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APOPTOSIS DE NEUTROFILOS MEDIADA POR ANTICUERPOS DIRIGIDOS
CONTRA PEPTIDOS DERIVADOS DE PROTEINAS DE Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

1. Resumen

Los neutréfilos son células de la inmunidad innata que predominan en pacientes con tuberculosis
activa, estos polimorfonucleares mediante la apoptosis, pueden contribuir en la resolucion de la
infeccidn sin ocasionar dafio en el tejido pulmonar, favorecer la presentacion antigénica e inducir
la produccidn de citoquinas proinflamatorias, para contrarrestar el crecimiento micobacteriano; sin
embargo, los factores de patogenicidad y virulencia que posee Mycobacterium tuberculosis,
pueden producir otras formas de muerte celular que ocasionan dafio tisular y favorecen la
inflamacion exacerbada. La apoptosis puede ser inducida por fagocitosis que se lleva a cabo
cuando los antigenos se encuentran unidos a anticuerpos (opsonofagocitosis), este fendbmeno no se
ha descrito en procesos infecciosos relacionados con Mycobacterium y considerando la
importancia de este tipo de muerte celular como parte de una respuesta inmune protectiva, es
necesario evaluar anticuerpos que promuevan este tipo de muerte progamada. En este sentido, se
planteo el siguiente trabajo, evaluar si la opsonofagocitosis con IgGs que reconocen antigenos de
la micobacteria, puede mediar la apoptosis de neutrofilos, por consiguiente, se seleccionaron y
aislaron inmunoglobulinas G, que reconocieron 9 secuencias peptidicas presentes en diferentes
proteinas de la envoltura de Mycobacterium tuberculosis H37Rv. Se encontr6 que la
opsonofagocitosis con los anticuerpos péptidos-especificos 37964, 37765, 31107, 16300 y 38373
aumentaron la apoptosis en los polimorfonucleares, lo cual podria indicar que algunas
inmunoglobulinas, posiblemente pueden mediar la apoptosis en estas células, de forma que los
péptidos que son reconocidos y para los cuales se aislaron las IgGs, probablemente pueden

favorecer de alguna forma la generacion de una respuesta inmune protectiva.

Palabras clave: Tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, neutrofilos, anticuerpos, apoptosis.
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2. Introduccién

La tuberculosis (TB) es un enfermedad causada principalmente por Mycobacterium tuberculosis
(Mtb), esta patologia puede ser controlada por hospederos inmunocompetentes, pero aun asi, el 5
al 10% de las personas que estan en contacto con la bacteria desarrollan la fase activa de la
enfermedad; no obstante, se ha convertido en un problema de salud publica a nivel mundial, ya
que ha causado la muerte de 1.6 millones de personas en el Gltimo afio y afecta alrededor de 10
millones * 2. En Colombia, a través del Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Publica
(SIVIGILA) se notificaron para el 2018, 14.338 casos de TB pulmonar y diseminada, cifras que
se han alcanzado por falta de cobertura en salud, la multirresistencia a farmacos y la carencia de

una vacuna efectiva 3

. Aunque actualmente se cuenta con la vacuna denominada BCG
(Mycobacterium bovis, Bacillus de Calmette-Guérin), ésta tiene un efecto protector contra la TB
meningea y miliar en nifios, pero no previene la infeccion pulmonar primaria, ni evita la
reactivacion de la infeccion pulmonar latente en adultos, ademas el mal uso de los farmacos
antituberculosos ha traido con ello la aparicion de cepas micobacterianas multidrogo-resistentes 2.
Por lo tanto, es necesario buscar nuevas metodologias que contribuyan a la erradicacion de la
enfermedad, siendo la vacunacion la alternativa més eficiente segin la OMS (Organizacion

Mundial de la Salud) 2.

Contar con una vacuna que genere respuesta inmune protectiva es de vital importancia, la
Fundacidn Instituto de Inmunologia de Colombia- FIDIC, con el objetivo de aportar al desarrollo
de una vacuna sintética contra la TB, ha buscado antigenos peptidicos provenientes de proteinas
de superficie de Mtb H37Rv, a los cuales se les evalua la capacidad de union especifica y su papel
en la entrada del microorganismo a células hospederas “23. El siguiente paso, comprende

determinar la capacidad de dichos antigenos para producir una respuesta inmune protectiva.

En este sentido, se ha reportado que la infeccion por Mtb puede ser eliminada a partir de la
respuesta inmune innata, gracias a la participacion de células epiteliales, células dendriticas (DCs
del inglés Dendritic Cell), macrofagos, células asesinas naturales (NKs, del ingles Natural Killer)
y neutréfilos; estos Gltimos fagocitan el patdgeno y controlan la infeccion reclutando células de la

inmunidad innata y adaptativa, igualmente liberan citoquinas como interleucinas (IL-8, IL-6 IL-
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1B), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a del inglés Tumor Necrosis factor alpha), proteina
inflamatoria de macrofagos (MIP-1a, MIP-1B del inglés Macrophage Inflammatory Proteins),
factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF del inglés Granulocyte
Macrophage Colony-Stimulating Factor) y metaloproteinasas (MMPs del inglés Matrix

Metalloproteinases), estimulos que contribuyen al control del crecimiento del patdgeno 2426,

Los neutrofilos tienen una vida media de aproximadamente 1 dia y mueren por apoptosis, en
procesos inflamatorios estos pueden extender su vida Util; no obstante, en algunos casos pueden
morir por necrosis o por la liberacion de trampas extracelulares de neutréfilos (NETs del inglés
Neutrophil Extracellular Traps) dependiendo de la virulencia del patégeno %28, Se ha encontrado
que Mtb logra evadir los mecanismos antimicrobianos que poseen los neutréfilos, promoviendo en
estos, necrosis y NETS, lo cual ocasiona el aumento del proceso inflamatorio y dafio al tejido

pulmonar, por la liberacion de granulos citotoxicos y proteoliticos?® 2231,

La apoptosis resulta ser una alternativa para dar resolucion a la infeccién sin ocasionar dafio tisular
y favorece la presentacion de antigenos, mediante la produccion de cuerpos apoptéticos que son
fagocitados por células presentadoras de antigenos (eferocitosis); una de las formas de inducir la

apoptosis, es a través de la formacion de complejos inmunes (antigeno-anticuerpo)®.

Por otra parte, se ha evidenciado que las inmunoglobulinas (IgG e IgA), pueden regulan
mecanismos antimicrobianos en células de la inmunidad innata como, la produccién de citoquinas
inflamatorias, enzimas proteoliticas, agentes oxidativos y apoptosis; no obstante, durante la
infeccion con Mtb solo se ha descrito que anticuerpos producidos durante la TB latente (TBL) y
TB activa (TBA) aumentan la fagocitosis micobacteriana, en este sentido es relevante evaluar que

otras funciones pueden ser mediadas por los anticuerpos que reconocen antigenos de Mtb 33 34,

Con el fin de contribuir al desarrollo de una vacuna contra la TB basada en péptidos derivados de
proteinas de envoltura micobacteriana y como parte de la determinacion de la inmunogenicida de
dichos candidatos a vacuna, se pretende evaluar el potencial de los anticuerpos que reconocen los
péptidos mencionados, para inducir apoptosis en los neutrofilos, ya que este tipo de muerte celular
controla el crecimiento bacteriano y no genera dafio en el tejido pulmonar, de tal manera ello apoya

la generacion de una respuesta inmune protectiva frente a TB 2”28,
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3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Evaluar la apoptosis de neutrofilos infectados por Mtb H37Rv durante la fagocitosis mediada por

IgGs especifica a antigenos de la envoltura micobacteriana.

3.2. Objetivos especificos

e Seleccionar péptidos provenientes de proteinas de la envoltura de Mtb H37Rv que sean

antigenicos mediante el uso de herramientas bioinformaticas e inmunoensayos.

e Aislar anticuerpos IgGs que reconocen antigenos peptidicos de Mtb H37Rv en sangre
periférica.

e Evaluar el porcentaje de apoptosis en neutrofilos mediante por la formacién del complejo
antigeno-anticuerpo.

16



4. Antecedentes

La TB es una enfermedad infecciosa que, se transmite desde una persona con TB activa mediante
aerosoles que contienen microorganismos viables *. Una vez Mtb llega a los pulmones, la
infeccion se puede resolver espontdneamente o contener mediante el desarrollo de una respuesta
inmune, mediada por la participacion de células residentes del pulmon como macrofagos,
neutrofilos, DCs, NKs y linfocitos, que daran paso a la formacién del granuloma, con el fin de
secuestrar, aislar y eliminar a Mtb; sin embargo, el granuloma puede deshacerse liberando la
micobacteria y dando paso a la forma activa de la enfermedad %%’

Entre las células inmunes mencionadas anteriormente, se encuentran los PMN como los neutrofilos
que liberan citoquinas, quimiocinas, NETs e inducen muerte celular por fagocitosis, generando
cuerpos residuales que expresan en la membrana fosfatidilserina para ser, reconocidos por
receptores de macréfagos (fagocitos presentadores de antigenos), que activan LT CD4* e influyen
en la respuesta inmune adaptativa 2> 28, No obstante, se ha reportado que durante la infeccion con
Mtb los neutréfilos no pueden eliminar al patégeno debido a la necrosis que este produce, siendo

una respuesta antimicrobiana ineficiente %,

También, se ha evidenciado la disminucion de la capacidad fagocitica de los neutréfilos cuando
hay infeccién por Mtb, utilizando E. coli como modelo patégeno y una cepa de Mtb H37Rv se
evaluo la fagocitosis con neutrofilos de donantes sanos y pacientes con TB pulmonar, al comparar
la actividad fagocitica, se obtuvo que este proceso fue menor en individuos con TB *°. Es asi que
se ha recomendado un estudio que abarque ensayos de fagocitosis por medio de opsonizacion, para

evaluar la contribucion de los anticuerpos .

Respecto a los anticuerpos, se ha descrito que las IgA e IgG estimulan funciones antimicrobianas
en los neutrofilos durante la infeccion bacteriana, como la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS del inglés Reactive Oxygen Species), enzimas liticas, quimioatrayentes y liberacion
de NETSs, todas estas asociadas a la activacion de receptores de la fraccion cristalizable (FcR del
inglés fragment crystallizable receptor) de los neutrofilos, como CD64 (CD del inglés Cluster
Differentiation) (FcyRl), CD32a (FcyRlla), CD32b (FcyRllb), CD32c¢ (FcyRllc), CDI16b
(FcyRlllb), CD8Y (FcaRl), CD23 (FceRll) y el FcR neonatal (FcRn) 340, La activacion de los
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receptores Fcy, favorece la capacidad de desencadenar respuestas celulares mediante diferentes
mecanismos. Gamberale et al 3 determinaron la capacidad que tienen los receptores Fcy de los
neutrofilos para inducir apoptosis, para ello emplearon diferentes inmunocomplejos y obtuvieron
que los PMN incubados con complejos antigeno-anticuerpo ayudaron a desencadenar apoptosis en
comparacion a controles, también se evalud la inhibicion del receptor FcyRII, hallando que, habia
una disminucion notable en este tipo de muerte celular, lo que respalda un papel critico de FcyRII

en la apoptosis de neutrofilos.

Teniendo en cuenta que la fagocitosis y muerte celular de neutrofilos puede ser mediada por los
anticuerpos a través de los FcR, es importante contar con antigenos candidatos a vacuna que
generen una respuesta inmune humoral que contribuya a contrarrestar la micobacteria. En este
sentido FIDIC desde el 2004, en el desarrollo de una vacuna sintética, se ha enfocado en la
busqueda de antigenos presentes en la envoltura de Mtb que participan en la interaccion patdégeno-
hospedero 2. Para ello, se emplea una metodologia que comprende desde una aproximacion
bioinformatica, la posible ubicacion de proteinas putativas en la envoltura del microorganismo,
seguido de verificacion de la presencia y transcripcion del gen que codifique para la proteina de
interés, tras lo cual se realiza la sintesis de secuencias peptidicas de 20 aminoacidos que cubren la
secuencia de la proteina #23, Posteriormente se identifican cuales de estos péptidos presentan alta
capacidad de unién a células U937 (macrofagos derivados de monocitos) y A549 (células
epiteliales alveolares tipo I1) y por Gltimo se evalua el rol de los péptidos en la entrada del bacilo
a estas células, evidenciandose que la interaccion dada entre célula-péptido puede inhibir la entrada
de Mth +23,

Finalmente, respecto al desarrollo de vacunas contra tuberculosis, Méndez-Samperio* destaca la
importancia de los neutréfilos para inducir respuesta inmune durante la vacunacion, pues estas
células participan en la induccion del perfil linfocito T (LT) ayudador (Th1) con produccion de
interferon gamma (IFN-y), TNF-a, IL-12 y un perfil LT ayudador 17 (Th17) secretando IL-17. En
el modelo murino, se ha visto que la participacion de los neutrofilos, genera una respuesta
protectiva contra Mtb y que el agotamiento de los PMN inhibe la activacion de Thl y Thl7,

evidenciandose un aumento en la progresion de la enfermedad.
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5. Marco Tedrico

5.1. Generalidades de la tuberculosis

La TB ha afectado a la humanidad desde hace méas de 150 millones de afios, los primeros grandes
avances cientificos comenzaron a finales del siglo XVIII gracias a la observacion clinica de
pacientes, permitiendo que para el 24 de marzo de 1882 Robert Koch, médico y microbidlogo
fuera el primero en aislar el bacilo tuberculoso, posteriormente descubrié una tincion especial para
evaluar su presencia, elabor6 medios de cultivo para su crecimiento e inyect6 productos del bacilo
en un animal previamente sensibilizado, lo que hoy en dia, es la base de la reaccion de
hipersensibilidad retardada tipo IV, la cual corresponde a la induracion observada en la prueba de
tuberculina %2, En 1943 se dio a conocer el primer antibiético contra la micobacteria, conocido

como estreptomicina, derivado de Streptomyces griseum 3 42,

Cuando Mtb ingresa por via aérea, se ubica en las partes altas y posteriores de los pulmones donde
hay mayor ventilacion; no obstante, también pueden afectar otras zonas, viajando por el torrente
sanguineo o linfoide *. EI primer contacto con el bacilo, puede resultar en una resolucion
espontanea de infeccion, dar paso a la TBL o producirse la fase activa de la enfermedad que cursa

s6lo entre el 5-10% de las personas que entran en contacto con la micobacteria 3 43,

La manifestacion clinica de la TB inicialmente es asintomatica, pero si el hospedero es susceptible
a la infeccidn, el cuadro clinico dependera del sitio que esté afectando. La TB pulmonar cursa con
una sintomatologia caracteristica de fiebre, escalofrios, debilidad, fatiga, tos severa, hemoptisis,
pérdida de peso y sudores nocturnos, no obstante la TB extrapulmonar puede asociarse a diversas

patologias, debido a los diferentes 6rganos que puede llegar a afectar (Tabla 1) 44,

19



Tabla 1. Sintomas de la TB extrapulmonar

SITIO DE INFECCION

SINTOMATOLOGIA

Ganglios linfaticos

Linfadenitis

Liquido pleural

Puede ser asintomatica, pero en ocasiones
cursa con la misma sintomatologia de TB
pulmonar y dolor torécico.

Sistema nervioso central

Meningitis (cefalea, fiebre, déficit
neurol6gico), tuberculomas o abscesos
cerebrales.

Enfermedad de Pott (dolor en la columna),

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

esplenomegalia.

Genitourinaria

Disuria, hematuria, inflamacion pélvica y
masas epididimales.

Corazon

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

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

5.2. Mycobacterium tuberculosis y el complejo MTB

Mtb es una bacteria intracelular, aerobia estricta perteneciente a la familia Mycobacteriaceae, es
un bacilo &cido alcohol resistente y tiene una longitud aproximada de 1 a 4 micras *°. Su pared
celular esta compuesta por una capa externa y una interna, la capa externa contiene acidos
micolicos hidrofobos, que limita la entrada de los nutrientes y le confiere su lenta capacidad de
crecimiento, ademéas posee biomoléculas de manosa, lipomanano, lipoarabinomanano y

manoglicoproteina, su capa interna esta compuesta por arabinogalactano, fosfatidilmioinositol

manosidos y peptidoglicano (Figura 1) “6.
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Figura 1. Pared micobacteriana. Modificado de Innate inmne recognition of Mycobacterium
tuberculosis, 2011 46,

El complejo MTB es un grupo de especies genéticamente similares, que causan TB en animales y
humanos, entre estas se encuentran Mtb, M. africanum, M. bovis, M. canetti, M. microti, M.
pinnipedi y M. caprae. Mtb es el mas importante debido a que ha causado la gran mayoria de los
casos por TB en humanos, M. bovis afecta a humanos a través de leche contaminada proveniente
de bovinos domésticos o salvajes y cabras, por otra parte M. africanum y M. canetti son
responsables de un minimo de casos en pacientes africanos, M. microti produce TB en roedores y
estd asociado a casos en pacientes inmunosuprimidos, M. pinnipedi origina la enfermedad en focas

y M. caprae afecta a cabras 3> 7.

5.3. Epidemiologia de la tuberculosis

Para el afio 2017, se reportaron 10 millones de casos por tuberculosis a nivel mundial, siendo la
poblacion masculina la méas afectada 2. El 87% de estos abarcan 30 paises, siendo India (27%),
China (9%), Indonesia (8%), Filipinas (6%), Pakistan (5%), Nigeria (4%), Bangladesh (4%) y

Sudafrica (3%) los paises mas afectados a nivel mundial (Figura 2) 2. El 9% de los casos se
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presentaron en personas coinfectadas con el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH), siendo
los paises de la region Africana los que tienen mayor tasa de coinfeccion con VIH 2. Para este
mismo afio se estimo un total de 1,3 millones de muertes por TB entre personas VIH negativas y

adicional a esto 300.000 muertes entre personas VIH positivas 2.
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Figura 2. Tasas de incidencia a nivel mundial estimadas durante el 2017 para TB. Modificado

de Global Tuberculosis Report 2.

La tasa de incidencia en Colombia durante el 2017 fue de 26,3 casos por cada 100.000 habitantes
(Figura 2), reportandose al SIVIGILA, un total de 16.000 casos entre TB pulmonar (82.6%) y
extrapulmonar (17.4%) 3. Para el 2018 se reportd 14.338 casos de TB siendo Amazonas, Guainia,
Risaralda, Barranquilla, Meta, Arauca y Casanare los territorios con mayor tasa de incidencia
(Figura 3) °.
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Figura 3. Tasas de incidencia de TB en Colombia estimadas en el 2018. Modificado del Instituto

Nacional de Salud 2.

La resistencia a farmacos sigue siendo un obstaculo para el control de la TB, los paises mas

afectados por micobacterias resistentes a antibioticos son China, India y la Federacion Rusa?.

5.4. Diagnostico de la tuberculosis

El diagndstico de la TB depende de criterios bacterioldgicos, histopatolégicos, clinicos,

epidemioldgicos, tuberculinicos y radioldgicos; no obstante, los criterios bacterioldgicos e
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histopatoldgicos son parametros confirmatorios del diagndstico e indicativo para iniciar un

tratamiento 8.

5.4.1. Criterio bacteriolégico

El criterio bacterioldgico se realiza por medio de baciloscopia, cultivo y pruebas moleculares que
confirmen la presencia de alguna de las especies del complejo MTB. La baciloscopia reporta el
grado de infeccion de acuerdo a lo establecido por la OMS (Tabla 2), el examen tiene una duracion
de 3 dias, que consiste en evidenciar por microscopia bacilos &cido alcohol resistentes (BAAR)
mediante la coloracion de Ziehl Neelsen, Kinyoun o auramina-rodamina. Posteriormente se realiza
cultivo y se precisan 21 dias para evidenciar el crecimiento bacteriano, actualmente se cuentan con
medios a base de huevo (Ogawa-Kudoh, Lowenstein-Jensen), medios sintéticos (Middlebrook
7H10 y Middlebrook 7H9) y caldos con sensores de crecimiento (MGIT y MB/BacT). Después se
realiza una fenotipificacion del microorganismo causal, a través de la identificacion de la proteina

MPT64 o técnicas de PCR (del inglés Polymerase Chain Reaction), y se reporta diagndstico 4% *°,

Tabla 2. Informe de resultados en la baciloscopia

Resultado del examen microscopico Informe
No se encuentran BAAR en los 100 campos No se observan bacilos acido-alcohol
observados resistentes
Se observan de 1 a 9 BAAR en 100 campos N° exacto de bacilos en 100 campos
observados
Se observan de 10 a 99 BAAR en 100 campos .
Positivo (+)
observados
Se observan de 1 a 10 BAAR en 50 campos .
Positivo (++)
observados

Se observan mas de 10 BAAR por campo en
20 campos observados
Tomado de Manual para el diagndstico bacterioldgico de la tuberculosis, 2008 *°.

Positivo (+++)

5.4.2. Criterio histopatoldgico
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El criterio histopatoldgico estd comprendido por la biopsia de cualquier tejido que evidencie la
presencia de granulomas con necrosis de caseificacion activo y un Ziehl Neelsen positivo, este
criterio debe correlacionarse con el resultado bacterioldgico, de lo contrario se considera como un
caso probable hasta que pueda ser confirmado por cultivo 820, El criterio clinico se presenta de
acuerdo a la sintomatologia y el criterio epidemiologico ve la posibilidad de haber estado en

contacto con un individuo bacilifero #8.

5.4.3. Criterio tuberculinico y prueba QuantiFERON

El diagndstico puede ayudarse de los criterios tuberculinicos mediante la prueba cutanea de la
tuberculina, que consiste en la inoculacion intradérmica de un derivado de proteina purificada, una
persona que tiene inmunidad celular a estos antigenos, reacciona con una induracion en el sitio de
aplicacion que aparece de 48 a 72 h después °L. Por otra parte, también se puede realizar la prueba
de QuantiFERON, un anélisis de sangre completa basado en un ensayo inmunoenzimatico ELISA
(del inglés Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay), que mide la liberacion de IFN-y por parte de
LT, como respuesta a antigenos especificos del complejo MTB (ESAT-6, CFP-10 y TB7.7) el
resultado informa la cuantificacion de IFN-y en unidades internacionales °*. El criterio radioldgico
es una prueba Util para constatar tuberculosis pulmonar junto con pruebas bacterioldgicas o

histopatoldgicas positivas 2.

5.5. Tratamiento parala TB

El tratamiento para la TB consiste en la administracion de diversos antibidticos de amplio espectro,
por un periodo de entre 6 y 12 meses con un estricto seguimiento para evitar la resistencia a los
multiples farmacos; a pesar de su efectividad, los medicamentos que se administran pueden ser

hepatotoxicos y pueden generar problemas renales y metabdlicos 2 2.

Los antibidticos que se administran durante el tratamiento, comprenden farmacos de primera linea

como isoniacida, rifampicina, estreptomicina, etambutol y pirazinamida > %2. Cuando hay
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resistencia a los medicamentos de primera eleccion, se procede a realizar el tratamiento con
medicina de segunda linea entre los que se encuentran fluoroquinolonas, capreomicina,
protionamida, etionamida, kanamicina, rifabutina, acido paraaminosalicilico, cicloserina,

clofazimina y macrélidos > *2,

5.6. Respuesta inmune innata ante Mycobacterium tuberculosis

Al inhalar aerosoles que contienen bacilos viables, las barreras de la mucosa (células ciliadas,
caliciformes y serosas) que se encuentran en el tracto respiratorio, interactdian con estas particulas
externas, controlando el ingreso de agentes extrafios, estas células secretan sustancias
antimicrobianas en el fluido mucoso como son mucinas, defensinas, lisozima, dxido nitrico, entre
otros 3. Las defensinas pueden actuar sobre la envoltura de las micobacterias para matar
directamente al bacilo y el tejido linfoide asociado a mucosas ayuda aglutinar invasores por la

secrecion de IgA, para facilitar su eliminacion por medio de movimientos mucociliares *.

Unas vez Mtb logra escapar de las barreras de la mucosa y llega a los alvéolos, la primera respuesta
es ejercida por células residentes como las epiteliales alveolares, histiocitos y mastocitos, las cuales
promueven el reclutamiento de células de la inmunidad innata, por la liberacién de citogquinas
quimioatrayentes y moléculas de adhesion; al reclutar células como macréfagos, DCs, NKs y
neutréfilos, contribuyen en la formacion del granuloma con el fin de eliminar y controlar el

crecimiento micobacteriano 46,

Las células de la inmunidad innata llegan al sitio de infeccion y sensan patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMPs del inglés Pathogen Associated Molecular Patterns), por medio
de receptores que reconocen patrones (PRRs del inglés Pattern Recognition Receptor) como los
tipo Toll (TLR del inglés Toll-Like Receptor), receptores tipo Nod (NLR del inglés Nod-Like
Receptor) y receptores de lectina tipo C (CLR del inglés C-Type Lectin Receptor) >*. Estas células
a traves de funciones que involucran la fagocitosis, autofagia, apoptosis y activacion del
inflamasoma, generan mecanismos de defensa que eliminan el bacilo, pero también puede

constituirse en un ambiente ideal para la supervivencia de Mtb %,
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La fagocitosis es un mecanismo de defensa celular que elimina a los microorganismos invasores,
pero Mtb puede inhibir la maduracidn del fagosoma, es decir, no permite que se fusione la vesicula
endocitica con el lisosoma, permitiendo que la micobacteria no esté expuesta a hidrolasas
lisosomales, pH acido y otros componentes bactericidas >*. La autofagia es un proceso que
involucra el reciclaje de los componentes citoplasmaticos dafiados, proteinas y patdgenos
intracelulares, se caracteriza al igual que la fagocitosis por la formacion de autofagosomas, que
llegan al lisosoma y se degradan sin generar dafio celular, pero se ha observado que Mtb puede
inhibir la formacién de aufagolisosomas, por consiguiente se vuelve un nicho ideal para su
multiplicacion o supervivencia, por otra parte, la apoptosis regula la respuesta inmune adaptativa,
por medio de la eferocitosis, proceso que involucra a macrofagos y DCs, que reconocen cuerpos
apoptéticos, sin embargo la micobacteria puede inducir necrosis, limitando la presentacién de
antigenos >*. De otro modo, la activacion del inflamasoma conduce a la liberacion de citoquinas
proinflamatorias como IL-1p e IL-18 y posteriormente conduce a piropoptosis, la cual termina en

necrosis celular, aumentando el proceso inflamatorio >,

5.6.1. Células epiteliales alveolares

Las células epiteliales no son células de la inmunidad innata ni adaptativa, no obstante al
encontrarse en el sitio de la infeccién, contribuyen al generar una respuesta inmunoldgica contra
el bacilo **. Mtb Ilega a los sacos alveolares, y se deposita en células tipo | y tipo II, las primeras
son encargadas del intercambio gaseoso y las segundas interactian con el bacilo por el
reconocimiento de PAMPs °%. Las células tipo 1l no son fagocitos profesionales, pero la
micobacteria puede ingresar a estas y conducir a una respuesta adaptativa mediante la eferocitosis
por parte de los macréfagos residentes o de lo contrario, las células epiteliales pueden resguardar
el bacilo, ofreciéndoles un ambiente favorable para su multiplicacion y en consecuencia se evade

la respuesta inmune % %7

Por otra parte, estas células producen biomoléculas relevantes en la inmunidad innata como
proteinas del complemento, péptidos antimicrobianos, hidrolasas y lipidos surfactantes que ayudan
al reclutamiento de células, fagocitosis y destruccion microbiana . Secretan quimiocinas que

contribuyen a la migracion de células de la inmunidad innata, entre estas se encuentran CCL-2,
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CCL-5, MMP-9 y GM-CSF, para el reclutamiento de macrofagos; el factor de crecimiento
transformante beta (TGF- del inglés Transforming Growth Factor Beta), promueve la migracion
de monocitos, macrofagos; IL-8, CXCL-5 favorece el reclutamiento de monocitos, DCs,
Linfocitos CD4" , neutréfilos y la molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1 del inglés

Intercellular Adhesion Molecule) facilita la adhesion entre células alveolares °°.

Ademas, el epitelio alveolar participa en la induccion de la respuesta inmune adaptativa por la
expresion del MHC-1y Il y la secrecion de IFN- y e IL-8, que promueve el reclutamiento de LT

con el perfil Th1, importantes para la formacion del granuloma .

5.6.2. Macrofagos

Los macrofagos poseen mecanismos bactericidas como la produccion de ROS, acidificacién de
fagosomas, autofagia, entre otras > 8. Los macrofagos alveolares son las primeras células en
fagocitar a Mtb por el reconocimiento de PAMPs, esto promueve el reclutamiento de otros
macrofagos y la liberacion de citoquinas pro inflamatorias como IFN-y, IL-12, IL-1B y MIP-1a >4,
Estos fagocitos, tienen dos tipos de poblaciones M1 y M2 inducidos por sefiales del
microambiente, los M1 son estimulados por antigenos microbianos (lipopolisacaridos), IFN-y,
TNFa y GM-CSF, son efectores contra patdgenos intracelulares, producen citoquinas
inmunoestimuladoras y son eficientes en la presentacion de antigenos; en cambio la diferenciacion
a M2 es promovida por IL-4, IL-3, IL-10 y TGF-p, son presentadoras de antigenos ineficientes y
supresores de la respuestas Thl, no obstante, estas poblaciones celulares son importantes en el

balance entre una patologia exacerbada y control del crecimiento micobacteriano >4,

Durante la infeccion con Mtb se pueden reclutar macrofagos derivados de monocitos similares a
los M2, células supresoras mieloides las cuales suprimen las respuestas de LT por IL-10, TGF-B y
macrofagos espumosos que median la fagocitosis y generan mayor secrecion de TGF-p 2. Estas

poblaciones de macréfagos ayudan en la formacion y mantenimiento del granuloma tuberculoso
25
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5.6.3. Células dendriticas (DCs)

Las DCs son células fagociticas que reconocen PAMPs de Mtb y al igual que los macrofagos dan
paso a la inmunidad adaptativa por la presentacion de antigenos, mediante el MHC-1 (CD8") y
MHC-II (CD4") °’. Estas células secretan citoquinas proinflamatorias como IL-1, IL-6 e IL-12 en
tejidos periféricos e interiorizan microorganismos a partir de diferentes mecanismos, por medio de

PRR, macropinocitosis y endocitosis *°.

Las DCs derivadas de monocitos durante la infeccion con Mtb generan mayor produccion de
citoquinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-12, que contribuyen a la presentacion de
antigenos °°. Las células inmaduras que se encuentran en tejido pulmonar estan listas para la
captacién y procesamiento de antigenos micobacterianos, posterior a la interaccion con el
patdgeno, maduran y migran a tejido linfoide para estimular LT virgenes, se ha evidenciado que
Mtb puede inhibir la maduracion de DCs, generando en éstas una expresion reducida de la
integrina-p, una capacidad reducida de migracion e induce a la produccion de citoquinas

antiinflamatorias como 1L-10 %% 59,

5.6.4. C¢élulas asesinas naturales (NKs)

Las NKs son linfocitos granulares con capacidad citolitica para lisar células infectadas con Mtb y
reducir el crecimiento intracelular bacteriano, la funcion citotdxica esta regulada por receptores de
citotoxicidad natural de las NK (NKp30, NKp44 y NKp46) y receptores inhibitorios, que se
localizan en la superficie de la membrana celular 5 . Estas células controlan el crecimiento
micobacteriano de una forma directa e indirecta, la primera es dada por la produccion de INF-y,
TNF-a e IL-22, la liberacion de granulos toxicos que contienen perforina, granulisina, granzima y
mediante ligandos de superficie eliminan bacterias y células infectadas por via apoptdtica; la
segunda, es generada por la activacibn de NADPH-oxidasa en macréfagos y otras células

inmunitarias que conducen a la eliminacion del microorganismo ©°.
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5.6.5. Neutroéfilos

Los neutrdfilos son las primeras células en infiltrarse desde el torrente sanguineo hasta el pulmon,
el proceso de migracion desde los vasos sanguineos hasta el tejido pulmonar, es generado por la
liberacion de citoquinas quimioatrayentes CXCL-1 y CXCL-8 producidas por células residentes
del pulmén, como macréfagos, células alveolares y epiteliales 24, El neutrofilo controla el
crecimiento micobacteriano mediante la liberacion de NETs y la fagocitosis micobacteriana por el
reconocimiento de PAMPs ®1. Al igual que otras células de la inmunidad innata son una fuente de
citoquinas como IL-1p, IL-6, IL-8, CCL20, CCL2, TNF-a, MIP-1a - MIP-13, GM-CSF y MMPs
que contribuyen al reclutamiento de células de la inmunidad innata, activacion de linfocitos T
perfil Thly Th17 y la formacion del granuloma, con todo, la presencia de IFN-y puede inhibir la

activacion de los neutrdfilos y asi mismo disminuir la produccion de estas citoquinas 24241,

Generalmente la muerte celular de los neutrdfilos se realiza mediante vias como la apoptosis
(muerte celular programada tipo 1), autofagia (muerte celular tipo 1) y NETosis 28, Durante la
infeccion con Mtb se ha reportado que este induce a necrosis, generando un aumenté en la
produccién de ROS que no tolera la célula, causando dafios en moléculas importantes como
lipidos, proteinas y ADN, que conducen a una muerte celular traumatica caracterizada por el
aumento del volumen celular, la liberacion de patrones moleculares asociados al dafio, acido Urico,
proteinas de choque térmico, componentes intracelulares, entre ellos organulos y microorganismos

fagocitados 38 62 63,

La apoptosis es dependiente de trifosfato de adenosina (ATP del inglés Adenosine Triphosphate),
se caracteriza por generar cambios estructurales y morfolédgicos en la célula como fragmentacion
del ADN, exposicidn de fosfatidilserina en la superficie de membrana, disminucién en el volumen
celular pero manteniendo la integridad de sus componentes internos y la formacién de fragmentos
celulares como los cuerpos apoptoticos, que son reconocidos por los macrdfagos 83, Este tipo de
muerte celular puede darse por una via de sefializacién intrinseca (dependiente de caspasas e
independiente de caspasas) y extrinseca que culmina en la activacion de caspasas efectoras. La via
intrinseca dependiente de caspasa (1, 3, 4, 6, 7, 8, 9y 14) es activada por el citocromo C, proteina
que es liberada por las mitocondrias, la via intrinseca independiente de caspasa, se da por la

activacién de proteinas pro-apoptoticos, anti-apoptéticos de la familia Bcl-2 (del inglés B-Cell
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Lymphoma 2) y la concentracion de Mcl-1 (del inglés Myeloid Cell Leukemia-1) %% 3, En cuanto
a la activacion de la apoptosis por via extrinseca (ligando FAS), es inducido por la activacién de
receptores apoptdticos como TNF-o/FasL que desencadenan un complejo de sefializacién inductor
de muerte, que conduce a la activacion del NADPH oxidasa y la escision de la caspasa 8 ©. Asi
mismo, la fagocitosis de microorganismos opsonizados a traves del complemento o los FcR
provoca la activacion de caspasa 8 mediada por ROS y posteriormente activacion de la caspasa 3

llevando a apoptosis celular 3.

La NETosis ayuda a atrapar y eliminar patdgenos, este proceso se ha descrito de dos maneras, la
primera se relaciona con muerte celular y es dependiente de ROS, implica la ruptura de la envoltura
nuclear y descondensacion de la cromatina, con lo cual se liberan al medio extracelular histonas,
elastasas y proteinas antimicrobianas; y la segunda, no produce muerte celular, siendo
independiente de oxidantes e involucra la condensacion de los nucleos, lo que genera la separacion
de las membranas nucleares externas e internas sin producir una ruptura en la membrana celular
0 No obstante, durante la liberacion de granulos antimicrobianos genera destruccion de células

vecinas y la disrupcion del tejido 6.

5.7. Respuesta inmune adaptativa ante Mycobacterium tuberculosis

Las células presentadoras de antigeno como DCs y macrofagos infectados, migran desde el pulmon
hasta los ganglios linfaticos, permitiendo dar inicio a la respuesta adaptativa a través de la
presentacion de antigenos proteicos de Mtb, por medio de moléculas del MHC a LT CD4* (MHC-
1) y CD8* (MHC-1) 3%,

5.7.1. Linfocitos T (LT)

Los LT presentan subconjuntos de células que se distinguen por sus funciones, entre ellas se
encuentran LT citotoxicos (CD8") y LT ayudadores (CD4™), estas células son activadas en nédulos

linfaticos y migran hasta el pulmon durante la respuesta inmune adaptativa, liberan citoguinas
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como IFN-y en tejido pulmonar y durante la formacion del granuloma, producen una respuesta

protectora frente a Mtb 376,

Los CD4" se pueden diferenciar en Treg productoras de IL-10 y TGF-B que restringen la funcion
de LT efectores . El perfil Th1, involucrado principalmente en la proteccion frente al patdgeno,
estimula la maduracion y activacion de granulocitos y liberan citoquinas como TNF-a, IFN-y, IL-
2, linfotoxina y GM-CSF %6, El perfil Th2 produce IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, estas células actian
principalmente en infeccion por patdgenos extracelulares y se ha evidenciado que suprimen la
respuesta de Th1 ®. Los LT perfil Th17 son productoras de 1L-17, IL-21, IL-22 e 1L-23, la IL-17
recluta neutréfilos, monocitos y LT CD4* productoras de IFN-y °°.

Los CD8" liberan una variedad de citoquinas como IL-2, IL-10, IL-17, IFN-y, TNF-a y TGF-p,
son capaces de reconocer antigenos de Mtb por via clasica (MHC-1) y no clasica, esta ultima se da
por medio del reconocimiento de moléculas de antigeno leucocitario y glicolipidos asociados a
moléculas CD1 ¢’. Los CD8"* tienen funciones citoliticas, liberan granulos que contienen perforina,
granzima, granulisina e interacttan con células infectadas promoviendo la apoptosis de estas, por

medio de los receptores de células T y el MHC-1 °7,

5.7.2. Linfocitos B (LB)

Las células B, reconocidas por su habilidad de producir y secretar anticuerpos, se activan por
antigenos timo dependientes y timo independientes, la respuesta timo dependiente requiere de la
participacién de LT, por el contrario la respuesta timo independiente se genera por antigenos que
activan directamente a LB 8. Los LB activados pueden diferenciarse en células efectoras tipo 1y
tipo 2 (Bel y Be2), las cuales producen distintas citoquinas; los Bel tienen la capacidad de secretar
citocinas como IFN-y e IL-12 para estimular respuestas del perfil Thly los Be2 secretan IL-4 para
estimular perfil Th2 ©°.

Por dltimo, los anticuerpos producidos por los LB, se caracterizan por tener dos regiones, dos
fragmentos de unién a antigeno (Fab del inglés fragment antigen-binding) y una Fc, pueden
constituirse como monémeros, dimeros o pentameros y regulan funciones efectoras de las células

de la inmunidad innata mediante los FcR. Durante la formacién de complejos inmunes, los

32



anticuerpos (IgM, 1gG, IgA e IgD) neutralizan al patégeno y regulan actividades como la
inhibicion de la formacion de biofilms, produccion de enzimas liticas y quimioatrayentes,
citotoxicidad, opsonofagocitosis, estallido oxidativo, degranulacion y en neutréfilos las IgA

promueven la NETosis 3* 6870,

5.8. Desarrollo de vacunas contra la tuberculosis

Actualmente se cuenta con doce candidatos a vacuna contra la tuberculosis, los cuales se pueden
clasificar por su objetivo de uso: terapéutico, refuerzo, post-exposicion, reemplazo o complemento
de la BCG 2. De los doce candidatos a vacuna, ocho se basan en proteinas asociadas a virulencia
presentes en la micobacteria (Ad5 Ag85A, AEC/BC02, ChAdOx185A-MVAS85A, H4:1C31,
H56:1C31, ID93 + GLA-SE, M72/AS01E, TB/FLU-04L), dos utilizan extractos bacterianos
(RUTI®y Vaccae™), MTBVAC es una cepa atenuada y VPM1002 es una vacuna recombinante.
Ad5 Ag85A es un adenovirus serotipo 5 que expresa Ag85A, AEC/BC02 es una vacuna
recombinante liofilizada que expresa Ag85B y una fusion de proteinas ESAT6-CFP10,
ChAdOx185A-MVAB85A consiste en un adenovirus de simio y un virus de viruela recombinante
que expresan el antigeno 85A, H4:1C31 contiene una fusion de las proteinas Ag85B y TB10.4
formulada con IC31 como adyuvante, H56:1C31 es una vacuna que combina tres antigenos de Mtb
las cuales son Ag85B, ESAT-6 y Rv2660c, ID93+GLA-SE posee cuatro antigenos de Mtb como
Rv2608, Rv3619, Rv3620 y Rv1813, M72/AS01E combina dos antigenos de Mtb (32A y 39A) y
TB/FLU-04L utiliza el virus de influenza como vector para expresar antigenos Ag85A y ESAT-6
2, Los candidatos a vacuna mencionados anteriormente todavia se encuentran entre las fases 1y I1b
de pruebas clinicas, en este momento solo se cuenta con dos candidatos a vacuna que estan en
ensayos clinicos (fase III), siendo Vaccae™ un candidato inmunoterapéutico y VPM1002 una
vacuna recombinante a la que se le estd evaluando la inmunogenicidad en neonatos, pacientes

expuestos al VIH y la prevencion de la recurrencia de la enfermedad en adultos 2.

Por otra parte, la FIDIC, en los ultimos afios ha trabajado en la bisqueda de antigenos provenientes
de la envoltura de Mtb, su metodologia se fundamenta en el uso de péptidos sintéticos los cuales

presentan ventajas como que tienen propiedades fisicas y quimicas definidas, son de alta pureza,
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libres de contaminantes como endotoxinas o subproductos de sintesis, secuencias analogas y se
pueden obtener a un bajo costo con técnicas de laboratorio, permitiendo el acceso a poblaciones
en via de desarrollo 1. Dentro de las proteinas de interés para FIDIC se encuentran Rv0180c,
Rv0227c, Rv0354c, Rv0679c, Rv1268c, Rv141lc, Rv1490, Rv1510c, Rv1911c, Rv1980c,
Rv2004c, Rv2270, Rv2301, Rv2536, Rv2560, Rv2707, Rv2969c, Rv3166¢c, Rv3481c, Rv3494c,
Rv3623, Rv3629c, Rv3630 Rv3587c, Rv3705c, Rv3763, Rv3804c y Rv3910, de las cuales han
identificado secuencias de union a receptores celulares y su relevancia en la inhibicion de la

entrada del patdgeno a células hospederas 2.
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6. Metodologia

6.1. Disefio metodologico

6.1.1. Tipo de investigacion
Experimental, incluye elementos cualitativos y cuantitativos, como la recoleccion de datos para
incorporar técnicas y procedimientos que ofrezcan resultados coherentes y contestar a una

pregunta problema.

6.1.2. Universo
Neutréfilos infectados con Mtb H37Rv.

6.1.3. Poblacion
Donantes QuantiFERON positivo y negativo.

6.1.4. Muestra

20 muestras de sangre periférica de los donantes
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6.2. Tecnicas y procedimientos

En la figura 4, se observa el resumen de la metodologia para llevar a cabo la evaluacion de la
apoptosis en neutrofilos, infectados con Mtb H37Rv pre-opsonizada con IgG que reconocen

péptidos derivados de proteinas de membrana.

1.Seleccion de antigenos 1.1. Aproximacion 1.2. Aproximacién experimental
peptidicos de MrbH37Rv bioinformatica BepiPred 2.0 ELISAs (rastreo de anticuerpos
que posean epitopes B (predictor de epitopes B) provenientes de donantes)

2. Aislamiento de

inmunoglobulinas IgG 2.1 Aislamiento de IgG del 2.2 Purificacion de IgG afines a
afines a péptidos donante péptidos seleccionados
seleccionados

., 3.2.1 Cultivo Mth H37Rv
3. Determinacion de

apoptosis en neutrofilos 3.1 Aislamiento de neutrofilos 3.2 Ensayo de
infectados con Mtb de sangre periférica opsonofagocitosis
H37Rv. mediado por IgG

3.2.2 Incubacién
neutrofilos con Mrb H37TRv
opsonizada

4. Procesamiento y analisis
de datos

Figura 4. Resumen metodoldgico para evaluar la apoptosis en neutréfilos infectados por Mth
H37Rv.

6.2.1. Seleccién de péptidos

6.2.1.1. Aproximacion bioinformética

La prediccion epitopes B lineales se determind mediante el programa BepiPred 2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/), predictor de epitopes B lineales, se identificaron las
regiones con epitopes-B en 24 secuencias peptidicas definidas como HABPs (del inglés High
Activity Binding Peptides), para cada secuencia, el servidor generd un puntaje de prediccion y se
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utilizé un umbral de 0.5 para definir el epitope. Se consideraron los epitopes-B con una longitud

de 5 a 20 residuos de aminoacidos.

6.2.1.2. Aproximacion experimental

6.2.1.2.1. Obtencién de sueros de Donantes

Se obtuvieron sueros provenientes de sangre periférica de 8 donantes, 4 de ellos han estado en
contacto con Mtb (QuantiFERON positivo) y 4 no han estado en contacto con Mtb (QuantiFERON
negativo). Los registros de la prueba de QuantiFERON Gold (Cellestis Limited) se encontraban
en la base de datos de FIDIC. Se contd con los consentimientos informados de cada uno de los
individuos para el uso de las muestras. (ANEXOS)

6.2.1.2.2. Busqueda de anticuerpos 1gGs afines a péptidos con epitopes B

Por medio de la técnica inmunoenzimatica ELISA utilizando los sueros provenientes de los 8
donantes "2, se verifico la presencia de anticuerpos afines a péptidos que presentaron epitopes B
por BepiPred 2.0. Los péptidos fueron sintetizados por el grupo funcional de Sintesis Quimica de
la FIDIC, siguiendo la metodologia de sintesis mdltiple en fase sélida descrita por Merrifield et
al ™ y posteriormente modificada por Houghten et al . Los antigenos peptidicos y el lisado de
Mtb H37Rv se inmovilizaron a una concentracion de 10pug/mL y se incubaron a 37°C durante dos
horas, tras realizar lavados con Tween 20 al 0.5% en PBS, se agregd solucion de bloqueo (Tween
20 al 0.5% y leche descremada al 5% en PBS) para evitar uniones inespecificas, se incub6 dos
horas y se lavd nuevamente, después se adiciond el anticuerpo primario (sueros de los donantes)
en una dilucion de 1:25, se incub6 durante 2 horas a 37°C y se lavd, posteriormente se adiciond el
anticuerpo secundario (Anti Human IgG - conjugado con peroxidasa) en una dilucién de 1:10000,
se incubd durante 1 hora a 37°C, después de lavar, se revel6 con 3,3",5,5" tetrametilbencidina
(TMB), finalmente se detuvo la reaccion con 50ul de acido fosforico (HsPOs) y se leyo en el

espectrofotometro (Multiskan GO, Thermo Scientific) a una longitud de onda de 450nm.
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6.2.2. Obtencion de plasmas para purificacion de inmunoglobulina G que reconocen

péptidos seleccionados.

6.2.2.1. Purificacion de 1gG

Con el fin de aislar 1gG total se inactivo el suero de un donante QuantiFERON negativo a 56°C
por 30 minutos, inicialmente se precipitaron las proteinas que no correspondan a gammaglobulinas
con &cido caprilico, se centrifug6 a 5000 rpm durante 15 minutos, quedando en el sobrenadante
las inmunoglobulinas. Después, la IgG se precipitd con sulfato de amonio saturado al 40% vy se
dejo en agitacion durante toda la noche a 4°C, se centrifug6 a 13000 rpm por 20 minutos a 4°C, se
lavo el pellet mediante centrifugacion 3 veces con una solucion de sulfato de amonio saturada al
33% Yy se resuspendio en solucidon 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.

6.2.2.2. Purificacion de 1gG péptido-especifica

La purificacion de IgGs que reconocian péptidos seleccionados, se realizo por cromatografia de
afinidad mediante la unién del anticuerpo de interés a un péptido inmovilizado. Para ello se prepard
una columna de Sefarosa 4B activada con Bromuro de Ciandgeno (CNBr) a la cual se unieron 3
mg del péptido de interés en bicarbonato de sodio (0.1M pH 8.3), posteriormente, para bloquear
posibles sitios de unidn a aminas, la resina se traté 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 Gltimo, se adiciond bicarbonato de sodio (pH 8.3) y a continuacion, se dejé pasar la muestra
que contenia la 1gG por la columna. Posteriormente la fraccion retenida en la columna, que
corresponde a la inmunoglobulina de interés, se eluy6 con glicina al 0.1M (pH 2.7 - 3) y se
recolect6 en tubos con Tris HCI 0.1M para evitar la desnaturalizacion del anticuerpo ™. Las
gammaglobulinas se concentraron en Amicon (membrana 100.000 NMWL, Da) por

centrifugacion a 4000 rpm por 15 minutos a 4°C ™.

Se evalud el reconocimiento de las inmunoglobulinas por Dot Blot en el cual utilizando una
membrana de nitrocelulosa, los antigenos (lisado de Mtb H37Rv/péptido) se dispusieron a una

concentracion de 10ug/mL y se incubaron a 37°C por 10 minutos, se realizaron 3 lavados con
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Tween al 0,5 en PBS y se bloquearon los sitios de unién con solucion de bloqueo (Tween al 0,5
% Yy leche descremada al 5% en PBS) durante 20 minutos a temperatura ambiente, se lavd y se
adiciono la inmunoglobulina en una dilucién de 1:100. Luego de incubar durante 10 minutos a
37°C, se realizaron 3 ciclos de lavado, se agrego el anticuerpo secundario (anti-human conjugado
con fosfatasa) en dilucion 1:5000, se incub6 durante 1 hora a 37°C y se reveld con 6.6 pl de NBT
(del inglés Nitro Blue Tetrazolium) y 3.3 BCIP (del inglés 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-
Phosphate). Las inmunoglobulinas aisladas se cuantificaron por pDrop (TM Plate, Thermo
Scientific), utilizando 2ul de muestra, la lectura se realiz6 (Multiskan GO, Thermo Scientific) a
una absorbancia de 280nm y la concentracion se obtuvo en pg/mL utilizando el coeficiente de

extincién molar de la IgG en la formula:

Concentracion de anticuerpo en mg/L = Abs x 10000 X %

Donde:

Abs = Absorbancia de la muestra.

10000 = Constante (una absorbancia equivale 10000 mg/L del anticuerpo).
13.7 = Coeficiente de extincion molar de la IgG.

280 = Longitud de onda utilizada en la lectura.

6.2.3. Ensayos de fagocitosis en neutrofilos mediada por anticuerpos

6.2.3.1. Aislamiento de neutréfilos de sangre periférica

Se recolectaron 12 mL de sangre periférica de un donante QuantiFERON negativo, en tubos
heparinizados, los cuales se centrifugaron a 2700 rpm durante 7 minutos a 20°C, luego de separar
la fraccion del Buffy-coat este se resuspendio en PBS 1x y se adicioné al Ficoll-Histopaque en
proporcién 2:1, posteriormente se centrifugé a 550 g durante 30 minutos a 20°C, la capa intermedia
entre los eritrocitos y Ficoll-Histopaque (que contiene los PMN y algunos glébulos rojos), se
resuspendio en PBS y para eliminar el Ficoll-Histopaque, se realizaron dos lavados a 1800 rpm
durante 5 minutos a 20°C. Para eliminar la contaminacion por globulos rojos se adicioné buffer de
lisis (NH4Cl:1.5M, NaHCO3.0.1M y Na,EDTA:0.01M), se realizaron dos lavados con PBS 1x y

las células se resuspendieron en 3 mL de medio RPMI suplementado con suero bovino al 10% &
77
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La pureza celular se midio, marcando las células con el anticuerpo CD16b (FcyRIllb) marcados
con ficoeritrina (PE del inglés Phycoerythrin) (BD Pharmingen ™) especifico para neutréfilos y
se observo la morfologia a través de la coloracion por Giemsa. La viabilidad se visualizé con Azul
de Tripan en cadmara de Neubauer.

6.2.3.2. Ensayo de opsonofagocitosis

6.2.3.2.1. Cultivo de Mtb H37Rv

Se utilizd6 Mtb H37Rv (ATCC 25618), que fue transformada con el plasmido pMN437, el cual
contiene el gen de la proteina verde fluorescente (GFP del inglés Green Fluorescent Protein) y el
cassete de resistencia a higromicina, se cultivd a 37°C en aerobiosis, durante 30 dias en
Middlebrook 7H9, suplementado con OADC (&cido oleico, albimina bovina, dextrosa y catalasa)
e higromicina, hasta obtener una densidad optica a 600nm entre 0.5-1.0, después se cosecho
centrifugando a 13000 rpm durante 20 minutos a 20°C, se resuspendié en PBS y se guardé a -
20°C, para su posterior uso ‘8. EI manejo de la micobacteria se hizo en un laboratorio de
bioseguridad BSL-3 (del inglés Biosafety Level-3), por lo tanto, todos los ensayos, se realizaron

cumpliendo las normas de bioseguridad adecuadas para el manejo de la cepa 8.

6.2.3.2.2. Opsonofagocitosis de Mtb H37Rv

Se incubd 1x108Mth H37Rv con 30ul de los anticuerpos aislados a 37°C, durante una hora en
agitacion continua. Considerando una multiplicidad de infeccion (MOI) 1:10 relacion neutréfilos-
micobacteria, el cual se adoptd después de evaluar diferentes MOIs (1:1, 1:3 y 1:10). La
micobacteria pre-opsonizada se puso en contacto con 1x10° neutrofilos por pozo en cajas de 96
fondo redondo y se permitié la fagocitosis por 18 horas a 37°C. Para descartar la micobacteria no
fagocitada, se pasaron las muestras a tubos eppendorf de 0.6 mL y se centrifugaron a 2500rpm
durante 5 minutos a 10°C, las células se fijaron con paraformaldehido al 4% y glutaraldehido al
0.5%. Para analizar el porcentaje de fagocitosis por citometria de flujo (BD FACSCanto II) se
selecciond la poblacion celular teniendo en cuenta su complejidad y tamafio, y se identificaron las

células que tenian en su interior Mtb H37Rv por medio de la GFP. Se realizaron extendidos en

40



laminas para ver morfologia celular por microscopia electronica ° y se evalué la apoptosis en
células no infectadas para determinar la apoptosis basal, teniendo en cuenta que se ha evidenciado
este fendmeno en PMN no infectados 2°. Se contd con un control de infeccion (neutrdfilos
incubados con micobacteria no opsonizada). Todos los ensayos se realizaron con 6 réplicas: un

triplicado para citometria y otro triplicado para microscopia.

El porcentaje de fagocitosis se determiné por citometria de flujo, cuantificando el porcentaje de
células que presentaban la micobacteria GFP y la muerte celular se evalué por morfologia con

tincion de Giemsa 2 79,

6.2.4. Procesamiento y analisis de datos

Los datos obtenidos por citometria de flujo se procesaron en el software FlowJo y el analisis
estadistico para evidenciar diferencias entre tratamientos, se realiz6 con el programa Excel por

medio de la prueba T-pareada.
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7. Resultados

7.1. Seleccidn de péptidos provenientes de proteinas de la envoltura de Mtb H37Rv

Inicialmente se cont6 con 24 péptidos pertenecientes a 15 proteinas de la envoltura de Mtb (Tabla
3), los cuales fueron estudiados por la FIDIC, en donde se encontré su alta capacidad de union a
células U937, A549 y asi mismo de inhibir la entrada de Mtb H37Rv a estas mismas células
hospederas. Para estos péptidos se identificaron regiones denominadas epitopes B, que variaron

de 5 hasta 13 residuos de aminoacidos (Tabla 3).
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Tabla 3. Prediccion de epitopes B en péptidos provenientes de proteinas presentes en la envoltura

de Mtb H37Rv.

p P . P BepiPRED 2.0 Aminoacidos del
Proteina Péptido Secuencia del péptido Umbral 05 epitope
31024 AALYLGGILNPMTNLRHFPI = 16 6
PMTNLR
6 17
12
31025 GPAGQQIVDGLVSGLDKNKF QIVDGLVSGLDK
Rv0180c 6 17
12
31039 LGLPSAGATVPLEAVPAFFRY AGATVPLEAVPA
5 17
13
31028 RDFGASAVTPTRTDRPAITIY ASAVTPTRTDRPA
6 16
11
Rv0227¢ 16951 PRLGSAQPPPPPDAGHPDPG AQPPPPPDAGH
5 17
13
Rv0679c 30987 YKNGDPTIDNLGAGNRINKE DPTIDNLGAGNRI
8 16
9
Rv1268c 37964 AVALGLASPADAAAGTMYGD SPADAAAGT
5 11
7
Rv141ic 37096 PDFNATQPVPATVWIQE ATOPVPA
5 15
11
Rv1490 11073 FGRVESHADYHDWVCEHVTP ESHADYHDWVC
7 17
11
37763 MESPMTSTLHRTPLATAGLAY STLHRTPLATA
7 16
10
Rv1911c 37765 YVPKATTVDATTPAPAAEPL TVDATTPAPA
7 17
11
37767 GANVAPPLTWSSPAGAAELAY PLTWSSPAGAA
36827 TQIQMSDPAYNINISLPSYY 5 9 5
MSDPA
Rv1980c 5 17
13
31107 IVQGELSKQTGQQVSIAPNAY ELSKQTGQQVSIA
5 17
13
Rv2004c 9111 AGYAVRSGDTAPASLRDFYI VRSGDTAPASLRD
7 18
12
37775 TSSNGARGGIASTNMNPTNPY RGGIASTNMNPT
6 17
12
Rv2270 37777 ETWINLQVGDTLADLPPADLY LQVGDTLADLPP
5 16
12
37780 GFAPYTGQSVDTSPYSVAYL YTGOSVDTSPYS
6 15
1
Rv2301 30960 CPNTRLVPGGYSLGAAVTDV LVPGGYSLGA 0
5 17
13
Rv2560 11024 VVALSDRATTAYTNTSGVSS SDRATTAYTNTSG
6 17
12
Rv2707 16084 RIGVGTTTYSSTAQHSAVAA TTTYSSTAQHSA
5 17
13
16298 MERELSHVPGVAPQDFDTPTY LSHVPGVAPQDFD
Rv3166¢ 6 18
13
16300 VSLFAEARFSPHVMNEEHREY EARFSPHVMNEEH
5 17
13
Rv3494c 38373 HMRLNSGTAIPSNVTATVRSY NSGTAIPSNVTAT

La primera columna muestra las proteinas presentes en la envoltura de Mtb H37Rv estudiadas en
FIDIC y los péptidos provenientes de las mismas, ademas se observa la secuencia peptidica con el
respectivo epitope B. Los nimeros en superindice indican la posicion del aminoacido en el péptido.
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Para continuar con la metodologia planteada, se detectaron en los sueros de 8 donantes (4
QuantiFERON positivo y 4 QuantiFERON negativo) inmunoglobulinas IgG afines a los 24
péptidos evaluados; teniendo en cuenta el umbral establecido por el blanco de reactivos como
0.054, todos los donantes reconocieron los péptidos, los individuos QuantiFERON positivo
tuvieron mayor reconocimiento respecto a los QuantiFERON negativo del lisado de Mtb H37Rv
y de los peptidos 31025 (Rv0180c), 31039 (Rv0180c), 37964 (Rv1268c), 37096 (Rv141llc),
37765 (Rv1911c), 37767 (Rv1711c), 31107 (Rv1980c), 37780 (Rv2270), 16084 (Rv2707), 16298
(Rv3166¢) y 38373 (Rv3494c). El péptido 38373 de la proteina Rv3494c permitié diferenciar

estadisticamente de forma significativa a los dos grupos de estudio (P=0.034) (Figura 5).

Se escogieron los péptidos que presentaron una absorbancia mayor o igual a 0.6, entre los que se
encuentran aquellos que reconocieron al lisado de Mtb H37Rv y a 9 secuencias peptidicas (31025,
31039, 30987, 37964, 37765, 31107, 37780, 16300 y 38373) este umbral de seleccion se escogid
con el fin de tener suficiente anticuerpo para poder desarrollar los ensayos correspondientes. Con
el fin de aislar las inmunoglobulinas séricas (IgG) que reconocieron a los péptidos seleccionados,
se escogid el suero de un individuo QuantiFERON negativo, considerando la disponibilidad del
mismo para donar la cantidad de muestra necesaria para la estandarizacion de los procedimientos

a sequir (Figura 5).
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PEPTIDOS DERIVADOS DE PROTEINAS DE LA ENVOLTURA DE Mth

Figura 5. Reconocimiento de sueros provenientes de donantes frente a péptidos derivados de
proteinas presentes en la envoltura de Mtb H37Rv. Se evidencia las absorbancias promediadas
para 4 donantes QuantiFERON positivo (QTF +) y 4 donantes QuantiFERON negativo (QTF -)
respecto a los péptidos evaluados. Diferencia estadisticamente significativa con el péptido 38373
(* P=0.034) entre los donantes QTF +y QTF -.

7.2. Purificacién de inmunoglobulina G que reconocen péptidos especificos

Con el fin de estandarizar por conteo manual, la apoptosis en neutréfilos mediada por IgG, se
aislaron y purificaron inmunoglobulinas séricas isotipo G de un donante QuantiFERON negativo
(los resultados individuales por donante se consignan en el anexo). Todos los anticuerpos
purificados, mantuvieron el reconocimiento por el lisado de Mtb H37Rv y los péptidos a los cuales

reconocian (Figura 6).
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Figura 6. Aislamiento y purificacion de 1gG que reconocen péptidos seleccionados. (A) 1gG total,
aislada de suero de un donante QTF - (B) anticuerpo péptido-especifico purificado por
cromatografia de afinidad. Como control positivo se utiliz6 el lisado de Mth H37Rv y suero de
conejo hiperinmune 1:10000, para el control negativo es utilizé albumina de suero bovino (BSA
del inglés Bovine Serum Albumin). Las IgGs purificadas se denominan Ac acompariadas del codigo
del péptido al cual reconocen
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En la cuantificacion se evidencio que el 10% de las proteinas aisladas del donante corresponden a
las inmunoglobulinas isotipo G, a partir del cual se obtuvo un rango de 1gG péptido-especifica
entre 0.43-1.70%. Ademas, se determiné que el 6.7% de las IgGs totales del donante reconocen
péptidos derivados de proteinas presentes en la envoltura de Mtb (Tabla 4).

Tabla 4. Cuantificacion de Inmunoglobulinas purificadas

Concentracion | Rendimiento
(ng/mL) (%)
Proteinas total en suero 37028
IgG total aislada 3703 10
31025 23.0 0.62
31039 19.8 0.53
30987 16.9 0.46
o e 37964 32.9 0.89
gesprt)a(e:f’)ftilcao 37765 20.8 0.56
31107 16.1 0.43
37780 30.1 0.81
16300 25.4 0.69
38373 63.0 1.70

7.3. Apoptosis de neutrofilos

La metodologia estandarizada permitié aislar en promedio 8x10° neutréfilos (Figura 7A), con un
porcentaje de viabilidad del 95-99% y una pureza del 95%, en la figura 7B se observaban los
neutrofilos con un ndcleo multilobulado y un citoplasma rosado, la pureza fue confirmada por
citometria de flujo utilizando un anticuerpo dirigido al receptor CD16b (FcyRlllb), que se

encuentra exclusivamente en los neutrofilos (Figura 7C).
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Figura 7. Analisis de neutrofilos aislados de sangre periférica. (A). Neutrofilos observados en
camara de Neubauer con naranja de acridina, 40x. (B). Neutrdfilos con coloracion de Giemsa,
100x (C). En el panel superior se observan células sin CD16b-PE (FcyRIllb) y en el panel inferior
neutrofilos marcados con CD16b-PE (FcyRIlIb).

En la figura 8A y B se observa la estandarizacion del MOI de infeccidn, se evalu6 el porcentaje de
neutrofilos que fagocitaron la micobacteria por citometria de flujo, encontrandose que el MOI
1:10 presentd el mayor porcentaje de fagocitosis (25%), por lo tanto se escogio para realizar los
posteriores ensayos 8. Finalmente se estandarizé la evaluacion de la apoptosis por morfologia
celular, realizandose extendidos en laminas con neutrofilos previamente infectados y fijados que
se colorearon con Wright pero los PMN presentaron una morfologia indefinida (Figura 8C), por
ende la apoptosis evaluada por microscopia, se estandariz6 fijando los neutrofilos en lamina por

calor y posteriormente coloracion de giemsa (Figura 9).
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Figura 8. Estandarizacién MOI de infeccidn y tincidn de neutrofilos infectados. (A) Porcentaje de
fagocitosis evaluado mediante citometria de flujo, se utilizd un control de células no infectadas y
otras infectadas en MOls 1, 3y 10. (B) Andlisis estadistico del porcentaje de fagocitosis la cual se
evalud por triplicado. (C) Neutrofilos previamente infectados, fijados con paraformaldehido al 4%,
glutaraldehido al 0.5% y coloreados con Wright.

En neutréfilos recién aislados, células incubadas durante 18h (apoptosis basal) y en neutréfilos
infectados con Mth H37Rv, se evidencié apoptosis con porcentajes de 5, 84.2 y 58%
respectivamente, en la figura 9 se puede observar a los PMN con morfologia que indica apoptosis,

caracterizada por tener el nicleo condensado con pérdida de estructura nuclear multilobular.
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Figura 9. Neutrofilos en apoptosis. (A) Células recién aisladas (B) PMN 18horas pos-aislamiento
(Apoptosis basal) (C) Neutrdfilos infectados con Mth H37Rv. Las flechas sefialan los PMN en
apoptosis.

Al evaluar la apoptosis en neutréfilos infectados con Mtb H37Rv pre-opsonizada, las
inmunoglobulinas que reconocen el lisado de Mtb y a los péptidos 37964, 37765, 31107, 16300 y
38373 aumentaron el porcentaje de apoptosis con respecto al control de infeccion; adicionalmente
se demostré6 un aumentd estadisticamente significativo con las IgG especificas al anti-lisado
(P=0.017) y al Ac38373 (p=0.047) (Figura 10A). Por otra parte, la opsonofagocitosis con los
anticuerpos Ac31025, Ac31039, Ac30987 y Ac37780 redujeron la apoptosis (Figura 10A), y se
encontrd que prevalecieron morfologias relacionadas a otros tipos de muerte celular distintas a la
apoptosis como necrosis donde se evidencia restos celulares y desintegracion de la membrana
nuclear y celular (Figura 10B) y NETs donde se observa un nucleo descondensado dispersado en

el citoplasma (Figura 10C) 40,

50



*
A e '
100
wn 80 - ! I
z |
o a5
= 60 - I I
S . :
% 40 —{ 1
A *
& ‘
0t - B — = . — — . -
Apoptosis  Control de Anti- Ac31025 Ac31039  Ac30987 Ac37964 Ac37765 Ac31107 Ac37780 Ac 16300 Ac 38373
Basal infeccién  lisado Rv0180c Rv0679c ' Rv1268c = Rv191lc ' Rv1980c ' Ry2270 Rv3166 = Rv3494c
” K
N - .
L ¢ e
> .,
K
Wi i
100x . & 100x > 100x.

Figura 10. Muerte celular de neutréfilos infectados con Mtb H37Rv pre-opsonizada con 1gG
péptidos-especificos. (A) Porcentaje de neutrdfilos en apoptosis, infectados y no infectados con
Mtb H37Rv. (B) Las flechas sefialan PMN en necrosis infectados con Mth H37Rv pre-opsonizada
(C) Las flechan indican células en NETosis. *P:<0.05

Finalmente, se analizé la fagocitosis en neutrofilos infectados con Mtb H37Rv. En la figura 11A
se observa el desplazamiento de la poblacion celular infectada con el patdgeno sin pre-opsonizar,
la cual presentd una fagocitosis de 25.6%, que aumentd a un 32,5% tras opzonizar con el
anticuerpo 30987.

En la figura 11B se presenta el porcentaje de apoptosis y fagocitosis de los diferentes tratamientos
con respecto al control de infeccidn, frente al cual se encontraron diferencias estadisticamente
significativas para los anticuerpos Ac30987 (P=0.004), Ac37765 (P=0.003), Ac 16300 (P=0.000)
y Ac38373 (P=0.010), que incrementaron el porcentaje de infeccion al igual que la apoptosis a
excepcion del Ac30987 quien no produjo el mismo efecto en cuanto a la apoptosis. Por otra parte,

los anticuerpos que reconocen el lisado de Mtb H37Rv y los péptidos 37964, 31107 y 37780 no
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promovieron la fagocitosis pero si aumentaron la apoptosis celular, en cambio las IgG 31025 y

31039 redujeron los procesos de fagocitosis como apoptosis (Figura 11B).
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Figura 11. Fagocitosis y apoptosis de neutrofilos con Mth H37Rv pre-opsonizada. A) Porcentaje
de infeccion evaluada por citometria B) Andlisis del porcentaje de fagocitosis y apoptosis en
neutréfilos con Mtb H37RV pre-opsonizada con anticuerpos péptido-especificos. Las lineas
indican el umbral de apoptosis y fagocitosis encontradas en el control de infeccion. Diferencias

significativas en la apoptosis con respecto al control de infeccion (* P: <0.05). Diferencias
significativas en la fagocitosis con respecto al control de infeccién (* P: <0.01).
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8. Discusion

La TB sigue siendo un problema de salud publica a nivel mundial y aunque actualmente se cuenta
con la vacuna BCG esta no previene la forma activa de la enfermedad en adultos, ademas los
farmacos antituberculosos, producen problemas hepatotoxicos en los pacientes y el mal uso de los
antibidticos ha traido con ello la aparicion de cepas multidrogorresistente, por lo tanto es
indispensable buscar nuevas alternativas que contribuyan a controlar la enfermedad siendo la

vacunacion la mas eficiente segiin la OMS 22,

En vista de lo anterior, es necesaria la formulacién de una vacuna eficiente que favorezca la
erradicacion de la enfermedad, para ello la FIDIC ha buscan antigenos promisorios, donde se ha
encontrado que inmunogenicidad no se traduce necesariamente en proteccion; es asi como en la
FIDIC se usa un enfoque funcional en donde se consideran péptidos derivados de proteinas
presentes en la envoltura de Mtb, estos péptidos interactian con células U937 y A549 inhibiendo
la entrada de Mtb > 78 10-17.19. 20, 22. ng opstante, es necesario evaluar su inmunogenicidad y su
posible accidn en el sistema de respuesta inmune innata, debido a que este es importante para dar

paso a la respuesta inmune adaptativa protectiva.

Los neutréfilos son un grupo de células que hacen parte de la respuesta inmune innata contra Mtb
y son las células que predominan en muestras de lavado broncoalveolar y de esputo en pacientes
con TBA 2480 En |os Gltimos afios estos PMN han sido estudiados, de modo que su participacion
durante la respuesta inmune, puede ser alterada por la patogenicidad y virulencia que posee la
micobacteria; no obstante, estas células son capaces de eliminar microorganismos, favorecer la
presentacion antigénica y suprimir el proceso inflamatorio sin ocasionar dafio tisular, mediante la
apoptosis, pero durante la infeccion con Mth, se puede producir otras formas de muerte en los
neutréfilos como la necrosis y NETs, promoviendo la liberacion de granulos citétoxicos y

proteoliticos que afectan a células del microambiente 24-26: 28-31, 38, 64,81-84

De tal manera, este trabajo tuvo como objetivo evaluar si las IgGs que reconocen péptidos
especificos, podrian mediar la apoptosis en neutréfilos infectados con Mtb H37Rv, considerando
los beneficios que este tipo de muerte celular desencadena durante el proceso inflamatorio. Para

ello, se seleccionaron péptidos provenientes de proteinas de la envoltura de Mtb Rv0180c (31024,
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31025, 31039, 31028), Rv0227¢ (16951), Rv0679c (30987), Rv1268c (37964), Rv1411c (37096),
Rv1490 (11073), Rv1911c (37763, 37765, 37767), Rv1980c (36827, 31107), Rv2004c (9111),
Rv2270 (37775, 37777, 37780), Rv2301 (30960), Rv2560 (11024), Rv2707 (16084), Rv3166¢
(16298, 16300) y Rv3494c (38373) 5 78 10-17.19,20,22

Teniendo en cuenta que las secuencias peptidicas contenian epitopes B, se determiné si existia
diferencia en el reconocimiento de los péptidos por parte de los sueros de personas que, segun la
prueba de QuantiFERON, han estado expuestas a Mtb de las personas que no. Los resultados de
la ELISA revelaron que los donantes que no han estado en contacto con Mtb, es decir los donantes
QuantiFERON negativo, poseen anticuerpos especificos contra los péptidos analizados, sin
embargo se debe considerar que la prueba de QuantiFERON mide la respuesta celular frente a
antigenos exclusivos del complejo MTB, que no necesariamente tiene una relacion estrecha con la

respuesta inmune humoral evaluada en la ELISA 887,

Respeto a lo anterior, es relevante destacar que existen especies de micobacterias ambientales
como M. kansasii, M. marinum, M. ulcerans, M. smegmatis, M. intracelullare, M. fortuitum y M.
szugai, que no hacen parte del Complejo MTB y se ha reportado que las proteinas de las cuales
se derivan los péptidos aqui estudiados, también se presentan en estas micobacterias > 7+ 8 10-17. 19
20,22 'nor lo tanto si los individuos QuantiFERON negativo seleccionados para el presente estudio,
estuvieron en contacto con estas micobacterias, probablemente se pudo generar reconocimiento
frente a los antigenos evaluados. Por otra parte, estos resultados son similares a los reportados por
Li Hetal® y Lu LL et al.®” donde personas negativas para la prueba de liberacion de IFN-y

reconocen antigenos de Mtb.

Es de resaltar que los dos grupos estudiados respondieron diferencialmente a los péptidos
evaluados, encontrandose el mayor reconocimiento para los individuos QuantiFERON positivo,
en 11 de los 24 péptidos evaluados, siendo el péptido 38373, con el cual se pudo evidenciar una
diferencia estadisticamente significativa entre los donantes QuantiFERON positivo y negativo, lo
anterior es un dato relevante, dado que dicho péptido podria ser un marcador para diferenciar
personas que han estado en contacto de las que no con Mtb, para esto es necesario rectificar el
comportamiento del péptido con una cohorte mas grande con respecto a la utilizada en el estudio.
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La técnica utilizada para aislar las 1gGs que reconocieron los péptidos 31025, 31039, 30987,
37964, 37765, 31107, 37780, 16300 y 38373, fue adecuada ya que en el Dot blot se evidencié que
los anticuerpos mantuvieron la funcionalidad en su fraccion Fab, debido a que hubo
reconocimiento antigénico del lisado y los péptidos, y asi mismo en la region Fc, dado que las
inmunoglobulinas anti-human acopladas a peroxidasa utilizadas en el inmunoensayo, reconocieron
esta region del anticuerpo. Por otra parte, tras la cuantificacion de las IgGs, se encontrd una
cantidad apreciable de inmunoglobulinas péptido-especificas correspondiente al 6.7% de 1gG
total, lo cual da cuenta de la exposicion del donante a micobacterias como se habia mencionado
anteriormente, en tanto que esta inmunoglobulina es un marcador de memoria frente a la

exposicion previa de antigenos 887,

Igualmente se aislaron neutréfilos de sangre periférica optimizando la metodologia de Béyum 76,
aunque algunos autores usan el DEXTRAN para el aislamiento de los PMN, en el presente trabajo
se aislaron los neutrdfilos como lo describe Andersson et al.””, en donde omite el uso del reactivo,
siendo esto una ventaja para aislar los PMN en menos tiempo, adicionalmente se disminuye el
estrés celular, ya que durante el procedimiento los neutréfilos pueden inducirse a apoptosis; de
este modo se obtuvieron células con un porcentaje de viabilidad y pureza similar a los descritos

por otros autores 39677,

En este sentido la metodologia utilizada para evaluar la apoptosis por morfologia celular también
ha sido usada por Perskvist N et al. ’°, estos autores compararon la apoptosis obtenida por conteo
manual con la apoptosis evaluada por Anexina V, siendo estos resultados muy semejantes. En el
presente trabajo la apoptosis fue evaluada por conteo manual, los datos revelaron que la apoptosis
en los neutréfilos infectados con Mtb H37Rv, podria ser mediada por anticuerpos péptido-
especificos, que reconocian antigenos presentes en la envoltura de la micobacteria. Al infectar los
PMN con una cepa virulenta de Mtb, la apoptosis se redujo en comparacién con la basal
correspondiente a células sin infectar, por lo tanto lo anterior puede ser relacionado a las
investigaciones realizadas por varios autores, que han evidenciado que neutrofilos infectados con

Mtb pueden morir por necrosis y NETs 293138,

Al opsonizar la micobacteria con las 1gGs purificadas, el porcentaje de apoptosis aumento con las
inmunoglobuinas G que reconocen el lisado de Mtb H37Rv y a los péptidos 37964, 37765y 38373,

estos podrian ser considerados para posteriores estudios, que permitan generar una respuesta
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inmune protectiva basada en la produccion de anticuerpos contra estos peptidos. Por el contrario,
la opsonofagocitosis con los anticuerpos 31025 y 31039 los cuales disminuyeron
significativamente el porcentaje de apoptosis conlleva a evaluar si las IgG podrian mediar otro tipo
de muerte en los neutr6filos como lo ha descrito Aleyd et al. *° con la IgA, que induce la liberacion
de NETs.

Los resultados obtenidos con las inmunoglobulinas Ac16300, Ac30987, Ac38373 y Ac37765
confirman lo descrito por diferentes autores que han demostrado que al opsonizar Mtb con suero,
la fagocitosis aumenta en los PMN, siendo esto importante para generar una respuesta inmune
protectiva 3 3, Por el contrario, se evidencié un efecto distinto con las IgGs que reconocen los
péptidos 31025 y 31039 que disminuyeron el porcentaje de fagocitosis, este comportamiento
también ha sido descrito por Zimmermann et al 8, quienes utilizaron anticuerpos monoclonales
IgA, en este mismo estudio se describid que la fagocitosis puede ser dependiente de isotipos,
ademas que la funcidn protectiva que generan los anticuerpos, puede depender del antigeno al que
van dirigidos y del tipo de célula hospedera, por lo cual se sugiere para este trabajo, evaluar qué
funcion efectora puedan presentar las inmunoglobulinas que fueron aisladas, aumentando la
cohorte de donantes para determinar si estos anticuerpos dirigidos a los péptidos 31025 y 31039

podrian tener funcion neutralizante.

Finalmente, cabe resaltar que la estandarizacion del procedimiento para evaluar la apoptosis en
neutréfilos mediada por anticuerpos péptido-especificos, consignado en el presente, permitira
evaluar una posible respuesta protectiva en futuros antigenos peptidicos propuestos por la FIDIC
como candidatos para hacer parte del disefio de una vacuna sintética contra tuberculosis,
considerando que los neutrofilos durante el desarrollo de la respuesta inmune innata contribuyen
mediante la apoptosis celular a la resolucién de la infeccion evitando el dafio tisular, asi mismo
también ayudan a generar una respuesta inmune adaptativa, ya que los cuerpos apoptoticos que
contienen antigenos micobacterianos son reconocidos por macréfagos, lo cual favorecen en la

eliminacion de la micobacteria.
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9. Conclusiones

Los 24 péptidos pertenecientes a 15 proteinas de la envoltura de Mth presentaron epitopes

B y fueron reconocidos tanto por donantes QuantiFERON negativos como positivos.

Los sueros de los donantes QuantiFERON positivos tuvieron mayor reconocimiento por la
mayoria de los péptidos analizados en comparacion con los donantes negativos. De manera
particular, el péptido 38373 de la proteina Rv3494c presento diferencias estadisticamente

significativas entre los donantes QuantiFERON positivos y negativos.

La técnica utilizada para aislar 1gG de sangre periférica pudo mantener la funcionalidad de
las fracciones Fab y Fc de las inmunoglobulinas, la cual fue evidenciada a través del Dot

blot realizado posterior al aislamiento de los anticuerpos.

Las IgGs que reconocen el lisado de Mtb H37Rv y los péptidos 37964, 37765, 31107,
16300 y 38373, podrian conducir a la apoptosis de neutrdfilos infectados con Mtb
opsonizada, de forma que dichos péptidos podrian contribuir de alguna forma a generar

una respuesta inmune protectiva.
La estandarizacién que se llevo a cabo para obtener los anteriores resultados, permitiran

evaluar los futuros candidatos peptidicos que se obtengan en la FIDIC para el disefio de

una vacuna contra tuberculosis
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10. Recomendaciones

e Considerar el uso de la Anexina V, dado gque esta metodologia alterna confirma los datos

obtenidos de la apoptosis por conteo manual.

e Aumentar el nimero de individuos con el fin de determinar el comportamiento de los
anticuerpos que modularon la apoptosis en los neutréfilos, igualmente, se podria considerar
evaluar si estas inmunoglobulinas poseen isotipos especificos que ayudan a generar esta

muerte celular.

e Realizar co-cultivos con macrofagos para evaluar si la apoptosis en neutrofilos promueve

la presentacion antigénica protectiva contra la TB.
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12. Anexos
Plantilla de consentimientos informados (Version 01 de Noviembre 13 de 2018)

CONSENTIMIENTO INFORMADO
No.
Fundacién Instituto de Inmunologia de Colombia, FIDIC

“Evaluacion in vitro de antigenos candidatos a vacuna contra tuberculosis”

Es importante que lea y entienda ciertos puntos importantes en la realizacion de este estudio:

a.  Laparticipacion en este estudio es totalmente voluntaria.

b.  La naturaleza de esta investigacion, su propésito, sus limitaciones, sus riesgos, sus inconvenientes, incomodidades y cualquier informacién
pertinente al resultado de este, le sera explicada por el equipo de atencion clinica.

c.  Si tiene algun interrogante sobre el estudio por favor no dude en manifestarlo a alguno de los investigadores, quien con mucho gusto, le
contestara sus preguntas

d. CONFIDENCIALIDAD: Los resultados de exdamenes y la informacion que Usted nos ha dado son de carécter absolutamente confidencial y
para propésitos exclusivos de investigacion cientifica, de manera que solamente Usted y el equipo de investigacion tendra acceso a estos
datos. Los resultados de éste estudio ingresaran a la base de datos y seran confidenciales. Si la informacién derivada del estudio se publica o
presenta en reuniones cientificas, no se usara su nombre ni ningun otro tipo de informacién personal, en su lugar se utilizara codigos.

e.  De acuerdo con lo establecido en la resolucion 008430 de 1993 (“Normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en
salud”), este estudio puede ser clasificado como una “Investigacion con riesgo minimo” y se cumplira con las normas establecidas por el
Ministerio de proteccion social colombiano.

f.  Elestudio sigue los lineamientos juridicos y éticos contemplados en la declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial (“Principios
éticos para la investigacion que involucra sujetos humanos™).

INFORMACION AL PACIENTE
Justificacion y objetivos de la investigacion

La tuberculosis es una enfermedad causada por la bacteria Ilamada Mycobacterium tuberculosis. Esta enfermedad sigue siendo uno de los mayores
problemas de salud publica en el mundo, causando aproximadamente dos millones de muertes anualmente. Aunque la enfermedad puede curarse
mediante un tratamiento con antibidticos, existen varios problemas que han evitado el control eficiente de la enfermedad, como son: la falta de un
diagnéstico oportuno principalmente en las poblaciones mas pobres donde la tuberculosis es mas frecuente, abandono del tratamiento debido a su
larga duracidn, y el surgimiento de cepas de bacterias resistentes a los medicamentos. La Unica vacuna que existe actualmente, solo protege a una
parte de la poblacion y en un lapso de tiempo entre 10 y 20 afios, por lo cual se hace necesario desarrollar nuevas vacunas y métodos de diagndstico
que sean mas rapidos y eficientes y que ayuden a disminuir la aparicion de nuevos casos de tuberculosis.

El objetivo de este proyecto es determinar si su sistema de defensa, o inmune, reconoce partes de la bacteria que produce la tuberculosis para que
después se puedan usar esas partes en el desarrollo de una vacuna contra la enfermedad.

Procedimiento

Si usted es mayor de 18 afios y esta de acuerdo en participar en este estudio, se le solicitara la donacion de 53 mL de sangre de la vena de su brazo.
La sangre serd tomada por personal de la salud especializado, a partir de una Gnica toma.

Una vez obtenida la muestra de sangre en 5 tubos heparinizados de 10mL y tres tubos especiales para la prueba del quantiFERON (1 mL por tubo),
ésta sera procesada por personal del laboratorio de investigaciones con el fin de alcanzar los propésitos antes descritos.

Molestias o Riesgos

Los riesgos que existen al aceptar participar en este estudio son minimos, pues solo son causados por la toma de la muestra de sangre. Producto de
la toma de la muestra de sangre se puede presentar dolor o enrojecimiento en el area de la veno-puncidn, y ocasionalmente algunas personas pueden
presentar sensacion de mareo del cual la persona se recuperara rapidamente con algo de reposo. La toma de la muestra se hara bajo condiciones de
estricta limpieza para evitar el riesgo de infeccion.

Beneficios

Su participacion en este estudio no serd objeto de remuneracion alguna ni tiene ningin costo para usted. Su participacion en este estudio es una
contribucion al desarrollo del conocimiento de posible utilidad en el desarrollo de una vacuna contra la tuberculosis.

Se le dara por escrito el resultado de la prueba del quantiFERON®. Recuerde una prueba positiva no significa que necesariamente tenga
tuberculosis, sin embargo es una informacion valiosa para su médico tratante.
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DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Recibi una copia de cada una de las cuatro paginas de este formulario. Las he leido (o0 me fueron leidas), he entendido la informacién y me han
respondido claramente las preguntas e inquietudes acerca de los asuntos relacionados con la investigacion. Ademas, mi participacion en este estudio
es totalmente voluntaria y tengo el derecho de abandonarlo en cualquier momento y por cualquier razén, sin que esta decision afecte mi atencion
medica futura en esta institucion.

Por lo anterior estando en pleno uso de mis facultades acepto participar voluntariamente en este estudio y autorizo la toma de 53mL de sangre
firmando este documento:

Sl NO

Apellidos Nombres

Firma Documento de identidad
C.C. Tel:

Testigos:

HE LEIDO CON EXACTITUD, O HE SIDO TESTIGO DE LA LECTURA EXACTA DEL DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO
INFORMADO PARA EL PARTICIPANTE Y EL INDIVIDUO HA TENIDO LA OPORTUNIDAD DE HACER PREGUNTAS. CONFIRMO
QUE EL INDIVIDUO HA DADO CONSENTIMIENTO LIBREMENTE.

Apellidos y Nombres Firma del Testigo 1
C.C. Direccion:
Teléfono:

Relacion con el Paciente:

Apellidos y Nombres Firma del Testigo 2
C.C. Direccion:
Teléfono:

Relacion con el Paciente:

Firma del Investigador que administra el consentimiento

Bogota, DC, dia , del mes de , del afio

Si tiene cualquier pregunta acerca de este estudio puede comunicarse con la Dra Marisol Ocampo en Bogota al teléfono 3244672 extension 137.
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