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TUBERCULOSIS

LATENCIA

1/3 de la poblacion

OMS

10 M casos

1.4 M muertes

OPS
°
22.900 muertes °°
® °
289.000 casos — 16.000 (6%)

INS / SIVIGILA

Semana 38 - 2020
8.182 casos
Incidencia de 14,8

World Health Organization. Global Tuberculosis Report. 2020.




DIAGNOSTICO DE TB
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FUMDACIGM INSTITUTS DE
INMUMOLOGIA DE COLOMBIA

Ausencia en el reconocimiento de los

péptidos por células del sistema inmune Silencio inmunologico

l

Modificacion de a.a en la
secuencia nativa

Mejorar el reconocimiento de los Ag
mediante el acople al CMH-II D

¢Cudl es la proliferacion de PBMCs estimulados con
péptidos sintéticos derivados de proteinas de superficie de
Mycobacterium tuberculosis?




OBJETIVOS

Determinar a través de ensayos de linfoproliferacion la respuesta inmune
celular generada por péptidos sintéticos provenientes de Mtb en PBMCs.

Identificar in silico las secuencias presentes en péptidos provenientes de
Mtb que se presentan por el CMH-II en los alelos de DR} mas frecuentes.

Evaluar la expansion clonal in vitro inducida por péptidos sintéticos en
PBMCs de pacientes clasificados con la prueba de PPD.

Caracterizar la poblacion de linfocitos T en estudio mediante la produccion
de citoquinas y la activacion de factores de transcripcion en la
diferenciacion de linfocitos ayudadores.




DONANTES Y PROTEINAS

Colciencias
donante diagndstica
1 15:01/13.05 Negativo Forero: Plaga: | |
12 150370301 Negativo Rv2004c Rv2s6 . Chapetén: Patarroyo:
13 11:04/ 14:02 Positivo 500 Rv2707 RV1490
15 14:02 1 07:11 Positivo
16 13:02 /08:02 Positivo
17 04:05 / 04:11 Negativo m m m
18 16:02 / 11:02 Negativo
19 01:01/11:04 Negativo | | | |
20 04:05 /10:01 Negativo Rodrigez: Cifuentes: Caceres: Rodriguez: Ocampo:
2 04:04 /08:02 Negativo Rvig8oc Rvo679c Rvo180c Rvo227c Rv2301y
22 01:02 / 04:07 Negativo Rv3166¢c
23 04:07 /1 07:01 Negativo
25 01:02/04:07 Positivo m m
26 13:03/ 04:07 Negativo ‘
27 01:03/03:01 Positivo | |
28 03:01 7 04:02 Pusrtr:m Ocampo: Ocampo: Ocampo: Rodriguez:
29 01:02/01:02 MNegativo Rvi268c Rvigiic, Rv3629 Rv3494
30 01:02 /15:01 Negativo Rvig11icy

Los alelos resaltados en negrilla no son frecuentes a nivel mundial.

Rv2270




1. EVALUACION DEL RECONOCIMIENTO DE PEPTIDOS
SINTETICOS PROVENIENTES DE Mtb
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in Worldwide Populations

DTU Bioinformatics
Department of Bio and Health Informatics

Home

/

57 alelos frecuentes (DRp 1-3-4-5)

A

y

57 péptidos: 2

9 nativos y 28

modificados

'

%RANK
Sin uniéon: >10
U. débil: 2.1-10
U. fuerte: <2

Allele Frequencies Database http://www.allelefrequencies.net

NetMHClIpan 4.0 Server
Cromosoma 6
Brazo largo Brazo corto
Clase Il Clase |
I I | I
DP DQ DR B C A

National Cancer Institute. 2012

NetMHCIIpan 4.0: http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCIIpan/
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EVALUACION DEL RECONOCIMIENTO DE PEPTIDOS SINTETICOS PROVENIENTES
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2. EVALUACION DE LA ANTIGENICIDAD DE LOS

PEPTIDOS

Solucién - Solucion
reveladora : parada
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EVALUACION DE LA ANTIGENICIDAD DE LOS PEPTIDOS

e TBA
e TBL/PPD+
e Sanos/ PPD -

Lisado
Sauton

PPD-vs TBA: 31024*, 31044*, 16295***,
40449**, 11073* y 40401%*, 40435**; 31107***y
40443*; 40407**, 16300%, 40411**

PPD+ vs TBA: 40425*, 16295**, 30987*,
31107***, 9111**, 40439*, 40427*, 40405,

AOAAT**
BAYE

PPD-/PPD+: 9111*, 40439*, 40427*, 38373*y
40447**
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OBJETIVOS

Determinar a través de ensayos de linfoproliferacion la respuesta inmune
celular generada por péptidos sintéticos provenientes de Mtb en PBMCs.

Identificar in silico las secuencias presentes en péptidos provenientes de
Mtb que se presentan por el CMH-II en los alelos de DR} méas frecuentes.

Evaluar la expansion clonal in vitro inducida por péptidos sintéticos en
PBMCs de pacientes clasificados con la prueba de PPD.

Caracterizar la poblacion de linfocitos T en estudio mediante la producciéon
de citoquinas y la activacion de factores de transcripcibn en la
diferenciacion de linfocitos ayudadores.




3. DETERMINACION DE EXPANSION CLONAL DE LINFOCITOS

Toma de muestra

\ 4

Obtencién PBMC por
gradiente de densidad

h 4

Lavado y recuento de
células

\ 4

Marcacion con CFSE

Plasma

B PBMCs (interphase)
Ficoll
Granulocytes
RBCs

O .
)

%

" l @~

Codigo donante PBMC/20 ml sangre % Viabilidad
total
11 20.537.500 o2
12 18.525.000 S0
13 18.637.500 o1
15 17.400.000 g3
1s 21.500.000 o3
17 16.237.500 23
13 17.100.000 S0
19 18.200.000 S0
20 16.500.000 28
21 23.450.000 =
22 17.700.000 L]
23 20.550.000 =]
25 19.700.000 o1
26 22 525000 93
27 21.412.500 =]
28 15.860.000 =11
9 21.450.000 81
30 16.545.000 80
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DETERMINACION DE EXPANSION CLONAL DE LINFOCITOS
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indice de proliferaciéon

DETERMINACION DE EXPANSION CLONAL DE LINFOCITOS
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DETERMINACION DE EXPANSION CLONAL DE LINFOCITOS
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DETERMINACION DE EXPANSION CLONAL DE LINFOCITOS
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Nakamura RM, Velmonte MA, Kawajiri K,

Ang CF, Frias et al.
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OBJETIVOS

Determinar a través de ensayos de linfoproliferacion la respuesta inmune
celular generada por péptidos sintéticos provenientes de Mtb en PBMCs.

Identificar in silico las secuencias presentes en péptidos provenientes de
Mtb que se presentan por el CMH-II en los alelos de DR} mas frecuentes.

Evaluar la expansion clonal in vitro inducida por péptidos sintéticos en
PBMCs de pacientes clasificados con la prueba de PPD.

Caracterizar la poblacién de linfocitos T en estudio mediante la produccion
de citoquinas y la activacion de factores de transcripcidbn en la
diferenciacion de linfocitos ayudadores.




4. IDENTIFICACION LINAJES DE LINFOCITOS TH

Extraccion
ARN

A 4

Sintesis ADNc

\ 4

PCR
convencional

A 4

Electroforesis
agarosa 2,5%

—=NCBI

Mational Center for

N MUSCLE

Multiple Sequence Alignment

L Fotodocumentador

‘ @ GeneRunner

Biotechnology Information :
MUSCLE stands for MUItiple Sequence Comparison by Log- Expectation.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/ http://www.generunner.net/Al
t-bet GATA3 RORt FOXP3 Bcl6 BLIMP1 IFN IL-4 IL-13 IL-17A IL-10 IL-21 GAPDH
110pb | 125pb | 114pb | 181pb | 178pb | 242pb | 204pb | 190pb | 202 pb | 167pb | 172pb | 265pb | 496 pb
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IDENTIFICACION DE LINAJES DE LINFOCITOS TH

Donante 12 — 40425

Thet IFN | |GATA3

Thbet GATA3

L4

IL13

Donante 13 — 36827

ROR IL17 | |FOXP  IL-10| |GAPDH

IL13 IL17 FOXP IL-10 GAPDH

Donante 16 - 36827

IFN GATA3 IL4 IL13 ROR

IL17 FOXP IL-10 GAPDH

Donante 19

IL17 FOXP IL-10 GAPDH

Th1 en 100%

Th2 en 88%

Th17 en 44%

T, €1 88%

Tfen 0%

22



5. EVALUACION MEMORIA INMUNOLOGICA

Fluoro6foros Célula a identificar
CD4 Pacific blue Linfocitos ayudadores
CDS8 APC (Aloficocianina)| Linfocitos citotoxicos
CD19 APC.Cy7y Linfocitos B
CDé62L FITC Linfocitos de memoria
CD45RA | Alexa Fluor 700 | Linfocitos inmaduros
CD45RO | PE (ficoeritrina) | Linfocitos maduros

150.000
células

&FLOWIO

0 CD45RA 200 4 T CD4SRO—
984 — 1 391
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EVALUACION MEMORIA INMUNOLOGICA

CONTROLES NATIVOS MODIFICADOS
% 8% 7%
2% 35%
60% 58%
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[T d " 0 % . -% :_I
“ ‘} o “ o T
bl e - u .
- ° - '& *Fx
100 4 -4 60 82.1384.54 83.10
52.30 54,5357.30 51.18
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6.14 — 168 1027
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CD62L CDASRA CD4SRO CDE2L  CDSRA  CD4SRO D62L CD4SRA CD4SRO CD45RAy > emoria
central
100 e 1 100

e
1
.
4
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CONCLUSIONES

De las 16 proteinas compuestas por 57 péptidos se observd que las secuencias peptidicas
modificadas poseen mayor pronostico de union a los alelos de DR} mas frecuentes a nivel
mundial.

La proliferaciéon de linfocitos estimulados con péptidos modificados fue mayor en los
donantes PPD negativo, donde se evidencio la proliferaciéon de 7 péptidos de 5 proteinas
evaluadas.

El péptido 36827 (Rvig80c) present6 IP superior al umbral en todos los donantes PPD
positivo que tienen unioén alelo especifica con la secuencia peptidica.

La diferenciacion de linfocitos después de la estimulacion se representa principalmente por
el linaje Th1, seguido por Th2 y T-reg.

Las células de memoria presentes después de la proliferacion son presuntivamente de tipo
memoria central, importantes por su accion efectora en respuesta a la infecciéon con Mtb.
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PERSPECTIVAS

Determinar la proliferacion celular con el estimulo del péptido 36827 en una cohorte de
donantes mas grande para identificar su posible uso como técnica de diagnostico.

Identificar la linfoproliferacion con el uso de péptidos modificados en donantes PPD
negativo con el uso de CPA como macréfagos y dendriticas.

Evaluar la presencia de anticuerpos después del estimulo con los péptidos para determinar el
reconocimiento de estos antigenos y la participaciéon del linaje Th2.

Purificar linfocitos naive para confirmar la diferenciacion de perfiles Thi, Th2 y Thiy que
confirme la presencia de citoquinas para el control de la micobacteria.
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