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1. RESUMEN

Actualmente la tuberculosis es un problema de salud publica. La forma mas efectiva
para contrarrestar es la vacunacion; no obstante, se cuenta con la BCG, una vacuna
que no otorga proteccion a toda la poblacion, ya que solo protege a infantes de las
presentaciones severas de la enfermedad. Durante afios se ha evaluado el papel de
la respuesta inmune humoral y celular frente a Mycobacterium tuberculosis (Mtb)
para controlar el desarrollo de la enfermedad. Se conoce que los anticuerpos
presentan funciones efectoras que median la respuesta inmune en diferentes
patologias; sin embargo, para la tuberculosis no esta bien descrita. En este proyecto
se planted el analisis de las funciones efectoras de los anticuerpos sobre
macrofagos y neutréfilos infectados con Mtb H37Rv, a través del aislamiento de
anticuerpos péptido especificos que reconocian péptidos derivados de la envoltura
de la micobacteria; para esto se aislaron 34 anticuerpos péptido-especificos los
cuales en su mayoria demostraron su funcién efectora neutralizante al inhibir la
entrada de la micobacteria a macréfagos y ademas su capacidad para reducir la
necrosis y aumentar la apoptosis en neutréfilos. Se encontré que los péptidos
40400, 31025 y 9111 son reconocidos por anticuerpos cuya funcion efectora en
macréfagos neutraliza a la micobacteria inhibiendo su entrada y en neutrdfilos
reduce la muerte celular por necrosis favoreciendo un proceso apoptético lo cual
establece un  mejor panorama en el control y resolucion de la patologia,
estableciendo dichos péptidos como candidatos de un posible modelo vacunal

sintético que supere la proteccion conferida por la BCG.
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2. INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infectocontagiosa cuyo principal agente
causal es Mycobacterium tuberculosis (Mtb) (1). Las personas portadoras del bacilo
pueden resolver espontaneamente la infeccidén, no obstante, puede desarrollarse la
forma activa (TBA) que afecta mas frecuente a los pulmones (tuberculosis
pulmonar), ademas, la micobacteria tiene la capacidad de migrar desde los
pulmones hacia otros tejidos y 6rganos causando tuberculosis extrapulmonar. Por
otro lado, se encuentra la forma latente de TB (TBL) en donde la micobacteria es
contenida por la estructura del granuloma, cuyo objetivo es contener la
multiplicacion del bacilo tuberculoso (1). En Colombia, segun el Ministerio de Salud
en el ano 2020 fueron notificados un total de 12.582 casos nuevos de TB con una
incidencia de 22,6 casos y una mortalidad de 1,72 casos por cada 100.000

habitantes, persistiendo como un problema de salud publica en el pais (2).

Considerando la importancia epidemiolégica de la TB es necesario el uso de
vacunas, dado que es el método mas efectivo para contrarrestar la enfermedad
segun la OMS, en la actualidad se cuenta con la BCG (Bacillus de Calmette-Guérin)
que induce proteccion especialmente contra las presentaciones severas de TB en la
poblacién infantil; no obstante, esta vacuna es ineficaz puesto que no ofrece
proteccion a toda la poblacion y ademas no reduce significativamente la incidencia
de la patologia a nivel mundial (3). Por tanto, se debe continuar con el estudio de

candidatos vacunales eficientes, que permitan el control de la TB.

Durante la infeccion por Mib, el sistema inmune juega un rol importante en el
desarrollo y la resolucion de la patologia. Como respuesta inicial, el organismo
cuenta con barreras de defensa primaria que buscan impedir el paso de la
micobacteria hacia el espacio alveolar; entre dichas barreras se encuentran
componentes que interfieren con sus mecanismos de replicacion y proliferacion; sin
embargo, la micobacteria puede evadir esta respuesta y posteriormente entrar en
contacto con diferentes poblaciones celulares en el espacio alveolar, entre las que
se encuentran células epiteliales, macréfagos alveolares, células dendriticas (DCs,

del inglés Dendritic Cells), células asesinas naturales (NK, del inglés Natural Killer),
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neutrofilos y linfocitos. El desarrollo de la respuesta inmune innata y adaptativa en
TB, esta basada en la interaccion receptor-ligando que permite el reconocimiento de
la micobacteria, y la subsecuente liberacion de citoquinas y quimiocinas

direccionando una la respuesta inmune al foco de infeccion (4-7).

Entre las células del sistema inmune se encuentran los macréfagos y los
neutrofilos, los cuales presentan en su membrana receptores que entran en
contacto con ligandos de la micobacteria, interaccion que permite su ingreso al
espacio intracelular; a partir de este momento los macréfagos pueden convertirse
en las células hospederas de la Mtb durante gran parte de la infeccion, siendo el
punto de partida para la progresion de la patologia y el inicio de la respuesta inmune
innata, al producir citoquinas proinflamatorias que media la destruccidon de la
micobacteria (4 - 8). Por su parte los neutréfilos tras la fagocitosis del
microorganismo, sintetizan IFN-y contribuyendo a la funcién defensiva del
macréfago y sufren un proceso de muerte celular con desenlaces tanto beneficiosas
como perjudiciales, para la resolucion de la infeccidon (4-8) Considerando lo anterior,
se denota la importancia de estas poblaciones celulares en la respuesta inmune por

lo cual es importante enfocar estudios en estas poblaciones.

Asi mismo se ha evidenciado que la funcién efectora de los anticuerpos sobre estas
poblaciones celulares contribuye al control de microorganismos patégenos. Una vez
la micobacteria entra en contacto con los anticuerpos ocurre la fagocitosis mediada
por receptores que reconocen la fraccion cristalizable (Fc), generando un aumento
en la actividad antimicrobiana de los macréfagos, y muerte por apoptosis en los
neutrofilos; proceso que desencadena la activacion de los macrofagos y aporta

componentes funcionales a sus mecanismos de defensa (9 -11).

Con el fin de inducir una respuesta inmune de proteccioén por medio de una vacuna,
la Fundaciéon Instituto de Inmunologia de Colombia (FIDIC) ha identificado
secuencias peptidicas provenientes de proteinas presentes en la envoltura de Mtb
denominadas HABPs (del inglés High Activity Binding Peptides), que presentan alta
capacidad de union especifica a las células hospederas y que pueden inhibir la
entrada de Mitb H37Rv a tales células in vitro (12 - 33). En la experiencia con

malaria los HABPs han resultado ser poco inmunogénicos, por lo que la FIDIC ha
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implementado estrategias para modificar dichas secuencias peptidicas con el fin de
mejorar su potencial inmunogénico, considerando cambios de aminoacidos en las

secuencias nativas, con relacion a su tamafio y polaridad (12 - 33).

Considerando la importancia de los macréfagos y los neutréfilos en la TB y que
ademas, la BCG no otorga proteccion a toda la poblacién; es necesario encontrar
antigenos capaces de inducir una respuesta inmune humoral, que desencadene la
funcién efectora de los anticuerpos en macréfagos y neutréfilos, con el fin de
contribuir a la destruccién de la micobacteria, y de tal forma, generar un posible
resultado de importancia para el disefio de una nueva vacuna antituberculosa.
Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto y con el fin de contribuir al disefio de
una vacuna antituberculosa, en el presente estudio se busco evaluar el papel de las
IgGs que reconocen péptidos derivados de proteinas presentes en la envoltura de
Mtb, en la induccion del tipo de muerte en neutrdfilos y en la entrada de la

micobacteria a macrofagos U937.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Establecer la funcion de anticuerpos que reconocen péptidos derivados de proteinas
presentes en la envoltura de Mtb H37Rv, y su efecto en neutrdfilos y macréfagos
U937 infectados.

3.2. Objetivos especificos
- ldentificar anticuerpos IgG en sangre periférica que reconocen antigenos

peptidicos derivados de proteinas presentes en la envoltura de Mtb H37Rv.

- Evaluar la capacidad que tienen los anticuerpos, que reconocen péptidos
nativos y modificados de proteinas presentes en la envoltura de Mtb H37Ry,

para inhibir la entrada de la micobacteria en los macrofagos U937.
- Analizar los tipos de muerte que se presentan en neutroéfilos infectados por

Mtb H37Rv pre incubada con anticuerpos que reconocen antigenos

peptidicos derivados de la envoltura micobacteriana.
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4. ANTECEDENTES

La TB es una enfermedad infecciosa cuya transmisién se asocia a la propagacion
de goticulas provenientes de la saliva o secreciones respiratorias de un paciente
con TB pulmonar a un individuo sano (4). Una vez Mtb ingresa al espacio alveolar,
es fagocitada por los macrofagos alveolares promoviendo la respuesta inmune

innata a expensas de neutrdéfilos, DCs, NK'y mastocitos (4 - 7, 34).

Comunmente los macréfagos hospedan a la Mtb y son el punto de partida para el
desarrollo de la infeccion si no logran neutralizar al microorganismo. Estas células,
producen citoquinas proinflamatorias como IFN-yp, interleuquina 12 (IL-12) e
interleuquina 1B, en respuesta al patdégeno (7). Otros actores involucrados en esta
respuesta, son las DCs que estan asociadas de manera especifica a la presentacion
antigénica siendo un puente entre la inmunidad innata y adaptativa, dado que
estimula la proliferacion de linfocitos (7). Entre tanto, los neutrdfilos son las células
que se presentan con mayor abundancia durante la infeccidn, su respuesta se
relaciona con los componentes presentes en sus granulos y el tipo de muerte que
presentan tras entrar en contacto con la micobacteria (7). En cuanto a las células
NK, éstas cuentan con capacidad citolitica e inhibitoria para lisar monocitos
infectados y producir citoquinas que impiden el crecimiento intracelular de Mtb
respectivamente, disminuyendo la propagacién de la infeccién (7). Finalmente, los
mastocitos pueden desempefar diversas funciones durante el desarrollo de la TB
entre las que se menciona la liberacién de citoquinas proinflamatorias en el foco de
la infeccion, el reclutamiento celular y su contribucion en la fibrosis crénica del tejido

pulmonar (7).

Una vez se ha dado inicio a la respuesta inmune innata, la infeccion por Mtb puede
avanzar permitiendo la intervencidn de células pertenecientes a la inmunidad
adaptativa. Por su parte, la inmunidad adaptativa esta relacionada con la interaccién
entre células presentadoras de antigeno (como macrofagos y DCs) y la poblacion
linfocitaria que incluye linfocitos T CD4*, CD8", y-0 y linfocitos B. Los linfocitos T
CD4" son activados tras reconocer antigenos de Mtb presentados mediante el
Complejo Mayor de Histocompatibilidad Il (CMH 11), lo que inducen la produccién de
IFN-y el cual aumenta la funcién antimicobacteriana del macréfago (4 - 7, 35). Otra

fuente significativa de IFN-yp son los linfocitos T CD8" que se activan tras reconocer
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antigenos presentados en este caso a través del CMH I, liberando ademas granulos
citoliticos que se dirigen hacia la célula infectada para su destruccion (4). Células de
la inmunidad innata y adaptativa ante la imposibilidad de eliminar la micobacteria, se
ubican alrededor de ella, generando una estructura conocida como granuloma la

cual busca contener la infeccién (4 - 7, 35).

Se ha visto que los neutréfilos pueden tener una funcion dual durante la infeccién
por Mtb, ya que al reconocer a la micobacteria establecen un ambiente propicio para
el desarrollo de la patologia, asi como también hacen frente a la infeccion
desencadenando reacciones de manera defensiva (8). Tras el primer contacto con la
micobacteria, los neutréfilos fagocitan el microorganismo y en un intento fallido por
destruirlo, mueren por necrosis generando un dafo tisular en el tejido adyacente
(36). En contraposicion, desde una perspectiva protectora, a partir de los neutrofilos
son generados cuerpos apoptéticos, que ademas de presentar en su interior
granulos con caracteristicas antimicrobianas utiles para inhibir el crecimiento
intracelular tras ser fagocitados por los macréfagos, promueven potencialmente la
presentacion antigénica dirigiendo la respuesta inmune hacia una respuesta de tipo

celular que puede contrarrestar el desarrollo de la enfermedad (36 - 39).

En sintesis, cuando se produce una muerte por apoptosis en los neutroéfilos después
del ingreso de Mtb, se propicia la respuesta inmune celular y los mecanismos
micobactericidas en los macréfagos infectados. La apoptosis de neutrofilos en TB ha
sido relacionada con vias dependientes de especies reactivas de oxigeno (ROS del
inglés Reactive Oxygen Species) que son generadas tras la fagocitosis de la
micobacteria (40, 41). Es importante tener en cuenta que los neutrdéfilos presentan
en su membrana receptores de la fraccion Fc de los anticuerpos (FcyR), ya que esto
les permite internalizar inmunocomplejos generados tras un proceso infeccioso y
que estan mediados por la opsonizacién de la IgG en algun microorganismo; lo cual
se ha visto que acelera el proceso de apoptosis en estas células estimulando su

degranulacion y la produccion de ROS (42, 43).

La FIDIC tiene como objetivo desarrollar una vacuna anti-tuberculosa con antigenos
peptidicos multiepitope, siguiendo el modelo de malaria, que sea eficiente y otorgue

proteccion a la mayoria de la poblacion; por lo tanto, se han realizado
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investigaciones enfocadas en la interaccion de receptores presentes en las células
hospederas y ligandos derivados de proteinas presentes en la envoltura de Mtb (19-
40). Dichas investigaciones se fundamentan en un analisis bioinformatico para
identificar proteinas de interés determinando su ubicacién subcelular, presencia,
transcripcion y expresion; una vez seleccionadas, se sintetizan en secuencias
peptidicas de 20 aminoacidos cubriendo la secuencia completa de cada proteina
(12-33).

Después de obtenidas las secuencias peptidicas, se evalua su capacidad de unién
especifica a lineas celulares hospederas: macrofagos derivados de monocitos
(U937) y células epiteliales alveolares tipo Il (A549) (12-33). Teniendo en cuenta la
interaccién especifica entre los péptidos y sus receptores en las lineas celulares, se
realizan ensayos de inhibicién de la entrada de la micobacteria, para finalmente
determinar los péptidos que inhiben la entrada a las lineas celulares antes
mencionadas, posteriormente éstas secuencias seran tenidas en cuenta para el
desarrollo de la vacuna (12-33). Ahora bien, se ha demostrado con los antigenos
para el desarrollo de la vacuna contra malaria, los péptidos nativos son
inmunolégicamente silentes, por lo cual se les realizan modificaciones de

aminoacidos, con el fin de aumentar su inmunogenicidad (12-33).

Ahora bien, con el fin de aportar en el disefio de vacunas para la TB propuesto por
la FIDIC, es fundamental evaluar la inmunogenicidad inducida in vitro por los
péptidos. Considerando que se ha evidenciado que la inmunidad humoral también
tiene un papel importante para evitar el desarrollo de la enfermedad, asi como la
intervencion de los macrofagos y neutrdfilos, en el presente trabajo, se propuso
evaluar la capacidad de dichos anticuerpos que reconocen secuencias peptidicas
obtenidas con la metodologia de la FIDIC, para inhibir el ingreso de la micobacteria
a macrofagos e inducir la apoptosis en los neutréfilos mediada por endocitosis de
inmunocomplejos. Estos dos procesos podrian ser relevantes para lograr una

respuesta inmune mas eficiente.
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5. MARCO TEORICO

5.1. Generalidades de la Tuberculosis

La TB ha afectado a la humanidad desde hace millones de afos, en la antigtiedad
era llamada “la plaga blanca” (44). En 1882 Robert Koch, médico y microbiélogo
identifica el agente causal de la TB, el cual se denominé bacilo tuberculoso; Koch
aislé y cultivd el bacilo de dicha enfermedad a través de la inoculacién del agente
causal en animales de experimentacion (45, 47). En 1944, Selman Waksman,
bioquimico y microbidlogo anunciaron el aislamiento del primer antibidtico frente a la
TB, la estreptomicina, farmaco obtenido de una cepa de Streptomyces griseum,
siendo el primer farmaco eficaz contra esta enfermedad, inicialmente se disponia de

altas dosis, pero dado a problemas de toxicidad y resistencia se limitoé su uso (47).

El contagio por Mtb se produce por via aérea, cuando los aerosoles contaminados
con la bacteria se depositan en los alvéolos pulmonares en donde puede iniciarse la
infeccion y diseminarse por via sanguinea a otras zonas del cuerpo (48). El primer
contacto con el bacilo puede resultar en una resolucion espontanea de infeccion,
aunque también puede producirse la fase activa de la enfermedad (TBA) que ocurre
entre el 5 al 10% de las personas que entran en contacto con la micobacteria o en

otros casos puede desencadenarse la fase latente (TBL) (46).

En cuanto a manifestaciones clinicas, la TBL puede ser asintomatica; sin embargo,
en algunos individuos que contraen la infeccién y que son susceptibles a desarrollar
la enfermedad, los sintomas pueden presentarse sin ser patognomaénicos (50). Los
sintomas de la TBA pueden ser agudos, subagudos o crénicos, estos pueden ser
inespecificos como la sudoracién nocturna, pérdida de peso, fiebre, astenia y
anorexia; algunos pueden llegar a ser mas orientativos, como la tos o expectoracion
de mas de 15 dias de evolucién que no mejora tras tratamiento con farmacos de
primera linea; para el caso de la primoinfeccion en nifos, esta suele ser
asintomatica o generar sintomas inespecificos (51, 52). La TB extrapulmonar, se
relaciona con diferentes patologias, acorde con el 6rgano o sistema en el que se

desarrolla la infeccién como se observa en la Tabla 1 (53).
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Tabla 1. Tuberculosis extrapulmonar. Modificado de Diagnosis and treatment of

tuberculosis: latest developments and future priorities, 2017 (53).

TUBERCULOSIS EXTRAPULMONAR

SINTOMATOLOGIA

Linfadenitis tuberculosa

Indolora, inflamacion progresiva de los ganglios
linfaticos.

Tuberculosis pleural

Puede ser asintomatica, a menudo se asocia con
sintomas pulmonares tipicos de TB incluido el dolor
toracico pleuritico.

Tuberculosis del sistema nervioso
central

Se puede manifestar como tuberculomas, tuberculosis
cerebral abscesos o meningitis tuberculosa, esta
presenta sintomas clasicos de meningitis incluido el
dolor de -cabeza, fiebre, meningismo y déficits
neuroldgicos focales.

Tuberculosis esquelética

Incluye la enfermedad de Pott caracterizada por dolor
localizado, deformidad espinal. Puede estar asociado
con complicaciones que generalmente afecta los
huesos largos que soportan peso causando dolores
localizados.

Peritonitis tuberculosa

Se caracteriza por presentar dolor abdominal, fiebre y
adelgazamiento. Otras manifestaciones incluyen
diarrea, ascitis, hepatomegalia y esplenomegalia.

Tuberculosis genitourinaria

Provoca disuria, hematuria, enfermedad pélvica
inflamatoria, dolor en el flanco y masas segun el sitio
especifico de infeccion.

Pericarditis tuberculosa

Presenta sintomas como dolor de pecho, tos y disnea,
fiebre, taquicardia y cardiomegalia.

5.2 Mycobacterium tuberculosis y complejo el MTB

Mpycobacterium tuberculosis es el principal agente causal de la TB en humanos y se

describe como un bacilo acido alcohol resistente con una longitud aproximada de 1

a 4 micras; conocido como patégeno intracelular de crecimiento lento aerobio

estricto perteneciente a la familia Mycobacteriaceae, Mtb puede sobrevivir al interior

de los macrofagos del hospedero (54, 55); ademas de tener ciertos mecanismos de

evasion como lo son arresto o detencibn de la fusion fagosoma-lisosoma;

resistencia contra los metabolitos reactivos del nitrogeno y oxido nitrico y la
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interferencia con la presentacion antigénica a moléculas CMH de clase Il contra
otras células del sistema inmune y un desarrollo de mediadores que favorecen la

replicacion bacteriana mediante las plaquetas (56).

La envoltura celular de Mtb, tiene una capsula la cual incluye polisacaridos como lo
son manano, glucanos y arabinomanano (57); por otro lado, su capa externa que
consiste principalmente de acidos micdlicos hidrofébicos que intervienen en la
entrada de nutrientes provocando un crecimiento lento del microorganismo, aunque
aumenta la resistencia celular frente a la degradacion por parte de enzimas
lisosomales; junto a esta capa se incluyen moléculas que contienen manosa como
el lipoarabinomanano protegido con manosa (Man-LAM), el lipomanano (LM) y
manoglicoproteinas, que se caracterizan por su potencial inmunogénico al ser

reconocidas por las células de defensa en el hospedero (54, 55).

Ademas de la capa externa, este microorganismo presenta una capa interna la cual
se encuentra compuesta por arabinogalactano, fosfatidil-inositol manosido (PIM) y
peptidoglicanos, sumados al manano y el arabinomanano quienes estan presentes
en la superficie y conforman forman la capsula exterior de la micobacteria (54, 55),

como se observa en la Figura 1.

Mtb pertenece a una agrupacion de microorganismos conocida como el complejo
Mycobacterium tuberculosis; en él, se contempla un grupo de especies las cuales se
caracterizan por presentar una homologia en su ADN mayor al 95% y una envoltura
de pared celular compleja. Este complejo abarca especies como M. tuberculosis,
principal agente causal de la TB en humanos y M. bovis que afecta a bovinos y esta

asociada a TB en pacientes inmunocomprometidos (58).
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Figura 1. Envoltura micobacteriana. Modificado de Identificacion de interactores in

vivo de la proteina FhaA de Mycobacterium tuberculosis. 2018 (55).

Por otra parte también se encuentran M. bovis BCG aislada por Calmette y Guérin,
que es la unica vacuna utilizada en la prevencion de la tuberculosis durante la
infancia, M. microti causa la TB en roedores, llamas y otros mamiferos, M. africanum
y M. canetii estan estrechamente relacionadas con la Mtb dado que estas pueden
llegar a causar tuberculosis humana y principalmente es encontrada en pacientes
africanos, M. pinnipedii la cual infecta focas (58, 59), M. caprae agente causal de la
tuberculosis en caprinos, también se puede dar en otros animales como cerdos,
tigres siberianos, jabalies, entre otros, M. mungi es una nueva especie causante de
TB la cual es transmitida a través de la nariz y piel de la mangosta rayada, M. orygis
es otra especie causante de TB en humanos y animales como rinocerontes, monos,
ganado lechero, entre otros (60). Un estudio filogenético del complejo demostré que
las cepas que hacen referencia a los animales se encuentran en un solo linaje

marcado por la delecién de regiones cromosomicas como la RD9 (61)

5.3 Epidemiologia de la TB
La problematica de la TB actualmente se relaciona con la incidencia presentada
anualmente. Para el ano 2020, las OMS report6 un estimado de 9,9 millones de

personas infectadas por Mtb, de las cuales el 43% corresponde al Sur oriente
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asiatico, el 25% a Africa, el 18% al Pacifico oriental, el 8,3% al Mediterraneo

oriental, 3% a las américas y el 2,3% a Europa (62).
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Figura 2. Incidencia a nivel mundial de TB para el afio 2020. Tomado y modificado
de Global Tuberculosis Report. 2021 (62).

En Colombia, segun el Ministerio de Salud para el afio 2020 fueron notificados un
total de 12.582 casos nuevos de TB con una incidencia de 22,6 casos y una
mortalidad de 1,72 casos por cada 100.000 habitantes, siendo un problema de salud
publica en el pais (2). En relacion con la caracterizacion poblacional, son los
hombres la poblacién mas afectada con un 65,8% respecto a las mujeres con un
34,2% del total de la poblacién infectada (2). Para el caso de los grupos de edad
mayormente afectados por la TB, se encuentran entre 25 a 34 afios con un 19,9%,
personas mayores de 65 afnos con un 18,3% y nifios y ninas menores de 15 afios
con un 2,2% (2). Regionalmente, los territorios con mayor cantidad de casos
reportados en Colombia las cuales concentran el 75% de los casos son: Antioquia,
Valle del Cauca, Bogota D.C., Santander, Barranquilla, Norte de Santander, Meta y

Risaralda como se muestra en la Figura 3 (2).
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Figura 3. Porcentaje de casos de TB a nivel nacional en el afio 2020. Tomado de

Informe de evento tuberculosis afio 2021 (2).

5.4 Diagnostico de tuberculosis

En el diagnostico de la TB es necesario tener en cuenta diferentes criterios que
incluyen bacteriologicos, histopatoldgicos, clinicos, epidemioldgicos y radioldgicos,
siendo los bacterioldégicos e histopatolégicos confirmatorios del diagndstico y

suficientes para dar inicio al tratamiento (63).

La etapa de infeccidn determina en algunos casos el tipo de método diagndstico
utilizado; por ejemplo, personas con TBL son diagnosticadas por la sensibilizacion
del sistema inmune frente a antigenos de Mtb, a través de la Prueba de tuberculina
(PPD) en la que un derivado proteico purificado es inyectado por via intradérmica en
el antebrazo generando una hipersensibilidad retardada de 48 a 72 horas cuando el
resultado es positivo; la lectura de la prueba y su resultado dependen del diametro
de la induracion generada en la zona de aplicacion, una lectura positiva varia de
acuerdo con el tipo de poblacion a la que pertenece el individuo; una PPD positiva
para una persona con VIH o que haya estado en contacto con una persona
diagnosticada con TB es igual o mayor a 5 mm, para alguien que haga parte de la
poblacion de alto riesgo o personal de salud se considera positiva al ser igual o
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mayor a 5 mm, y finalmente, una PPD mayor o igual a 15 mm es un resultado

positivo en un individuo sin factores de riesgo (64, 65).

Otro método diagndstico empleado en personas con TBL es el ensayo basado en la
deteccion del IFN-y liberado como respuesta a la estimulacion de las células T
extraidas de sangre periférica sensibilizadas con antigenos especificos de Mtb (66,
67). En la figura 4 se observa la interpretacion de los resultados de la PPD en

combinacion con las técnicas de IFN-yp.

ﬁ Tuberculina }—l

Inmunodeprimidos Con vacuna Sin vacuna
y ninos antituberculosa antituberculosa

Inmunccompetente

| Negativo ‘<—| IFN-y }—>| Positivo ‘

Figura 4. Algoritmo de utilizacién conjunta de la PPD y la técnica de IFN-y en el
diagnostico de la TB. Tomado de Diagnéstico y tratamiento de la tuberculosis 2008.
(64)

Respecto al diagnéstico de la TBA se emplea la baciloscopia (BK); esta técnica
consiste en la observacion microscopica de bacilos acido alcohol resistentes en una
muestra determinada, tras aplicar la tincion de Ziehl-Neelsen con la cual se reporta

el numero de bacilos observados en el campo (tabla 2) (68 - 70).

Tabla 2. Informe de resultados del examen microscépico; baciloscopia. Tomado de

la Guia para la vigilancia por laboratorio de Tuberculosis 2020. (68)

Resultado del examen microscépico | Informe

No se encuentran BAAR en los 100 No se observan bacilos acido-alcohol

campos observados resistentes
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Se observan de 1 a 9 BAAR en 100 Numero exacto de bacilos en 100

campos observados campos

Se observa entre 10 y 99 BAAR en 100 | Positivo (+)

campos observados

Se observan de 1 a 10 BAAR por Positivo (++)

campo en 50 campos observados

Se observan mas de 10 BAAR por Positivo (+++)

campo en 20 campos observados

También se hace cultivo de micobacterias como técnica diagndstica, en la que se
precisan 21 dias para evidenciar el crecimiento bacteriano tras la inoculacion de una
muestra proveniente de un paciente sospechoso de TB; actualmente se cuentan con
medios a base de huevo (Ogawa-Kudoh, Lowenstein-dJensen), medios sintéticos
(Middlebrook 7H10 y Middlebrook 7H9) y algunos medios liquidos (MGIT y
MB/BacT), que por sus componentes permiten el desarrollo y crecimiento de la

micobacteria en el medio (70).

En la actualidad, como criterio bacteriolégico, es posible contar con la prueba
GeneXpert; una técnica de PCR que identifica el ADN de Mtb, ademas detecta la
posible resistencia de la cepa a la Rifampicina dada por la mutacion del gen rpo en
aproximadamente 2 horas; la resistencia a este antibidtico esta asociada a la
resistencia contra la Isoniacida, es por tanto que la resistencia a Rifampicina se

considera un marcador TBMDR (71).

Finalmente, en cuanto al criterio histopatolégico la biopsia de cualquier tejido que
evidencie presencia de granulomas con necrosis de caseificacion activa y un
Ziehl-Neelsen positivo soporta resultado mas claro para el diagnostico de la
patologia; este criterio debe sustentar y correlaciona los resultados de criterios

bacteriolégicos (63).
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5.5 Respuesta inmune innata en tuberculosis

El reconocimiento de Mtb esta a cargo de estructuras especificas presentes en
células fagociticas, como son los receptores tipo toll, receptores del complemento,
receptores de manosa, receptores Scavenger, receptores de inmunoglobulinas,
entre otros; dicho reconocimiento inicia una serie de reacciones desde la membrana
celular corriente abajo hasta el nucleo donde se estimula a la célula para producir
interleuquinas proinflamatorias que buscan resolver la infeccion, y quimioquinas que
modulan la respuesta inmune innata al atraer al foco infeccioso neutrdfilos, DCs, NK
y macrofagos, conectando directamente con la respuesta adaptativa al atraer de

igual manera poblacién linfocitaria (4, 36).

Los macréfagos en la TB cumplen diferentes funciones que dependen de la
estimulacién celular recibida, puesto que se encuentran en capacidad de expresar
un fenotipo M1, en el que se induce la respuesta inmune celular proinflamatoria y en
contraste un fenotipo M2, en el cual se genera una respuesta inmunosupresora
antiinflamatoria (7, 35). Los macrofagos especialmente M1 reconocen el IFN-y
liberado por otras poblaciones celulares, y sintetizan en su interior, componentes
como ROS y 6xido nitrico para atacar a la micobacteria y destruirla en su interior (7,
35).

En la infeccion por Mtb, los neutrdfilos fagocitan la micobacteria y generan una
explosion oxidativa enfocada en la destruccion del microorganismo, relacionada
directamente con la union de ROS a componentes enzimaticos presentes en los
granulos que se liberan tras la degranulacién (7, 35, 72). También se ha visto que
en la TB, los neutréfilos son sometidos a un proceso apoptético para luego ser
fagocitados por los macréfagos, favoreciendo la activacion de los mismos y por
tanto aumentando la respuesta proinflamatoria, para la resolucion de la infeccion;
sin embargo, en algunos casos dicha respuesta no se favorece y se entorpece la
eliminacién del patdogeno a expensas de los mecanismos de evasion de la respuesta

inmune que posee Mtb (7, 35, 72).

Es necesario comprender que los neutrofilos se encuentran en capacidad de morir

por vias dependientes e independientes de oxigeno tras procesos como necrosis,
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apoptosis mediada por endocitosis directa de microorganismos, apoptosis mediada
por endocitosis tras el reconocimiento de componentes del complemento y
fracciones Fc de anticuerpos IgG que se encuentran opsonizando microorganismos,
apoptosis por activacion de receptores de muerte celular y netosis que consiste en
liberacién de trampas extracelulares de neutrdfilos, descritas como barreras fisicas
que intentan contener la propagacion de algun microorganismo (9, 10); ademas, se
ha descrito que la formacion de inmunocomplejos insolubles inducen apoptosis en
neutréfilos a expensas de una via de senalizacion intracelular asi como la
produccion de ROS al interior de la célula (73 - 75). La importancia de este proceso
radica en el tipo de muerte que genera Mtb en los neutrofilos y cémo esto contribuye

o entorpece la respuesta inmune efectiva contra la infeccion.

En otro sentido, las DCs en TB, ademas de liberar IL-12 (que no sélo da lugar a la
proliferacion de linfocitos, sino que también genera un aumento en la produccién de
IFN-y), son el intermediario central que conecta la inmunidad innata con la
adaptativa, ya que reconocen y presentan antigenos provenientes de Mitb a
linfocitos presentes en los ganglios linfaticos, para estimular su activacion y

migracion hacia el foco infeccioso (6, 7, 35).

Para el caso de las células NK, estas son también una fuente importante de IFN-y e
IL-12 y ejercen un control en la patologia, a través de mecanismos citotdxicos
relacionados con la presencia de granulos, los cuales contienen componentes
citotéxicos que son liberados durante la infeccién, para destruir células que se

encuentran infectadas por Mtb (7).

5.6 Respuesta adaptativa en tuberculosis

Luego de haber sido generada una respuesta celular a cargo de la inmunidad
innata, células como macréfagos y DCs presentan por el CMH | y Il antigenos
peptidicos a linfocitos T CD4" y CD8", respectivamente; realizando de igual forma la
presentacion antigénica de glucolipidos a células T restringidas de CD1" y
fosfoligandos derivados de Mtb a linfocitos T yd (35). Dichas interacciones celulares,
dan lugar a la sintesis y liberacion de IFN-y, promoviendo la activacion de
macrofagos infectados y la destruccion de la micobacteria mediada por ROS e

intermediarios de nitrégeno reactivo; ademas de esto, linfocitos T CD8" excretan
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granzimas y perforinas que contribuyen en la destruccién intracelular del

microorganismo (35).

Los linfocitos T CD4" son los encargados de establecer el tipo de respuesta inmune
adaptativa que va a generar durante la infeccion. Una expresion fenotipica del perfil
Th,, produce una respuesta celular, aumentando la probabilidad de controlar el
crecimiento y la replicacién de la micobacteria; en contraste, la expresion de un
perfiil Th,, da como resultado la produccion de citoquinas antiinflamatorias
propiciando la accion de linfocitos T reguladores que, en conjunto suprimen los
mecanismos efectores antimicrobianos y otorgan un ambiente favorable para el

desarrollo de la infeccién (35).

Finalmente, se ha visto que los linfocitos B desempefan un rol funcional en la
inmunidad adaptativa, puesto que procesan y presentan antigenos a linfocitos T en
los centros germinales, promoviendo una respuesta celular a cargo de linfocitos
CD4* (11). Los linfocitos B median la respuesta inmune humoral como células
productoras de anticuerpos quienes presentan una funcion efectora que activa
células de la inmunidad innata, favoreciendo los mecanismos de defensa en la
infeccion (11). Adicionalmente, se ha demostrado que existen anticuerpos
encargados de opsonizar o neutralizar a la micobacteria; de esta forma, se ha visto
que por medio de anticuerpos opsonizantes, los macréfagos logran fagocitar a la
micobacteria desarrollando con éxito el fagolisosoma que destruye al
microorganismo; mientras que, anticuerpos de tipo neutralizante, evitarian la

infeccion por Mtb en los macréfagos alveolares (11).

5.7 Vacunas contrala TB

En la actualidad, la unica vacuna avalada por la OMS que puede emplearse para la
proteccion contra TB es la vacuna del bacilo de Calmette-Guérin (BCG) en la que se
utiliza una cepa viva atenuada de M. bovis, para la inmunizacidon en el ser humano
(3). Sin embargo, esta vacuna solamente previene las formas severas de TB como
la meningitis tuberculosa y la tuberculosis miliar en poblacion infantil, siendo ineficaz
para otorgar proteccion a la poblacion restante y para reducir significativamente la
incidencia global de TBA (3).
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Para agosto del afio 2021, de acuerdo con la OMS, se cuenta con 14 candidatos a
vacunas ubicados en diferentes fases de analisis: 2 se encuentran en fase |, 8 en
fase I, y 4 en fase lll; entre ellos se incluyen tanto candidatos que buscan prevenir
la infeccion y el desarrollo de la enfermedad, asi como aquellos que ayudan a

mejorar los resultados tras el tratamiento de la infeccién (62).

Con el fin de desarrollar una vacuna eficaz para la poblacion, la PAHO establece 5
fases por las cuales debe pasar un candidato vacunal: la primera fase (fase
preclinica) hace referencia a los ensayos experimentales basados en modelos
animales que permitan sustentar su estudio posteriormente en humanos; la segunda
fase (fase | es aquella en la que se procede a una implementacion experimental en
menos de 100 adultos evaluando seguridad y efectos bioldgicos; la segunda fase
(fase Il) implica el estudio en un grupo poblacional mas grande (200 - 500 adultos)
para determinar seguridad, eficacia, dosis y método de administracion; la tercera
fase (fase Ill) incluye el testeo de la vacuna en una mayor cantidad de voluntarios de
cientos a miles, haciendo pruebas contra un placebo; finalmente, la cuarta (fase 1V)
esta relacionada con los estudios en los que se evaluan los resultados posteriores a
la aplicacion respecto a su eficacia y posibles eventos adversos en la poblacidn
(76).
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6. METODOLOGIA

6.1 Diseiio metodolégico

6.1.1 Tipo de investigacion

La investigacion se refiere al tipo cuantitativo dado que es un método cientifico el
cual representara resultados a través de una expresion de cantidad numérica;
haciendo posible interpretar los datos recolectados por medio de técnicas con apoyo

en informacién de bases de datos.

6.1.2 Alcance, nivel y enfoque de investigacion

La investigacion tiene un enfoque exploratorio, ya que busca apoyar el disefio de
una vacuna contra la TB con la aproximacion empleada en el macroproyecto de la
FIDIC identificando péptidos que cumplen parametros especificos para ser incluidos
en un modelo vacunal, a partir de los cuales se busca obtener anticuerpos
especificos y evaluar su funcién efectora en macréfagos y neutréfilos infectados

como objetivos de la investigacion.

6.1.3 Poblacién objeto del estudio
Ocho personas sanas entre los 25 y 45 afios que tenian riesgo a estar en contacto
con Mtb; ademas, toda la poblacion cuenta con la vacuna de la BCG, teniendo en

cuenta la exposicion continua a micobacterias de origen ambiental.

6.1.4 Muestra
Neutrofilos aislados a partir de sangre periférica de donantes sanos y linea celular

de macréfagos derivados de monocitos U937.

6.2 TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

En la figura 5, se presenta el resumen metodolégico que se llevé a cabo en la
evaluacion de la inhibicion de la entrada de la Mtb a las células hospederas (U937) y
la muerte celular en neutrdfilos, infectados por Mtb H37Rv pre-opsonizada con IgGs
que reconocen antigenos peptidicos derivados de proteinas presentes en la

envoltura de Mtb.
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Figura 5. Resumen metodoldgico relacionado con la inhibicion de la entrada de la
Mtb a las células hospederas (U937) y la muerte celular en neutréfilos, infectados
por Mtb H37Rv.

6.2.1 Macréfagos

6.2.1.1 Cultivo de macréfagos U937

Se utilizaron células U937 (macrofagos derivados de monocitos) para cultivo celular,
se parte de 100.000 células para el mantenimiento del cultivo teniendo en cuenta
que estas células se duplican cada 4 horas, se mantuvieron en incubacién
aproximadamente 5 dias para tener una confluencia celular del 95 al 100%, una vez
obtenido este porcentaje se procede al desprendimiento de estas utilizando tripsina
a una concentracion de 0.6% en incubacion 3 minutos a 37°C con 5% de CO,,
pasado este tiempo se inactiva la tripsina al doble de volumen de RPMI 1640
suplementado con suero bovino al 10%, después se centrifuga el volumen total a
2500 rpm por 5 minutos, obtenido el pellet celular se disgrega hasta no dejar grumos
y se resuspende en 2 mL del medio anteriormente mencionado para conteo en
camara de Neubauer y verificacion de viabilidad celular mediante azul de tripan, una
vez obtenido el total de células desprendidas se realiza el calculo para disponer en
caja de 24 pozos 7,2x10° (300.000 células/pozo) células para el ensayo de
inhibicion de la entrada de Mtb H37Rv.
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6.2.1.2 Ensayo de inhibicion de la entrada de Mtb H37Rv en macroéfagos en
presencia de péptidos

Los ensayos con macrofagos derivados de monocitos U937 (ATTC CRL-2367) se
realizaron por triplicado. El ensayo en presencia de péptidos consistié en colocar 1 x
10° células en placas de 48 pozos (Greiner bio-one CELLSTAR®) e incubarlas
durante 2 h, a 4°C en 5% de CO, a diferentes concentraciones (2, 20 y 200 uM) de
cada antigeno peptidico. Las células se infectaron con Mtb H37Rv GFP a 1:5

multiplicidad de infeccion (MOI).

Los ensayos en presencia de péptidos implican la preincubacion de las
micobacterias (Mtb H37Rv que expresa GFP) durante 1h a 37°C en agitacién
constante con cada antigeno peptidico. Los macrofagos se infectaron con estas
micobacterias, se permitié el contacto por 12 horas a 37°C y luego se lavaron con
PBS para eliminar las micobacterias extracelulares, se tripsinizaron para ser
desprendidas de los pozos y por ultimo, se fijaron durante la noche a 4°C con una
solucién de paraformaldehido-glutaraldehido (4% y 0,25% respectivamente) en
PBS. Luego se utilizé la citometria de flujo para analizar la inhibicién de entrada de
la micobacteria a las células U937, utilizando un citdmetro BD FACSCanto Il para
leer 10,000 eventos por pozo. Como control positivo de inhibicion se emplearon
citocalasina D (50uM) que impide el proceso de polimerizacion de los filamentos de
actina y/o la colchicina (50uM) quien cumple la misma funcién a nivel de los
microtubulos en los dimeros de tubulina, procesos importantes durante el proceso
de fagocitosis en la internalizacion de patdégenos (77, 78). Se utilizaron células U937
incubadas con micobacterias sin ningun tipo de inhibidor como control de la
infeccion y este valor se tomé como 100% de infeccién para calcular el porcentaje

de inhibicién en presencia de los diferentes inhibidores (péptidos).

6.2.2 Prediccién de epitopes B

6.2.2.1 Aproximacion bioinformatica

Se describen como epitopes B aquellas secuencias antigénicas que pueden ser
reconocidas por linfocitos B encargados de la produccion de inmunoglobulinas
especificas para estas. La aproximacion bioinformatica se realiz6 mediante una
prediccion de epitopes B en las secuencias peptidicas seleccionadas vy

proporcionadas por la FIDIC; se tuvo en cuenta aquellos epitopes que poseen una
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longitud a partir de 5 aminoacidos. La determinacion se realizO mediante el
programa BepiRed 2.0 (79), un predictor de epitopes B lineales, a partir del cual se
identificaron regiones con epitopes B en 48 secuencias peptidicas definidas como
HABPs; ademas, este servidor generd un puntaje de prediccion y se tomé un umbral

de 0.5 para definir el epitope.

6.2.3 Aislamiento de inmunoglobulinas IgG afines peptidicos seleccionados
6.2.3.1 Aislamiento y purificacion de IgG

Con el fin de aislar IgG total se tomd una muestra de sangre periférica separando el
suero de la fraccion celular; se inactivaron los sueros de los 8 donantes reclutados a
55°C por 30 minutos y se centrifugé a 13000 rpm durante 30 minutos, se adiciona el
doble de buffer acetato 0.5M pH 4 (0,83 g de acetato y 100 mL agua desionizada)
respecto al volumen inicial del suero, inicialmente se precipitaron las proteinas que
no correspondian a gammaglobulinas con acido caprilico (98%) mezclando durante
dos horas, se centrifugd a 5000 rpm durante 15 minutos, quedando en el
sobrenadante las inmunoglobulinas el cual fue filtrado con papel Whatman N°2.
Después, la IgG se precipitdé con sulfato de amonio saturado al 40%, se dejé en
agitacion constante en un bafo de hielo y después durante toda la noche a 4°C, se
centrifugd a 13000 rpm por 20 minutos a 4°C, se lavo el pellet mediante
centrifugacion 3 veces con una solucién de sulfato de amonio saturado al 33% y se
resuspendié en solucién salina al 0.9 g/L de NaCl. Finalmente, con el objetivo de
eliminar la mayor cantidad de impurezas, las inmunoglobulinas obtenidas se
dializaron frente a Tris 10mM pH 8.5 durante toda la noche y después se realizaron

dos cambios del Tris 10mM cada dos horas.

6.2.3.2 Purificacion de IgG péptido-especifica

La purificacion de 1gGs que reconocen péptidos seleccionados, se realizd por
cromatografia de afinidad mediante la unién del anticuerpo de interés a un péptido
inmovilizado en una resina. Para ello se preparé una columna de Sefarosa 4B
funcionalizada con Bromuro de Ciandgeno (CNBr), activandose con 1mL de HCI
(1TmM), posteriormente se acopld 1 mg de péptido de interés en bicarbonato de
sodio (0.1M pH 8.3), a continuacion, para bloquear sitios libres de uniéon a aminas la
resina se tratdé con Tris HCI (0.1M pH 8.0) y se realizaron 3 ciclos de lavado
alternando los buffers de acetato de sodio (0.1M pH 4) y Tris HCI (0.1M pH 8.0), por
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ultimo, se adiciona bicarbonato de sodio (pH 8.3) y a continuacion, se dej6 pasar la
muestra que contenia la IgG por la columna mas dos lavados con PBS 1x, cada uno
de 100 pL recogiendo el primer pase para eliminar la IgG no retenida.
Posteriormente la fraccién retenida en la columna, que corresponde a la
inmunoglobulina de interés, se eluy6 con glicina al 0.1M (pH 2.7 - 3) y se recolecté
en tubos eppendorf con Tris HCI 0.1M para evitar la desnaturalizacién del anticuerpo
(80). Las gammaglobulinas se concentraron en Amicon (membrana 100.000 NMWL,

Da) por centrifugacion a 4000 rpm por 15 minutos a 4°C.

6.2.3.2.1 Aproximacion experimental ELISAs

A partir de 8 donantes seleccionados de la base de datos de la FIDIC, fueron
obtenidos sueros en los cuales se verificd la presencia de anticuerpos que
reconocian péptidos derivados de proteinas presentes en la envoltura de la
micobacteria los cuales presentaron epitopes B de acuerdo con la prediccion
realizada en el BepiPred 2.0. Para este estudio se contd con los consentimientos
informados de cada uno de los donantes reclutados, los cuales autorizan el uso de
las muestras con fines investigativos (formato disponible de acuerdo con
requerimientos). Se utiliz6 posteriormente, el inmunoensayo ELISA en el que,
antigenos peptidicos y el lisado de Mtb H37Rv se inmovilizaron en cajas de 96
pozos fondo redondo a una concentracion de 10 yg/mL en PBS y se incubaron a
37°C durante dos horas, se descart6 el contenido de los pozos y se realizaron tres
lavados con solucion de lavado con Tween 20 en PBS y dos enjuagues con agua
destilada, se secaron los pozos y se adiciona 200uL de solucion de bloqueo (Tween
20 y leche descremada al 5% en PBS ) bloqueando asi los sitios libres y evitando
uniones inespecificas, se incub6 a 37°C durante 2 horas, se descarté el contenido
de los pozos y se lavdo nuevamente, después se adiciona 100uL de anticuerpo
primario (sueros de donantes) en una dilucion 1:100, se incub6 durante 2 horas a
37°C y se lavd, posteriormente se adiciona el anticuerpo secundario (Anti Human
IgG — conjugado con peroxidasa) en una dilucion 1:10000, se incub6 durante 1 hora
a 37°C, se lavd y después se reveld adicionando solucion de revelado KPL,
finalmente se detiene la reaccién adicionando 50 pL de acido fosférico (H;PO,) y se
procede a realizar la lectura en espectrofotdmetro a una longitud de onda de 620

nm.
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6.2.3.2.2 Aproximacion experimental Dot Blot

Se evalué el reconocimiento de las inmunoglobulinas por Dot Blot en el cual
utilizando una membrana de nitrocelulosa, los antigenos (lisado de Mib
H37Rv/péptido) se dispusieron a una cantidad de 5 pL por pozo y se incubaron a
37°C por 10 minutos, se realizaron 4 lavados con Tween al 0,5 en PBS con
agitacién constante por 3 minutos y se bloquearon los sitios de union libres (Tween
al 0,5% y leche descremada al 10%) durante 20 minutos a temperatura ambiente en
agitacion constante, se lavo y se adiciond la inmunoglobulina en una dilucién de
1:5000. Luego de incubar durante 10 minutos a 37°C, se realizaron 3 ciclos de
lavado, se agrego el anticuerpo secundario (anti-humano conjugado con fosfatasa)
en dilucion 1:5000, se incubd durante 1 hora a 37°C y se reveld con Kit de sustrato
Vector® VIP, peroxidasa (HRP) - (SK-4600) anadiendo 10 uL de cada componente

en 1 mL de agua destilada dando como positivo un color purpura en los pozos (81).

6.2.4 Evaluacion de la funcién efectora de inmunoglobulinas que reconocen

péptidos derivados de proteinas presentes en la envoltura de Mtb H37Rv

6.2.4.1 Macréfagos

6.2.3.4.1.2 Ensayo de inhibicion de la entrada de Mtb H37Rv en macroéfagos,
mediado por IgG

Los ensayos con macrofagos derivados de monocitos U937 (ATTC CRL-2367) se
realizaron por triplicado. El ensayo en presencia de inmunoglobulinas que
reconocen péptidos consisti6 en colocar 1 x 10° células en placas de 48 pozos
(Greiner bio-one CELLSTAR®) e incubarlas durante 2 h, a 4°C en 5% de CO.,. Las
células se infectaron con Mtb H37Rv GFP a 1:5 multiplicidad de infeccion (MOI).

Los ensayos en presencia de anticuerpos implican la preincubacion de las
micobacterias durante 1h a 37°C en agitacién constante con las IgGs aisladas que
reconocen cada antigeno peptidico. Los macroéfagos se infectaron con estas
micobacterias pre incubadas, se permitioé el contacto por 12 horas a 37°C y luego se
lavaron con PBS para eliminar las micobacterias extracelulares. Se fijaron durante la
noche a 4°C con una solucion de paraformaldehido-glutaraldehido (4% y 0,25%
respectivamente) en PBS . Luego se utilizd la citometria de flujo para analizar la

inhibicion de entrada de la micobacteria a las células U937, utilizando un citdmetro
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BD FACSCanto Il para leer 10,000 eventos por pozo. Se utilizaron células incubadas
con micobacterias sin ningun tipo de inhibidor como control de la infeccion y este
valor se tom6é como 100% de infeccidn para calcular el porcentaje de inhibicion en

presencia de los diferentes inhibidores (anticuerpos purificados).

6.2.4.2 Neutroéfilos

6.2.4.2.1 Aislamiento de neutréfilos de sangre periférica

Se obtuvieron 10 mL de sangre periférica de los 8 donantes, en tubos heparinizados
para luego centrifugar a 2800 rpm durante 10 minutos y tomar la fraccién del
Buffy-coat, la cual fue resuspendida en PBS 1x hasta alcanzar un volumen de 10
mL; posteriormente, se mezclaron con Ficoll-Histopaque en proporcion 2:1 y fueron
centrifugados a 550 g durante 30 minutos, con el fin de extraer la capa intermedia
entre los eritrocitos y Ficoll-Histopaque donde se encuentran los PMN con algunos
glébulos rojos; dicha capa fue resuspendida en PBS y para eliminar la cantidad
presente de Ficoll-Histopaque, se realizaron 2 lavados a 1800 rpm durante 5
minutos a 20 °C. Se elimind la contaminacion de gldbulos rojos adicionando 5 mL de
buffer de lisis (NH,CI 1,5 M, NaHCO; 0,1 M, EDTA 0,01 M y 100 mL de agua
destilada para buffer 10X) durante 10 minutos; luego se realizaron 2 lavados con
PBS a 1800 rpm durante 5 minutos a 20 °C y se resuspendieron los PMN en 3 mL
de RPMI con Suero bovino al 10%, se realizé conteo en camara de Neubauer y se
verificd su viabilidad para luego disponer en caja de 96 pozos 150.000 células/pozo
(82).

6.2.4.2.2 Ensayo de invasion en neutréfilos infectados con Mtb H37Ry,
mediado por IgG

Se incubaron 1x10® Mtb H37Rv con 30ul de los anticuerpos péptido-especificos a
37°C durante 2 horas en agitacion continua, para obtener la micobacteria
opsonizada. Considerando una multiplicidad de infeccion (MOI) 1:5 relacion
neutroéfilos-micobacteria, el cual se adoptd después de evaluar diferentes MOls (1:5,
1:10 y 1:15). La micobacteria pre-opsonizada se puso en contacto con 1x10°
neutréfilos por pozo en cajas de 96 y se permitié la fagocitosis por 18 horas a 37°C
en atmosfera de CO,. Transcurrido este tiempo, se marcaron los neutréfilos con
Annexin V BioLegend 1,0 ul y Propidium lodide BioLegend 0,4 pl por pozo y se
incubaron durante 15 minutos a 4°C. Para descartar la micobacteria no fagocitada,
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se pasaron las muestras a tubos eppendorf de 0.6 mL y se centrifugaron a 2500 rpm
durante 5 minutos, las células se fijaron con paraformaldehido-glutaraldehido (4% y
0.5%).

7. RESULTADOS

7.1 Inhibicién de la entrada de Mtb H37Rv por péptidos nativos y modificados
a macréfagos U937

Teniendo en cuenta que los péptidos nativos estudiados en ensayos preliminares
(Figura 1 - anexos) tienen la capacidad de inhibir la entrada de la micobacteria,
siendo este uno de los criterios para la seleccién de las secuencias candidatas a
vacuna antituberculosa segun la metodologia de FIDIC; se evaluo si los péptidos
modificados podrian inhibir la entrada del patégeno a células diana de igual manera
para ampliar el rango de seleccion de los péptidos proporcionados por la FIDIC a
partir de los que se obtendrian los anticuerpos péptido-especificos. En la figura 6 se
observa la capacidad que tienen los péptidos modificados a diferentes
concentraciones, para inhibir la entrada de la micobacteria a los macréfagos U937;
se consideraron porcentajes de inhibicion mayores a un 10% dado que estos
representan diferencias estadisticamente significativas en comparacion con el

control de invasién usado en el ensayo (P>0.05).

Los péptidos con un porcentaje de inhibicion mayor al 10% corresponden a las
secuencias 40396, 40400, 40402, 40404, 40408, 40410, 40412, 40416, 40418,
40422, 40428, 40430, 40432, 40436, 40438, 40440, 40448, 40450. Lo cual muestra
que un 75% de los péptidos analizados inhibieron la entrada de la micobacteria a los
macrofagos, que como se menciond anteriormente es una caracteristica
fundamental para la metodologia de seleccion de candidatos en la FIDIC. Entre los
péptidos con capacidad de inhibiciébn se encuentran la mayoria de los nativos y la
mayoria de los modificados; asi el 25% de los péptidos modificados restantes que
no presentaron inhibicion y aquellos que presentaban cambios significativos en sus
secuencias respecto a los nativos, no fueron incluidos en los ensayos posteriores

junto a su contraparte nativa, asi como aquellos a excepcion de algunos que fueron
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usados como controles.
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Figura 6. Evaluacién de la capacidad inhibitoria de péptidos modificados. Se
determind la inhibicién de la entrada de Mtb a macréfagos U937 mediada por los
péptidos modificados en concentraciones de 2 uM, 20 uM y 200 uM; en rojo control
de colchicina (70,93%). Los resultados de la prueba t-Student, estan representados

por los asteriscos sobre cada barra *<0.05, **< 0.01 y ***<0.001.

7.2 Seleccion de péptidos derivados de proteinas de la envoltura de Mtb
H37Rv

De acuerdo con los resultados obtenidos en los ensayos de inhibicion, se
seleccionaron 48 secuencias peptidicas entre nativas y modificadas de 15 proteinas
presentes en la envoltura de Mtb H37Rv (Tabla 3), con el objetivo de identificar
regiones que pudieran ser reconocidas por anticuerpos; para esto, se evaluaron
epitopes B los cuales presentaron una longitud de 5 hasta 17 aminoacidos. Las
secuencias de los péptidos modificados presentaron de igual forma epitopes B lo
cual sugiere que a pesar de las modificaciones en sus aminoacidos aun presentan

regiones para ser reconocidas como epitopes B.

Tabla 3. Enfoque bioinformatico para caracterizar antigenos candidatos. Se
muestran las secuencias nativas de los péptidos seleccionados seguidas de sus
secuencias modificadas; las secuencias naranjas corresponden a los péptidos

nativos, los cuales fueron sintetizados a partir de las secuencias de proteinas de la
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envoltura de la micobacteria y las secuencias color negro, corresponden a los

péptidos modificados a partir de la secuencia nativa. La prediccion de los epitopos

B se muestra resaltada en color salmon.
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25 C C
24 G C G C C C
23 Y G A G G G
22 C A I 5 5 Q M
21 G Y L Y 5 K Y R G
20 L L A Q I F vV L Y Q 5 T E A
13 P P L A Y D 5 Y D R G K G
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14 A A A 5 5 P G Q | P v ] G L
13 P P P 5 A 5 L L N L N L A M
12 T T 5 W P T 5 R | 5 5 5 G D
11 T £ 5 T A P Y T N L P P L L
10 A A W L T 5 G M Y M | G N P
9 D D T P D 5 P P A L A 5 D K
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4 K K V A A G T M Q D L H G G
3 P P M G Y A M 5 | 5 R A N L
2 v G A G G G P G Q G M G K G
1 Y C G C A C C C T C H C Y C
Position|37765| 40436| 37767 )|40438| 9111)|40440|30960| 40442) 36827 | 4044438373 | 40448| 30987 | 40450
Rv181l1c Rv2004c Rw2301 Rv1380c Rvw3454c RvB78C

7.3 Evaluacion del reconocimiento de péptidos nativos y modificados a partir
de inmunoglobulinas presentes en suero humano

A partir de la prediccion de epitopes B, se analiz6 en los sueros de cada donante la
capacidad que tienen sus anticuerpos para reconocer secuencias peptidicas nativas
y modificadas a través de ensayos de ELISA (figura 7); en ésta se evaluo la
absorbancia obtenida respecto al reconocimiento de cada secuencia peptidica, dado
qgue la concentracién de anticuerpos que reconocen las secuencias es directamente
proporcional a la absorbancia obtenida. De tal forma, aquellos resultados con mayor
absorbancia (DO 1.0 - 2.0 nm) sugieren una mayor cantidad de inmunoglobulinas
presentes en el suero del donante, que reconocen las diferentes secuencias
estudiadas. En general como se observaba en la prediccion de epitopes B, donde
no se perdieron estas secuencias al modificar los péptidos, aqui también se observa
el reconocimiento por parte de los donantes hacia los péptidos nativos y

modificados, por lo tanto se puede continuar con la extraccién de los anticuerpos.
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Figura 7. Reconocimiento de péptidos nativos y sus secuencias modificadas por
sueros de los donantes reclutados. En el eje Y se encuentran los péptidos nativos,
modificados y el control de reconocimiento que correspondié al lisado de Mib
H37Rv, en el eje X, la codificacidn empleada para identificar a los donantes que

participaron en el estudio.

7.4. Aislamiento de inmunoglobulinas IgG afines a peptidicos seleccionados

Una vez evidenciado el reconocimiento de los péptidos tanto nativos como
modificados por parte de los anticuerpos presentes en el suero de cada donante; se
realizé la extraccion y purificacion de anticuerpos especificos para cada secuencia
peptidica; posterior a dicho proceso se observdé mediante un Dot Blot, que el
reconocimiento de las inmunoglobulinas obtenidas se mantuviese a lo largo desde el
inicio hasta el final de la extraccion y purificacién, mostrando la eficiencia de este

procedimiento (figura 8 y 9).
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Figura 8. Dot blot del reconocimiento antigénico de IgGs péptido-especificas
aisladas a partir de los sueros de donantes (a). Control negativo BSA y control
positivo lisado de Mtb H37Rv reconocido por IgG humana total. (b) 1gG purificada
especifica para péptidos nativos que reconoce las secuencias nativas y el lisado de
Mtb H37Rv.
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Figura 9. Reconocimiento de inmunoglobulinas péptido-especificas de secuencias
modificadas. Primero, se observa el reconocimiento del lisado Mitb H37Rv por IgG
purificadas que reconocen especificamente los péptidos modificados, en segunda
instancia se observa el reconocimiento de péptidos modificados por parte de IgGs
purificadas especificas hacia los mismos. Por ultimo, se evidencia el
reconocimiento de las IgGs purificadas especificas de péptidos modificados, hacia

las secuencias nativas de las cuales fueron derivados los péptidos modificados

7.5 Inhibicion de la entrada de Mtb H37Rv por anticuerpos dirigidos a péptidos
nativos y modificados a macréfagos U937

De acuerdo con los resultados obtenidos en los ensayos de inhibicion de la entrada
de la micobacteria expuestos anteriormente; se evaluaron 34 anticuerpos
especificos de péptidos, derivados de proteinas de la envoltura de Mtb H37Ryv, en la
inhibicion de la micobacteria en macrofagos U937. El 8,82% de los anticuerpos
analizados (Ac 11073, Ac 40410 y Ac 9111) inhibieron la entrada de la micobacteria
a los macréfagos en un porcentaje superior al control, mostrando ser anticuerpos
relevantes en este ensayo; adicionalmente, el 70,59% de los anticuerpos
presentaron un porcentaje de inhibicion mayor al 10% (anticuerpos que reconocen
los péptidos: 16951, 40396, 37964, 37096, 40400, 40402, 11024, 40404, 16295,
40408, 16298, 16300, 31024, 40416, 31025, 40418, 31039, 40422, 37780, 40440,
37765, 37767, 38373 y 30987), estableciendo la importancia de estos en el

presente estudio.
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Figura 10. Anticuerpos (Ac) que reconocen péptidos nativos (naranja) y modificados
(grises) derivados de proteinas presentes en la envoltura de la Mtb H37Rv, inhiben
la entrada de la micobacteria a macréfagos U937. El control positivo de inhibicidn se
muestra en color azul. Los resultados de la prueba t-Student, estan representados

por los asteriscos sobre cada barra *<0.05, **< 0.01 y ***<0.001.

7.6 Muerte celular en Neutréfilos infectados con Mtb H37Rv, mediada por IgG

En relacion a los resultados obtenidos en los ensayos de inhibicién de la entrada de
la micobacteria, se realiz6 la evaluacién de la funcién efectora de los anticuerpos
empleados, en cuanto al tipo de muerte celular que inducian en neutréfilos humanos
de 8 donantes tras entrar en contacto con la micobacteria pre opsonizada con los
anticuerpos previamente extraidos y purificados; en este punto, haciendo uso de la
citometria de flujo se analizaron la necrosis y la apoptosis producida en neutréfilos
como los dos principales tipos de muerte celular en esta poblacion, empleando
como fluoréforos el Yoduro de propidio (IP) que interacciona con estructuras del
ADN tras un proceso necrotico (87) y la Anexina V (AV) quién se une a la fosfatidil

serina presente en la capa externa de las células que entran en apoptosis (88).

Para este procedimiento, se realizé la extraccion de neutréfilos de cada donante los
cuales fueron puestos en contacto con la micobacteria pre opsonizada de forma
independiente con 34 anticuerpos especificos de secuencias nativas y modificadas.
Se establecié para cada donante, un control especifico de infeccion con la

micobacteria sin pre opsonizar, el cual fue marcado con IP y AV para evidenciar los
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porcentajes de necrosis y apoptosis presentados en condiciones normales de
infeccidon; a partir de esto, se establecié el punto de partida para definir si el
anticuerpo con el que fue pre opsonizada la micobacteria aumenta o disminuye los

porcentajes de necrosis y apoptosis en los neutroéfilos de cada donante.

La tabla 4 resume los resultados que fueron obtenidos para este ensayo, a partir de
los cuales se evidencia la funcion efectora que presentan los anticuerpos estudiados
al formar inmunocomplejos e interactuar con neutréfilos humanos, promoviendo la
muerte celular apoptodtica y asi mismo, reduciendo la muerte por necrosis que se
genera en las condiciones normales de infeccion; como resultados
complementarios, fue posible analizar morfolégicamente los cambios generados a
partir de los tratamientos a los que fueron expuestos los neutréfilos (figura 11),
realizando un extendido tefido con tincibn de Wright para su observacion

microscopica.

Figura 11. Necrosis y apoptosis en neutréfilos humanos. (A) Neutréfilo en
condiciones normales a las 0 horas de incubacién, con citoplasma rosado y nucleo
multilobulado. (B) Neutréfilo necrético obtenido después de 24 horas de incubacion
en condiciones normales de infeccidon con Mtb H37Rv; se observa la liberacion de
los componentes intracelulares al exterior. (C) Neutrofilos apoptéticos obtenidos
después de 24 horas de incubacion con Mtb H37Rv pre opsonizada con anticuerpos
que reconocen el péptido 40402; se observa la pérdida del nucleo la multilobulado
caracteristico de los neutrdfilos, la disminucion del tamafio celular y la formacion de

cuerpos apoptoticos al interior de la célula que contienen el material intracelular
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DONANTE
2 3 4 5 ] 7 8

AC NEC | APOP | NEC |APOP| NEC | APOP | NEC | APOP| NEC | APOP| NEC | APOP | NEC | APOP | NEC | APOP

Ctrl Ctrl Ctrl Ctrl Cirl Cirl Ctrl Cirl Ctrl Ctrl Ctrl Ctrl Ctrl Ctrl Ctrl Cirl

(852) | (2370) | (870) |(63N)] (255 | (132) | (1050) | (1,51) | (2810) | (3,92) | (11,70) | (7.60) | (18,30) | (3.80) (13,70} (2,32)
16951 4 317 | 11,607 31,35 |0,93**| 279 |10,60**| 1,06™* | 2.94™*| 17 50" | 906" |10,307*| 24 55** |47 30°*| 17,75"**| 3 42***| 7, 51***
4039% 510" 114,50** 6,69% 0,20"% 1,31™* | 9,74™ | 1,80 | 1,31* |30,10™* |19,50**| 17,10**| 16,40*** [13,20"™| 496" |6,42***|13,20™
37964 3.81* | 2015 | 687% |1277] 276 |[13,40™*]29,55%*|13,35™| 3,94 | 11,90** | 18,00**| 13,70 | 1,93"** | 31,70***| 3,59** | 3,66*"
37096 | 374" [ 49,50™ | 14,25* 281" 566 |10,.35***| 1,50 | 206™ | 1221* | 7,78 | 863" | 615" | 291%* | 745" | 2435 | 3,29
40400 | 3187 |57,80"| 2,96 (3,127 1,71* |2895™*] 362 |3 97| 10,70"*| 8,33 | 869 |1960°*| 500" |46235* |3 86" |6 54
11073 6,85% | 1385 | 27057 243 179~ | 843 | 293 | 456 |3370™ | 197" | 8417 | 1735~ |[1590°™| 651" | 1056 | 314
40402 549~ | 14457 [4515™ 128" 163" |13257| 3727 | 517~ | 36,007 | 11607 | 708~ | 22007 |2650"=| 937~ |719~"| 705"
11024 310~ | 28407 | 1885|032 310 | 2901 | 1,18™ | 449~ | 37,807 |1580™"| 1308 | 2700 | 2145 |1585° |4 67| 725"
40404 4177 (14407 34 60™ 1287 36,10 |32, 40™~| 2217 | 249 | 15307 | 17,107 17.65" | 1425 |14 40|21 207|169 |9,88™
16205 6,83 8,857 | 21,507 |1 179 27 457~ | 16,15**| 1,91 |13, 80" | 36,707 | 6,00* |1880" | 2450* | 568" | 426 |239"* |17 30"
40408 518 | 19,007 [ 16,60* [1,71*% 10,08 | 30,40***| 230 | 1,91* | 40,507 |[19,50*| 740 | 21,95" | 473" | 17.15* |4,007*| 387"
16298 227 1520 937 111" 962* |2030"*| 1330° |3 46™| 2520 |11,25"*| 489~ | 1885 | 484" | 1030* | 2,76***| 2.08*
40410 268 | 10,84™ | 16,20 |0,88*% 1,68 | 16,20"*| 1625 | 2,33* | 45657 | 678" 6,06 | 14,55 | 1,717 | 282% |1,25%*| 798"
16300 | 326" | 2365 7,90 245 | 226™ |15,85™*] 0,26™" | 198" | 14,75™" |47,70™*| 13,30 | 18,05 | 856" |13,00"™| 541~ §,25"
40412 | 4867 | 28,30 | 1,50* |0,56"* 1,20 | 820" | 1,63 |500*| 500 | 11,90 ] 769" | 968~ | 16,30 [1037**|064**| 267"
31024 |10,50™*| 39,55™ | 4,89™ 206" 1,57* | 125" | 0,80™* | 232" |14,10™* | 621" | 15,55" | 21,20™ | 1220 | 203" |1,88™*| 206"
40416 2,89 | 3340™| 877 1,50 242 0,94 | 1,69™ | 398" |1590™" | 477" | 7,55 | 30,75* | 22 55™ | 50,35"* | 21,25"*| 5,08™
31025 1247 | 22307 | 712% 317 2,08* 714* | 1,207 | 264" |12457*| 335 | 6,347 | 2510" | 945" | 20,20** | 1,49 | 4 24*
40418 | 598 |38,80"| 3665™ (215 281 143" | 0457 | 1.92* | 21,107 | 1,87 | 510°* | 1205"** | 10,66 | 1695 | 3,81***| 9 47"
31039 | 3,05 | 1555™ | 20,30** 226" 2,01 9,53 | 2437 | 518" | 4250* | 228" | 16,25% | 11,80** | 8,03*** | 32 50*** | 4 17*** | 6,57
40422 874" [1550™| 460 09071 325" | 743 | 1,34 | 3,83 | 29,70 |18,80™"] 23,35 | 16,35 | 791 | 364 |3,35™"|9i0™
40428 6,13* | 30,85™ | 4,31™ 0,491 164" | 1747 | 22607 |563™ | 1045 | 884" | 6,827 | 1440™ |10,80**| 899" |1,60™=| 728"
40430 16,55 | 2285 | 333 065 321 [13,357%| 21,0077 | 7,98™ | 4365 [1910™| 11,32 | 1395 |323 | 4840 |1,31™*| 5527
37780 | 13,05 | 20,80% | 26,90 |1,07"| 078" | 177~ | 3117 | 11,8™| 5750 | 497 | 286 | 18,30 | 391" [ 16207 |13,05"™ 2,05
40432 6,30 | 21,80 | 243 094" 9537 | 326™ | 0,797 | 226" | 41,00 | 248" | 16,30% | 16,35 |11,95%*| 1355" | 6,36™ | 11,407
37765 773 [ 1550% | 7.22% 1927 1,107 | 7,987 | 1,32 | 220" | 48 60* | 228* | 742 | 4250™ | 235" | 1545* |9,32***| 229
40436 14,30% | 13,707 | 2225% |0741 221 |18,40%*| 0,51 | 1,03"*]|21,20™* | 461 |2850°*| 678" | 942 | 023~ |465™%| 507"
37767 488" | 30,05% | 14,95 |230%9 0,76™* | 5098* | 071" | 1,82* |22807 | 819" | 1550% | 19,05% | 6,64 | 750 |64,10°7%23,10
9111 499%** | 25,75" | 10,36" | 6,24 | 1,16" | 6,70™* | 037" | 1,12"*|2550™* | 6,28" | 747" | 2040* |1410%*| 17 45" |13,50"** 26,407
40440 774 13220 895 2517 1,79 | 20,70 | 045™* | 053" |33, 407" | 224% | 961 | 7,53 |1410°™| 426 |1370""| 540™
38373 8,60 | 2960 | 283" | 4827 | 1,11™" | 30,05™*| 16,10™*| 252 |2460™| 315 | 825" | 1830™ |17,30"™| 50,70"* | 4 48 | 4,82*
40448 | 23,50* [19,30"| 15,80™ |1,66™ " 3.44™ | 244™ | 0, 31™ | 1,30™| 29,35 472 | 14,95™ [ 18,40 | 24,80%™ | 34,20"™ |13,30**| 10,54"
30987 7,05* |10,25**| 409** |1.33" 083" | 215" |22,15"*| 678" |23,20™* | 400 726" 439 |05 | 3245|833 |67
40450 467 |4110™] 1190 374 256 1,05 | 296 | 0,837 | 19,60 |17,50™"| 836 [22095** |27 30| 17.05% | 5,027* | 7,97

Tabla 4. Resultados de necrosis y apoptosis en neutréfilos humanos. Se
presenta para cada donante el porcentaje de necrosis y apoptosis obtenido en el
control de infeccidn y los porcentajes relacionados con cada anticuerpo utilizado. En
azul se presentan los resultados en los que hubo una disminucion del porcentaje de
necrosis frente al control y en rojo en los que se generd un aumento en el porcentaje
de apoptosis en comparacioén al control de infeccion. Las graficas que comprenden a
cada donante con los datos y valores especificos se relacionan en la seccién de
anexos (figura 2 - anexos). Los resultados de la prueba t-Student, estan

representados por los asteriscos en cada resultado *<0.05, **< 0.01 y ***<0.001.

Con base en los resultados obtenidos, es posible analizar la capacidad que
presentan los anticuerpos IgG que reconocen péptidos nativos y modificados, para
regular los fendmenos de apoptosis y necrosis, de forma positiva y negativa
respectivamente. En cuanto a la muerte celular por apoptosis, se presentaron 5
variables diferentes relacionadas con el incremento de su porcentaje en neutrofilos,

para las cuales el 14,7% de los anticuerpos estudiados (Ac 40400, Ac 11024, Ac
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40412, Ac 40428 y Ac 37767), aumentaron la apoptosis en 7 de 8 donantes; el
38,2% de los anticuerpos (Ac 16951, Ac 37964, Ac 37096, Ac 40402, Ac 40404, Ac
16295, Ac 40408, Ac 16300, Ac 40416, Ac 40418, Ac 40430, Ac 9111 y Ac 38373)
en 6 de 8 donantes; el 38,2% de los anticuerpos (Ac 40396, Ac 11073, Ac 16298, Ac
40410, Ac 31024, Ac 31025, Ac 31039, Ac 40422, Ac 37780, Ac 40432, Ac 40448,
Ac 30987 y Ac 40450) en 5 de 8 donantes; el 5,4% de los anticuerpos (Ac 37765y
Ac 40440) en 4 de 8 donantes; y el 2,94% (Ac 40436) de los anticuerpos en 3 de 8
donantes; mostrando una tendencia en aumento de la muerte celular por apoptosis
a expensas de anticuerpos IgG especificos para secuencias peptidicas derivadas de

proteinas presentes en la envoltura de Mtb H37Rv.

Con relacion a la muerte celular por necrosis, se evidenciaron 7 variables diferentes
en cuanto a la disminucién de su porcentaje en neutréfilos; en donde el 8,82% de
los anticuerpos usados en el estudio (Ac 40400, Ac 40412 y Ac 31025), redujeron la
necrosis en 8 de 8 donantes; el 14,7% de los anticuerpos (Ac 16300, Ac 40428, Ac
37765, Ac 30987 y Ac 9111), en 7 de 8 donantes; el 11,76% de los anticuerpos (Ac
40396, Ac 31024, Ac 40418 y Ac 38373) en 6 de 8 donantes; el 50% de los
anticuerpos (Ac 16951, Ac 37964, Ac 37096, Ac 11073, Ac 40402, Ac 40404, Ac
40408, Ac 16298, Ac 40410, Ac 40416, Ac 31039, Ac 37780, Ac 40432, Ac 40436,
Ac 37767, Ac 40440 y Ac 40450) en 5 de 8 donantes; el 8,82% de los anticuerpos
(Ac 16295, Ac 40422 y Ac 40430) en 4 de 8 donantes, el 2,94% de los anticuerpos
(Ac 11024) en 3 de 8 donantes; y el 2,94% (Ac 40448) en 2 de 8 donantes;
resultados que indican una regulacion negativa en el proceso de muerte por
necrosis en neutréfilos humanos tras la interaccién de estos con anticuerpos 1gG
especificos para secuencias peptidicas derivadas de proteinas presentes en la
envoltura de Mtb H37Rv.

Finalmente, se destacan los anticuerpos especificos de los péptidos 40400 y 40412
quienes representan el 5,88% de los anticuerpos utilizados; por su capacidad para
de forma simultdnea incrementar la apoptosis y la necrosis en las poblaciones

celulares en el 87,5% de los donantes.
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8. DISCUSION

El estudio de la respuesta inmune humoral y celular en la TB sigue siendo un tema
actual de relevancia que busca ofrecer manejo para el control y resolucion de la
patologia. En principio, los macréfagos han sido la poblacion con mayor importancia
en la investigacidon de la inmunopatologia de la TB; sin embargo, el papel de
diferentes componentes del sistema inmune como neutrdéfilos y anticuerpos no esta
ampliamente descrito, aun cuando se ha visto que hacen parte de la respuesta

inmune frente a la infeccién por Mtb.

Respecto a la respuesta por anticuerpos se ha observado que estos pueden
presentar distintos perfiles efectores, lo cual podria ayudar a modular la patogénesis
desarrollada por Mtb (83); dichos perfiles efectores se relacionan con la capacidad
de las inmunoglobulinas para prevenir la unién del microorganismo a la célula
hospedera a razon de su interaccion con los receptores presentes en la célula, la
neutralizacion del microorganismo previa a la union evitando el contacto con las
células hospedera, la induccidn de poros en las membranas del patégeno
desencadenando la muerte celular, la interrupcion del metabolismo microbiano y la
neutralizacion intracelular lo que puede afectar el desarrollo del ciclo de vida

infeccioso (84).

Considerando las funciones descritas para las inmunoglobulinas frente a la infeccion
por Mtb, se evalu6 cual podria ser la posible funcion efectora in vitro de anticuerpos
IgG especificos de secuencias peptidicas nativas y modificadas derivadas de
proteinas presentes en la envoltura de Mtb, que podrian considerarse como
candidatas a formar parte de una vacuna antituberculosa; teniendo en cuenta que
los anticuerpos IgG muestran una presencia predominante durante un proceso
inflamatorio como en la fase aguda de la tuberculosis pulmonar segun Zimmermann
N, et al. (85).

En primer lugar, fue necesario seleccionar las secuencias peptidicas que serian el

punto de partida para el desarrollo del presente estudio; con este fin, se tuvo en
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cuenta sus caracteristicas como HABPS y también su capacidad para inhibir la
entrada de la micobacteria a células diana, caracteristicas encontradas en los
péptidos nativos, no obstante se desconocia si los péptidos modificados a partir de
ellos, también poseen dicha capacidad. Por lo tanto, se procedioé a evaluar in vitro
la inhibicidn de la entrada de Mtb a células hospederas por parte de las secuencias

modificadas.

A partir de ensayos preliminares con péptidos nativos a diferentes concentraciones,
se observé que el 95,8 % de dichos péptidos inhiben la entrada de Mtb a
macréfagos U937 (figura 1 - anexos); teniendo en cuenta estos resultados, se
realizaron ensayos de inhibicion con péptidos modificados esperando resultados
similares a los obtenidos para las secuencias nativas homologas, observandose
que efectivamente el 75% de los péptidos modificados inhiben la entrada de la
micobacteria a las células diana (figura 6) de igual manera a los resultados
mostrados por Ocampo M, et al. (86), evidenciando asi la importancia incluir dichos
péptidos en el desarrollo de los ensayos posteriores; la inhibicidn presentada por los
péptidos podria estar relacionada a la capacidad que tienen para ocupar el sitio de
interaccidn de la micobacteria con la célula diana evitando asi su ingreso, lo cual
sugiere que dichos péptidos posiblemente forman parte de estructuras importantes
en la micobacteria que intervienen en el proceso de infeccion; por lo cual es
importante obtener anticuerpos especificos de dichas secuencias y evaluar su

posible funcidén efectora en células infectadas.

Posterior a los ensayos de inhibicion, se realizé el analisis in silico de las secuencias
peptidicas nativas y modificadas para identificar la presencia de epitopes B, los
cuales pudieran ser reconocidos por inmunoglobulinas estableciendo el punto de
partida para el aislamiento de anticuerpos especificos de cada secuencia a partir de
sueros de donantes. Los resultados presentados en la tabla 3, muestran la
presencia de epitopes B en los péptidos tanto nativos como modificados, en los
cuales se conservo este determinante antigénico aun cuando sus secuencias fueron
modificadas tal como lo presenté Alfonso P. (87) para el 2019 en péptidos nativos, lo
cual hacia factible que a partir de los péptidos seleccionados fuera posible obtener
de anticuerpos péptido-especificos. Una vez relacionados los resultados

mencionados; se excluyeron los péptidos modificados que no inhibieron la entrada
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de la micobacteria y por consiguiente su homoélogo nativo. Respecto al analisis de
los ensayos se piensa que la falta de inhibicion se debié a cambios estructurales
significativos en las secuencias aminoacidicas, al analizar las secuencias se
observd que donde se modificaban mas de 5 aminoacidos con respecto a las

secuencias de los péptidos nativos ya no se producia inhibicion.

Teniendo en cuenta que Alfonso P. demuestra la presencia de inmunoglobulinas G
en el suero de pacientes que no han estado en contacto con Mtb, las cuales son
capaces de reconocer algunas secuencias peptidicas derivadas de la envoltura de
Mtb H37Rv (87), se quiso evidenciar el reconocimiento de los epitopes B por parte
de las inmunoglobulinas presentes en el suero de los 8 donantes seleccionados en
el presente estudio, empleando la técnica de ELISA. Los resultados obtenidos dan
cuenta de los resultados presentados por Alfonso P. (87) en el ano 2019,
observando la presencia de inmunoglobulinas capaces de reconocer las secuencias
34 peptidicas estudiadas (figura 7); de acuerdo a dicho resultado, se procedié a
aislar los anticuerpos péptido-especificos para determinar su funcién en relacién al
el ingreso de Mtb a los macrofagos U937 como sucedia en los ensayos de inhibicion

presentados con los péptidos anteriormente descritos.

Seguido al aislamiento por cromatografia de afinidad, fue posible comprobar a
través de la metodologia de Dot Blot que la funcionalidad de los anticuerpos se
conservaba, al evidenciarse el reconocimiento de las IgGs dirigidas a los péptidos
nativos y modificados (figura 8 y 9), mostrando que los anticuerpos especificos de
péptidos nativos reconocieron su secuencia peptidica asi como al lisado de Mtb
H37Rv y que asi mismo, los anticuerpos especificos de péptidos modificados
reconocieron el lisado de Mtb H37Rv, su respectivo péptido modificado y ademas su
homodlogo nativo; es por tanto que, es posible establecer que esta técnica de
aislamiento, es un procedimiento que permite conservar las caracteristicas propias
de los anticuerpos tras ser aislados, con el fin de ser empleados en el estudio de
sus funciones efectivas para el presente trabajo tal como lo demostraba Alfonso P.
(87).

Después de determinar la capacidad de reconocer antigenos de las IgGs

péptido-especificas purificadas, se hizo un primer acercamiento a la evaluacion de
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su funcion efectora al analizarse en ensayos de inhibicion de la entrada de Mtb a
células diana, mostrando que un 79,41% de dichas inmunoglobulinas inhiben la
entrada de la micobacteria (figura 10); adicionalmente, los anticuerpos especificos
de péptidos nativos presentan mayor porcentaje de inhibicion en comparacion a los
anticuerpos especificos de péptidos modificados, resultado significativo que podria
estar asociado a los cambios estructurales que se generan en los péptidos
modificados; no obstante, se observa que un gran porcentaje de anticuerpos
especificos de péptidos modificados inhiben la entrada de la micobacteria. Por otra
parte, aunque en este trabajo se plante6 evaluar la capacidad de inhibir la entrada
del patégeno a las células hospederas mediada por anticuerpos, también se ha
descrito que la fagocitosis de microorganismos mediada por IgGs, puede eliminar
mas eficientemente la micobacteria al interior de la célula infectada, lo cual se

deberia probar en futuros trabajos (83).

Es importante mencionar que la patogenicidad de los microorganismos depende de
su interaccién con receptores especificos en las células diana para permitir su
ingreso y llevar a cabo su ciclo de vida en el espacio intracelular como en el caso de
Mtb; por lo tanto, evitar el proceso de interaccion patdégeno - receptor es clave para
la proteccion del hospedero lo que impide el desarrollo de una patologia mas grave,
haciendo que el microorganismo quede expuesto a procesos de inmovilizacién,
paralizacion y desestabilizacion reduciendo su capacidad infecciosa al evitar su

contacto con los receptores celulares que dan inicio a su ciclo de vida (84).

Adicionalmente, en relacién a la respuesta inmune humoral en TB, Lu et al., en el
2016 (83) establecieron que células con receptores Fc abundan en los granulomas
de donantes con TB, lo cual sugiere que anticuerpos presentes en el sitio de
infeccidon podrian desempefar un papel importante durante la respuesta
antimicrobiana al ser reconocidos por las células alli presentes, ya que se ha
observado que los anticuerpos pueden mejorar el control de Mtb por parte de los
macréfagos humanos al generar una mayor fusion fagolisosomal, la activacion del
inflamasoma y consecuentemente una menor carga bacteriana in vitro (83, 88);
ademas, Eklund et al. (89) y Carlsson et al. (90 ), han demostrado que la activacion

del inflamasoma esta relacionada con el control bacteriano (89, 90).
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Se ha demostrado que las inmunoglobulinas en la tuberculosis pueden desempenar
funciones efectoras neutralizantes u opsonizantes que contribuyen a la resolucion
de la patologia. Por su parte, la funcidbn neutralizante se ha atribuido a
inmunoglobulinas A que reconocen estructuras antigénicas como el LAM y HBHA
mientras que, la funcién opsonizante que esta relacionada con control intracelular de
la micobacteria, se ha descrito en inmunoglobulinas G que reconocen estructuras
antigénicas de la micobacteria; sin embargo las IgG que reconocen LAM y HBHA
por su parte, no confieren ningun tipo de proteccion facilitando incluso la infeccién
de las células diana (83, 85). Zimmerman N, et al y Lenette L, et al (83, 85) han
realizado investigaciones que en la evaluacion efectora de los anticuerpos, las
cuales ofrecen un acercamiento al papel que podrian desempenar estas estructuras
en el desarrollo de la patologia; sin embargo, es importante aclarar que los
resultados generados tras dichos ensayos, se han enfocado en estructuras
antigénicas de origen no peptidico presentes en la micobacteria, por lo cual se
evidencia la relevancia de evaluar la funcion efectora de anticuerpos que reconocen
estructuras antigénicas peptidicas como en el presente proyecto con el fin de

aportar informacion significativa a este tema poco abordado.

De acuerdo con lo mencionado y teniendo en cuenta los resultados del presente
proyecto, se observa la inhibicion de la entrada de Mtb a macréfagos tras la pre
incubacion del patégeno con anticuerpos IgG péptido-especificos (figura 10),
destacando la importancia que tendrian los péptidos estudiados al formar parte de
un modelo de vacuna antituberculosa, los cuales permitirian la obtencion de
anticuerpos péptido-especificos quienes contribuirian posiblemente al control y
resolucion de la patologia; adicionalmente, los resultados presentados aportan
nueva informacion en la evaluacion de la funcion efectora de anticuerpos en la TB,
mostrando que IgGs especificas de péptidos derivados de proteinas presentes en la
envoltura de la micobacteria, cuentan con actividad neutralizante frente a Mtb lo cual

permitiria un mayor control de la infeccién y el desarrollo de la patologia.

Ahora bien, se sabe que en la infecciéon por Mtb los neutréfilos juegan un papel
fundamental siendo parte de las células de la inmunidad innata como primera
respuesta a la infeccidén; la micobacteria es capaz de inducir necrosis en los

neutréfilos como mecanismo de evasion de la respuesta inmune a expensas de la
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produccion de ROS extracelular; ademas de esto, la liberacién de los componentes
internalizados de los neutrofilos al exterior, y la acumulaciéon de esta poblacién
necrotica en el tejido desencadena una serie de reacciones desfavorables que
conducen a una inflamacion crénica en la zona afectada siendo en la mayoria de los

casos la fuente de los sintomas y la gravedad de la infeccion (72, 91).

La interaccion directa sin mediadores entre Mtb y los neutréfilos es por tanto, poco
beneficiosa durante el transcurso de la infeccidn, en la tabla 4 se evidencia este
fendbmeno donde los controles de neutrdéfilos infectados con Mtb sin ningun tipo de
tratamiento presentaron un mayor porcentaje de necrosis que apoptosis para la
mayoria de los donantes tal como ha sido descrito por Hilda J, et al. y Dallenga T, et
al (72, 91). Es muy poco lo que se describe en la literatura sobre el papel de los
neutrofilos y su muerte celular en el desarrollo de la TB; sin embargo, la apoptosis
de neutrofilos, establece un mejor panorama durante el control y la resolucion de la
patologia, ya que minimiza la afectacién de los tejidos a expensas de la liberacién
de componentes celulares al exterior como sucede en la necrosis y ademas, puede
llegar a propiciar la esferocitosis a través del cual los macréfagos son capaces de
fagocitar cuerpos apoptoticos de neutrdfilos infectados contribuyendo a la
presentacion antigénica, al control de la micobacteria intracelular en macrofagos

infectados y asi al control de la enfermedad (37, 39, 91).

Alfonso P (87) para el afno 2019 demostro la capacidad que tenian anticuerpos
péptido-especificos para inducir apoptosis en neutréfilos a partir de un analisis
microscopico de esta poblacion tras entrar en contacto con Mtb H37Rv pre incubada
con anticuerpos; de acuerdo con esto, se tomaron sus resultados como punto de
partida para el presente proyecto, ampliando el rango de anticuerpos
péptido-especificos a evaluar asi como de la cantidad donantes incluidos en el
proceso, y ademas implementando la citometria de flujo para el analisis con el fin de
aumentar la sensibilidad en el estudio. Los anticuerpos previamente evaluados con
macréfagos, se emplearon para el analisis de su funcidon efectora a nivel de los
neutrofilos con relacién a la muerte celular que podria desencadenarse en esta
poblacién celular tras la interaccion con la Fc de las inmunoglobulinas G purificadas
las cuales se encontraban en contacto con la micobacteria; los resultados obtenidos

en este analisis determinaron que el 52,9% de los anticuerpos péptido-especificos
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incluidos en este estudio, incrementan el porcentaje de apoptosis en un 75% de la
poblacién; adicionalmente, se observé que el 35,28% de los anticuerpos disminuyen
el porcentaje de necrosis en el 75% de los donantes, y que los anticuerpos
especificos de los péptidos 40400 y 40412 disminuyen significativamente el
porcentaje de necrosis en el 100% de los donantes y simultaneamente, aumentan el
porcentaje de apoptosis en el 87,5% de la poblacién, sin presentarse predominio
alguno entre los resultados relacionados con las secuencias peptidicas nativas o

modificadas.

Estos resultados complementan los resultados presentados por Alfonso P en el
2019 (87), demostrando la capacidad in vitro de anticuerpos péptido-especificos que
reconocen péptidos nativos y modificados, para inducir apoptosis en neutréfilos y
ademas reducir el porcentaje de necrosis que se obtiene en un proceso de infeccion
normal, siendo este ultimo dato, un nuevo acercamiento a la descripcién de la
funcion efectora de los anticuerpos en poblaciones celulares que hacen parte de la

respuesta inmune contra Mtb.

Teniendo en cuenta que, el reconocimiento de la fraccion Fc de anticuerpos IgG que
estan presentes en inmunocomplejos insolubles puede desencadenar en neutroéfilos
un proceso apoptotico, es importante identificar anticuerpos especificos contra Mtb
que durante la infeccidon generen inmunocomplejos insolubles, promoviendo asi la
apoptosis de neutrofilos a expensas de la via de sefAalizacién intracelular
PI3KB/6-Cdc42-Pak-Mek-Erk (9, 10, 73, 75); dicha reaccion se genera en los
neutrofilos de los donantes estudiados como se muestra en la tabla 4, en los que se
observa la capacidad de los anticuerpos utilizados en el presente estudio para

inducir la apoptosis en esta poblacién celular.

Se ha visto que la misma fraccion Fc de anticuerpos IgG que induce apoptosis en
neutréfilos como ya se menciond, presenta también diferentes caracteristicas a nivel
estructural en cuanto a las cadenas pesadas de la region constante y las estructuras
encargadas de establecer la unién entre la Fc y la region variable de la
inmunoglobulina, describiendo 4 subclases de IgG ademas de los procesos de
glicosilacion que atraviesa dicha fraccién, afectando significativamente el

reconocimiento de dichos anticuerpos por parte de los receptores presentes en cada
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célula del sistema inmune y por lo tanto, la funcion efectora que puedan
desencadenar los anticuerpos en cada individuo (92, 93), lo que podria explicar la

variacion de los resultados obtenidos en los neutrofilos de cada donante.

En consecuencia, de acuerdo con los resultados observados a lo largo del presente
trabajo, se destacan los péptidos 31025, 9111 y 40400 y los anticuerpos especificos
de dichas secuencias, por su capacidad de inhibir la entrada de la micobacteria y
ademas reducir el porcentaje de necrosis en neutréfilos que se genera en
condiciones normales de infeccion y aumentar el porcentaje de apoptosis en la
mayoria de la poblacién estudiada. Resultados que aportan informacion acerca de la
importancia que podrian tener los péptidos mencionados para formar parte de una
vacuna contra la TB, con posibilidad de conferir al hospedero una respuesta
protectiva a través de la inmunidad humoral frente a Mtb, que genere un mejor

panorama contra el desarrollo de la infeccion.

9. CONCLUSIONES

Inmunoglobulinas de tipo G dirigidas contra secuencias peptidicas presentan funcién

efectora neutralizante frente a Mtb en macrofagos U937.

IgGs péptido especificas son capaces de promover la apoptosis y disminuir la
necrosis en neutrofilos infectados, lo cual podria establecer un mejor panorama

durante la infeccion.

Los anticuerpos dirigidos contra los péptidos 16951, 11073, 40410, 40416 y 9111
presentan los mayores porcentajes de inhibicion de la entrada de la micobacteria a

macrofagos U937.

Se destacan los péptidos 9111, 11073 y 40400 que ademas de inhibir la entrada de
la Mtb a macrofagos, disminuye la necrosis y aumentan la apoptosis en neutréfilos,
cumpliendo con las caracteristicas evaluadas en el presente estudio que podrian

conferir proteccion frente a Mtb.

10. RECOMENDACIONES
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Incrementar el numero de individuos reclutados con el fin de determinar el
comportamiento de los anticuerpos como se evaludé en el presente estudio, para

fortalecer estadisticamente los resultados encontrados.

Se sugiere utilizar macrofagos derivados de PBMCs en ensayos de inhibicién de la
entrada de Mtb a macréfagos U937, mediado por péptidos e inmunoglobulinas 1gG
que reconocen péptidos nativos y modificados, con el propésito de evidenciar el

comportamiento de los anticuerpos con células de linea primaria y ver si éste varia.

Determinar las subclases de IgG que se presentan tras la purificacion de
inmunoglobulinas utilizadas en el ensayo, ya que se conoce que interfieren en la
funcion efectora que puede desencadenar un anticuerpo en una poblacion celular;
ademas aportaria informacién para relacionar si realmente la subclase de IgG

influyé en la variabilidad de los resultados obtenidos.

Se recomienda estudiar la fraccidn Fc de los anticuerpos empleados en el estudio,
con el fin de establecer la variabilidad en las glicosilaciones, dado que en
anteriores reportes se ha logrado demostrar que el patron de las mismas puede
afectar las funciones efectoras de las inmunoglobulinas, que a su vez pudieron

influenciar los resultados obtenidos.

Evaluar la via apoptdtica que se desencadena en los neutréfilos tras la exposicion a
la micobacteria pre-opsonizada relacionada con las caspasas implicitas en el

proceso, asi como la via no canonica PI3Kp/56-Cdc42-Pak-Mek-Erk.
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Figura 1 - Anexos. Inhibiciéon de la entrada de Mtb H37Rv a macréfagos U937

mediada por péptidos nativos
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