a los alelos HLA de clase Il. Este

servidor utiliza redes neuronales artificiales (Karosiene et al., 2013) para realizar las
predicciones. Para ello se utilizaron las 46 secuencias de aminoacidos traducidas
del gen pe_pgrs18 de M. tuberculosis, con la finalidad de obtener sélo los péptidos
codificados por este gen que pueden interaccionar con moléculas de clase Il del

HLA. Los péptidos (epitopes) predichos tienes un tamafo de nueve aminoacidos.

a) Docking molecular entre los epitopes y alelos del HLA
El servidor PEP-FOLD (http://mobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-
bin/portal.py#forms::PEP-FOLD) permite predecir el modelado 3D de novo a partir
de la secuencia aminoacidos, de péptidos de 5 a 50 aminoacidos. Este método se
basa en las letras del alfabeto estructuras (SA), derivado de los modelos ocultos de
Markov o HMM (por sus siglas en ingles por, Hidden Markov Mode). Los mejores
modelos se eligieron de acuerdo a dos parametros principalmente:
1) sOPED. Indica el valor de la energia, donde una menor energia representa
una mayor estabilidad del modelo.
2) Tm (modelado de plantilla). Permite la evaluacion totalmente automatizada
de las predicciones de la estructura de la proteina. Tiene el valor entre 0-1,

donde 1 indica una buena predicciéon del modelo.
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Por lo tanto, los mejores modelos tienes la energia sOPEP mas baja y el valor mas
alto de Tm. En seguida se realizé el modelado 3D por homologia de los alelos de
clase I y Il del MHC mediante el servidor Phyre2

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index) en modo intensivo.

Este servidor utiliza métodos avanzados de deteccion remota de homologia para
construir modelos 3D mediante el algoritmo de Poing.

Enseguida se verifico la calidad de dichos modelos mediante los servidores
Rampage (http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php) y Prosaweb
(https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php).

1) Rampage. - Se basa en los criterios de Ramachandra, que permite
distinguir conformaciones raras o erroneas de la estructura central (columna
vertebral) de la estructura secundaria de una proteina, mediante los valores de los
angulos phi (®) y psi (W) de cada aa (Lovell et al., 2003). El servidor nos indica el
namero y porcentaje de residuos que se encuentran en regiones favorables,
regiones permitidas y en regiones atipicas. Cuando el porcentaje de residuo en
regiones favorables es >90 el servidor indica que el modelo 3D de la proteina es de
buena calidad (Lovell et al., 2003).

2) Prosa web. - Realiza la validacion de la estructura de la proteina, mediante
las coordenadas atomicas utilizando solo los Ca de la estructura de entrada.
Calcula el z-score el cual indica la calidad general del modelo y mide la desviacion
de la energia total de la estructura con respecto a una distribucién de energia
derivada de conformaciones aleatorias. El servidor hace una comparacion con los
z-score de todas las cadenas de proteinas determinadas experimentalmente por
rayos X y RMN (resonancia magnética nuclear). Valores positivos del z-score indica
partes problematicas o erréneas de un modelo (Wiederstein end Sippl, 2007).

En seguida se realiza el refinamiento de cada uno de los modelos mediante
el servidor Galaxirefine para mejorar la calidad de cada modelo. Este servidor
realiza un reordenamiento de la cadena lateral de la proteina (las cadenas R de los
aa que constituyen a la proteina), el ordenamiento de la cadena lateral y

posteriormente la relajacién general de la estructura (estructura con mayor afinidad
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al oxigeno) mediante simulacion de dinamica molecular (Heo et al., 2013). El
servidor muestra 5 modelos que genera a partir del modelo inicial por lo que nos
permite elegir el modelado que mejor nos convenga de acuerdo al puntaje de GDT-
HA. EI GDT-HA indica la distancia global de modelos basados en templados de alta
precision. Esta prueba identifica un grupo de residuos en la prediccion que se
desvian del objetivo, pero no mas que la distancia de corte (Kopp et al., 2007).

A continuacién, se realiza el docking molecular entre los modelados 3D
obtenidos de los epitopes y los alelos de clase | y Il del HLA mediante el servidor
Galaxypepdock con el objetivo de corroborar si los epitopes predichos coinciden
con los alelos indicados por los servidores mencionados anteriormente. Este
servidor arroja el puntaje de “precision estimada” que se refiere a la fraccion de aa
pronosticados del sitio de union y la similitud con el molde obtenido de distintas
bases de datos. Dicho puntaje va de 1 a 0 donde los valores mas cercanos a 1

indican una mayor precision en la interaccion péptido- alelo (Lee et al., 2015).
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8. RESULTADOS

8.1 Caracterizacion de la proteina PE_PGRS18

Debido a que la estructura tridimensional de las proteinas y su actividad bioldgica
dependen de las propiedades fisicoquimicas de sus aminoacidos constituyentes,
este analisis basico es esencial. Los resultados mostraron que la proteina
PE_PGRS18 tiene una longitud de 457 aminodacidos (aa) y que dicha proteina esta
constituida por hélices (hélice a, pi- y 310) en un 16.85%, laminas 3 en un 40.04 %
y bucles (loops) en un 43.5%. Estos resultados indican que la mayor parte de la
estructura de la proteina PE_PGRS18 esta constituida de loops y laminas (3.

La accesibilidad del solvente por parte de la proteina PE_PGRS18 mostro
que el 78.56 % de su estructura es hidrofébica, por lo que esta parte de la proteina
se encuentra oculta, mientras que un 14.88% permanece expuesta (hidrofilica) y un
6.56% es intermedia. En la prediccion de hélices transmembrana de la estructura
de la proteina PE_PGR18 se observé una porcion de 19 aa localizada en la posicion
38-56. Sin embargo, el servidor no asegura que se trate de una hélice
transmembrana o del sitio de escisidon de un péptido sefial (Fig. 4). Para corroborar
este resultado se utilizé el servidor SignalP, estos resultados son mostrados mas
adelante. También se predijeron las regiones flexibles y desordenadas de la
estructura secundaria de la proteina PE_PGRS18 (Fig. 4). En relacién a la

prediccion de enlaces disulfuro en la proteina PE_PGRS18 no se encontraron.
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Figura 4. Hélice transmembrana en la proteina PE_PGRS18 y regiones desordenadas y
flexibles. Banda morada= posible hélice transmembrana de 19 a.a de longitud en posicion 38-
56.Bandas amarillas= regiones desordenadas y flexibles.
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Con respecto a la localizacion subcelular de la proteina PE_PGRS18, el servidor
TBpred indic6 con un puntaje 0.48979843 (es el mas alto con respecto a las
localizaciones restantes) sugiriendo que dicha proteina es transmembral. Este
servidor indica la localizacion de proteinas especificamente pertenecientes a M.
tuberculosis. De acuerdo a la composicion de aminoacidos de la proteina, genera
un puntaje para cada una de las 4 localizaciones. El puntaje mayor indica la

localizacion de la proteina.

SignalP-4 .0 prediction (gram+ networks): MTE_pe-pgrs18_H3TRv_1
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Figura 5. Presencia, localizacion y péptido seial de la proteina PE_PGRS18. C-score= puntaje
de escision del péptido sefial en bruto, S-score= posicidn del péptido sefial en la parte madura de la
proteina, Y-score= puntuacion del sitio de escision combinada de C-score y S-score.

Se identifico el sitio de escision de un péptido senal entre la posicion 38-56
aa (Fig. 5), asi como 17 regiones de union a proteina en las posiciones 127, 129,
133-136, 180, 217, 220, 223, 225, 235, 238, 241-244, 246-247, 249, 251-252, 255-
256, 266, 268 (Fig. 6).
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Figura 6. Regiones de unién proteina-proteina. Los rombos rojos indican las regiones de union
proteina-proteina.

El punto isoeléctrico de la proteina PE_PGRS18 es 4.27 y su peso molecular
es 42074.79 Da.

8.2 Identificacion de péptidos de la proteina PE_PGRS18 que interaccionan
con moléculas de HLA clase l y Il

Para este analisis se eligieron 19 alelos del HLA clase | (8 HLA-Ay 11 HLA-B) y 12
alelos del HLA clase Il (HLA-DRB) como representantes de la diversa poblacion
humana. En la proteina de la cepa de referencia H37Rv, el analisis del HLA clase |l
predijo un total de 124 epitopes CD4+ de los cuales 20 son de alta afinidad, mientras
que el analisis del HLA clase | predijo un total de 389 epitopes CD8+ los cuales
corresponden a 167 epitopes del HLA-A, 67 epitopes de alta afinidad, y 222 a los
alelos HLA-B, 48 epitopes de alta afinidad.

El analisis de distribucion de los epitopes del HLA clase | reveld que del total
de epitopes del HLA-A y HLA-B, 167 pertenecen al dominio PE, 44 de alta afinidad
y 105 son de baja afinidad (Fig. 7A). Ademas, 206 epitopes pertenecen al dominio
PGRS, con 64 de alta afinidad y 142 de baja afinidad (Fig. 7B), y 32 epitopes se
encuentran en la region no estructural, con 5 epitopes de alta afinidad y 27 de
afinidad baja (Fig. 7C).
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El analisis de distribucion de los epitopes del HLA clase Il revelé que de los
124 epitopes identificados, 62 pertenecen al dominio PE, con 19 epitopes de alta
afinidad y 53 de baja afinidad (Fig. 8A). Ademas, 34 epitopes pertenecen al dominio
PGRS de baja afinidad (Fig. 8B) y 16 epitopes se encuentran en la regiéon no
estructural, con un epitope de alta afinidad y 15 de afinidad baja (Fig. 8C).

8.2.1 Epitopes de union a células T CD8+ en las secuencias de estudio
El analisis de péptidos de unidn a moléculas de HLA clase |, mostré un total de
16,894 epitopes. El analisis de distribucién de los epitopes en los dominios de la
proteina de estudio indico que del total de epitopes encontrados, 6,021 pertenecen
al dominio PE con 2,191 epitopes de alta afinidad y 3,850 de baja afinidad (Fig.9A).
Ademas 8,851 epitopes pertenecen al dominio PGRS, de los que 2,654 son de alta
afinidad y 6,197 de baja afinidad (Fig.9B); 2,022 epitopes se encuentran en la region
no estructural con 269 epitopes de alta afinidad y 1,753 de afinidad baja (Fig.9C).

Se observd que el alelo A*6802 que pertenece solo a la regidbn mexicana
reconoce un mayor numero de epitopes de alta afinidad, con un total de 889 los
cuales se encuentran en el dominio PGRS, seguido del alelo A*0206 el cual
reconoce un total de 411 epitopes de alta afinidad los cuales se encuentran en el

dominio PGRS. Ademas, este alelo también pertenece a la regién mexicana.
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8.2.1.a Comparacion estadistica del numero de epitopes en los dominios de
la proteina PE_PGRS18 que son reconocidos por alelos de clase | (células T CD8+)
de la region mexicana y distintas regiones del mundo.
Por lo observado anteriormente se realizé la relacion estadistica de los alelos de
clase | del HLA que reconocen un mayor numero de epitopes comparando los alelos
que pertenecen a la region mexicana y a otras regiones, en los distintos dominios
de la proteina. Para este analisis se utilizé la prueba t de student para muestras
independientes; para ello se utilizé el programa SPSS, el cual nos indica un valor

de p menor a 0.05 si el valor es estadisticamente significativo.

En la tabla 3 se muestra los distintos dominios de la proteina, el total de
epitopes que se encuentran en cada dominio y el nimero de epitopes que son

reconocidos por alelos de la region mexicana y por distintas regiones.

Tabla 3. Epitopes de alta afinidad reconocidos por alelos de

clase | del HLA de la region mexicana y distintas regiones
Dominio Total epitopes México Distintas regiones

PE 2378 1186 1192
PGRS 2770 1765 1005
No 324 71 253

estructural

No se obtuvo un valor de p estadisticamente significativo (Tabla 4), por lo que se
acepta la hipotesis nula la cual indica, que los alelos de la region mexicana
reconocen el mismo numero de epitopes que los alelos de distintas regiones en los

distintos dominios de la proteina PE_PGRS18 de las cepas de estudio.
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Tabla 4. Probabilidad de que los alelos de clase | de la
region mexicana y de distintas regiones, reconozcan el

mismo numero de epitopes en los dominios de la

proteina

Dominios Valor de p
PE 0.296
PGRS 0.167
No estructural 0.174
Total de epitopes 0.182

8.2.2 Epitopes de union a células T CD4+ en las secuencias de estudio
Se encontraron un total de 5,395 epitopes de unidon a moléculas del HLA clase I,
en las 46 secuencias de estudio de la proteina PE_PGRS18. El analisis de
distribucion de los epitopes en los dominios de la proteina de estudio indicé que del
total de epitopes encontrados, 3,560 pertenecen al dominio PE, con 891 epitopes
de alta afinidad y 2,669 de baja afinidad (Fig.10A). Ademas, 1,298 epitopes
pertenecen al dominio PGRS, 1 epitope de alta afinidad y 1,297 de baja afinidad
(Fig.10B). Se encontraron 537 epitopes en la region no estructural, 103 de los
cuales son de alta afinidad y 434 de afinidad baja (Fig.10C).
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En los graficos se puede observar que el alelo DRB*0407 y el alelo DRB*1602
reconocen un mayor numero de epitopes en el dominio PE de la proteina de estudio.
Sin embargo, el alelo DRB*0407 pertenece solo a la regién mexicana y el alelo

DRB*1602 pertenece a la regidbn mexicana y a la region de América del Sur.

a) Epitopes en los dominios de la proteina PE_PGRS18 que son reconocidos

por alelos de clase Il (células T CD4+) de la region mexicana y distintas regiones
del mundo.
Posteriormente se determiné si los alelos de clase Il (T CD4+) pertenecientes a la
region mexicana reconocen un mayor numero de epitopes en los dominios de la
proteina PE_PGRS18 comparado con los alelos de distintas regiones del mundo.
Para este analisis se utilizé la prueba t de student para muestras independientes,
del programa SPSS. Que indica un valor de p menor a 0.05 si el valor es
estadisticamente significativo.

En la tabla 5 se puede observar que en el domino PGRS y la region no
estructural se encontraron un mayor numero de epitopes que son reconocidos por

alelos de la regién mexicana.

Tabla 5. Epitopes reconocidos con alta afinidad por

alelos de clase Il del HLA de diferentes regiones

geograficas.
Dominio Total México Distintas
epitopes regiones
PE 1029 688 341
PGRS 1 1 0
No estructural 103 102 1

Se obtuvo un valor estadisticamente significativo con una p = 0.029 (p <

0.05) en la relacion estadistica de los alelos de México y de distintas regiones del
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mundo que reconocen un mayor numero de epitopes en el dominio PE. Este
resultado nos indica el rechazo de la hipotesis nula y se acepta la hipotesis
alternativa la cual indica que los alelos de la regidbn mexicana reconocen un mayor
numero de epitopes en el dominio PE que los alelos de distintas regiones del

mundo.

8.3 Mutaciones que estimulan/evaden la respuesta inmune del hospedero

Se identificaron 332 mutaciones en las 46 secuencias de estudio, de las cuales 244
mutaciones estimulan la respuesta inmune, es decir, provocan que algunos péptidos
sean reconocidos por células T CD4+ y CD8+. Asi mismo, se identificaron 88
mutaciones que provocan la evasion de la respuesta inmune, es decir, péptidos que
no son reconocidos por las células T CD4+ y CD8+. El analisis de distribucion reveld
que 22 mutaciones pertenecen al dominio PE de las cuales 11 mutaciones (11
SNP’s) son capaces de estimular la respuesta inmune mediada por células T CD4+
y CD8+ y 11 mutaciones evaden esta respuesta inmune (11 SNP’s) (Fig.11A).
Ademas, 149 mutaciones pertenecen al dominio PGRS de las cuales 144
mutaciones (17 eliminaciones y 127 SNP’s) son capaces de estimular la respuesta
inmune mediada por células T CD4+ y CD8+ y 5 SNPs evaden esta respuesta
inmune (Fig.11B). Conjuntamente, 161 mutaciones se encuentran en la regién no
estructural de la proteina de las cuales 89 (8 inserciones y 81 SNP’s) son capaces
de estimular la respuesta inmune mediada por células T CD4+ y CD8+ y 72
mutaciones evaden esta respuesta inmune (8 inserciones, 2 eliminacion y 62 SNP’s)
(Fig.11C).
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8.3.1 SNPs que estimulan y evaden la respuesta inmune
Los SNPs son el tipo de mutacion mas abundante que probablemente estimula y
evade la respuesta inmune del hospedero en los distintos dominios de la proteina
PE_PGRS18 (Fig. 10). En la tabla 6 se muestra el total de SNPS encontrados en

cada dominio, los SNPs que estimulan y los que evaden la respuesta inmune

Tabla 6. SNPs que estimulan y evaden la respuesta
inmune mediada por células T CD4+ y CD8+

celular.

Dominio Total SNPs Estimulan Evaden
PE 22 11 11
PGRS 132 127 5
No estructural 143 81 62

Se determiné cuales SNPs en los distintos dominios de la proteina y la regién
no estructural, tienen mayor probabilidad de estimular o evadir la respuesta inmune
del hospedero. Para este analisis se utilizd la prueba de Fisher, que determina si
existe relacion entre dos variables. Esta prueba indica una relacion
estadisticamente significativa con un valor de p < 0.05 (Hae-Young, 2017).

La prueba indicé que los 127 SNPs en el dominio PGRS, tienen mayor
probabilidad de estimular la respuesta inmune de células T comparado con los
SNPs del dominio PE y la region no estructural. Mientras tanto, los 11 SNPs en el
dominio PE y 62 en la region no estructural tienen mayor probabilidad de evadir la

respuesta inmune de células T comparados con los SNPs en el dominio PEGRS.
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8.4 Modelado 3D de epitopes de la proteina PE_PGRS18 y modelado 3D de
alelos de clase | y Il del HLA

8.4.1 Epitopes
Se realiz6 el modelado de novo de diez epitopes de alta afinidad que son
reconocidos por un mayor numero de alelos CD4+ y CD8+ (anexo 1). Los modelos

se seleccionaron de acuerdo a los criterios mencionados en materiales y métodos.

8.4.2 Alelos que reconocen un mayor niamero de epitopes en la proteina
PE_PGRS18
Se realiz6 la busqueda de las estructuras cristalizadas en la base de datos PDB de
seis de los alelos de estudio, los cuales en el analisis previo indicaron que
reconocen un mayor numero de epitopes y ademas pertenecen a la regidn
mexicana. Sin embargo, en PDB no se encuentra la estructura cristalizada de los
alelos de estudio, algunas estructuras estan disponibles pero unidas a un péptido.
Es por ello que se realizé la busqueda de las secuencias de aminoacidos de cada
uno de los alelos de estudio en la base de datos IPD-IMGT/HLA

(https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/allele.ntml), para posteriormente realizar el

modelado 3D por homologia de cada uno de los alelos mediante el servidor Phyre2.
Cada uno de los modelados de los alelos utiliza alrededor de 120 moldes. En la
tabla 7 se muestra el nombre de los alelos de clase | y Il del HLA, algunos de los
moldes que el servidor utilizé para realizar el modelado y los parametros de robustez

de cada molde.
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Tabla 7. Informacion de los moldes representativos utilizados para

el modelado 3D por homologia de alelos de clase | y Il del HLA.

Alelos clase | Molde % Confianza % ID Cobertura
c1kj3H 100.0 71 25-302
c2clvA 100.0 72 25-302
c2zswE 100.0 71 25-301
A*68:020101 c1kj2l 100.0 71 25-301
cli7rA 100.0 96 25-299
c3tidA 100.0 72 25-300
c2clvA 100.0 73 25-302
c1kj3H 100.0 72 25-302
cli7rA 100.0 100 25-299
A*02:060101 c2zswE 100.0 73 25-301
c1kj2l 100.0 73 25-301
c2zswC 100.0 73 25-301
c1kj3H 100.0 71 25-302
c2clvA 100.0 72 25-302
c3tidA 100.0 72 25-300
B*15:040101 c1kj2l 100.0 71 25-301
c1kjmA 100.0 75 25-300
c2zswE 100.0 71 25-301
c1kj3H 100.0 71 25-302
c2clvA 100.0 72 25-302
c1kj2l 100.0 71 25-301
B*39:050101 c2zswkE 100.0 71 25-301
c2zswC 100.0 71 25-301
c2zswA 100.0 71 25-301
Alelos clase Il Molde % Confianza % ID Cobertura
DRB*04:070101 cliebD 100.0 75 25-302
c3lqzB 100.0 66 25-302
cliaoB 100.0 62 25-302
c1sebB 100.0 92 25-301
c3usaH 100.0 63 25-301
c4d8pD 100.0 67 25-301
DRB*16:020101 cliebD 100.0 73 22-217
c3lqzB 100.0 68 26-220
cliaoB 100.0 61 23-219
c1sebB 100.0 95 31-221
c3usaH 100.0 63 34-221
c4d8pD 100.0 66 29-219

% Confianza: probabilidad de 0-100% de que la secuencia de estudio y el molde sean homodlogos,
%ID: proporcion de residuos de la proteina de estudio equivalentes a residuos del molde idénticos
en la alineacion generada, Cobertura: cobertura de alineacién del molde con respecto a la secuencia
de estudio.
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a) Validacion de los modelos.

Posteriormente se realizé la validacion de cada uno de los modelos de los alelos

mediante el servidor Rampage y Prosa web (Tabla 8). Analizando el porcentaje de

residuos en las regiones favorables y z-score de cada uno de los modelos de los

alelos; se encontrdé que el porcentaje de residuos en regiones favorable en algunos

modelos es menor al 90%.

Tabla 8. Calidad de los modelos 3D de los alelos de clase | y Il del HLA.

Alelos clase |

A*68:020101
A*02:060101
B*15:040101
B*39:050101

Alelos clase Il

DRB*04:070101
DRB*16:020101

Rampage= % de residuos en regiones favorables, Prosa web= z-score.

% Residuos en regiones
favorables

94.8
81.3
85.3
85.0

% Residuos en regiones
favorables

92.4
89.8

Z- Score

-7.92
-7.51

-7.85
-7.52

Z- Score

-4.2
-5.16

Para mejorar la calidad de los modelados 3D de los alelos de la clase I:
A*02:060101, B*15:040101 y B*39:050101 y de la clase Il: DRB*16:020101 se

realizo el refinado de cada uno mediante el servidor Galaxyweb. Posteriormente se

verificd la calidad del modelo con el servidor Rampage. En la tabla 9, se muestra el

numero del modelo elegido en el servidor Galaxyweb, los valores de GDT-HA y la

validacién de la calidad de los modelos por el servidor Rampage; se puede observar

una calidad mayor al 90%.
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Tabla 9. Términos del refinado de algunos alelos de clase | y Il del HLA

Galaxyweb Rampage
Alelos clase l y Il # GDT-HA % residuos en
Modelo regiones favorables
A*02:060101 3 0.8836 87.6
B*15:040101 5 0.9599 95.0
B*39:050101 3 0.9544 93.9
DRB*16:020101 3 0.9398 93.6

GDT-HA= Prueba de distancia global de modelos basados en templados de alta precision

Como se puede observar en el porcentaje de residuos en regiones favorables
hay una mejoria de la calidad de los modelados 3D con porcentajes mayores al 90%
de después del refinado (Tabla 9). En la tabla 10 se muestran los modelos 3D de
los alelos de clase | y Il del HLA. En cada uno de los modelos 3D se observan sus

dominios y el surco de union al péptido.
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Alelos de clase
| del HLA
A*68:020101

A*02:060101

Modelo 3D
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B*15:040101

B*39:050101

Alelos clase Il
del HLA

Modelado 3D
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DRB*04:070101

DRB*16:020101

8.5 Docking molecular entre los epitopes y los alelos de estudio

Se realiz6 el docking molecular, utilizando los epitopes y los alelos de clase | y Il
modelados previamente, para verificar si los epitopes se acoplaban de manera
adecuada a las regiones de union del péptido de las cadena alfa y beta del HLA | y
II. En la tabla 11 se muestran los epitopes y los alelos especificos que los
reconocen, segun los servidores NetMHCpan y NetMHCllpan. Posteriormente se
verifico la interaccion de los epitopes con sus respectivos alelos (tabla 12) mediante

el servidor Galaxypepdock.
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Tabla 11. Epitopes reconocidos por los alelos de clase | y Il del HLA \

Alelos clase | Alelos clase
A Epitope  \.68:0  A*02:06 B*15: B*39: DRB* i DRB*
2 04 05 04:07 16:02
1 AVSPVTGLV X X
2 NQFSNTVV X X X
3 VIDPVTNTV X X
4 SQASSTYAV X X
5 VIDPNTNTV X X
6 VIDPATNTV X X
7 FVLALSQAS X X
8 RFVLALSQA X X
9 FVNVAPQLV X X X X
10 YQAISAQVA X X

A*68:020101, A*02:060101, B*15:040101, B*39:050101, DRB*04:070101, DRB*16:020101
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Tabla 12. Docking molecular entre los epitopes y alelos de clase | y Il del
HLA

Modelado 3D en cintas Modelado 3D en superficie | Precision
hidrofébica estimada
A*68:020101-epitope 1 1.0

A*02:060101-epitope 1 1.0
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A*02:060101-epitope 2 1.0

B*15:040101-epitope 2 0.923
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B*39:050101-epitope 2 0.938

A*68:020101-epitope 3 1.0
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A*68:020101-epitope 5

1.0

A*02:060101-epitope 3

1.0

B*15:040101-epitope 4

1.0
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A*02:060101-epitope 4

A*02:060101-epitope 5
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A*68:020101-epitope 6

A*02:060101-epitope 6

1.0

1.0
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DRB1*04:070101-epitope 7

0.493

DRB1*16:020101-epitope 7

0.774
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DRB1*04:070101-epitope 8

0.503

DRB1*16:020101-epitope 8

0.809

A*68:020101-epitope 9

1.0
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A*02:060101-epitope 9 1.0

DRB1*04:070101-epitope 9 0.506

Q.F.B Eva Nelida Jiménez Ruiz



DRB1*16:020101-epitope 9 0.830

B*15:040101-epitope 10 0.972

DRB1*04:070101-epitope 10 0.502

Probabilidad estimada=1.00 indica interaccion del epitope con el alelo correspondiente del HLA.
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De acuerdo a la probabilidad estimada que indico el servidor, se observé que
la mayor parte de la interaccidon entre epitopes y alelos predichos previamente es
buena, con una probabilidad estimada entre 0.700 a 1.0. Sin embargo, las
interacciones DRB1*04:070101-epitope 7, DRB1*04:070101-epitope 8,
DRB1*04:070101-epitope 9 y DRB1*04:070101-epitope 10 muestran una
probabilidad estimada < 0.503. Como se observa en la tabla 12, los epitopes 7, 8, 9
y 10 no se acoplan de manera adecuada al sitio de union del alelo DRB1*04:070101,

por lo tanto, esta interaccién predicha queda descartada para futuros experimentos.

8.6 Modelado 3D por homologia de la proteina PE_PGRS18.

La secuencia de aminoacidos de la proteina PE_PGRS18-H37Rv, obtenida
previamente, se utilizé para realizar el modelado 3D de dicha proteina mediante el
servidor Phyre2 en modo intensivo. El servidor utilizé 120 moldes para el modelado
de la proteina de estudio. En la tabla 13 se muestran algunos moldes que cubren la
mayor parte de la secuencia, utilizados para la construccion del modelado 3D de la

proteina, el % de confianza, el % de identidad (% ID) y la cobertura.

Tabla 13. Caracteristicas de los moldes representativos utilizados para

el modelado 3D por homologia de la proteina PE_PGRS18-H37Rv.

Molde % Confianza % ID Cobertura
chxfsA 100.0 43 7-83
d2g38a1 100.0 28 8-83
c2938A 100.0 28 8-83
c1gniE 99.9 19 281-452
c6gc1A 99.9 26 280-457
c1fwxB 99.9 18 279-472
d1gnia2 99.9 15 279-448
c3sbrF 99.9 15 279-448
c5ibiA 99.9 20 286-447
c3hrpA 99.9 18 284-447

% Confianza: probabilidad de 0-100% de que la secuencia de estudio y el molde sean homdlogos,
%ID: proporcion de residuos de la proteina de estudio equivalentes a residuos del molde idénticos
en la alineacion generada, Cobertura: cobertura de alineacién del molde con respecto a la secuencia
de estudio.

Posteriormente se verificé la calidad de la proteina mediante el servidor

Rampage el cual indica que el 71.4% de los residuos se encuentran en regiones
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favorables segun los criterios de Ramachandra. Como la calidad de la proteina es
muy baja, se realiz6 un refinamiento mediante el servidor Galaxyrefine, se eligio el
modelo numero cuatro con un GDT-HA de 0.9365; posteriormente se verificd la
calidad del modelado el cual indicé un 87.7 % de residuos en regiones favorables.

La calidad del modelo mejoré en un 16.1% (Fig. 12).

loops

Figura 12. Modelado 3D de la proteina PE_PGRS18 H37Rv. Lila= dominio PE, azul= dominio
PGRS y naranja= loops o regiones desordenadas.

En seguida se realiz6 el modelado 3D por homologia de la proteina
PE _PGRS18 de seis de las cepas de estudio las cuales comparten
mutaciones con distintas cepas (Tabla 14). Para ello se utilizd el servidor
Robetta ya que permite realizar el modelado 3D por homologia de cada cepa

utilizando como molde el modelado de la proteina PE_PGRS18 H37Rv
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previamente obtenido. Posteriormente se verifico la calidad de los modelos
(tabla 14) en la que se observan porcentajes de residuos en regiones

favorables mayores al 90%.

Tabla 14. Cepas modeladas 3D con mutaciones frecuentes en

distintas cepas y criterios de validacién de la calidad de cada modelo.
Cepas (MYC) Cepas que presentan las % Residuos en regiones
modeladas 3D mismas mutaciones favorables

047 048, 064, 068, 069, 076, 087, 92.2
089, 090, 091, 093,
097,108,109,112,116, 100,

101,103,106, 107, 113, 114,

115, 117,120
051 052, 053, 058, 061, 062, 070, 92.1
096
055 078 92.5
065 80, 86 92.5
071 79 92.0
098 90.6

8.6.1 Comparaciones globales de la estructura tridimensional
Una vez obtenidos los modelos se realizé un analisis comparativo global y local
entre las estructuras obtenidas de cada una de las cepas y la estructura de
referencia PE_PGRS18 H37Rv, con el objetivo de comparar si los cambios
presentes en cada una de las secuencias de las cepas provocan un cambio en la
estructura de la proteina, utilizando como control el modelo de 3D de la proteina de
referencia PE_PGRS18 H37Rv. En la figura 13 se observa la superposicion de las

estructuras de las cepas con respecto a la de referencia.
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Figura 13. Superposicion de las estructuras de las cepas modeladas y la estructura de
referencia PE_PGRS18 H37Ruv. Los distintos colores mostrados en la superposicién representan la
estructura especifica de cada una de las cepas mostradas en el panel del lado izquierdo.

Se observa que las cepas MYC 047, 051, 055, 071 y 098 presentan una
mayor similitud a la estructura de referencia con valores de RMSD similares
(cercanos a cero). Sin embargo, la cepa MYC 065 presenta cambios en su
estructura comparada con la estructura de referencia, con valores de RMSD
(alejados de cero), MYC 065= 0.819.
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8.7 Docking molecular entre la proteina PE_PGRS18 y los receptores TLRs 2
y4

Una vez obtenido el modelo de la cepa de referencia y de las cepas de estudio,
ademas de haber validado la calidad de cada modelo se realizé el docking molecular
con el modelo de la estructura de referencia PE_PGRS18 H37Rv y los TLRs 2 y 4,
mediante el servidor Prism2.0. Para ello se realizé la busqueda de las estructuras
cristalizadas de los TLRs 2 y 4 en la base de datos PDB. Sin embargo, las
estructuras estaban unidas a un ligando y el modelado estaba incompleto, por ello
se decidi6 realizar el modelado 3D por homologia de cada receptor mediante el
servidor Phyre2. Posteriormente se realiz6 el refinado de cada modelo y se verificd
la calidad mediante los servidores mencionados en materiales y métodos (Tabla
15).

Tabla 15. Criterios de refinamiento y validacion de la

calidad de los TLRs 2y 4

Galaxyrefine Rampage
TLRS # GDT-HA % Residuos en
Modelo regiones favorables
2 2 0.9477 92.7
4 4 0.9511 91.6

GDT-HA= Prueba de distancia global de modelos basados en
templados de alta precision

Los modelos 3D de los TLRs 2 y 4 refinados y validados se observan en la

figura 14. No se observo interaccion entre la proteina de estudio y los TLRs 2 y 4.
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Figura 14. Modelados 3D de los receptores TLR2 y TLR4. A) receptor TLR2 las estructuras de
color rojo= hélices a, naranja= laminas 3 y verde= loops. B) receptor TLR4 las estructuras de color
azul= hélices a, amarillo= laminas 8 y rosa= loops.
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8.8 Prediccion de la interaccion de la proteina PE_PGRS18 H37Rv
Ya que no se encontrd interaccion de la proteina de referencia con los TLRs 2 y 4,
se predijo la interaccion de la proteina PE_PGRS18 H37Rv con otras proteinas

mediante el servidor String (http://string-db.org), con la finalidad de identificar si la

proteina PE_PGRS18 es capaz de interaccionar con otra proteina para ejercer
alguna funcion.

£ PPE29

PE_FPGRS18

6 Rv(879¢

Figura 15. Interaccién de la proteina PE_PGRS18

La busqueda mediante un mapeo de interaccién de dominios de las proteinas
que interaccionan con la proteina objetivo de M. tuberculosis (Rashid et al., 2010),
indic6 que la proteina PE_PGRS18 interacciona con las proteinas PPE29 (Rv1801)
y PE (Rv0979c) (Fig.15). Posteriormente se busco la funcion especifica de estas

proteinas mediante el servidor Mycobrowser (https://mycobrowser.epfl.ch/). Sin

embargo, ambas proteinas presentan una funcién desconocida.
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9. DISCUSION

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa, prevenible y curable, que cada afio
causa la muerte de aproximadamente 2 millones de personas en todo el mundo, por
lo que ha sido nombrado el patégeno humano mas exitoso (OMS, 2018). La
circulacion de cepas de Mycobacterium tuberculosis multidrogorresistentes y
extremadamente drogorresistentes, ademas de la epidemia de VIH-SIDA,
disminuyen en gran medida la capacidad de control y la efectividad del tratamiento
de la enfermedad, haciendo necesaria la busqueda de nuevas técnicas de
diagndstico, la creacion de farmacos exitosos y un mejor entendimiento del estilo de
vida intracelular de este patégeno.

Por la evidencia in vitro que apoya la asociacién de la familia de proteinas
PE/PPE y la subfamila PE_PGRS con la micomembrana o la interaccion hospedero-
patdgeno, se decidié estudiar mediante herramientas bioinformaticas a la proteina
PE_PGRS18 cuyo gen resultd ser el mas polimorfico en cepas de Michoacan
(Frutos-Hernandez, 2015). La propuesta es que algunos de los polimorfismos son
capaces de permitir o interrumpir el reconocimiento de los receptores TLR2 y TLR4
con relacion a la respuesta inmune innata, y que ademas son capaces de estimular
o evadir la respuesta inmune adaptativa mediada por los linfocitos T CD4+ y CD8+.
Para ello, se determind inicialmente la localizacion y posible funcién de la proteina
PE_PGRS18 de la cepa de referencia H37Rv de M. tuberculosis.

La subfamilia de proteinas PE_PGRS tienen una longitud que va de 300 a
600 aa, como las proteinas PE_PGRS33, PE_PGRS29, PE_PGRS35 y PGRS17
que tienen una longitud de 498 aa, 570 aa, 331 aa y 370 respectivamente,
incluyendo ahora la PE_PGRS18 que tiene una longitud de 457 aa.

La proteina PE_PGRS18 tiene una posible estructura secundaria constituida
por hélices (hélicea, pi- y 310) en un 16.85 %, laminas B en un 40.04% y bucles
(loops) en un 43.5%. Estos resultados proponen que la mayor parte de la estructura
de la proteina PE_PGRS18 esta constituida de loops y laminas (3. Dentro de los
loops se encontraron posibles regiones flexibles y desordenadas. Lo anterior

coincide con lo reportado para las proteinas de la subfamilia PE_PGRS, las cuales
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tienen un mayor numero de regiones desordenadas comparadas con otras familias
de proteinas patdégenas de M. tuberculosis (Ahmad et al., 2019).

Las regiones flexibles y desordenadas pueden adoptar diferentes
conformaciones para interactuar con distintos ligandos y otras biomoléculas,
conservando su especificidad (Papaleo et al., 2016). Lo anterior es interesante
porque dichas regiones se encuentran distribuidas en los dominios de la proteina
PE_PGRS18 y la region no estructural. Nuestros resultados sugieren que la
proteina PE_PGRS18 posiblemente ejerce una variedad de funciones al
interaccionar con algun ligando.

Ahmand y colaboradores (2019) proponen que es probable que M.
tuberculosis utilice la dinamica estructural orden-desorden como estrategia para
establecer una respuesta pro-patégena y subvertir la defensa del hospedero para
una infeccion productiva. Esta ganancia funcional también sirve como un medio para
compensar la pérdida de contenido gendmico debido a la evolucion reductiva.

La proteina PE_PGRS18 carece de puentes disulfuro, sugiriendo que tiene
una estructura terciaria inestable ya que los enlaces disulfuro desempefian un papel
importante en la estabilizacion del plegamiento de la estructura terciaria. La
prediccion de puentes disulfuro es util para el estudio de las propiedades
estructurales y funcionales de proteinas especificas (Ceroni et al.,, 2006). Los
resultados de accesibilidad al solvente y la prediccion de la localizacién y funcién de
la proteina PE_PGRS18 indicaron que se trata de una proteina integral de
membrana con una region expuesta en la superficie celular y que posiblemente sea
una proteina de unién a proteinas o a complejos proteicos. Delugu y colaboradores
(2004) reportaron que la proteina PE_PGRS33 codificada por RV1818c utiliza el
sistema de secrecidn esx 5 y se encuentra expuesta en la superficie celular, tiene
regiones hidrofébicas que influyen en la estructura de las células bacterianas. Por
otro lado, Sakamuri y colaboradores (2019), tras un analisis in silico e in vivo de la
proteina PE_PGRS51, reportaron que dicha proteina también se localiza en la

superficie celular. Estos reportes concuerdan con los resultados obtenidos en
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nuestro estudio, aunque la funcién especifica de la proteina PE_PGRS18 sigue
siendo desconocida.

También se encontrd un sitio de unidn a un péptido sefial de 19 aa localizada
en la posicién 38-56. Daleke y colaboradores (2011) reportan que los dominios
conservados PE y PPE dirigen la lipasa (lypY) de las micobacterias patégenas M.
tuberculosis y M. marium, a la superficie celular a través de la via ESX 5. Ademas,
indican que cuando las proteinas lypY llegan a la superficie celular, pierden el
dominio PE y PPE, por lo que proponen que en dichos dominios se encuentra una
secuencia sefal que permite el transporte de estas proteinas. Sakamuri y
colaboradores (2019), tras realizar un analisis bioinformatico de la proteina
PE_PGRS51, reportaron la presencia de un péptido senal en el extremo N-terminal.
Con el resultado obtenido en este trabajo se corrobora la presencia de una posible
secuencia sefial en el dominio PE que probablemente dirige a la proteina
PE_PGRS18 mediante el sistema de secrecion ESX 5 a la superficie celular. Seria
conveniente corroborar in vitro, en analisis posteriores, la presencia del péptido
sefal para conocer su funcion.

Resulta interesante que las 17 regiones identificadas de unién a proteina, se
encuentren en la parte hidrofébica de la proteina PE_PGRS18. Ates vy
colaboradores (2018) mostraron que mutaciones en el gen ppe38 bloquean
completamente la secrecion por el sitema de secrecion tipo V (ESX-5) de las
proteinas PE_PGRS y PPE-MPTR, provocando un incremento de la virulencia de
las cepas de M. tuberculosis. Ellos proponen que es posible que las proteinas
PPE38 tengan la funcion de chaperonas secretadas, quizas ayudando en la
solubilidad de los dominios hidrofobicos PGRS y MPTR.

Nuestros resultados sugieren que probablemente la proteina PPE38, alguna
otra proteina o un complejo proteico, se une a la proteina PE_PGRS18 en una de
estas regiones de unidn, quiza ayudando a la solubilidad del dominio PGRS (Ates

et al., 2018), contribuyendo al reconocimiento por las células Ty TLRs.

Con respecto al analisis de epitopes en la proteina PE_PGRS18 que son

reconocidos por alelos de clase | y Il del HLA que representan la diversidad de la
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poblacién mundial, se identificaron 2,191 epitopes de alta afinidad en el dominio
PE, 2, 654 en el dominio PGRS y 269 en la region no estructural. Siendo el alelo
A 6802 de HLA perteneciente a la regibn mexicana el que reconoce un mayor
numero de epitopes. Con respecto al analisis de epitopes de clase Il del HLA, se
encontraron 891 epitopes de alta afinidad en el dominio PE, 1 en el PGRS y 103 en
la region no estructural. Siendo el alelo DRB_0407 del HLA el cual pertenece a la
region mexicana el que reconoce un mayor numero de epitopes.

Ya que no hay reportes en la literatura que indiquen especificamente la
capacidad de la proteina PE_PGRS18 para estimular la respuesta inmune
adaptativa mediada por los linfocitos T CD4+ y CD8+, en este trabajo se buscaron
epitopes de la proteina PE_PGRS18 de las 46 cepas de estudio reconocidos por
alelos de clase HLA clase | y Il. Los resultados aqui encontrados contradicen lo
reportado por Copin y colaboradores (2014), quienes reportan que en el dominio PE
altamente conservado hay un nimero mayor de epitopes para células T CD4+ y
CD8+, y que la variacion en el dominio PGRS es independiente del reconocimiento
de células T humanas, por lo que la variacién genética en el dominio PGRS esta
relacionado con la evasion de la respuesta inmune del hospedero.

En el presente andlisis, la variacion genética en el dominio PGRS de la
proteina PE_PGRS18 estimula principalmente la respuesta inmune mediada por los
linfocitos T CD8+ y el dominio PE la mediada por los linfocitos T CD4+
principalmente. La diferencia entre nuestros resultados y los obtenidos por Copin y
colaboradores (2014), puede explicarse por el origen de las secuencias analizadas.
La proteina PE_PGRS18 tiene regiones unicas que dependen de la regidn
geografica a la que pertenece cada cepa. Las 64 proteinas estudiadas por Copin y
colaboradores provienen de cepas de referencia elegidas de una coleccion mundial
del CMTB y de pacientes nepalenses, mientras que las proteinas PE_PGRS18
estudiadas en el presente trabajo pertenecen a cepas mexicanas de los estados de
Michoacan y Querétaro.

Por otra parte, Delugu y Brennan (2001) reportan, tras la inmunizacién con

ratones, que el dominio PE de la proteina PE_PGRS33 induce una buena respuesta
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inmune celular y el dominio PGRS es responsable de inducir una buena respuesta
inmune humoral. Mientras tanto Sakamuri y colaboradores (2019) observaron la
presencia de anticuerpos anti-UR contra epitopes en el dominio PE de la proteina
PE_PGRS51 en las distintas etapas de la tuberculosis.

De acuerdo al presente analisis, el dominio PE es capaz de estimular una
buena respuesta inmune celular mediada principalmente por los linfocitos T CD4+
y posiblemente una respuesta inmune humoral; el dominio PGRS es capaz de
estimular una buena respuesta inmune celular mediada principalmente por los
linfocitos T CD8+. Lo anterior indica que la proteina PE_PGRS18 tras estudios
posteriores puede formar parte de una buena vacuna contra la tuberculosis ya que
es capaz de estimular la respuesta inmune celular mediada por los linfocitos T CD4+
como lo hace la vacuna BCG (Bacilo de Calmette y Guérin). Ademas, estimula la
respuesta inmune mediada por los linfocitos T CD8+ que la BCG no estimula y
posiblemente la respuesta inmune humoral.

La comparacién estadistica del numero de epitopes en los dominios de la
proteina PE_PGRS18 que son reconocidos por alelos de clase | (células T CD8)+
de la regién mexicana y distintas regiones del mundo, indicé valores de p > 0.05, es
decir no se encontré una relacion estadisticamente significativa. Sin embargo, la
comparacion estadistica del numero de epitopes en los dominios de la proteina
PE_PGRS18 que son reconocidos por alelos de clase Il (células T CD4+) de la
region mexicana y distintas regiones del mundo se obtuvo una p < 0.05 en los
epitopes del dominio PE. Esto indica que los alelos de clase | pertenecientes a la
region mexicana y a distintas regiones del mundo reconocen el mismo numero de
epitopes de las proteinas PE_PGRS18 de las cepas de estudio.

Estos datos son interesantes ya que distintos alelos del mundo son capaces
de reconocer epitopes de clase | de las proteinas PE_PGRS18 de las cepas de
Michoacan y Querétaro. Tras analisis posteriores se podrian verificar estos
resultados aumentando el numero de cepas de Michoacan, Querétaro y otros
estados de México en general e incluso el numero de alelos frecuentes en distintas

regiones del mundo, para verificar los datos obtenidos en este estudio tanto in silico
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como in vitro. Corroborado lo anterior, podria proponerse a la proteina PE_PGRS18
como un buen candidato vacunal.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que los alelos de clase Il de
la regidn mexicana reconocen un mayor numero de epitopes, exclusivamente los
que se encuentran en el dominio PE de la proteina PE_PGRS18 de las cepas de
estudio comparado con los alelos de clase Il pertenecientes a distintas regiones del
mundo. Esto es interesante porque el dominio PE es altamente conservado y
nuestras cepas pertenecen a los estados de Michoacan y Querétaro y los epitopes
que se encuentran en este dominio son reconocidos por los alelos exclusivamente
mexicanos. No hay reportes en la literatura sobre epitopes de proteinas de M.
tuberculosis o sobre epitopes encontrados en la proteina PE_PGRS18
pertenecientes a cepas de pacientes de Michoacan y Querétaro.

Lo anterior nos permite proponer que los epitopes encontrados en el dominio
PE de la proteina de estudio, podrian estimular principalmente la respuesta inmune
mediada por los linfocitos T CD4+ reconocidos por alelos de la regidn mexicana, y
que el dominio PGRS es capaz de estimular la respuesta inmune mediada por las
células T CD8+ y T CD4+ reconocidos por alelos de México y distintas regiones del
mundo.

El docking molecular realizado con los epitopes y alelos seleccionados
corrobord la eficiencia del servidor NetMHCpan y NetMHCpan Il ya que se observé
interaccion de los epitopes en la region de union de los distintos alelos. Sin
embargo, los epitopes que indicé el servidor que interaccionan con el alelo
DRB*0407 mostraron una precision estimada cercana a cero y la interaccion no se
observa en el sitio de unién, por lo que en analisis posteriores esta interaccion queda
descartada.

Por otro lado, se encontraron 332 mutaciones que estimulan la respuesta
inmune mediada por los linfocitos T CD4+ y CD8+. Asi mismo se identificaron 88
mutaciones que provocan la evasion de dicha respuesta. El analisis de distribucién
reveld 11 mutaciones en el dominio PE capaces de estimular la respuesta inmune

celular y 11 mutaciones que evaden esta respuesta. Ademas en el dominio PGRS
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se encontraron 144 mutaciones capaces de estimular la respuesta inmune celular y
5 que la evaden. En la region no estructural se identificaron 80 mutaciones capaces
de estimular la respuesta inmune celular y 72 mutaciones que la evaden. El 89% de

estas mutaciones son SNPs.

Se encontré una relacion estadisticamente significativa (p<0.05) entre los
dominios PE — PGRS y los dominios PGRS- region no estructural. Estos resultados
indican que los 11 SNPs en el dominio PE son capaces de evadir la respuesta
inmune mediada por las células T en comparacion son los SNPs encontrados en el
dominio PGRS. Sin embargo, los 127 SNPs encontrados en el dominio PGRS son
capaces de estimular la respuesta inmune de células T en comparacion con los

SNPs encontrados en el dominio PE.

Los 127 SNPs encontrados en el dominio PGRS son capaces de estimular la
respuesta inmune de células T en comparacion con los SNPs encontrados en la
region no estructural. Mientras tanto los 62 SNPs pertenecientes a la regién no
estructural son capaces de evadir la respuesta inmune mediada por células T en

comparacién con el dominio PGRS.

Esto corrobora que el dominio PE es altamente conservado y el dominio
PGRS polimérfico (Fishbein et al., 2015). Con lo anterior proponemos que los SNPs
encontrados en el dominio PE y en la region no estructural evitan el reconocimiento
por las células T CD4+ y CD8+; mientras tanto, los SNPs encontrados en el dominio
PGRS estimulan el reconocimiento por las celulas T CD4+ y CD8+. Los SNPs que
permiten la evasion de la respuesta inmune, mediada por células T en el dominio
PE y la region no estructural, pueden ser un mecanismo que la bacteria esta
utilizando para evitar su reconocimiento por el sistema inmune, aumentar su

sobrevivencia en el hospedero y su infectividad.

El hecho de que la proteina PE_PGRS18 presente un gran numero de
mutaciones y que algunas de ellas sean reconocidas por el HLA, podria indicar que

M. tuberculosis desarrollé este mecanismo para sobrevivir en el hospedero. Por una
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parte, la bacteria ha tenido que evolucionar para poder resistir al sistema inmune
del huésped, pero manteniendo su capacidad de transmitirse en la poblacion y no
extinguirse. Los cambios evolutivos en el patdbgeno para aumentar su infectividad
han sido contrarrestados por cambios evolutivos en la respuesta inmune del
huésped para incrementar la resistencia a la infeccion (co-evolucion o evolucién
conjunta) (Brites and Gagneux, 2015).

Ates y colaboradores (2018) sugieren un papel importante para las proteinas
PE_PGRS y PPE_MPTR en reducir la virulencia de M. tuberculosis y de este modo
permitir la supervivencia prolongada del huésped infectado. Ademas, Sakamuri y
colaboradores (2019) observaron la presencia de distintas proteinas PE_PGRS en
distintas etapas de la infeccidn por tuberculosis.

Los resultados obtenidos en este trabajo y lo reportado en estudios previos
sugieren que la proteina PE_PGRS18 podria disminuir la infeccion de M.
tuberculosis estimulando la respuesta inmune celular mediada por células T y
posiblemente la respuesta inmune humoral. Sin embargo, se requiere de estudios
posteriores para confirmar estos resultados.

Con respecto a la respuesta inmune innata, se obtuvo el modelado 3D de la
proteina PE_PGRS18 de la cepa H37Rv y de seis de las cepas de estudio ya que
estas proteinas comparten mutaciones en distintas cepas. La superposicion revelo
una modificaciéon de la estructura de la proteina PE_PGRS18 en la cepa 65,
correspondiente a una eliminacion de 78 aa.

El docking molecular indico que no hay una interaccion directa entre la
proteina PE_PGRS18 H37Rv y los receptores TLR2 y TLR4. Este analisis también
se realiz6 con la proteina PE_PGRS18 de la cepa 65 para corroborar si los cambios
en su estructura podrian modificar la interaccion con los TLR2 y TLR4. Sin embargo,
no se observd ninguna interaccion. Esto puede ser porque de acuerdo a nuestros
resultados, probablemente la proteina PE_PGRS18 requiera unirse a una proteina
0 a un complejo proteico para ser reconocido por los TLRs. A este respecto, Ates y
colaboradores (2018) reportaron que las proteinas PE_PGRS dependen de las

proteinas PPE38 para ser secretadas por el ESX V. Otra de nuestras hipotesis es

Q.F.B Eva Nelida Jiménez Ruiz 84



que la proteina PE_PGRS18 no es reconocida por la respuesta inmune innata ya
que se ha reportado la expresion de la subfamilia de proteina PE_PGRS cuando la
Tb se encuentra activa (Kruh et al., 2010).

La prediccion de la interaccion de la proteina PE_PGRS18 con otras
proteinas indicoé que probablemente interacciona con las proteinas PPE29 (Rv1801)
y PE (Rv0979c) para ejercer alguna funcion aun desconocida.

De acuerdo a nuestros resultados y lo reportado por Ates y colaboradores
(2018), proponemos que probablemente la proteina PE_PGRS18 interacciona con
otra proteina, quiza de esta misma familia de proteinas para poder ser reconocida
por estos receptores; o bien, la proteina PE_PGRS18 no es reconocida por la
respuesta inmune innata ya que, tras los analisis mencionados anteriormente, solo
se ha visto la expresion de esta subfamilia de proteinas cuando la tuberculosis se

encuentra activa (Kruh et al., 2010).

10. RESUMEN DE RESULTADOS

1. En relacion a la respuesta inmune adaptativa se encontraron epitopes que
son reconocidos por alelos de clase | y || del HLA representativos de distintas
regiones del mundo en la proteina PE_PGRS18 de las distintas cepas de M.
tuberculosis incluidas en este estudio.

2. esta proteina se puede probar en estudios futuros en formar parte de una
vacuna contra M. tuberculosis.

3. Los polimorfismos encontrados en las secuencias de las proteinas
PE_PGRS18 pueden alteran el reconocimiento de un epitope es decir, que
este sea reconocido por los distintos alelos (estimule la respuesta inmune) o
gue no sea reconocido (evada la respuesta inmune).

4. Con respecto a la respuesta inmune innata no se observé interaccion de la
proteina PE_PGRS18 con los receptores TLR2 y TLR4.
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11. CONCLUSION

Se acepta parcialmente la hipétesis planteada en este trabajo.
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ANEXOS

ANEXO 1. Modelado 3D de los epitopes reconocidos por el mayor numero de
alelos y los parametros de robustez del servidor

N° Epitope Modelo 3D sOPEP Tm

1  AVSPVTGLV -6.94 0.232

2 NQFSNTVSV -5.60 0.450

3  VIDPVTNTV -4.81 0.321
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I - -5-37 0-391

5 - - -5.29 0-353

6 - - -3.90 0-335

7 - - -12-46 0-367
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8 RFVLALSQA -12.39 0.486

9 FVNVAPQLV -7.96 0.485

10  YQAISAQVA -8.38 0.576
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