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INTRODUCCION

LA TUBERCULOSIS

Gotas de una persona infectada al
toser o estornudar

Tuberculosis Risk Factors, Causes and Prevention [online] Available at: https://www.everydayhealth.com/tuberculosis/guide/risk-factors-causes-prevention/



INTRODUCCION

LA TUBERCULOSIS
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WHO. World Health Organization: Global Tuberculosis report 2019



INTRODUCCION

LA TUBERCULOSIS

Tasa de incidencia de tuberculosis en Colombia 2018

Tasa de incidencia de tuberculosis
todas las formas por 100.000
habitantes, Colombia 2018
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INS. Instituto Nacional de Salud: Boletin epidemiologico semana 11 del 2019




INTRODUCCION

Es necesario buscar nuevas metodologias que
contribuyan a la erradicacion de la enfermedad,
siendo la vacunacion la alternativa mas eficiente

segun la OMS

Primera Aplicacion de la Vacuna BCG. [image] Available at: http://www.obsbadigital.org.ar/intranet/images/41bcg.jpg
Farmacos que combaten la tuberculosis . [image] Available at: http://www.obsbadigital.org.ar/intranet/images/41bcg.jpg




. FUNDACION INSTITUTO DE INMUNOLOGIA DE COLOMBIA
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RESPUESTA INMUNE PROTECTIVA FRENTE A Mtb
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_ RESOLUCION DE LA INFLAMACION

a4 meJournal o Modulation of Human Neutrophil Apoptosis
s\@ft Immunolo gy by Immune Complexes

Romina Gamberale, Mirta Giordano, Analia S. Trevani,
Graciela Andonegui and Jorge R. Geffner

This information 1s current as

of November 30, 2019. J Immunol 1998; 161:3666-3674; ;
http://www.jimmunol.org/content/161/7/3666

En la TB solamente se ha evidenciado
que las IgGs promueve la
Opsonofagocitosis

EVALUAR SI LAAPOPTOSIS PUEDE SER
MEDIADAPOR IgG EN LA TB

Kovacs, S. B., & Miao, E. A. (2017). Gasdermins: Effectors of Pyroptosis. Trends in Cell Biology, 27(9), 673-684. doi:10.1016/j.tcb.2017.05.005
Lu LL, Suscovich TJ, Fortune SM, Alter G. Beyond binding: antibody effector functions in infectious diseases. Nat Rev Immunol. 2018;18(1):46—61.




OBJETIVOS

General

Evaluar la apoptosis de neutréfilos infectados por Mth H37Rv durante la fagocitosis mediada por 1gGs
especifica a antigenos de la envoltura micobacteriana.

Especificos
1. Seleccionar péptidos provenientes de proteinas de la envoltura de Mtb H37Rv gue sean antigéenicos
mediante el uso de herramientas bioinformaticas e inmunoensayos.

2. Aislar anticuerpos 1gGs que reconocen antigenos peptidicos de Mtb H37Rv en sangre periférica.

3. Evaluar el porcentaje de apoptosis en neutrofilos mediante la formacion del complejo antigeno-
anticuerpo.




METODOLOGIA

Objetivo 1

Determinacion de epitopes B en
H37Rv

v l v

Aproximacion
bioinformatica

Aproximacion
experimental

antigenos peptidicosde Mtb

Objetivo 2

Aislamiento de IgG afines a
péptidos seleccionados

Purificacidn de
IgG afines a

péptidos
seleccionados

Objetivo 3

Determinacion de apoptosis en

. neutréfilos infectados con Mtb

H37Rv mediado por IgG

!
\/ ’
Aislamiento de

neutrofilos de
sangre periferica

Evaluacion de
apoptosis




RESULTADOS Y DISCUSION
Objetivo 1
1. Prediccion de epitopes B lineales (BepiPred 2.0)
Proteina Péptido Secuencia del péptido A:;E;Z;?gggs 36827 TQIQMSDPAYNINISLPSYY 5
Rv1980c
31024 AALYLGGILNPMTNLRHFPI 6 31107 IVQGELSKQTGQOQVSIAPNAY 13
31025 GPAGQQIVDGLVSGLDKNKF 12 Rv2004c 9111 AGYAVRSGDTAPASLRDFYI 13
Rv0180c
31039 LGLPSAGATVPLEAVPAFFRY 12 37775 TSSNGARGGIASTNMNPTNPY 12
31028 RDFGASAVTPTRTDRPAITIY 13
Rv2270 37777 ETWINLOVGDTLADLPPADLY 12
Rv0227¢ 16951 PRLGSAQPPPPPDAGHPDPG 11
37780 GFAPYTGQSVDTSPYSVAYL 12
Rv0679c 30987 YKNGDPTIDNLGAGNRINKE 13
Rv2301 30960 CPNTRLVPGGYSLGAAVTDV 10
Rv1268c 37964 AVALGLASPADAAAGTMYGD 9
Rv2560 11024 VVALSDRATTAYTNTSGVSS 13
Rv141ilc 37096 PDFNATQPVPATVWIQE 7
Rv2707 16084 RIGVGTTTYSSTAQHSAVAA 12
Rv1490 11073 FGRVESHADYHDWVCEHVTP 11
37763 MESPMTSTLHRTPLATAGLAY 11 16298 MERELSHVPGVAPQDFDTPTY 13
Rv3166¢
Rv1911c 37765 YVPKATTVDATTPAPAAEPL 10 16300 VSLFAEARFSPHVMNEEHREY 13
37767 GANVAPPLTWSSPAGAAELAY 11 Rv3494c 38373 HMRLNSGTAIPSNVTATVRSY 13




Objetivo 1

2. Evaluacion de anticuerpos que reconocen péptidos en donantes
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Interferon Gamma Release Assay (IGRA) Test. [image] Available at: Www.cellestis.com/IRM/content/compinfo/pic_4 3picl.gif
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Objetivo 1
2. Evaluacion de anticuerpos que reconocen peptidos en donantes Li H et al, 2017

LuL.L etal, 2019
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METODOLOGIA

o Objetivo 2 N
Objetivo 1 Objetivo 3
Seleccion de epitopes B en - - - Determinacion de apoptosis en
antigenos Fﬁgglglcos de Mtb Alslfam_lento de IgG afines a neutrofilos infectados con Mtb
v péptidos seleccionados H37Rv mediado por I19G
Aproximacion Aproximacion Purificacion de 19G Aislamiento de Evaluacion de
bioinformatica experimental afines a péptidOS neutrofilos de sangre apoptosis

periférica

seleccionados




Objetivo 2
1. Aislamiento de inmunoglobulina G

1.1 Obtencion de IgG total
(Precipitacion con acido caprilico-sulfato de

amonio)
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Objetivo 2

2. Cuantificacion de 1gG afines a péptidos seleccionados

Concentracion

El 10% de las proteinas

(ng/mL) Rendimiento
Proteinas totales del suero 37028
19G total aislada 3703
31025 23.0 0.6
31039 19.8 0.5
30987 16.9 0.4
37964 32.9 0.8
19G péptido- 37765 20.8 0.5
especifica
31107 16.1 0.4
37780 30.1 0.8
16300 25.4 0.6
38373 63.0 1.7

' aisladas de suero corresponden
inmunoglobulinas G

6.7% de las 1gGs del donante reconocen los péeptidos
derivados de proteinas presentes en la envoltura de Mtb

17




METODOLOGIA

Objetivo 3

Objetivo 1 Objetivo 2

Determinacion de

Seleccion de epitopes B en - - : - s g-
antigenos peptidicos de Mb L eeionade - apoptosis en neutrofilos
H37Rv infectados con Mtb H37Rv

mediado por IgG

L L Purificacion de IgG ] :
Aproximacion AITOXIEEIT afines a péptidos Aislamiento de

bioinformatica experimental :
seleccionados z £
neutrofilos de

sangre periférica

Evaluacion de
apoptosis




Objetivo 3

1. Aislamiento de neutrofilos de sangre periférica

Naranja de acridina

Coloracidén de Giemsa

Aislamiento (gradiente de Ficoll Citometria de flujo

Histopaque / Lisis de G.R)

Azul de tripan

Viabilidad del

95-99%

Morfologia
celular

5% de células
en apoptosis

- ,\\\

SSC-A

SSC-A

250K

200K

150K

100K

50K

oK

250k

200K

150K

100K

S0K

oK

-I|.|||||||

IIIIIIIIIIIIIIIIrI'
0 100K 200K
FSC-A
-
__I1T|TIT.1TI'|II11I LR LU AL L
0 104
CD 16b*
(FeyRlllb)

Pureza 95%

Andersson A.M et
al, 2019

19




Objetivo 3

2. Estandarizacion MOI de infeccidn
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Objetivo 3

3. Evaluacion de apoptosis en neutrofilos infectados J
- >
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Objetivo 3
3. Evaluacion apoptosis de neutrofilos infectados con Mth H37Rv pre-opsonizada con IgG péptidos-especificos.
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Objetivo 3
3. Evaluacion apoptosis de neutréfilos infectados con Mtb H37Rv pre-opsonizada con 1gG péptidos-especificos.
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Objetivo 3

3. Evaluacion fagocitosis de neutrofilos infectados con Mth H37Rv pre-opsonizada con 1gG péptidos-especificos.
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CONCLUSIONES

* Los peptidos evaluados derivados de proteinas presentes en la envoltura de Mtb
presentaron epitopes B.

* Los sueros de los donantes QuantiFERON positivos tuvieron mayor reconocimiento
hacia la mayoria de los peptidos analizados en comparacion con los donantes negativos.

« Se aislaron 1gGs funcionales a partir de sangre periférica, evaluadas a traves del Dot
blot.

» Las 1gGs que reconocen el lisado de Mtb H37Rv y 5 peéptidos, podrian conducir a la
apoptosis de neutrofilos infectados con Mtb opsonizada, de manera que dichos peptidos
contribuirian de alguna forma a generar una respuesta inmune protectiva.




L_os resultados de este trabajo permitiran evaluar los futuros
candidatos peptidicos que se obtengan en la FIDIC para el diseno de
una vacuna sintética contra tuberculosis
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RECOMENDACIONES

. Considerar el uso de la Anexina V dado que esta metodologia alterna
comprueba los datos obtenidos de la apoptosis por conteo manual.

. Aumentar el numero de individuos con el fin de evidenciar si las
Inmunoglobulinas que promovieron la apoptosis pueden mantener el mismo
efecto en varios donantes.

. Realizar co-cultivos con macrofagos para evaluar si la apoptosis en
neutrofilos promueve la presentacion antigenica protectiva contra la TB.
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Mtb y el complejo MTB

P

COMPLEJO MTB M. tube:rculosis
e M. bovis
_ . _ e M. canetti
» Bacilos Acido Alcohol Resistente « M. africanum
 Longitud de 1 a 4 micras « M. microti
* Inmoviles * M. pinnipedi
* No esporulados * M. caprae

\_ VRN

4 TAXONOMIA N\ v

Dominio: Bacteria
Filo: Actinobacteria
Orden: Actinomycetales
Suborden: Corynebacterineae
Familia: Mycobacteriaceae

\ Genero: Mycobacterium /

http://www.miplataforma.gob.bo/uploads/rezize_image/my_big/uploads/StrDta444/baciloscopias-positivas6084db7c.jpg
Farga V and Caminero JA. Tuberculosis. . Mediterraneo 3ra ed. 2011

BAAR: Son resistentes a la decoloracion acido-alcohdlica debido a
que sus pared contiene un alto contenido de lipidos




Sintomatologia de la TB

SITIO DE INFECCION

SINTOMATOLOGIA

Ganglios linfaticos

Linfadenitis

TUBERCULOSIS
PULMONAR

*»Fiebre
*»Escalofrio
+»*Debilidad
s»Fatiga

+*Tos severa
ssHemoptisis
ssPeérdida de peso
+*Sudores nocturnos

Liquido pleural

Puede ser asintomatica, pero en
ocasiones cursa con la misma
sintomatologia de TB pulmonary
dolor toracico.

Sistema nervioso central

Meningitis (cefalea, fiebre, déficit
neurologico), tuberculomas o
abscesos cerebrales.

Enfermedad de Pott (dolor en la

Huesos columna), dolor en los huesos
largos y osteomielitis.
Dolor abdominal, fiebre, pérdida
Peritoneo de peso, diarrea, ascitis,

hepatomegalia y esplenomegalia.

Genitourinaria

Disuria, hematuria, inflamacion
pélvica y masas epididimales.

https://www.who.int/topics/tuberculosis/es/

Corazon

Dolor toracico, tos, disnea,
taquicardia, cardiomegalia y
frotamiento de pericardio.

Modificado de Diagnosis and treatment of tuberculosis: latest developments and future priorities, 2017




Micobacterias ambientales

Micobacterias No Tuberculosas (MNT)

De crecimiento lento:
Micobacterias no cromogenas:
Mvcobacterium avium complex
Mveobacterium celatum
Mvcobacterium gasiri
Mwvcobacterium genavense
Myvcobacterinum haemophilum
Mveobacterium malmoense
Mvecobacterium shigmoidel
Mvcobacterium terrae complex
Myvcobacterium triviale
Mwvcobacterium ulcerans
Mvcobacterium xenopi

Micobacterias cromogenas:
Mvcobacterium asiatdoum
Mvcobacterium flavescens
Myvcobacterium gordonae
Mvcobacterium kansasii

Mwvcobacterium marinum
Myvecobacterium scrofulaceum

Myvcobacterium siniae
Mvcobacterium szulgai
Mwvcobacterium xenaopi

De crecimiento rapido:
Micobacterias no cromogenas:
Myvoobacterium abscesus
Myvoobacterium chelonae
Myvoobacterium fortw tum
Myoobacterium mucogenicum
Myvoobacterium smegmatis

Micobacterias cromogenas:
Myvoobacterium phiei
Mvoobacterium vacae

M. Kansasii

M. Marinum

M. Ulcerans

M. Szugai

M. Smegmatis
M. Intracelullare
M. fortuitum

Clasificacion de Runyon 1959




Diagnostico de la TB

CRITERIOS

¢ Bacteriologico

¢ Histopatologicos

** Clinicos

“* Epidemiologicos

¢ Prueba de Tuberculinay
QuantiFERON

* Radiologicos

Ziehl Neelsen

Auramina-rodamina

Resultado del examen microscépico

Informe

No se encuentran BAAR en los 100 campos
observados

No se observan bacilos acido-alcohol
resistentes

Se observan de 1 a 9 BAAR en 100 campos
observados

N° exacto de bacilos en 100 campos

Se observan de 10 a 99 BAAR en 100 campos
observados

Positivo (+)

Se observan de 1 a 10 BAAR en 50 campos
observados

Positivo (++)

Se observan méas de 10 BAAR por campo en
20 campos observados

Positivo (+++)

INS. Instituto Nacional de Salud. Tuberculosis: Protocolos de vigilancia y salud publica 2016.




Diagnostico de la TB

Ogawa-kudoh
Lowenstein-Jensen

Middlebrook 7H10 y 7H9

Caldos sensores de
crecimiento (MGIT y
MB/BacT)

Antibiograma

e

inmunoanalisis

INS. Instituto Nacional de Salud. Tuberculosis: Protocolos de vigilancia y salud publica 2016.

cromatografico)
N /

ldentificacion
fenotipica

(MPT64-
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Tabla 5. Identificacion fenotipica de las micobacterias de crecimiento lento mas frecuentes

Especie MIA  NIT AS TwB80 URE NaCl C-SQ C-68" INH1 INH10 HIDRO P-NBE OLE PZA 22°C 30°C 37°C 42°C PIGMENTO

M. avium - - - - - - - W + + A + + + + + + + NO

M. intracellulare - - - - - - W + + + + + + + + + + NO
M. ulcerans - - - - V' - - - + v + \' - - + + L'} - NO

M. genavense - - - - + ND + + + ND ND ND ND + - + + + NO
M. bovis - - - ' + - - - - - - - - - ND + + - NO
M.nonchromogenicum - - - + - - - + + - + ' L' + + + + ' NO

M. tuberculosis + + - ' + - - - - - - - + ND + + - NO
M. haemophilum - - - - - - - - + ND - + MND + + - - - NO

M. celatum - - + - - - + + - - + ND ND - + + + NO

M. terrae - W - + - - + + + + + + V - + + + - NO

M. triplex - + - - + - - + + ND ND ND ND ND - + + - NO
M. triviale - + - Vv - + + + + + MND + ND - + + + - NO

M. africanum V V - ' + - - - - - - - - V - V + 1 NO

M. microfii + - - - + - - - - - - - - + ND ND + - NO

M. malmoense - - - + ' - - ' + - W + - + + + + - NO

M. kansasii - + W + + - + + - - - + - - + + + W FOTO
M. marinum - - W + + - W + ND ND ND ND  ND - + + W - FOTO
M. asiaticum - - - + - - + + + W + - + - + + + - FOTO
M. simiae v - - - + - + + + vV + + W + + + + + FOTO
M. lentifiavum - - - - - ND V W + ND + + W W + + + - ESCOTO
M. scrofulaceum - W - - + - + + + + + + + + ND + + + ESCOTO
M. gordonae - - - + - - + + + Vv Ay + W - + + + - ESCOTO
M. xenopi - - + - - - - + - - - W - + - " + + ESCOTO
M. szulgai - + - W + - + + - ND - + + + + + + - ESCOTO

NIA: Niacina; NIT: Nitratos; AS: Anlsulfatasa (3 dias); TwB0: Tween 80; URE: Ureasa; NaCl: NaCl 5%; C-5Q: Catalasa semicuantitativa; C-68% Catalasa termoestable
(68°C); INH 1: Isoniacida 1 pg/ml; INH 10: Isoniacida 10 pg/ml; HIDRO: Hidroxilamina; P-MB: acido p-nitrobenzoato; OLE: Oleato; PZA- Pirazinamidasa; 22°C, 30°C,
37°C, 42°C: Temperaturas de incubacion; +: Posifivo; -: Negativo; V: Variable; ND: no detemminado; FOTO: Fotocromodgeno; ESCOTO: Escotocromogeno; NO: No

Pl mlanlnTul=00"s




Diagnostico de la TB

|05 acidos micolicos de las paredes celulares de las micobacterias poseen afinidad para los
fluorocromos auramina y rodamina. Estos colorantes se fijan a las bacterias, que aparecen
de color amarillo o naranja brillante contra un fondo verdoso.

INS. Instituto Nacional de Salud. Tuberculosis: Protocolos de vigilancia y salud publica 2016.




Naranja de acridina

El fluorocrome naranja de acridina se une al acido nucleico ya sea en su forma nativa o
desnaturalizada. En algunas preparaciones de naranja de acridina, el color de la fluorescencia
puede variar, dependiendo del pH vy de la concentracion. El naranja de acridina ha sido
empleado como colorante vital, gue da una fluorescencia verde si el microorganismo esta
Vivo Y roja si esta muerto.

Atraviesa la

membrana

INS. Instituto Nacional de Salud. Tuberculosis: Protocolos de vigilancia y salud publica 2016.




Farmaco Dosls Dosis Efectos Acdén
diaria 2/semana Secundarios
Isonlacida 3 mg'kg 15 mg'kg Neuritis Bactericida
hasta 300 hasta 900 Hepatitis extra e
Hipersensibilida intracelular
Rifampicina 10 mg'kg 1 mg'kg Hepartitis Bactericida
hasta G00*  hasta G00 Reacclon febril  todas
Purpura poblaciones
Esterilizante
Pirazinamida 1330mgkg 50 mg'kg Hiperuricemia  Bactericida
hastaZ5g hasta 3.5 g Hepatitis intracelular
Esterilizante
Etambutol 1525 mg'kg 50 mg'kg MNeuritis optica  Bacteriostatico
hasta2 g** hastaldg extra e intra-
celular
Estreptomicina 15-20 mg'kg  25-30 Bactericida
hasta l g mgz/kg hipersensibilida  Extracelular

hasta lg

http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0120-41572004000500025

Caprecmicina 15-30 mgkg | bactaricida
hasta 1 g nafrotoxice  extracelular
Kanamicina 15-30 ma'kg bactericida
hasta 1 g nefrotoxice  extracelular
Etionamida 15-30 mgikg trastomos bacteriostatico
hasta 1 g hapatotoxice  extra e intra-
celular
PAS 150 mgikyg trastornos bactericida
hasta 12 g hepatotdxico  extracelulular
Cicloserina 10-20 mg kg psicosis bacteriosta
hasta 1 g convulsion  extra e intra-
celular
eritema




Envoltura

Proteina capsular

celular Mth I meno :*:g‘iﬁ Polisacarido capsular

Acidos micolicos

Arabinano
Pared celular — Grupo succinil
Arabinogalactano
Galactano
Glicosilacion
Peptidoglicano

NAM
NAG

Membrana plasmatica ((

Kieser et al., 2014.Nat Rev Microbiol. 12(8):550-62




Vacunas 14 CANDIDATOS A

Phasel

AEC/BCO2

Anhui Zhifei Longcom

Ad5 Ag85A

McMaster, CanSino

ChAdOx185A-MVAB5A
(ID/IM/Aerosol)

University of Oxford

VACUNA

Phasella

MTBVAC BCG revaccination MIP/Immuvac
Biofabri, TBVI, Zaragoza Gates MRI ICMR, Cadila Pharmaceuticals

RUTI® DAR-901 booster Vaccae™
Archivel Farma, S.L Dartmouth, GHIT Anhui Zhifei Longcom

D93 + GLA-SE H56:1C31 VPM1002
IDRI, Wellcome Trust, |AVI SSI, Valneva, Aeras SIl, Max Planck, VPM, TBVI

TB/FLU-04L M72/A501,
RIBSP GSK, 1AVI

M viralVector M Protein/Adjuvant B Mycobacterial - Whole Cell or Extract Il Mycobacterial - Live




SEGURIDAD, LA INMUNOGENICIDAD Y LA EVALUACION DE EFICACIA

EN EL MODELO ANIMAL INICIAL

Etapa A
Descubrimiento

—y—

Etapa B
Estudios POC

DESARROLLOS PRE-CLINICOS, ESTUDIOS CON
ANIMALESESTUDIOS DE TOXICIDAD Y PREPARAR LA
APLICACION DE ENSAYO CLINICO

Etapa F
F?s%all @ T
¢

Etapa G

S ®

|

®

¢
¢

Etapa C
Evaluaciones pre-
clinicas

Etapa E
Fase |

ESTUDIOS CLINICOS, ESCALAMIENTO
Y VALIDACION

Etapa H
Fase |11

i

Filtro: punto en el que se aplican criterios de
para decidir si se mueve a la

seleccion
siguiente etapa

Filtro de inversion critica

Etapa D
Preparar Fase 1

xs

Registro

https://www.tbvi.eu/what-we-do/pipeline-of-vaccines/



Metodologia de FIDIC

Bioinformatica Presencia y transcripcion Inmunoblot Microscopia
electrénica
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Formacion del

https://www.elsevier.es/es-revista-enfermedades-infecciosas-microbiologia-clinica-28-articulo-patogenesis-tuberculosis-otras-micobacteriosis-S0213005X17303099



Articulo

neJournal o Modulation of Human Neutrophil Apoptosis
‘% Immunology by Immune Complexes

Romina Gamberale, Mirta Giordano, Analia S. Trevani,

100 . . Graciela Andonegui and Jorge R. Geffner
This information 1s current as

of November 30, 2019. J Immunol 1998; 161:3666-3674;
http://www.jimmunol.org/content/161/7/3666

80 F *

«Complejo Ag-Ac: Incubacion durante 1 hora a 37 °
C y 18 horas a 4 ° C. Después de este periodo, los
ClI se centrifugaron a 3.000 x g durante 10 minutos,

1 , -
. . . se recupero el precipitado o el sobrenadante.
il *Eritrocitos recubiertos de Ac (E-1gG) y P precip

. *19G inactivada por calor (algG) Los agregados de IgG se prepararon calentando

20 + IgG humana durante 12 minutos a 63 ° C. Luego, la
IgG humana agregada por calor se centrifugo y el
precipitado se desecho.

60 |

% of apoptotic cells

¢ Blogueo dirigido a FcyRlla
% Expression of Fas and FasL

Control  E-IgG algG Los eritrocitos recubiertos con IgG se prepararon
usando eritrocitos de raton




VL

Cadena Ligera (L)

Puente disulfuro

CH3
— Region constante de cadena ligera (CL)

( _ Region constante de cadena pesada (CH)
@ Rcoion Variable (VL o VH)

—

CH3

*10-20% Encontradas en suero
Larga vida media

«Control y destruccion de
patdgenos

Las longitudes de bisagra
diferenciales y los enlaces disulfuro
influyen en las funciones efectoras
de los anticuerpos

VL

Cadena pesada (H)

CDRs (sitio de union
del antigeno)

4 SEROTIPOS

IgG 1
1gG 2 —
1gG 3
19G 4

(IgG 1 e I1gG 3)

Las bisagras mas largas y flexibles
mejoran la union al antigeno y
complementan los receptores Fc
(FcR) y por lo tanto la funcion
efectora.

Citofilicas: IgGly 3
Neutralizantes: 1gG2 e 1gG4

1gG2

1gG3 1gG4

(*)l *)

Lu LL, Suscovich TJ, Fortune SM, Alter G. Beyond binding: antibody effector functions in infectious diseases. Nat Rev Immunol. 2018;18(1):46-61.




Subclases de 1gG

Iz(-1 Ig(:2 I3 LG4
General
Molecular mass (kD) 148 148 170 146
Amino acids in hinge region 15 12 622 12
Inter-heavy chain disulfide bonds 2 4l—} 112 2
Mean adult serum level (g/1) 6.98 38 0.51 0.36
Relative abundance (%) 60 32 4 4
Half-life (davs) 21 21 7in212 21
Placental transfer — — e —
Antibody response to:
Proteins ++ +i— ++ 45
Polysaccharides + —— - - - —
Allergens + ) =) +
Complement activation
Clq binding ++ - ——— -

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4202688/




Fc receptors
FeyRI

FeyRllapg 31
FeyRllag)3g
FcyRIIbic
FeyRIllapy 5g
FeyRIlay g
FeyRIITb

FcEn (at pH < 6.3)

|

= 655 - — -
++ 52 ++ 045 -+
+H++ 35 + 010 +++

+ 012 - 002

+= 12 - 003 +++
++—=+ 20 + 007 +++
+—+ 02 - — 4+
—— ——

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4202688/

61
0.29
091
0.17

1.1

08

1.1

1

34
0.17
0.21
0.20
0.20

0.25




FcR
FeyRI (CDB4)

Gell Distribution

Macrophages, neutrophils; also
gosinophils

FcyRIIA (CD32)

Macrophages, neutrophils; eosinophils,
platelets

FcyRIIB (CD32)

B lymphocytes, macrophages, dendritic
cells, other cells

FeyRIIC (CD32)

Macrophages, neutrophils, NK cells

FcyRINA (CD16)

NK cells

FcyRIIB (CD16)

Neutrophils

FeeRl

Mast cells, basophils, eosinophils

FceRII (CD23)

B lymphocytes, eosinophils,
Langerhans cells

FcaR (CD8Y)

Neutrophils, eosinophils, monocytes

Lu LL, Suscovich TJ, Fortune SM, Alter G. Beyond binding: antibody effector functions in infectious diseases. Nat Rev Immunol. 2018;18(1):46-61.




Funciones de las Inmunoglobulinas

Neutrophil

IgG-mediated or IgA-mediated
neutrophil activation,
opsonophagocytosis, oxidative
burst or induction of NETosis

Neutralization of
pathogen or toxin

4
w
|

Epithelial
cells
Oxidative
burst

|gG-mediated, IgM-mediated or
lgA-mediated macrophage
opsonophagocytosis, oxidative
burst or release of cytokines or
antimicrobial peptides

:‘““\
G

d ; . '-~_

IgG-induced or lgG-mediated or
IgA-induced IgA-mediated trapping
inhibition of biofilm of pathogens in mucins
formation
9 g
f—
Dying Infected

NK cell

infected cell o1

|gG-driven NK cell

degranulation and cytotoxicity

Dying cell

C1lqor MBL

Infected
cell

Macrophage

IgM and IgG complement-
mediated production of
chemoattractants, cytotoxicity
or opsonophagocytosis

Lu LL, Suscovich TJ, Fortune SM, Alter G. Beyond binding: antibody effector functions in infectious diseases. Nat Rev Immunol. 2018;18(1):46-61.




Funciones de las Inmunoglobulinas

h T cell : B cell

receptor

receptors
|gG-driven, IgM-driven or IgA-driven IgG-driven, IgM-driven or
antigen uptake, DC maturation and IgA-driven antigen capture on
antigen presentation FDCs for presentation to B cells

Eosinophil

. Pathogen or toxin Y Antibody .:.-. Perforin and granzymes IgG—medlatetzl, lgE-mediated
o o and IgD-mediated granulocyte

degranulation and release

”ﬁ Fc receptors @ Mucin ag® Vasoactive of vasoactive mediators,
oe” mediators chemoattractants and T, 2-type cytokines

A 1 O
oen Cytokines or 2%° Chemoattractants

Complement “a* antimicrobial

receptor peptides 9%
@ _ Complement
..

Lu LL, Suscovich TJ, Fortune SM, Alter G. Beyond binding: antibody effector functions in infectious diseases. Nat Rev Immunol. 2018;18(1):46-61.




Componente
Secretor

sla Cadena J
* Monomero
*10-20% Encontradas en suero « Monémero (suero) Dimero (mucosas)
*Larga vida media « 2 Subtipos: IgA 1(Dimero) IgA 2 (Monémero)
* 4 subclases (1gG 1, 19G 2, 1gG 3 e 19G 4) » Induce NETSs, neutralizantes (Bibliografia)
* Induce apoptosis , promueve la fagocitosis » No traspasa placenta
neutralizantes (Bibliografia) - la IgA1 tiene una secuencia Unica de 16 aminoacidos
* traspasa placenta _ _ _ en la bisagra que la hace mas susceptible a la escision
*lgG3 tiene la mayor potencia funcional, seguida de proteolitica por parte de los patdgenos
19G1. IgG2 e IgG4 tienen la potencia menos funcional -IgA2 tiene una bisagra més corta que confiere mas
de las su_bclases _ o resistencia a la lisis.
*1gG3, tiene la vida media mas corta entre todas las
subclases.

Lu LL, Suscovich TJ, Fortune SM, Alter G. Beyond binding: antibody effector functions in infectious diseases. Nat Rev Immunol. 2018;18(1):46-61.




Ensayo de union

Radiomarcaje

o 00 0000 ¢

Yodo 125

Se incuba durante 2h a 37°C y 4°C con las células
U937 - A549

REACTIVIDAD

Contador gamma




Ensay() de Inhibicion Control positivo: Lisado de Mtb
H37Rv

Control negativo: Citocalasina

> Cultivo células diana
» Incubacion con peéptido
durante 2h
60 : ] | > Infeccion con Mtb H37Rv
0 . l durante 1 noche a 37°C
’ > Las celulas se desprender de la
| monocapa Y se elimina la
e l : : I micobacteria no fagocitada por

10 P centrifugacion
| | ] » Las celulas se fijan con
o i wn | co N 16665 o | paraformaldehido y

glutaraldehido
B2 [CD2opm [T 200uM » Lavados

» Citometria de flujo

Inhibition, %
8
V—

'S =
I




Estructuras secundarias

Hélice
alfa

carbono

=
http://Bioquimicarps.blogspot.com/2015/02/est
ructura-de-las-proteinas.html

Poliprolina

Ezxtremo
C-tenminal

http://www.biorom.uma.es/contenido/proteinas3d/t
ema/estruc203a.htmi

Hojas plegada

https://pubs.rsc.org/en/content/articlel
anding/2011/cs/c0cs00152j/unauth#!di
vAbstract




Enfermedad granulomatosa

cronica

» Mutacion que causa deficiencia en el complejo enzimatico
NADPH oxidasa conduce a una reduccion en la produccion de
especies reactivas de oxigeno (utilizadas por los fagocitos para
eliminar bacterias y hongos)

» Enfermedad hereditaria ligada al sexo normalmente
diagnosticada antes de los 5 afnos

» Infecciones recurrentes por levaduras y hongos

> Profilaxis: uso continuo de antibioticos orales

> Mas del 50% de los pacientes cursa con:
Diarrea
dolor abdominal
falta de crecimiento.

»Son comunes:
Neumonia
Abcesos
Celulitis
Adenitis
Osteomielitis

Apoptosis anormal

Retraso en las manifestaciones morfologicas de la apoptosis
Disminucion de la exposicion a la fosfatidil serina (PS)
Fragmentacion del ADN

DIAGNOSTICO

Ensayos que miden la produccién de
superdxido por el complejo NADPH
oxidasa de los neutrofilos, que en estos
pacientes esta ausente o muy reducida.

El analisis por Western Blot confirmar la
ausencia de la subunidad especifica del

complejo de NADPH oxidasa involucrada.

La prueba genética .




Neutrofilos apoptoticos en
enfermedad

» Leucemia mieloide aguda

» Sindromes dismielopoyéticos

» Anemia perniciosa (deficiencia de
vitamina B12

» Lupus

A
. .
AW
“ . . .‘

-

o
https://pbs.twimg.com/media/Df_5Kt7XcAAOsI-.jpg




Nivel de bioseguridad 3

PRACTICAS

MicroorganismoS asociados con enfermedades humanas, para las
cuales podrian estar disponibles medidas preventivas y/o

terapéuticas
El personal deberéa utilizar ropa de proteccién de material

desechable u overoles
Los residuos se descontaminan antes de su eliminacion el (uso del

autoclave)

FILTRO HEPA
Puede capturar el 99.97% de particulas

Malla de fibras dispuestas al azar. Las fibras
tipicamente estan compuestas por fibra de

Cabina de flujo laminar (Filtro HEPA) vidrio
2
N C
INSTALACIONES DEL LABORATORIO 8 «7 3) vils
El laboratorio debe estar separado de las zonas del edificio por las que 8 - F]'
. . .. rrs>
se puede circular sin restricciones — - S
R . i - B Las ventanas deben estar cerradas herméticamente
-:Mw i Acceso restringido o limitado al laboratorio
S il 1 T Paredes, pisos y techo, deben ser resistentes al agua, de manera que —_—
S g e NN puedan ser limpiadas y descontaminadas facilmente “ Ao
: R [ are potencialmente contamanaco
aire filtrado por HEPA

https://www.who.int/topics/medical_waste/manual_bioseguridad_laboratorio.pdf




Cuadro I. Listado de microorganismos patogenos manejados en un B5SL-3 de acuerdo al CDC?

Bacterias — Bartonella

— Brucella incluyendo B. abortus, B. canis, B. suis

— Burkholderia (Pseudomonas) mallei, B. pseudomallei

— Coxiella burnetii

— Francisella tularensis

— Mycobacterium bovis, M. tuberculosis

— Pasteurella multocida

— Rickettsia akari, R. australis, R. canada, R. conorii, R. prowazekii, R. rickettsii, R, siberica,
R. tsutsugamushi, R. typhi (R. mooseri)

— Yersinia pestis

Hongos — Coccidioides immitis
— Histoplasma capsulatum, H. capsulatum var. duboisii

Parasitos MNinguno
Virus Alphaviruses (Togaviruses) - Grupo A Flaviviruses (Togaviruses) — Arboviruses Grupo B
Arboviruses — Virus de la encefalitis japonesa
— Virus de Semliki Forest — Virus de la fiebre amarilla
— Virus de la encefalitis de San Luis Poxviruses
— Wirus de la encefalitis equina venezolana — Virus monkeypox
Arenaviruses Retroviruses
— Flexal — Virus de inmunodeficiencia humana tipos | y 2
— Virus coriomeningitis linfocitica — Virus linfotrépico de células T humanas (HTLV) tipos | y 2
Bunyaviruses — Virus inmunodeficiencia del simio (5IV)
— Hantaviruses Rhabdoviruses
— Virus de l|a fiebre de Rift Valley Virus estomatitis vesicular

Coronavirus (SARS-CoV)




FUNDAMENTOS




REGULADA

ROS derivadas de
oxidasa

NADPH y proteasas
granulares

APOPTOSIS

Extrinsic pathway
(death-receptor dependent)

Intrinsic pathway
(mitochondrial, stress-induced)

TNF-o/FasL 7
o Mitochondria
8
e Anti-apoptotic Pro-apoptotic
Bel-2 homologues € Bel-2 homologues
A Amplification
: Release of pro-apoptotic proteins
Cytochrome ¢ Smac/Diablo
Activation of Deactivation of
i » caspase-9 |APs
| |
Activation of
> caspase-3 -«

|

Apoptosis




OTRAFORMAS DE

EVALUAR LAAPOPTOSIS

TAAD
Annexin V
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OTRAFORMAS DE

EVALUAR LAAPOPTOSIS
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Umbral de 0.5 ;

BepiPred 2.0 5794 Espcificdad

Sequence Markup Types

Epitopes: Positions above epitope threshold
Predictions: The protein sequence displayed with orange gradient, illustrating BepiPred-2.0 predictions

BepiPred-2.0: Sequential B-Cell Epitope Predictor

Predict  Instructions/Help  Datasets  Absiract/Cite
Gradients Epitope Threshold @

Submit data
[ 0 0.5

Paste or upload protein sequence(s) as fasta format to predict potential B-cell epitopes. Prediction can take a few minutes per sequence. L Hiah
ow I
@ At most 50 sequences and 300,000 amino acids per submission; each sequence nof less than 10 and not more than 6000 amino acids. g

Enter protein sequence(s) in fasta format...

Name Sequence Markup
Sequence Epitopes @ ..... EEEEEEEEEEEE. ...
Predictions: LGLPSAGATUPLEAVPAFFRY
R e 26

Algoritmo de Bosque aleatorio entrenado

Cada residuo se codifica utilizando:

Predicciones mayores

secuencias proteicas epitopes y no Volumen calculado Ue un umbral
epitopes determinados a partir de Hidrofobicidad a definido|(E)
estructuras cristalinas Polaridad

Accesibilidad relativa a la superficie




Epitope B lineal

v’ Secuencia lineal (a.a continuos cortos) de estructura primaria

v Longitud: 5 — 20 residuos de a.a

v Solubles (Hidrofilicos)

v Enriquecidos con a.a polares , cargados y empobrecido en a.a hidréfobos

v" Debe tener una forma complementaria con el anticuerpo. (interacciones débiles)
v Accesibilidad a la superficie de cada residuo

v' Paratopo: reconoce de 5a 7 a.a




PRUEBA DE QuantiFERON

4 )
ESAT-6
CFP-10
TB7.7
37°C durante 16 a 24 h
\_ J

Se recolecta sangre
periferica

Se centrifuga durante
15m a 2000 o 3000g




QuantiIFERON - Tuberculina

PRUEBA SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD FALSOS FALSOS
POSITIVOS NEGATIVOS

TUBERCULINA

Derivado proteico
purificado

QuantiFERON

ESAT-6
CFP-10
TB7.7

Variable
69% -77%

95%

Variable
59% - 90%

95%

Micobacterias
ambientales

Vacunacién BCG

Meétodo incorrecto de
administracion

Lectura de incubacidn

Anergia Cutanea
Infeccion reciente
Infeccion TB muy
antigua

Infeccidn < 6 meses
Vacunacién con virus
Vivos

Enfermedad viral
Método incorrecto de
administracion

Incubacioén

Lectura de incubacidn
muy corta




Tabla 4. Especificidad de especie de ESAT-6 v CFP-10 en las micobacterias.

Complejo
micobacterium Antigenos Micobacterias Antigenos
complex ambientales
ESAT-G CEFP-10 ESAT-G CFP-10
M. tuberculosis M abcessuss - —~
M. africanum M avium - —~
M. bovis M branderi - -
Cepas contenidas M celatum - -
en vacuna
gothenburg M chelonae - —~
moreatul M fortuitum - -
tice M gordonii - -
tokyo M intracelinlare - —
danish M kansasii + +
glaxo M malmoense - -
montreal M ocenavense - -
pasteur M scrafulaceum - -
M smegmatis - —~
M szulgal + +
M terrae - -
M xenopi - -

http://scielo.isciii.es/scielo.php?script=sci_ arttext&pid=S1137-66272007000400005




Pruebas de liberacion de

IFN-y

1. Presentacion del antigeno

(ESAT-86, CFP-10,TB 7.7)

‘* . .

2. Produccion de citocina especifica (IFN-y)

IFN-y

Incubacion
La cdula La célula presentadora presenta el

Pmetz"ﬂdom de presentadora antigeno a infocitos-T especilicos. Los

antigeno Entocitoe-T se activan y secretan IFN-y

encuentra al 'me digiere - o
antigeno Sgeno I
3. Cuantificacién de citocina
Utilizando células mononucieares o
Utilizando plasma y ELISA

de sangre periférica y ELISpot

"

IFN-y

Si el antigeno es ‘
especifico a TB, ‘ & .
sblo se . -

activaran
nt153g.pdf

linfocitos-T es-

pecilicosa TBy
secretardn IFN-y

— """

https://www.medigraphic.com/pdfs/neumo/nt-2015/




ELISPOT

1. Las células estimuladas con antigeno son transferidas a placas tapizadas 2. Se anaden los L

anticuerpos
anticitocinas

3. Adicion de ‘;‘ L
los sustratos 4. Formacion
de la reaccion ¥ del punto
(secrecion de
: citocinas)

‘ l‘ a ‘v\) thr !

http://inmunologia.eu/tecnicas-experimentales/elispot-assay-cytokine
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Citometria de flujo
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Citometria de flujo

Detector de

AiSlam ientO de Suspension fluorescencia
; - celular
neutrofilos

J

Sensor
objetivo
Filtro
optico
Apertura
Placas de
defleccion
Fuente de
rayos laser
o Figura. Citometro de flujo y

separacion celular

https://inmunosalud.net/images/sampledata/inmunologia/13_Metodos/cap13/Imagen?.png




Cell Host & Microbe

M. tuberculosis-Induced Necrosis of Infected
Neutrophils Promotes Bacterial Growth Following
Phagocytosis by Macrophages

Graphical Abstract

Mtb y necrosis en

_
Mtb LA
AESAT-6 Neutrophil Macrophage

neutrofilos r B oo ‘3\6?)_“." =

La fusion de granulos de neutrofilos con el fagosoma da
como resultado la formacién de un fagolisosoma, lo que

permite el ensamblaje del complejo de nicotinamida q Necrosis L/l Growth /. Necrosis

adenina dinucleé6tido fosfato (NADPH) g — (@ — /% —
Mtb “..' /l/

La NADPH oxidasa es un complejo multiproteina ROS

transmembrana que transfiere electrones al oxigeno
molecular, para generar aniones superoxido l

ROS

factores de virulencia codificados por la region genomica Growth
RD1 V4 qps APOP'OS'S ‘> control
Mtb
L/\

WT




Unstimulated

Mtb y NETs

« Serequiere MPO para NETosis
mediada por la muerte, pero el
mecanismo de accion atn no se ha
descubierto por completo. NI o - ‘ 20 pm

* No dependiente de la activacion de Dependiente de fagocitosis micobacteriana
caspasas La apoptosis inducida por Mtb no es necesaria para la formaciéon de NET.

« PMA (forbol miristato acetato) 180 min

https://www.karger.com/Article/Full Text/348676




(A) M. tuberculosis Necrotic cell death
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20006311



Normal Cell Early stages of apoptosis Late stages of apoptosis
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ELISA

Ag 10 pg/mL . ‘
37°C por 2h ——— —— =
Suero del donante

dil 1:25 2h 37°C

=

- _
50ul de acido fosforico : Ant Human 196 -
(H.PO,) conjugado con
34 -_ peroxidasa
Lectura espectrofotometro Se reveld con _
a 450nm. 3,3,5,5 1:10000
Tetrametilbencidina 1h -37°C

(TMB)




Dot Blot

Membrana de nitrocelulosa

] 2
OO ImRO0| [B®O O wia
10 minutos
D000 1000 &b O]
Ag 10 pg/mL Bloqueo sitios de union
37°C por 10 minutos // // 20 minutos

anti-human
conjugado con

O O fosfatasa
O O

Se revelo con 6.6 pl
de NBTy 3.3 BCIP

1:5000
1 hora - 37°C

gl

NBT: Tetrazolio azul nitro
BCIP : 5-Bromo-4-Cloro-3-Indolil-Fosfato




AISLAMIENTO DE 1IgG

Se recolectd sangre
periférica

El suero del donante se inactivo a
56°C durante 30 minutos

Filtrar el sobrenadante por
papel whatman, medir pH
y llevara 7,0

e L=
13— 17—
e e
n— n—
s — ° =
s == g —
7 —_— T —
§  — & __
3 — 3 __
4 —_ 4 —

— 3 =
3 — —
2 — 2 —

R

u—=

=

=2

1 m—

e e e e e
o ke i o

Se centrifuga a 13000rpm durante
30 minutos

Se centrifuga a 5000rpm
durante 15 minutos

Se adiciona el doble de
Buffer acetato con
respecto al suero inicial

Vferificar que el pH
quede en 4,6-4,8

Se adiciona acido
caprilico y se deja en
agitacion durante 2h




Dejar durante 20 minutos
en cama de hielo

Agregar Sulfato de amonio al 40%
hasta que se disuelva bien.
Centrifugar a 13000rpm x 20 minutos
a4°C

U Qo oo e®E en e wu
AR

Se dializa en Tris 10mM, utilizando una
membrana de 6-4000Da

Centrifugar a 13000rpm x 20 minutos
a 4°C y lavar el pellet 3 veces con
Sulfato de amonio al 33%




Medio Sefarosa 4B
activada con Bromuro de
Ciandgeno

Tris HCI (pH 8.0)
Acetato de Sodio (pH 4)
Bicarbonato de sodio (pH

8.3)

PURIFICACION DE IgG

Se agrego la IgG
total del donante

Se eluyo el Ac de
’J interés con glicina
1

Concentracion : Ac mg/L = Abs X 10000 X 13.7

280

Se concentra el Ac
en amicon con una
membrana de
100.000 Da

Centrifugando a
4000 rpm durante 30
minutos




AISLAMIENTO DE NEUTROFILOS DE SANGRE PERIFERICA

NS

Se recolect6 sangre Se centrifugo las mx a
periférica 1700 rpm x 7inutos

A o 4w wmw BERER
1nnnannonnn

Gradiente de
Ficoll-Histopaque »

Se centrifugo a 5509
durante 30 minutos

[

NoowW M WA
I|I|l-|I|I
v o N ® o B BR i~
1nnnannnnn

R
Lisis de Rojos (SIn = = Lavados a 1800rpm
Los PMNSs se hipotonica) =. =. « durante 5 minutos
resuspendieron en
medio RPMI

suplementado con
Suero Bovino al
10%

Y
Lavados a 1800rpm
durante 5 minutos

LY - I EE S GE
nnannannn




OPSONOFAGOCITOSIS

A <
: QO Las células se fijaron con
C 7 - Ve -
X . > paraformaldehido 4% vy > Citometria de flujo
E i) % glutaraldehido al 0.5%
F '®] =
= > - [ — |
G
e e e ,_/ Control de células Control de infeccién Mtb opsonizada con Ac 30987
Se incubaron 100.000 células por i T £
pOZO glsox- glsox - g’”'ﬁ B \
31025 K= A -
. :
31039 c : : L
Extendido en lamina y tincion
D —> ) —> i 1
30987 ] - % con Giemsa MICfOSCOpla
37964 Lo . :
I}/ G
37765 - y SO
31107 i S—
37780 Se incubo la micobacteria con Se incub6 18h los neutrofilos
16300 cada una de las con micobacteria pre-opsonizada
inmunoglobulinas aisladas
e (Opsonizacion)




CULTIVO DE Mtb H37Rv

Medio Middlebrook 7H9,

suplementado con OADC e » ;
higromicina. /
|

Hasta obtener una densidad optica a
600nm entre 0.5-1.0

COSECHA:

_ Se centrifuga a 13000 rpm durante
SIEMBRA: « 20 minutos a 20°C
El pellet se resuspende en PBS 1x y se

guarda a -20°C hasta su uso




LISADO DE Mtb H37Rv

2 . »
'

.

&

nen
R

Buffer de lisis

A partir de una
cosecha de Mtb
H37Rv

*Pepstatina

Leupeptina

fluoruro de fenilmetilsulfonilo
(PMSF)

*Dnasa

*Rnasa

*Lisozima

= |

%

2 e -
39 ap o

“\‘i
“'l

Se centrifuga 13000 rpm
durante 30 minutos a 4°C

Se calienta el sobrenadante en
ebullicién durante 90 minutos

\ 4

Se verifica por electroforesis




Apoptosis de neutrofilos y macrofagos

M@ eliminan patdgeno
viables al interior de los
cuerpos apoptaticos

Presentacion de Ag
micobacterianos

Neutrofilo

Cuerpos
apoptoticos

Eliminar el patdgeno
dentro de los
fagolisosomas M@

Apoptotic neutrophils augment the inflammatory response

a0ol1:10 ournal.l : /]







HI S. aureus+IgA

S. aureus+IgA
m—_— .

'~ 100x

S. aureus+IgA E. coli+IgA S. typhimurium+IgA

E, van Hout MW, Ganzevles SH, et al. IgA enhances
‘.



Interaction with
microbes

NET formation & NETosis

‘cytotoxic agents

N\ P —
3, ® o
— | B
ROS production yG= O
& degranulation {ﬁ
I-Dr.\agocytc.)sis & . o
killing of microbes PICD Efferocytosis

B == Host tissue

— \ S \ 4},,[y§~é§-.ﬁﬁﬁ\destruction
— | — N
) y Y o) <
ROS production & = : 2
& degranulation Pathogen escape ~  Release of -

Ph a g oc yt osis , uptake & dissemination cytotoxic agents

of microbes Pathogen survival Neutrophil lysis
C < g
Lysed PMN

/ P A\ Ensnared microbes (>
Q —'( —Pp Host tissue *Lj
destruction )
~ <
N\ L)
Release of =




Table I. Effect of the NADPH oxidase inhibitor DPI on spontaneous
and Mtb-induced apoptosis in human neutrophils®

Apoptotic Cells (%)

Treatment Morphology Annexin V
Medium alone 28 £ 6.2 26 + 4.1
+DPI 24 = 5.0 23 = 2.8
H37Rv 70 = 6.0 72 = 5.3
+DPI 32 9.0 24 = 3.2

“ DPI-treated or untreated neutrophils were cultured for 18 h in medium alone or
stimulated with H37Rv. The percentage of cells displaying apoptotic morphology and
exposing PS were evaluated as outlined 1n the legend to Fig. 1. Each value represents
the mean = SD of four independent experiments.

Perskvist N, Long M, Stendahl O and Zheng L. Mycobacterium tuberculosis promotes apoptosis in human neutrophils by activating caspase-3 and altering expression of
Bax/Bcl-xL via an oxygen-dependent pathway. J Immunol. 2002; 168: 6358-65.




% APOPTOSIS

100
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- 20

- 0

% FAGOCITOSIS

100
* sk
80 T &
I.
I.
60
40 » % % "
0 :
Apoptosis Control de Anti- Ac31025 Ac31039 Ac30987 Ac37964 Ac37765 Ac31107 Ac37780 Acl16300 Ac38373
Basal infeccion lisado
CONCENTRACION 23.0 19.8 16.9 32.9 20.8 16.1 30.1 25.4 63.0
19G (ug/mL) 0.69 0.59 0.50 0.98 0.62 0.48 0.90 0.76 1.89




