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Modificado de Identificación de interactores in vivo de la proteína FhaA de Mycobacterium tuberculosis. 2018



Incidencia Tuberculosis 2020

12.582 casos 
nuevos en 
Colombia

9.9 millones de 
personas en el mundo 

infectadas
2

1,72 muertes por 
cada 100.000 
habitantes1,5 millones de 

muertes 

Global Tuberculosis Report. 2021; Informe de evento tuberculosis año 2021
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generalidades
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Funciones efectoras de anticuerpos sobre 
macrófagos y neutrófilos
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Neutralización de 
infectividad

Fagocitosis mejorada

Aumento de la fusión del 
fagolisosoma

Neutralización previa al 
reconocimiento

Forthal D.; 2014. ASM Journals. 2(4): 1 - 17

BioRender 2022



Vacunas Anti Tuberculosas
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Fase I Fase II a Fase II b Fase III

Vector viral
Proteína/Adjuvante
Micobacteria - extracto  de células entera
Micobacteria - viva

Modificado de Global Tuberculosis Report. 2020



Metodología de la FIDIC

Bioinformática

Immunoblot y 
microscopia electronicaSíntesis de péptidos

6
Ensayo receptor-ligando

Presencia 
Transcripción

Cole S, et al., Nature. 1998;396(6707):190; Ocampo M, et al. 2014. Crit Rev Microbiol. 40(2):117-45



Inhibición de la 
entrada de Mtb

7

Determinación de 
estructura secundaria

Modificación de péptidos

CMH

Metodología de la FIDIC

Cole S, et al., Nature. 1998;396(6707):190; Ocampo M, et al. 2014. Crit Rev Microbiol. 40(2):117-45



Planteamiento del problema
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Péptidos 
caracterizados

Respuesta 
inmune celular

Presentación 
antigénica

Respuesta
Inmune humoral

Linfoproliferación

Co-cultivo celular

Reconocimiento 
antigénico

BioRender 2022



Objetivo General

Establecer la actividad efectora de anticuerpos, que reconocen 

péptidos derivados de proteínas presentes en la envoltura de Mtb 

H37Rv, sobre neutrófilos y macrófagos infectados
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Objetivos específicos

1. Identificar anticuerpos de tipo IgG en sangre periférica que reconocen antígenos peptídicos 
derivados de proteínas presentes en la envoltura de Mtb H37Rv 

2. Evaluar la capacidad que tienen los anticuerpos, que reconocen péptidos derivados de proteínas 
presentes en la envoltura de Mtb H37Rv, para inhibir la entrada de la micobacteria en los macrófagos 
U937

3. Analizar los tipos de muerte que se presentan en neutrófilos infectados por Mtb H37Rv pre incubada 
con anticuerpos que reconocen antígenos peptídicos derivados de la envoltura micobacteriana
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Infección de macrófagos

Preincubación Macrófagos con 
péptidos modificados

Citometría de flujo
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Ensayo de inhibición de la entrada de Mtb a macrófagos 
U937 en presencia de péptidos modificados

Identificar acs péptido-específicos

4°C

MOI 1:5
 12 horas a 37°C

Isotiocianato de fluoresceína 
(FITC)

2 horas

Ocampo M, et al., 2014. Crit Rev Microbiol. 40(2):117-45
BioRender 2022



Evaluación de la capacidad inhibitoria de péptidos modificados

75% de los péptidos analizados inhibieron la entrada de la micobacteria a los macrófagos 12
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* ≤ 0.05
** ≤ 0.01

*** ≤ 0.001

Péptidos modificados

Identificar acs péptido-específicos



Péptidos seleccionados
Identificar acs péptido-específicos



Predicción de epítopes B en los péptidos 
seleccionados

VDTVAAGLSYGPPVLRNTPC

BepiPred 2.0
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VDTVAAGLSYGPPVLRNTPC

Epítope B

Secuencias de 15 proteínas (RV-número de proteína)

Identificar acs péptido-específicos

BioRender 2022
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Caracterización de antígenos candidatos

Rv0227c

Identificar acs péptido-específicos



15
34 péptidos pertenecientes a 15 proteínas presentaron epitopes B

Caracterización de antígenos candidatos
Identificar acs péptido-específicos



Aproximación experimental de ELISA indirecta
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Sustrato
Anti-human

Suero de donantes

Péptidos

Espectrofotometría
(650 nm)10 µg/mL Ac primario

Suero donantes (100µL)

Identificar acs péptido-específicos

BioRender 2022



DO:  1.0 - 2.0 indica mayor reconocimiento de las secuencias peptídicas 17
Donantes

Pé
pt

id
os

Reconocimiento de péptidos por inmunoglobulinas G

DO
 (450 nm

)

Alfonso P., 2019. UCMC. Tesis Pregrado Bacteriología

Identificar acs péptido-específicos



Extracción de inmunoglobulinas G

Inactivación Precipitación de 
proteínas

 Precipitación de IgG
 (sulfato de amonio saturado 

al 40% toda la noche)

Dialisis

IgG
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55°C durante 
30 minutos

Ácido caprílico (98%), 
mezclando durante 2 horas

Filtración
(papel Whatman N°2)

Tris 10mM pH 8.5 
durante toda la noche 
y cambios con Tris 10 

mM cada 2 horas

5000 rpm por 
15 minutos

Identificar acs péptido-específicos

BioRender 2022



Anticuerpos péptido - específicos
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Cromatografía 
de afinidad

Acople
(1 mg péptido)

Bloqueo 
de sitios libres IgG extarída

IgG péptido específica

Sefarosa 4B 
funcionalizada con 

Bromuro de Cianógeno 

Tris HCl 
(0.1M pH 8.0) PSB1X (100µL)

Fracción no retenida 

Glicina al 0.1M (pH 2.7 - 3)
Eppendorf con Tris 0.1 M

3 ciclos de lavados 
por dilución

Identificar acs péptido-específicos

BioRender 2022



Anticuerpos péptido-específicos nativos

Anticuerpos péptido-específicos modificados
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Reconocimiento de péptidos nativos y modificados
 

Alfonso P., 2019. UCMC. Tesis Pregrado Bacteriología

Identificar acs péptido-específicos



Objetivos específicos

1. Identificar anticuerpos IgG en sangre periférica que reconocen antígenos peptídicos derivados de 
proteínas presentes en la envoltura de Mtb H37Rv 

2. Evaluar la capacidad que tienen los anticuerpos, que reconocen péptidos derivados de proteínas 
presentes en la envoltura de Mtb H37Rv, para inhibir la entrada de la micobacteria en los macrófagos 
U937

3. Analizar los tipos de muerte que se presentan en neutrófilos infectados por Mtb H37Rv pre incubada 
con anticuerpos que reconocen antígenos peptídicos derivados de la envoltura micobacteriana
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Preincubación Mtb H37Rv con 
anticuerpos péptido-específico

Infección de macrófagos Citometría de flujo
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Ensayo de inhibición de la entrada de Mtb con anticuerpos 
péptido-específicos

Inhibición de Mtb a macrófagos 

37°C

Isotiocianato de fluoresceína 
(FITC)

MOI 1:5
12 horas a 37°C

2 horas en 
agitación 

BioRender 2022
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Capacidad inhibitoria de anticuerpos péptido-específicos
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t-Student:

* ≤ 0.05
** ≤ 0.01

*** ≤ 0.001

*

*
*

● 70,6% de los anticuerpos presentaron un porcentaje de inhibición mayor al 10%
● Los Ac 11073, 40410 y 9111 inhibieron la entrada de la micobacteria a los macrófagos en un 

porcentaje superior al control

Zimmerman et al.; 2016. Rev EMBO 

Mol Med. 8 (11):1325-1339.

 Lu et al., 2016. Rev Cell. 

167(2):433-443.e14.

Inhibición de Mtb a macrófagos 



Objetivos específicos

1. Identificar anticuerpos IgG en sangre periférica que reconocen antígenos peptídicos derivados de 
proteínas presentes en la envoltura de Mtb H37Rv 

2. Evaluar la capacidad que tienen los anticuerpos, que reconocen péptidos derivados de proteínas 
presentes en la envoltura de Mtb H37Rv, para inhibir la entrada de la micobacteria en los macrófagos 
U937

3. Analizar los tipos de muerte que se presentan en neutrófilos infectados por Mtb H37Rv pre incubada 
con anticuerpos que reconocen antígenos peptídicos derivados de la envoltura micobacteriana
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Extracción de neutrófilos a partir de sangre periférica

Sangre 
periférica

Ficoll-Histopaque
2:1

Durante 30 minutos

25

Lisis de rojos

Apoptosis o necrosis en neutrófilos 

2800 rpm por 
10 minutos

5 mL buffer de lisis 
durante 10 minutos 

Resuspensión de 
neutrófilos

RPMI con Suero 
bovino al 10%

BioRender 2022



Preincubación Mtb H37Rv con 
anticuerpos 

péptido-específico

Infección de neutrófilos
Marcaje

CitometríaEnsayo de invasión en neutrófilos con Mtb 
mediado por IgG

37°C

MOI 1:5
18 horas a 37°C Anexina V (1 µL)

Yoduro de propidio (0,4µL)
15 minutos a 4°C

2 hora en 
agitación 
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Apoptosis o necrosis en neutrófilos 

BioRender 2022



Citometría de flujo

NEUTRÓFILOS VIABLES NEUTRÓFILOS EN NECROSIS NEUTRÓFILOS EN APOPTOSIS
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Alfonso P., 2019. UCMC. Tesis Pregrado Bacteriología

Apoptosis o necrosis en neutrófilos 
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Necrosis y apoptosis en neutrófilos infectados

Hilda et al., 2019. Rev  Innate Immunity. 26 (4): 240-247

Dallenga et al., 2017. Rev Cell Host & Microbe. V22,ISSUE4, P519-530.E3.

Apoptosis o necrosis en neutrófilos 



El  52,9%  de los 
anticuerpos 

incrementan la 
apoptosis en 

Neutrófilos en el 75% 
de la población 

El  35,3% de los 
anticuerpos 

disminuyen la 
necrosis  en 

Neutrófilos en el 75% 
de la población 
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Necrosis y apoptosis en neutrófilos infectados

t-Student:

* ≤ 0.05
** ≤ 0.01
*** ≤ 0.001

Tan et al., 2006. Rev The Journal of Immunology. 

177(3): 1864-1871.

 Andersson et al., 2019. Rev Journal of Clinical 

Investigation. 12(3):235-247.

Apoptosis o necrosis en neutrófilos 



● Inmunoglobulinas de tipo G dirigidas contra secuencias peptídicas presentan función efectora 

neutralizante frente a Mtb en macrófagos U937.

● IgGs péptido específicas son capaces de promover la apoptosis y disminuir la necrosis en neutrófilos 

infectados, lo cual podría establecer un mejor panorama durante la infección.

● Los anticuerpos dirigidos contra los péptidos 16951, 11073, 40410, 40416 y 9111 presentan los mayores 

porcentajes de inhibición de la entrada de la micobacteria a macrófagos U937.

● Se destacan los péptidos 9111, 11073 y 40400 que además de inhibir la entrada de la Mtb a macrófagos, 

disminuye la necrosis y aumentan la apoptosis en neutrófilos, cumpliendo con las características 

evaluadas en el presente estudio que podrían conferir protección frente a Mtb.

Conclusiones

31



Recomendaciones

● Incrementar el número de individuos reclutados con el fin de determinar el comportamiento de los 

anticuerpos como se evaluó en el presente estudio.

● Determinar las subclases de IgG que se presentan tras la purificación de inmunoglobulinas utilizadas en el 

ensayo y así mismo las glicosilaciones de la fracción cristalizable, ya que se conoce que interfieren en la 

función efectora de los anticuerpos.

● Evaluar la vía apoptótica que se desencadena en los neutrófilos tras la exposición a la micobacteria 

pre-opsonizada relacionada con las caspasas implícitas en el proceso
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