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Mycobacterium tuberculosis
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Incidencia Tuberculosis 2020
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Funciones efectoras de anticuerpos sobre
macrofagos y neutrofilos
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Vacunas Anti Tuberculosas
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Metodologia de la FIDIC
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Metodologia de la FIDIC
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Planteamiento del problema
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Objetivo General

Establecer la actividad efectora de anticuerpos, que reconocen
péptidos derivados de proteinas presentes en la envoltura de Mtb

H37Rv, sobre neutrofilos y macrofagos infectados




Objetivos especificos

Identificar anticuerpos de tipo 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 derivados 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 neutrofilos infectados por Mtb H37Rv pre incubada
con anticuerpos que reconocen antigenos peptidicos derivados de la envoltura micobacteriana
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Ensayo de inhibicion de la entrada de Mtb a macréfagos
U937 en presencia de péptidos modificados
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Ocampo M, et al., 2014. Crit Rev Microbiol. 40(2):117-45
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Evaluacion de la capacidad inhibitoria de péptidos modificados
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Identificar acs péptido-especificos

Péptidos seleccionados
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Prediccion de epitopes B en los péptidos
seleccionados

Secuencias de 15 proteinas (RV-nimero de proteina)

—_— E ——  VDTVAAGLSYGPPVLRNTPC
Epitope B

BepiPred 2.0

VDTVAAGLSYGPPVLRNTPC
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6n de antigenos candidatos
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Caracterizacion de antigenos candidatos
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Aproximacion experimental de ELISA indirecta

Péptidos
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Identificar acs péptido-especificos

Reconocimiento de péptidos por inmunoglobulinas G
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Alfonso P., 2019. UCMC. Tesis Pregrado Bacteriologia

20
{15
O
@)
—
I~
a
{10 et
' -
=
N
{05
0

17



Identificar acs péptido-especificos

Inactivacion proteinas
C—>)\
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55°C durante Acido caprilico (98%),
30 minutos

Extraccion de inmunoglobulinas G

Precipitacion de

mezclando durante 2 horas

Filtracion
(papel Whatman N°2)

5000 rpm por
- 15 minutos

Precipitacion de 1gG
(sulfato de amonio saturado
al 40% toda la noche)

Dialisis

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

mM cada 2 horas

BioRender 2022
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Identificar acs péptido-especificos

Anticuerpos péptido - especificos

i Bloqueo IgG péptido especifica
Cromatografia AL .
de aﬁnig;jad de sitios libres IgG extarida
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Acople
Sefarosa 4B (1 mg péptido) Tris HC
funcionalizada con (0.1M pH 8.0) PSB1X (100uL)

Fraccion no retenida

Bromuro de Cianogeno .
3 ciclos de lavados

por dilucion o
Glicina al 0.1M (pH 2.7 - 3)
Eppendorf con Tris 01 M
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Rl
Reconocimiento de péptidos nativos y modificados

Anticuerpos péptido-especificos nativos

Lisado Mtb
3 m:
Péptido 1 g
modificado I
<
Péptido i
nativo

Alfonso P, 2019. UCMC. Tesis Pregrado Bacteriologia 20



Objetivos especificos

Identificar 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 derivados de proteinas
presentes en la envoltura de Mtb H37Rv, para inhibir la entrada de la micobacteria en los macrofagos

U937
Analizar los tipos de muerte que se presentan en neutrofilos infectados por Mtb H37Rv pre incubada

con anticuerpos que reconocen antigenos peptidicos derivados de la envoltura micobacteriana
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Ensayo de inhibicion de la entrada de Mtb con anticuerpos
péptido-especificos
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Capacidad inhibitoria de anticuerpos péptido-especificos
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70,6% de los anticuerpos presentaron un porcentaje de inhibicion mayor al 10%
Los Ac 11073, 40410 y 9111 inhibieron la entrada de la micobacteria a los macrofagos en un

porcentaje superior al control
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Objetivos especificos

Identificar 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 derivados de proteinas
presentes en la envoltura de Mtb H37Rv, para inhibir la entrada de la micobacteria en los macrofagos
uo37

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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Apoptosis o necrosis en neutrofilos

Extraccion de neutrofilos a partir de sangre periférica

Resuspension de
neutrofilos

2800 rpm por
10 minutos

Lisis de rojos

_—
5 mL buffer de lisis o
Sanere . . durante 10 minutos RPMI con Suero
. g Ficoll-Histopaque bovino al 10%
periférica 21

Durante 30 minutos
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Apoptosis o necrosis en neutrofilos

Ensayo de invasién en neutrofilos con Mtb Cometdia
mediado por IgG —

Infeccion de neutrofilos

Marcaje : =5
2 horaen ] 3
37°C ” agitacién ¢ »
= SO | e e eeseose FSescessee, A
: : ) -~ \ FSC-A
_> > 250K =
Preincubacion Mtb H37Rv con MOI 1:5 . % ]
anticuer 18 horas a 37°C Anexina V (1 pL) ]
pos -y 100K
éptido-especifico Yoduro de_z propidio (0,4pL) ]
g 15 minutos a 4°C 50k

BioRender 2022



Apoptosis o necrosis en neutrofilos

Citometria de flujo
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Alfonso P., 2019. UCMC. Tesis Pregrado Bacteriologia
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Apoptosis o necrosis en neutrofilos

Necrosis y apoptosis en neutroéfilos infectados

DONANTE

\
Ctrl Cirl Crl Ctrl Ctrl Ctrl
(852) | (23.70) | (8,70) 1(6,37)] (2.59) | (1,32) | (10.50) | (1,51) | (28,10) | (3.92) | (11.70) | (7.60) [(18.30)| (3,80) [(13,70)| (2.32)

16951 | 431™ |1160™[31,35™|093™ 2,79 |1060™*( 1,06™ |2 %™ | 17.50™ | 99%6™ [1030" |24 55" |47 30" |17 75" | 3 42™*| 7 51™

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 neutrofilos

Necrosis y apoptosis en neutroéfilos infectados

t-Student:

*<0.05
** < 0.01
*** < 0.001

DONANTE
1 2 3 4 5 6 7 8

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

Ctrl Ctrl Ctrl Ctrl Ctrl Ctrl Ctrl Ctrl Ctrl Ctrl Ctrl Ctrl Ctrl Ctrl Ctrl Ctrl

(8,52) [ (23,70) | (8,70) |(6,37)| (2,55) (1,32) | (10,50) | (1,51) | (28.10) | (3,92) | (11,70) | (7.60) | (18,30) | (3.80) [(13,70)| (2,32)
16951 4.31** |11,60**| 31,35** (0,93**| 2,79 |10,60**| 1,06™* | 294 | 17,50 | 9,96™ |10,30***| 24 55*** |47, 30*** | 17,75*** | 3 42*** | 7 51***
40396 5,10™ [14,50**| 6,69* [0,29*** 1,31** | 9,74 | 1,80™* | 1,31* | 30,10** |19,50***| 17,10*** | 16,40*** | 1320™**| 496" |6,42"**|13,20**"
37964 3,81* 20,15 6,87 [ 127 276 |1340**|2955**[13,35*| 394*** | 11,90™ |18,00**| 13,70 | 1,93*** |31,70***| 3,59 | 3 66™™
37096 3747 | 49.50™ | 1425 2,811 568~ |10.35**| 1.50** | 2.06™ | 12.21* 778 | 863 | 615* | 291** [ 7.45™* | 2435 | 329
40400 | 318" [57,80™| 2,96 3,127 1,71* [2855™*| 362" [3,97~*[ 10,70 | 8,33 [ 869 [1960"* 5,007 [46,35|3,86"*[ 6,54 [ |
T1073 | 085" | 15,00 | 2700 DA 1707 | 845 | 200 | 4507 | 35,70 | 1,07 | 641" | 17.55° 1500 ] 651" | 10.56° | 3.14
40402 5,49™ | 14,45™ | 4515 |1,28**| 1,63* [13,25™**| 3,72*** | 517** | 36,00* | 11,60** | 7,08** | 22,00** |26,50***| 937** |7,19***| 7,05
11024 3,10™ | 28,40* | 18,85** |0,32***| 3,10 29,01 | 1,18** | 449 | 37,80 [15,80**| 13,08 | 27,00* | 21,45 | 1585 |4,67™*| 725"
40404 417* |14,40™*| 34,60 [1,28**% 36,10** | 32,40™*| 2,21*** | 2,49** | 15,30 [17,10™*| 17,65 | 1425 |14,40***|21,20*** | 1,69**| 9 88
16295 6,83 8,85™ | 21,50 |1,17**4 27,45 | 16,15***| 1,91*** [ 13,80**| 36,70 | 6,00* |18,80***| 24,50** | 568 4,26 |2,39"**|17,30**
40408 5,18™ | 19,00 | 16,60** |1,71***| 10,08* | 30,40™*| 2,30** | 1,91** | 40,50*** |19,50***| 7,40™* | 21,95 | 473" | 17,15* |4,00™*| 3 87
16298 | 2,277 [1520™| 937 [1,1171 9.62* [20,30™*| 1330° [3,46™| 2520 [11,25"*| 489 | 18,85 | 484" | 10,30~ | 2,76 | 2,08
40410 2,68* | 10,84** | 16,20** |0,88***| 1,68*** | 16,20***| 16,25* | 2,33** | 4565 | 6,78" 6,95 | 1455 | 1,71** | 282* |1,25"*|7,98™*
16300 3,261 23,65 7,90 2,45 2l26" 15,95***| 0,26*** 1198‘ 14i75*“ 47170"" 13,30 1805_ 8i56" 1300522 5i41”" 6:265%
40472 486 [ 28,30~ 1,50 0,56 1,20~ | 820" | 1,63 [5,00] 500~ | 11.90~| 7,69 | 968" | 1630 |10.37~[0.64] 267" |]

(TU50 | 9,057 | 4,80 |20 1.57 20 | 000 | 232 |10 6.21 T5.00° | 21207 | 203 [1.88 ] 2.

40416 | 2,89 | 3340 | 877 |1507 242 | 004 | 1,69 | 3,98 |15007 | 4,77° | 7,565 | 30,75~ | 22,55 | 50,35 | 21,25°*| 5,08
31025 1,24 | 2230 | 7,12* |37 2,08* 714% | 1,207 | 264" | 1245 | 335 | 634 | 2510* | 945" | 20,20*™* | 1,49™* | 424
40418 5,98*** |38,80™*| 36,65™ |2,15**| 281 14,3* | 0,45 | 1,92* |21,10**| 1,87** | 5,10** [ 12,05***| 10,66™* | 16,95*** | 3,81***| 9, 47***
31039 3,05*** | 15,55 | 20,30™ |2,26**| 2,01 9,53 | 243" [ 518 | 4250 | 228" | 1625* | 11,80* | 9,03*** | 32 50*** | 4,17*** | 6,57
40422 8,74* | 1550* | 460" 0,90 325* 7,43 | 1,34 | 383" | 29,70*** |18,80***| 23,35"* | 16,35™* | 791*** | 364 |3,35*| 970"
40428 | 613 | 30,95~ | 4,31~ [049={ 164~ | 17,4~ | 22,60~ | 563 | 10,45 | 8,84 | 682" | 14,40 [10,80°~| 899 |1,60*|7,28"
40430 16,55 | 22,85 | 3,33** 0,65 321 |[13,35™*| 21,00** | 7,98* | 4365* |[19,10**| 11,32 13,95 | 3,23*** (4840 | 1,31**| 552*
37780 | 13,05~ | 20,80* | 26,90 [1,07*| 078" | 17,77 | 311 | 11,8 | 5750 | 497 | 286" | 18,30 | 3.91" [ 16,20 |13,05| 2,05
40432 | 6,30~ | 21,80 | 243~ 0,947 953 | 326~ | 0,79 [ 226" 41,00 | 248~ | 16,30~ | 16,35 [11,95"*[ 13,55 | 6,36~* 11,40
37765 7,73* [ 1550* | 7,22* |1,92**| 1,10** | 7,98™* | 1,32*** | 2,29***|48,60™* | 228* | 742** | 42,50** | 2,35"** | 15,45* | 9,32***| 2,29
40436 14,30* | 13,70 | 2225* 0,74 221 18,40™*| 0,51 | 1,03**|21,20™* | 461 [2850**| 678 | 942** | 023** |4,65™*| 507
37767 4,88™ | 30,95* | 14,95 [2,30*4 0,76** | 598* | 0,71™* | 1,82* |22,80**| 8,19 | 1550* | 19,95* | 6,64 | 7,50** |64,10***23,10"*
9111 499" | 25,75 | 10,36* | 6,24 | 1,16* | 6,70™* | 0,37** | 1,12***|25,50*** | 6,28* | 7,47** | 20,40* |14,10***| 17,45™ [13,50***|26,40***
40440 7,74 3220 895 251 1,79 | 20,70** | 0,45 | 0,53"**| 33 40™* | 224* | 961** | 7,53 |[1410™™| 426 [1370**| 540™
38373 8,80 |2060™| 2,837 | 482" | 1,11 [30,057*| 16,10~*| 2,52 |24,60™| 315 | 825 | 18,30 |17,30 | 50,70 | 4,48 | 482"
40448 23,50** 119,30***| 15,80** [1,66™* 3,44™™ | 244 | 0,31™ | 1,30 | 29,35 4,72 | 1495 | 18, 40*** | 24,80*** | 34,20*** |13,30"** 10,54*
30987 7,05 [10,25***| 4,09** |1,33*** 0,83 | 215* |22,15"*| 6,78 [23,20™*| 4,00 7,26 4,39 |6,05* | 32,45** | 8,33* | 6,75
40450 467 141,10 1190 (3,74 256 1,05 2,96** | 0,83***] 19.60*** |17,50***| 836™* [2295***|27.30***| 17,05* | 5,02***| 7,97***

El 52,9% de los
anticuerpos
incrementan la
apoptosis en
Neutrofilos en el 75%
de la poblacion

El 35,3% de los
anticuerpos
disminuyen la
necrosis en
Neutrofilos en el 75%
de la poblacion

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.
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Inmunoglobulinas de tipo G dirigidas contra secuencias peptidicas presentan funcion efectora

neutralizante frente a Mtb en macrofagos U937.

lgGs 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 neutrofilos, cumpliendo con las caracteristicas

evaluadas en el presente estudio que podrian conferir proteccion frente a Mtb.
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Incrementar el niumero de individuos reclutados con el fin de determinar el comportamiento de los

anticuerpos como se evaluo en el presente estudio.
Determinar las subclases de IgG que se presentan tras la purificacion de inmunoglobulinas utilizadas en el
ensayo y asi mismo las glicosilaciones de la fraccion cristalizable, ya que se conoce que interfieren en la

funcion efectora de los anticuerpos.

Evaluar la via apoptotica que se desencadena en los neutrofilos tras la exposicion a la micobacteria

pre-opsonizada relacionada con las caspasas implicitas en el proceso
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