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TUBERCULOSIS

|

Complejo Mycobacterium
tuberculosis

Son bacterias &cido-alcohol
resistentes (BAAR) debido al
alto contenido en lipidos que

Son bacilos, ligeramente curvados

tienen en su pared celular.

Aerobios estrictos, inmoviles

No formadores de esporas ni capsulas
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Incidencia estimada de TB, 2020. OMS

Epidemiologia

Segun la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) 2019

Los paises mas afectados por TB
1. India

2. China

3. Indonesia

° 3 & TB caus6 la muerte de
. ' ° « ° 1.4 millones de personas.
o® : ' a® : &
A
Incidence per 100 000
population per year
(] o-9s ; R
[ 10-98 /} Segun la Organizacion
100-199 o 8
— Panamericana de la Salud (PAHO)
B 300499
H =50 Un total de 289.000 casos de TB y
No data 7 .
El ente de control B Not applicable 22.900 muertes en las Américas

SIVIGILA del INS
En Colombia se notificaron en la .ﬂ’

semana 11 del 2021, 11.390 casos
de TB en el 2020,
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La Unica vacuna contra TB
avalada por la OMS es la
BCG derivada de
Mycobacterium bovis -
Bacillus Calmette-Guérin.

l

X No previene la infeccion
primaria o la reactivacion de la

tuberculosis latente en adultos.
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Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia

ANTECEDENTES

Ocampo M, et al. 2014 ‘

http://wmm.scielo.org.co/pid.f}muis;v28n1/v28n1a04.pdf
1. Analisis in silico o
Bioinformatico

8. Modificacion
del péptido

Sanchez C, et al. 2019
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Ha descrito una alternativa logica y racional en su busqueda
de antigenos candidatos para una vacuna eficaz contra la TB
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3. Expresion

Localizacién de proteinas

y 4. Sintesis de péptidos
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

4 )

¢Los linfocitos T previamente estimulados por péptidos
derivados de proteinas presentes en la envoltura de Mtb
H37Rv pueden activar macrofagos infectados por la
micobacteria para inhibir al microorganismo?

o J

https://revistadosis.com.ar/noticias/la-vacuna-contra-la-tuberculosis-reduce-los-niveles-de-azucar-en-la-diabetes.html
- FORMULACION DEL PROBLEMA



OBJETIVO GENERAL

Evaluar el crecimiento de Mtb en macrofagos infectados co-cultivados
con linfocitos T estimulados previamente con péptidos sintéticos
derivados de proteinas de la micobacteria.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Estandarizar el ensayo de co-cultivo entre células presentadoras de
antigenos y linfocitos T para inducir una respuesta protectiva frente a Mtb.

« Determinar la funcion efectora de linfocitos T estimulados por péptidos en
macrofagos infectados por Mtb H37Rv.

« Evaluar la produccion de citoquinas y especies reactivas de nitrogeno
relacionadas con la actividad bactericida en macréfagos infectados.

7 OBJETIVOS.



1. Objetivo especifico 2. Objetivo especifico M ETO DOLOGI’A

Estandarizacion del Co-cultivo, Determinar la funcion efectora
para inducir una respuesta de linfocitos T estimulados por 3. Objetivo especifico
protectiva frente a Mtb. péptidos en el co-cultivo.

Evaluar la produccion de
especies reactivas de

. nitrégeno.
Tipificacion de HLA-DRB1
Donantes
N de estudio Sobrenadante
Separacion grupos PPD+y PPD- Cultivo de Mtb y'y
1 H37Rv con GFP
Obtencién de los MOI 1:10
mononucleares
1 Morfologia y
] Fenotipos
v *| Macrofagos Zimografia
En presencia de CDs, Poblacion de y Y J
estimuladas con » Linfoproliferacion linfocitos T IL-10 y IL-12
inmunologica
Proporcion 1:10 o Linfocitos T L e

8 METODOLOGIA



Clasificacion de donantes segun Union peptido alelo especifica

p r u e b a d | ag n C,) Stl C a d e T B y S u S DTU Bioinformatics Services are gradually being migrated to https:/services healthtech.dtu.dkl.

Department of Bio and Health Informatics Please try out the new site.

alelos del HLA-DR1. -

NetMHCllIpan 4.0 Server

The NetMHClIpan-4.0 server predicts peptide binding to any MHC Il molecule of known sequence using Arificial Neural Networks (ANNs). It is frained on an extensive dataset of over 500.000 measurements of Binding Afiinity (BA) and Eluted Ligand mass spectrometry (EL), covering the three human MHC class Il isotypes HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP. as
well as the mouse molecules (H-2). The introduction of EL data extends the number of MHC I molecules covered, since BA data covers 59 molecules and EL data covers 74. As mentioned, the nefwork can predict for any MHC Il of known sequence, which the user can specify as FASTA format. The network can predict for peptides of any length.
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Donantes PPD+

Proliferacion de linfocitos de los donantes PPD*
estimulados con péptidos nativos y modificados
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DONANTE 18

Proliferacion de linfocitos de los donantes PPD-
estimulados con péptidos nativos y modificados
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Evaluacion de moléculas de superficie en linfocitos
estimulados con péeptidos nativos y modificados
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MONOCITOS

MACROFAGOS

Seguimiento del cambio morfologico
en los macrofagos

1 dia 3 dia

Morfologia de monocitos y macrofagos

5 dia
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Ensayo de co-cultivo
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Ensayo de co-cultivo
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Cuantificacion y evaluacion de la produccion del 6xido nitrico
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CONCLUSIONES

» Se pudo estandarizar el ensayo de co-cultivo, el cual permitié establecer cuales péptidos de los
seleccionados para estimular a los linfocitos, estan involucrados en inducir la activacion de los
macrofagos para inhibir la micobacteria intracelular.

 Entre las secuencias evaluadas, se encontraron péptidos que inducian linfocitos efectores en
capacidad de interactuar con macrofagos infectados cuyo resultado fue la inhibicion de la
micobacteria intracelular.

« En los macrofagos se evidencia la presencia de IL-12 y la ausencia de IL-10, lo cual sugiere una
polarizacion al fenotipo M,, en el cual se induce la produccion de NO.
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PERSPECTIVAS

1. Al momento de establecer la respuesta inmune celular de los linfocitos frente a los HABPs
pulsados a través de CDs, en el ensayo de expansion clonal, se puede llegar a estudiar la
respuesta humoral que se puede producir, por medio del rol de anticuerpos IgG especificos contra
los peéptidos, para evaluar el tipo de respuesta protectiva (Anticuerpos neutralizantes o
opsonizantes) que generan el control de la infeccion por Mtb.

2. lgualmente, evaluar en el sobrenadante del co-cultivo los perfiles Thl y Th2, que permite
caracterizar la polarizacion de estos perfiles linfocitarios que participan en el control de la infeccion
por Mtb.
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