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RESUMEN

La tuberculosis sigue siendo una enfermedad de alto impacto en salud pablica, se considera
que un tercio de la poblacion mundial se encuentra infectada con Mycobacterium
tuberculosis, bacilo transmitido por via aérea al inhalar aerosoles de individuos con la
enfermedad activa. A pesar de los grandes esfuerzos por desarrollar mejores métodos de
prevencion, diagnostico, profilaxis y tratamiento de la tuberculosis, hasta ahora no se cuenta
con una solucién eficiente frente a esta enfermedad. Ademas, actualmente la Gnica medida
preventiva contra la tuberculosis es la vacuna obtenida de Mycobacterium bovis BCG de

eficacia variable que no confiere proteccion en adultos contra tuberculosis pulmonar.

Es asi como en la Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia, FIDIC, se ha propuesto
una novedosa metodologia en el disefio de vacunas sintéticas contra diferentes organismos
patogenos, dentro de los cuales se encuentra Mycobacterium tuberculosis. Esta propuesta se
basa en la identificacion de secuencias peptidicas derivadas de proteinas de superficie de
Mycobacterium tuberculosis que puedan estar involucradas en interacciones hospedero-
patdgeno importantes para la infeccion de células blanco. Se ha determinado que estas
secuencias no son inmunogénicas, es decir, que no son reconocidas por el sistema inmune
del hospedero humano. Por esta razén, dichos péptidos deben ser modificados en su
secuencia para producir cambios estructurales que permitan una mejor presentacion a
moléculas del sistema inmune y la posterior generacion de una respuesta eficiente contra el

patogeno.

Hasta ahora, esta aproximacién ha sido aplicada al estudio de diversas proteinas de superficie
de Mycobacterium tuberculosis H37Rv encontrando un pool de péptidos derivados de éstas
que pueden ser considerados como posibles candidatos en el disefio de una vacuna sintética

contra tuberculosis. En este trabajo se realizaron ensayos in vitro que permitieron evaluar la



actividad protectiva de los péptidos, empleando la metodologia de cocultivo que mostré que
los esplenocitos obtenidos a partir de ratones inmunizados con los péptidos sintéticos 40400
y 40448 son capaces de controlar el crecimiento intracelular de Mycobacterium tuberculosis
H37Rv en macrofagos murinos infectados.

Se determiné la produccién de citoquinas relacionadas con la diferenciacion de linfocitos T
que indica la activacion de la respuesta inmune celular y el control de la infeccion in vitro;
ademas, la presencia de anticuerpos en los sueros de los ratones inmunizados con los

péptidos, que indica la activacidn de una respuesta inmune humoral

Palabras clave: tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, péptidos sintéticos, cocultivo,

antigenicidad, vacunas, respuesta inmune.



SUMMARY

Tuberculosis continues being a disease having a high impact on public health; it is considered
that a third of the world’s population is infected by Mycobacterium tuberculosis, a bacillus
which is transmitted by air when inhaling aerosol droplets from individuals having active
disease. Despite great efforts having been made at developing better tuberculosis prevention,
diagnosis, prophylaxis and treatment methods, no efficient solution to this disease has yet
been found. The only currently available preventative measure against tuberculosis is the
vaccine obtained from Mycobacterium bovis BCG; it has variable efficacy which does not

confer protection against pulmonary tuberculosis on adults.

The Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia (FIDIC) has thus proposed a novel
methodology for designing synthetic vaccines against different pathogenic organisms,
including Mycobacterium tuberculosis. This proposal is based on identifying peptide
sequences derived from Mycobacterium tuberculosis surface proteins which might be
involved in the host-pathogen interactions which are needed for target cell infection. It has
been determined that these sequences are not immunogenic (i.e. they are not recognised by a
human host’s immune system). Such peptides’ sequences must thus be modified to produce
structural changes enabling better molecule presentation to the immune system, subsequently

inducing an efficient response against the pathogen.

This approach has so far been applied to studying several Mycobacterium tuberculosis
H37Rv surface proteins; a pool of peptides derived from them has been found, representing
candidates when designing a synthetic anti-tuberculosis vaccine. In vitro tests were carried
out in this work which enabled such peptides’ protection-inducing activity to be evaluated;

this involved using co-culture methodology which showed that splenocytes obtained from



mice immunised with some of the synthetic peptides were able to control Mycobacterium

tuberculosis H37Rv intracellular growth in infected murine macrophages.

It was determined that the production of cytokines related to T-lymphocyte differentiation
indicated the activation of the cellular immune response and control of the infection in vitro.
The presence of antibodies in the sera of mice immunised with these peptides indicated the

activation of a humoral immune response.

KEYWORDS: tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, synthetic peptides, coculture,

antigenicity, vaccines, immune response.
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1.INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infectocontagiosa producida por micobacterias del
complejo Mycobacterium tuberculosis principalmente por el bacilo Mycobacterium
tuberculosis (Mtb), que con caracteristica acido- alcohol resistente, es transmitido por via

aérea al inhalar aerosoles contaminados con el bacilo tuberculoso.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) un tercio de la poblacién mundial ha sido
infectada con Mtb pero solo del 5 al 10% padecen la enfermedad y el 90% restante mantienen
el bacilo en un estado de latencia, dando lugar a la enfermedad asintomatica, la cual puede
ser reactivada afios después de la infeccion primaria por causa de la inmunosupresion del
hospedero por enfermedades como la desnutricidn, diabetes o el SIDA. La TB es la principal
causa de muerte en el mundo por una enfermedad infecciosa y uno de los mayores problemas
de salud puablica a nivel mundial el cual va en aumento por la aparicion de cepas

multiresistentes a farmacos (1).

Para el afio 2016, el nimero de casos nuevos de TB aumentd en todo el mundo, encontrando
la mayor parte de éstos en Bangladesh, en la Republica Popular Democratica de Corea, Kenia
y Filipinas, aunque han sido muchos los esfuerzos por erradicar dicha enfermedad, la TB

sigue estando posicionada en el nivel de epidemia mundial (1).

Actualmente la Gnica medida preventiva con licencia contra la TB es la vacuna obtenida de
Mycobacterium bovis BCG, que ha sido empleada durante décadas presentando alta
eficiencia en la proteccion contra la TB diseminada y meningitis asociada a TB infantil, sin

embargo, la proteccién contra la enfermedad pulmonar en adultos no es significativa, debido
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a que individuos que han sido vacunados y posteriormente infectados con la micobacteria
son susceptibles a presentar la enfermedad, una vez disminuye o se suprime la respuesta
inmune generada previamente por el antigeno de la vacuna BCG (2, 3). Por tanto, el
desarrollo de nuevas estrategias de inmunizacion y de vacunas que induzcan la respuesta
inmune frente a antigenos de Mtb para el control de dicha patologia han cautivado el interés
de la comunidad cientifica a nivel mundial; pero la dificultad para el disefio de dichas vacunas
ha sido la deficiente comprension de los mecanismos de proteccion inmune contra Mtb por
cuanto no son claras las multiples interacciones con el sistema inmunoldgico in vivo,
entendiendo que solamente la respuesta inmune mediada por células o una sola actividad

inmuno especifica no es suficiente para prevenir, controlar o tratar la infeccion por Mtb (4).

Teniendo en cuenta lo anterior y continuando con la aproximacién de la Fundacién Instituto
de Inmunologia de Colombia en la basqueda de antigenos para el disefio de una vacuna
sintética contra TB, este trabajo planteo la evaluacion in vitro del efecto protector de péptidos

sintéticos derivados de proteinas de superficie de Mtb, empleando un modelo murino.

18



2. FORMULACION DEL PROBLEMA

Segun la OMS para el afio 2016 el nimero de nuevos casos de TB multidrogoresistente ha
aumentado en todo el mundo, ademas, se reportan 10.4 millones de casos nuevos de TB
encontrando el mayor nimero de casos en Bangladesh, en la Republica Popular Democratica
de Corea, Kenia y Filipinas. Han sido muchos los esfuerzos por erradicar dicha enfermedad,
aun asi, la TB se ha categorizado como la novena causa de muerte a nivel mundial y la
primera causa de muerte por un agente infeccioso por encima de las ocasionadas por el VIH
(Virus de Inmunodeficiencia Humana) y sigue estando posicionada en el nivel de epidemia
mundial (1). Por otra parte, la Gnica vacuna con licencia contra tuberculosis actualmente es
la vacuna BCG derivada de Mycobacterium bovis -Bacillus Calmette-Guérin, siendo la Unica
permitida contra TB; solo es protectiva contra TB miliar y meningea en nifios, pues en adultos
es variable y no depende de un Unico factor. Existen multiples variables que interfieren en la
respuesta protectiva como: el tiempo, la via de administracion de la vacuna, la exposicion a

micobacterias ambientales y el ambiente entre otros (5-9).

Por esta razén la Fundacién Instituto de Inmunologia de Colombia, FIDIC, basada en los
resultados obtenidos en el disefio de una vacuna sintética contra la malaria, ha propuesto el
disefio de una vacuna fundamentada en el uso de péptidos multiepitope contra tuberculosis.
Es asi como se han caracterizado y sintetizado diversos pooles de péptidos derivados de
proteinas de superficie de Mtb teniendo como base la busqueda de antigenos funcionalmente

importantes en la interaccion hospedero-patdgeno (10).
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Con el fin de dar continuidad a los procesos de investigacion en cuanto al desarrollo de
vacunas contra TB y teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, se plantea en el presente
proyecto la sintesis y posterior evaluacion in vitro del efecto protector de péptidos sintéticos

en un modelo murino.

Por tanto, la pregunta de investigacion es ¢los péptidos sintéticos, candidatos a vacuna
generan una respuesta inmune protectora frente a la infecciobn por Mycobacterium

tuberculosis H37Rv en un modelo murino in vitro?
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3. HIPOTESIS

El desarrollo de un modelo in vitro permitird evaluar la actividad inmune protectora de
candidatos vacunales (péptidos sintéticos derivados de las proteinas de superficie de Mtb
H37Rv Rv0180c, Rv0227c, Rv0679c, Rv1268c, Rvl41lc, Rv1490, Rv191ic, Rv1980c,
Rv2004c, Rv2270, Rv2301c, Rv2560, Rv2707, Rv3166¢c, Rv3494c y Rv3629) contra
tuberculosis, mediante la evaluacion del control de crecimiento y proliferacion intracelular

de Mtb en macrofagos y la secrecion de citoquinas.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Evaluar la respuesta inmune protectiva de péptidos sintéticos derivados de proteinas
de superficie de Mycobacterium tuberculosis H37Rv como posibles candidatos a

vacuna en un modelo murino frente a la infeccion por Mycobacterium tuberculosis.

4.2  Objetivos Especificos

e ldentificar las secuencias de epitopes T de las proteinas de superficie de
Mycobacterium tuberculosis H37Rv: Rv0180c, Rv0227c, Rv0679c, Rv1268c,
Rv1411c, Rv1490, Rv191lc, Rv1980c, Rv2004c, Rv2270, Rv2301lc, Rv2560,
Rv2707, Rv3166¢, Rv3494c y Rv3629 consideradas como posibles candidatos en la

interaccion hospedero-micobacteria.

e Determinar la respuesta inmune generada por péptidos sintéticos derivados de las

proteinas de superficie de Mycobacterium tuberculosis H37Rv en un ensayo in vitro.

e Evaluar la capacidad protectiva de péptidos sintéticos en el modelo murino in vitro.
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5. ESTADO DEL ARTE

5. 1 Epidemiologia de la tuberculosis

Las Naciones Unidas, en el marco de los Objetivos de Desarrollo Sostenible, estipulan que
para el afio 2030 se debe dar fin a la epidemia mundial de tuberculosis, la cual presenté el

mayor pico en el afio 2007; a esta propuesta se suma la OMS.

Consecuentemente la OMS en el informe anual entregado en el 2017, refiere que dicha
situacion epidemiologica de TB tiene una incidencia mayor en la poblacion mundial de lo
que ya se habia calculado; para el afio 2016 se estimaron 10.4 millones de nuevos casos de
TB en todo el mundo, equivalente a 140 pacientes por cada 100.000 habitantes, donde la
mayor incidencia se presenta en Bangladesh, la Republica Popular Democrética de Corea,

Kenia, Filipinas India, Indonesia, China, y Pakistan (1).

Se calculd, para el afio 2016, que el 10% de las personas infectadas desarrollaron la
enfermedad, sin embargo, el niUmero de muertes a causa de esta enfermedad, en el mismo
afio fue de 1,3 millones de personas VIH negativas, mas 374.000 muertes por co-infeccion
tuberculosis — VIH, por tanto, en el periodo comprendido entre el afio 2000 y 2016 se

calcularon 44 millones de muertes de pacientes con tuberculosis VIH negativos y
23



adicionalmente 9 millones de muertes de pacientes con tuberculosis y VIH; presentando una
disminucion de la tasa de mortalidad anual del 3% entre los afios 2000 y 2016; aun asi la TB
sigue estando posicionada entre una de las principales 10 causas de muerte en todo el mundo

y como la principal causa de muerte por un agente infeccioso (1).

Por otra parte, en el afo 2016, se presentaron 490.000 nuevos casos de TB
multidrogorresistentes (MDR-TB) y 110.000 (RR-TB). En el mismo afio, del total de las
personas diagnosticadas con TB el 10% fueron VIH positivo (1).

En contraste, el continente europeo ha presentado el mayor y mas rapido porcentaje de
disminucion de la enfermedad, superando el 4% anual estimado por las Naciones Unidas en
conjunto con la OMS y en los paises como Etiopia, Rusia, Tanzania, Vietnam y Zimbaue de
la region del pacifico occidental, superan ain mas ese porcentaje, alcanzando un rango entre

el 4.6 y el 6% en la disminucion de la incidencia de la TB (1).

5.2 Mycobacterium tuberculosis

Bacteria perteneciente al complejo Mtb conformado por: M tuberculosis (Mtb), el agente
etiologico de TB en humanos; M. africanum y M. canetii que estan asociados a TB en algunos
humanos del occidente africano; por otra parte M, bovis, M. caprae, M. pinnipedii, M. orgys
y M. mungi causan TB en mamiferos y M. microti en camparioles, sin embargo, la especie

con un rol predominante en la patologia en humanos es M. tuberculosis (11).

Mtb es un microorganismo acido- alcohol resistente el cual no forma esporas y carece de
flagelo, es un bacilo irregular delgado con un tamafio aproximado de 1,5 a 4 um de largo y
0,3 a 0,5 um de ancho dependiente de la fase de crecimiento. Por otra parte, en bacterias del
género Mycobacterium, los nutrientes son absorbidos por difusién pasiva pasando por

barreras permeables y posteriormente son trasladados a través de la membrana citoplasmatica
24



por transporte activo; por tanto en un medio con altas concentraciones de nutrientes se
aumentara la velocidad de difusion y la micobacteria alcanzara la tasa de crecimiento en un

menor tiempo (12, 13).

Las micobacterias son metabolicamente flexibles, siendo Mtb una bacteria prototréfica es
capaz de adaptarse a condiciones cambiantes extremas como la privacion de nutrientes,
diversas concentraciones de oxigeno hasta condiciones de hipoxia y entornos

intrafagosdmicos, lo que le confiere gran éxito a su proceso de infeccién y patogenicidad.

Mtb es una micobacteria de crecimiento lento con un tiempo de replicacion de 12 a 24 horas
en condiciones adecuadas. En el cultivo in vitro se emplea glicerol como fuente de carbono,
iones de amonio y asparagina como fuente de nitrogeno y micronutrientes, otro componente
clave para el desarrollo del bacilo es la albimina, habitualmente incorporada en los medios

de cultivo con el agregado de ovoalbumina o seroalbimina bovina (14).

La pared celular de la micobacteria es una barrera cuya permeabilidad resulta de gran eficacia
para la proteccion de la misma, proporcionandole a la micobacteria las caracteristicas de

virulencia, patogenicidad y resistencia a muchos farmacos (13).

Mediante técnicas de biologia estructural, como la tomografia crioelectrénica, que hace parte
de la microscopia electronica de transmision, que preserva la organizacion de la pared celular
evitando la deshidratacion de la muestra, se ha demostrado que las micobacterias poseen una
membrana externa, funcionalmente similar a la observada en las bacterias Gram negativas,
que consiste en una bicapa lipidica asimétrica compuesta de acidos grasos largos organizados
espacialmente en varias capas delgadas (acidos micolicos) y componentes cerosos en la capa
externa. La membrana externa e interna (Figura 1) forman un espacio periplasmico, con la
presencia de una capa delgada de peptidoglicano en el lado mas interno unido covalentemente
a arabinogalactano y lipoarabinomanano que a su vez estan unidos a acidos micolicos (11).
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Figura 1. Esquema general de la envoltura micobacteriana. Adaptado de Kieser and Rubin (15).

5.3 Proteinas de superficie de Mtb H37Rv

El estudio del genoma de Mtb H37Rv ha permitido caracterizar proteinas de superficie de

Mtb, funcionalmente importantes en la interaccion hospedero — patdgeno (16-29). Algunas
de estas proteinas son:
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Tabla 1. Proteinas de superficie de Mtb H37Rv

Proteina

Descripcion

Rv0180c

Ubicada en la membrana celular de Mtb (16), se ha descrito como una
proteina transmembranal de funcién desconocida que comparte una alta
similitud con proteinas conservadas y proteinas transmembranales de

diferentes especies de micobacterias (30).

Rv0227c

Est4 localizada en la superficie de Mtb (17), el gen que codifica a esta
proteina es conservado entre diferentes especies micobacterianas,
compartiendo un alto grado de identidad entre estas (31).

Se ha demostrado que péptidos sintéticos de la proteina Rv0227c¢ son
capaces de inhibir la entrada de Mtb a células blanco de infeccion,
presentando una alta capacidad de unidn especifica (y denominados
HABPs, High Activity Binding Peptides) a las lineas celulares epiteliales
alveolares A549 y macréfagos derivados de monocitos U937 (17).

Rv0679c

Se ha predicho como una lipoproteina de la membrana externa y se ha
encontrado en la superficie celular de Mtb, con un peso molecular de 16,6
kDa; péptidos de esta proteina inhiben la entrada de bacilos vivos en lineas
celulares epiteliales y macrofagos in vitro, sugiriendo un papel importante
de esta proteina en el proceso de entrada de la micobacteria a la célula
hospedera (18, 32).

Rv1268c

Es una proteina de superficie de la membrana externa de Mtb, tiene un
tamafo de 232 aa, con un peso molecular de 23,97 kDa; de esta proteina, se
han determinado HABPs implicados en la union e invasion de células

epiteliales y de tipo macréfago (19).

Rv1411ic

LprG es una lipoproteina de la pared celular de Mtb, con un peso molecular
de 24 kDa. Se ha mostrado que la exposicion prolongada de macréfagos
humanos a esta proteina inhibe el procesamiento del antigeno en el MHC-
I1 (26). Por otro lado, se ha descrito que esta proteina sirve como vehiculo
de glicolipidos, permitiendo el trafico de éstos, los cuales, desempefian un
papel importante en la fisiologia de la bacteria y las interacciones

hospedero-patdgeno (31).
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Rv1490

Esté localizada en la superficie micobacteriana, el tamafio de esta proteina
es de 435 amino&cidos, con un peso molecular de 48,15 kD; se ha descrito
la participacion de esta proteina en la entrada de la célula hospedera, lo que

podria contribuir a la patogenicidad del bacilo (20).

Rv191ic

Es una lipoproteina de la region més externa de superficie de la Mtb, de esta
proteina no se tiene informacion respecto a su funcion, solo se infiere que
respecto a su localizacion puede estar implicada en la interaccion con

células blanco de infeccion (28).

Rv1980c

Tiene un peso molecular de 24 kDa, esté localizada en la superficie de Mtb
(21) y se encuentra entre las principales proteinas secretadas, siendo
importante para la activacion del sistema inmune (29).

Rv2004c

Tiene un tamafio de 54 kDa y se encuentra localizada en la superficie
micobacteriana. Mediante el uso de péptidos sintéticos, se demostro el papel
crucial de esta proteina en la interaccion de la célula hospedera con la

micobacteria (22).

Rv2560c

Es una proteina transmembranal rica en prolina y glicina, con una masa
molecular de 33,1 kDa, implicada en la invasion micobacteriana a las

células hospederas (24).

Rv3166¢

Es una proteina transmembranal compuesta por 319 aminoacidos con un
peso molecular de 33,4 kDa, se describe como una proteina hipotéticamente
conservada. Se ha reportado el alto porcentaje de identidad de Rv3166¢ con
otras proteinas de especies patdgenas diferentes a Mtb, lo que sugiere su

posible participacion en la virulencia e infeccion (33).

Rv3494c

También conocida como Mce4F es una proteina que pertenece la familia de
MCE (mammalian cell entry), se ha identificado en el genoma de este
microorganismo como una proteina de la membrana externa que es
secretada al exterior de la micobacteria y que cumple funciones importantes
dentro de la patogénesis, se ha sugerido que esta proteina juega un papel
importante en la entrada y supervivencia del patégeno dentro de una célula
huésped (23).
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5.4 Respuesta inmune a la infeccion por Mtb

5.4.1 Respuesta inmune celular frente a la infeccidn por un patégeno
intracelular

El sistema inmune de los mamiferos es de gran complejidad, las diversas células del sistema
inmunitario estan en la capacidad de detectar cambios en el ambiente extracelular a través de
los receptores de la envoltura celular; algunos de estos receptores transmembranales se
componen de varios complejos proteicos que son estimulados y activados por las
proteinquinasas, proteinas con actividad enzimatica que catalizan el proceso reversible de la
fosforilacion de proteinas en el cual se permite la fijacion covalente de un grupo fosfato a
una proteina. Este proceso ocurre cuando un ligando; en este caso un antigeno se une a la
parte extracelular del receptor activando a dichas enzimas que transmitiran la sefial al

fosforilar la proteina y activar otras moléculas emisoras de sefiales dentro de la célula.

Otra clase de receptores importantes, cuya funcién incide en la actividad de linfocitos
maduros, son aquellos que carecen de auto- actividad intrinseca; sin embargo, las colas
citoplasmaticas se asocian de forma no covalente con tirosinas citoplasmaticas que activan
el receptor y generan la sefial intracelular. Aun asi la funcion de las proteinquinasas no esta
limitada a la activacion de los receptores sino que a menudo contribuyen con la activacion
de diferentes etapas en la complejidad de la maquinaria celular, empero su actividad
primordial como se menciond anteriormente es el proceso de fosforilacion y desfosforilacion
debido a que estos procesos contribuyen a la regulacion de la actividad de muchos factores

de transcripcidn, de enzimas y otras proteinas (34).

Células del sistema inmunitario tales como los linfocitos T virgenes que se localizan
inicialmente en los drganos linfaticos secundarios tales como el timo y los ganglios linfaticos,
son capaces de detectar variaciones en su ambiente extracelular. Estos linfocitos T entran en

contacto con el antigeno al ser presentado a través del complejo mayor de
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histocompatibilidad (MHC) de la clase | para activacion de células T CD8 o clase Il para
celulas T CD4, por células dendriticas o macr6fagos que previamente han fagocitado y
procesado al antigeno.

Los linfocitos T y B experimentan complicados procesos de diferenciacion siendo sensibles
al ambiente extracelular, por ejemplo los linfocitos T CD4+ al percibir un estimulo de un
antigeno y/o diversos patrones de citoquinas y quimoquinas sufren un proceso de
diferenciacion del linaje hacia Thl, Th2 o Th17 (35, 36).

Las células T son inducidas a diferenciacion tras la activacion de los receptores de células T
(TCR) (36). Estos TCR son moléculas de reconocimiento de antigenos presentes en la
superficie de células T, mas especificamente proteinas de unién a membrana cuya funcion es
emitir sefiales intracelulares para la activacion de la maquinaria celular, los cuales a
diferencia de los receptores de los linfocitos B no se unen de forma directa a un antigeno,
sino que reconocen péptidos antigénicos que forman un complejo con glicoproteinas
polimdrficas codificadas en la agrupacion de genes conocidas como el complejo mayor de

histocompatibilidad (MHC) de la célula que le esté presentando dicho antigeno (34).

Entonces los linfocitos T son susceptibles al ambiente extracelular mediante la interaccion
con otras células, con los antigenos presentados, las quimoquinas y citoquinas presentes en
este microambiente. Cuando se activa un linfocito T virgen en presencia de un perfil de
citoquinas como IL-6, IL-21, IL-12, IL-23 e interferon gama (IFN y) se inicia la ruta de
sefalizacién de STAT 3. Una vez es fosforilado STAT 3 (PSTAT3) se une a las regiones
promotoras activando la transcripcion de los genes que codifican los reguladores maestros
de los factores transcripcionales de la polarizacion Th1l7. A su vez PSTATS3 induce la
expresion de HIFla que inhibe FoxP3 mientras que IL-1 activa p38, una cinasa (MAPK)
asociada a un mitogeno (promueve la proliferacién celular) que activa la via Akt/ mTOR
promoviendo la diferenciacién Th17, dicha regulacion se inhibe en presencia de la 1L-23 que
activa a STAT 4 pero este mismo perfil promueve la polarizacién hacia el perfil Th2 que

junto con la IL-4 activan a STAT 6 y GATAS para el mismo fin (Figura 2).
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Figura 2. Representacién esquematica de la sefializacion y regulacién transcripcional de la polarizacion de
Linfocitos Th17. Receptor del factor de crecimiento transformante beta 1 (TGFp-1); hidrocarburo de arilo
(AHC); 6-Formylindolo(3,2-b) carbazole (FICZ); Receptor de células T (TCR); Interluquina (IL); Factor de
hipoxia inducible (HIF); Receptor de interferén gamma (IFNyR) acido retinoico (RA). Tomado de Muranski

and Restifo (36)

Por otra parte IL-12 e INFy estimulan a STAT4 el cual se fosforila y se transloca al ndcleo

de la célula activando el factor transcripcional maestro T-bet en la polarizacién del linaje
Thl (Figura 2, 3) (37, 38).
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Figura 3. Factores de transcripcion que influyen en la diferenciacién TH. Tomado de Leung S. et al.
Células presentadoras de antigeno (APC); Antigeno (Ag); Complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC); Receptor de células T (TCR); Interluquina (IL); Receptor del factor de crecimiento transformante
beta 1 (TGFp-1); receptor huérfano gamma (RORy) Linfocitos T helper (Th); Linfocitos T reguladores
(Treg); Interferén gamma (IFNy); factor de necrosis tumoral alfa (TNFa); (37)

5.4.2 Respuesta inmune innata contra Mtb.

e Proceso de infeccién tuberculosa.

La transmision de TB entre individuos ocurre a través de aerosoles de bacilos infecciosos; en
algunos casos, la infeccion se convierte directamente en TB activa; junto con la reactivacion
y la reinfeccion dando lugar a la notificacion de aproximadamente 10.4 millones de nuevos
casos de TB anualmente. Tras la inhalacion de las microgotas de saliva, el patégeno alcanza
las vias respiratorias y es fagocitado por los macréfagos alveolares (Figura 4). La célula
hospedera infectada induce una respuesta proinflamatoria localizada que atrae a las células
mononucleares y los linfocitos T para formar un granuloma, la reaccion tisular caracteristica
de la TB. Los individuos sanos pueden controlar el patdgeno en esta etapa, pero permanecen
latentemente infectados y por lo tanto en riesgo de reactivaciéon durante toda la vida. La

maduracion del granuloma (s6lido, necrotico, caseoso) ocurre a diferentes velocidades y
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suele culminar en la coexistencia de todas las formas de lesion durante la TB activa. Como
se observa en la figura 4, el granuloma caseoso pierde solidez debido a la desintegracion de
su centro en una acumulacion sin estructura de residuos de células hospedadoras, en el caso
de Mtb crece a un alto nimero, se libera en las vias respiratorias y se expulsa como aerosol

contagioso (39).
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Figura 4. Esquema de Transmision y patologia de la tuberculosis. Adaptado de Gengenbacher and
Kaufmann. (39)

5.4.3 Respuesta inmune ante la infeccion por Mtb

La respuesta inmune innata y la respuesta inmune adaptativa estdn implicadas en todo
proceso infeccioso, incluyendo el generado por Mth. Por un lado, la respuesta inmune innata

proporciona la primera linea de defensa contra patdgenos microbianos y no es especifica de
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un patogeno particular a diferencia de la respuesta inmune adaptativa, la cual, es estimulada
por la exposicion a los organismos infecciosos; su magnitud y capacidad de respuesta crece
con las exposiciones sucesivas al mismo antigeno. Por otro lado, la inmunidad innata,
depende de un grupo de proteinas y células fagociticas que reconocen las caracteristicas
conservadas de los patdgenos y se activan rapidamente para ayudar a destruir a los agentes
invasores (40).

En la respuesta inmune innata frente a una infeccién por Mtb se encuentra en primer lugar la
mucosa respiratoria, la cual proporciona la primera barrera de defensa contra Mtb; esta es
activada una vez los aerosoles de bacilos infecciosos inhalados pasan a través de éstas hasta
llegar a los alveolos en el pulmon (Fig. 5A); alli las células epiteliales (Airway Epithelial
Cells - AECs) forman una barrera que previene la invasion por Mtb (41). Por otro lado, las
AECs reconocen patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPSs), los cuales
desencadenan una cascada de sefializacion intracelular en el macrofago alveolar (MA)
incluyendo la fagocitosis, la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias como el factor de
necrosis tumoral alfa (TNFa). Los receptores de reconocimiento de patrones (PRRS),
permiten al macrdfago identificar la micobacteria, detectar componentes bioquimicos de la
pared de la Mtb tales como lipoarabinomananomanosilado (ManLam), dimicolato de

trehalosa y dipéptido N-glicolimuramilo (41, 42).

En segundo lugar, estan los alveolos pulmonares (Figuras 5B y 5C), estos, estan recubiertos
por células epiteliales tipo I, las cuales participan en la formacidn de las paredes del alveolo
e implicadas en el intercambio gaseoso. Otras de las células que recubren los alveolos son
las células de tipo I, algunas células inmunitarias como los macrofagos alveolares (MAS) y
neutrofilos (42).
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Figura 5. Barreras innatas que responden a Mtb en las vias aéreas respiratorias. Tomado de Lerner, et al. (42)

En tercer lugar, estan las células dendriticas (CDs), caracterizadas por el reconocimiento

inicial de Mtb, tienen una amplia gama de receptores que detectan los PAMPs

respectivamente de Mtb y son considerados como fagocitos altamente eficientes (43). Una

vez las CDs reconocen a Mth, maduran en los alvéolos y presentan antigenos a las células T

a través del CMH de clase | y clase Il (42).
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En cuarto lugar, se encuentran los neutrofilos, éstos actian como fagocitos no especificos de
primera linea y se caracterizan por la secrecion de proteinas y péptidos anti-bacterianos,
principalmente la catelicidina y el péptido LL-37 (41).

Por ultimo, se ubican las células NK, las cuales son atraidas a los sitios de infeccién, donde
reconocen y destruyen las células hospederas infectadas. Durante este proceso secretan IFNy,
que activa a los macréfagos y los induce a segregar las citoquinas IL-12, IL-15 e IL-18, que
posteriormente activan las células T CD8" (41, 42).

5.4.3.1 Respuesta inmune celular frente a la infeccion por Mtb

Inicialmente se atribuyé a las células T CD4+ un papel fundamental en la respuesta inmune
adaptativa celular en TB pero se ha encontrado que otras células T de diferente linaje como
CD8+ y Th17 hacen parte importante de esta respuesta (44, 45). La presentacion de antigenos
se da generalmente en los ganglios linfaticos pulmonares de drenaje, empieza por la
presentacion de péptidos microbianos por macrdéfagos y CDs a linfocitos T CD4+;
restringidos por moléculas MHC I1. Paralelamente otros antigenos micobacterianos como los
lipidos de pared se presentan en contexto CD-1 (46). La activacion de estos linfocitos T se
da atraves de sus receptores TLRs, NOD y lectinas tipo C por el reconocimiento de maltiples
antigenos micobacterianos dentro de los cuales los mas estudiados son ESAT-6 y CFP10
estimulando la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias prevalentemente como IL1-f, IL-6,
IL-12p40 e IL-21y TNFa (41, 47) El linaje de los linfocitos T CD4+ es orientado por la IL-
12 hacia un perfil Th1 que junto con la subunidad p40 orienta ademas la diferenciacion hacia
el linaje Thl7 los cuales secretaran IL-17, IL-21 e IL-22 que estan relacionadas con

actividades antimicrobianas (36, 37).

Las células T que fueron activadas y diferenciadas presentan expansion clonal y migraran

por influencia de diversas citoquinas desde los ganglios linfaticos hasta la zona de infeccién
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pulmonar en donde secretan IFN-y estimulando la accion de la 6xido nitrico sintetasa

inducible que produciré éxido nitrico (NO) tdxico (41).

Por otra parte, los linfocitos T DC8+ inducen una respuesta citotoxica hacia las células que
fagocitaron las bacterias, por un reconocimiento a los antigenos micobacterianos tanto
péptidos como lipidos de pared que fueron presentados en contexto MHC y CD1

respectivamente.

A partir de la manipulacion genética del sistema inmune de ratones se ha confirmado el perfil
de respuesta tipo 1 frente a la infeccion por Mtb; en el cual, se han detectado in vitro altas
concentraciones de las citoquinas INFy, IL 12 e IL 2 caracteristicos del perfil Thl.

Al hacer la delecion de los genes del MHC II o del gen  del TCR se obtiene una deficiencia
de las celulas T CD4+ ocasionando mayor susceptibilidad en los ratones a Mtb e inclusive a
M. bovis BCG, por otra parte cuando se hace la delecion para el gen del IFN-y la
susceptibilidad aumenta considerablemente respecto a la previa delecion del MHC 11 o del
gen B del TCR (47).

El perfil de respuesta predominante frente a una infeccion por Mtb es Thl segun lo
anteriormente descrito, sin embargo el perfil Th2 se ha encontrado en pacientes con TB MDR

y en nifios con TB activa presentando un perfil mayor de IL 4 (47, 48).

5.4.3.2 Respuesta inmune humoral frente a la infeccion por Mth

Como se ha descrito, la respuesta inmune prevalente a la infeccién por Mth es mediada

predominantemente por la respuesta inmune celular especifica Thl. Sin embargo,
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recientemente se ha estudiado el papel de la respuesta inmune humoral y se ha encontrado
una importante accion moduladora de células B en cuanto a la presentacion del antigeno,
produccion y estimulacién de la produccidn de citoquinas e importantes tasas de variabilidad
y concentracion de anticuerpos (49).

Por otra parte, se ha descrito que anticuerpos monoclonales contra varios antigenos de
superficie micobacterianos, incluyendo LAM (lipoarabinomanano) y HBHA (hemaglutinina
de union a heparina), pueden mediar la proteccion en modelos de raton frente a la infeccion
con Mtbh. Recientemente se ha caracterizado molecular y funcionalmente la respuesta de
linfocitos B frente a la infeccion por Mtb mediante la generacion de anticuerpos
monoclonales recombinantes obtenidos de células B aisladas de pacientes con TB activa y
de individuos expuestos a Mth. Se encontr6 que los pacientes con TB activa poseen titulos
altos de anticuerpos de los tipos IgA e IgG, los cuales se van incrementando
significativamente en el tiempo, ademéas que por accion del tratamiento con antibidticos
disminuye la frecuencia de plasmablastos (linfocitos B intermedios en la diferenciacion del
linaje a células plasmaticas o células de memoria que son capaces de producir anticuerpos y
memoria), lo que indica que las hipermutaciones somaticas de los anticuerpos producidos

por los linfocitos B son generadas para lograr mayor afinidad del anticuerpos por el antigeno.

Ademas, los individuos expuestos a Mtb presentan una respuesta inmune en la cual los
plasmablastos producen anticuerpos especificos contra los antigenos de membrana de Mtb
como LAM y HBHA lo que demuestra una generacion de memoria frente a los antigenos de
Mtb. Por ultimo, se encontrd que los anticuerpos IgA de plasmablastos reactivos a Mtb
lograron disminuir la infeccion en un rango del 50 al 75%, por el contrario ninguno de los
anticuerpos 1gG de plasmablastos logrdé disminuir la infeccion, aumentando la carga

microbiana sin influir en la replicacidn natural de Mtb en células A549 (49).
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5.5 Estado actual de las vacunas contra Mtb

Segun el informe mundial sobre la tuberculosis 2017, uno de los Objetivos de Desarrollo
Sostenible (ODS) para 2030, adoptados en el 2015 por las Naciones Unidas, es el de poner
fin a la epidemia mundial de tuberculosis (TB). La estrategia Fin a la Tuberculosis presentada
por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y aprobada en el afio 2014 por Asamblea
Mundial de la Salud, espera una reduccion del 90% de las muertes por TB y una reduccién

del 80% en su tasa de incidencia para el afio 2030, en comparacion con 2015 (1).

La creciente incidencia mundial de la tuberculosis, incluida la coinfeccion con el VIH y la
aparicion de cepas resisitentes a medicamentos, exige nuevos esfuerzos para desarrollar una
vacuna segura y eficaz. Por otro lado, los estudios de medicina experimental en modelos
animales para tuberculosis, brindan la posibilidad de reducir tiempo y costo en el desarrollo

de nuevas vacunas, con mayores posibilidades de exito en etapas avanzadas (50).

Hasta hoy, la Unica vacuna existente contra TB es Mycobacterium bovis Bacillus Calmette-
Guérin (BCG), la cual genera una protectividad contra la TB meningea y miliar en nifios
induciendo una respuesta inmune celular CD4 y CD8; pero no proporciona ninguna
protectividad contra TB en adultos (51) por lo cual se hace necesario el desarrollo de una

vacuna contra TB .

Una vacuna eficaz contra la TB puede requerir dos niveles de avances: prevenir nuevas
infecciones y reactivar la latencia a corto plazo, y eliminar la infeccién por Mtb por completo
a largo plazo (52). Actualmente, el primer grupo de vacunas candidatas en ensayos clinicos,
son constructos de BCG recombinante (rBCG), la mejora de la vacuna depende del
fortalecimiento de la inmunogenicidad y la persistencia de una cepa recombinante
genéticamente modificada de BCG. Por lo tanto, rBCG genéticamente manipulada podria ser
mas eficiente en comparacion con la BCG parental debido a la introduccion de algunos
fragmentos de ADN (o genes) pérdidos durante la atenuacion in vitro (51); dentro de este
grupo esta la VPM 1002 (BCGAureC::hly) que se encuentra en fase clinica Ilb (53). El
segundo grupo de candidatos comprende vectores virales que expresan uno 0 mas antigenos

inmunodominantes de Mth, dentro de este grupo se encuentan los siguientes candidatos (53):
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Ad5 Ag85A con vector viral Ad (adenovirus humano 5) que expresa el antigeno de Mtb
Ag85A y que se encuentra en fase clinica Il; ChAdOx1-85A/MVAS85A que emplea el vector
viral ChAd (adenovirus del chimpancé / virus de la vacuna modificada de Ankara),
heter6logo de primera estimulacion que expresa el antigeno de Mtb Ag85A y se encuentra
en fase clinica I; MVAB85A con vector viral Virus de la Vaccinia Ankara modificado,
intradérmico seguido de aerosol empleado como vacuna de refuerzo que se encuentra en fase
clinica I; y TB/FLU-04L que emplea como vector viral el virus de la influenza A y que se
encuentra en fase clinica 1. El tercer grupo, proteinas recombinantes en formulacién de
adyuvante, son todas las proteinas de fusion de dos o méas antigenos inmunodominantes;
dentro de estre grupo se encuentran los siguientes candidatos: ID93+GLA-SE (Proteina
recombinante de los antigenos de Mtb Rv3619, Rv3620, Rv1813 y Rv2608) se encuentra en
fase clinica Ilb; H1 o H56:1C31 (Proteina recombinante de los antigenos de Mtb Ag85B,
ESAT-6 [H1]; o Ag85B, ESAT-6, Rv2660c [H56]) que se encuentra en fase clinica II;
M72/ASO1E (Proteina recombinante de los antigenos de Mtb 32A y 39A), se encuentra en
fase clinica Ilb y H4:1C31 (Proteina recombinante de los antigenos de Mtb Ag85B y TB10.4)

que se encuentra en fase clinica 11(54).
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6. METODOLOGIA

Andlisis bioinformatico Unién péptido-MHC Il software NetMHC 11 3.1

4
Sintesis y purificacion de péptidos
v
Recepcién y marcaje de ratones BALB/c
v
Obtencion de sangria preinmune
v
ELISAs Inoculacién de péptidos sintéticos
v
Obtencion de sangria post-inmunizacién
v
Eutanasia, extraccién y perfusion de bazos y fémures para obtencion de células
[ ; l
Esplenocitos de bazo Células de médula dsea de fémur
(Ratones inmunizados y no inmunizados) Ratones no-inmunizados
y v
D,“UCié“ Dilucién de macréfagos para 5x10°
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¥
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v
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¢ * }
Recoleccién de sobrenadantes Lisis celular
v q X ™
Evaluacion de citoquinas Siembra de micobacteria en
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7 dio s6lido 7H10
\ J
Citometria x
Conteo de UFC

Figura 6. Planteamiento metodolégico
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El planteamiento general de la metodologia que se muestra en la Figura 6, incluyé una
primera parte de analisis in silico de secuencias peptidicas para la evaluacion de su unién a
moléculas del MHC Il de ratébn BALB/c que corresponde al alelo H-2 1-Ad, mediante el
software NetMHC llpan 3.1. Una vez identificados los péptidos que presentan unién al MHC
Il de ratdn se realizo la respectiva sintesis y purificacion de los mismos, simultaneamente se
llevo a cabo la recepcion, el marcaje y las sangrias preinmunes a los ratones a los cuales

posteriormente, se les inocularon los péptidos sintéticos.

6.1 Esquema de inoculacion

Dias

\4 /:\ \Q‘/ :\ ~ \'(\;/i\\ .

PRV PRV \s o4

Figura 7. Esquema de inoculacion, sangrias y eutanasia

se realizd la sangria preinmune 2 dias antes de la primera inmunizacién, posteriormente 3
inoculaciones cada 20 dias y las sangrias 15 dias después de las respectivas inoculaciones,
finalmente la sangria final y eutanasia se realizo el dia 55 (esquema de inoculacion). Los
sueros obtenidos fueron utilizados para evaluar la produccion de anticuerpos por la técnica
ELISA. De los ratones inoculados y no inoculados se obtuvieron de los bazos y fémures para

la obtencidn de esplenocitos y macrofagos respectivamente.
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Finalmente, se realiz6 el cocultivo de macréfagos infectados con Mtb H37Rv en un MOI
1:10 y los esplenocitos de ratones inmunizados, los sobrenadantes fueron recolectados para
la evaluacion de citoquinas y las células se lisaron con agua y el lisado fue sembrado en
medio s6lido 7H10 para evidenciar del crecimiento micobacteriano. Tanto la evaluacion de
citoquinas como el control de crecimiento de Mtb en los macréfagos en cocultivo con los

esplenocitos de ratones inmunizados fue realizada a los dias 3, 6 y 10 de cocultivo.

A continuacion, se hace la descripcidn detallada de la metodologia llevada a cabo:

6.2 Componente bioinformatico - Evaluacion de la unién de péptidos
sintéticos al MHC 11 a través del uso de herramientas
bioinformaticas

Se hizo la evaluacion de la presentacion y afinidad de unidn de los péptidos sintéticos al
complejo mayor de histocompatibilidad Il usando el software NetMHC llpan 3.1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCllIpan/), el cual permite predecir el nimero de
uniones de dichos péptidos al alelo especifico de la cepa de raton BALB/c H-2-1Ad del MHC
Il (55).

Fueron empleadas las secuencias en formato FASTA de los péptidos derivados de las
proteinas de superficie de Mtb H37Rv Rv0180c, Rv0227c, Rv0679c, Rv1268c, Rvl41lc,
Rv1490, Rv1911c, Rv1980c, Rv2004c, Rv2270, Rv2301lc, Rv2560, Rv2707, Rv3166c,
Rv3494c 'y Rv3629 obtenidas de la base de datos  TubercuList

(http://tuberculist.epfl.ch/index.html). Se analizaron las secuencias completas de las

proteinas mencionadas anteriormente y las secuencias de péptidos de alta capacidad de union
especifica (HABPs) a células blanco de infeccion que ademas son capaces de inhibir la
entrada de la micobacteria en ensayos in vitro, resultados reportados en estudios previos por
la FIDIC (16-25). Se seleccionaron secuencias de 20 aminoacidos con excepcion del péptido
40400 que tiene 17 aminoéacidos y se clasificaron como de union fuerte (Rango < 0.5% - 2

%) y de union débil (Rango 2.1% - 10%) estos parametros pueden ser modificables segun
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los requerimientos del investigador, pero en esta investigacion se siguieron los parametros
establecidos por el software. El andlisis comprendié ademas las secuencias que han sido
modificadas de acuerdo con los criterios previamente establecidos en el disefio de la vacuna
sintética contra malaria (56), en el cual se basa la aproximacion aplicada a tuberculosis.

6.3 Sintesis de péptidos

En el Grupo Funcional de Sintesis de la Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia, se
llevéd a cabo la sintesis de péptidos derivados de cada una de las proteinas seleccionadas que
presentaron union a moléculas H-2-1Ad para el modelo murino BALB/c como consecuencia
del resultado del componente bioinformatico realizado previamente. Se empled la técnica de
sintesis multiple de péptidos en fase sdlida (57), para lo cual se utilizo, la resina 4-
metilbencilhidrilamina, MBH (sustitucion 0,7meg/mg) y aminoéacidos protegidos con el
grupo t-Boc, para la unién del aminoacido a la resina el grupo carboxilo fue convertido a un
ester activo mediante tratamiento con activadores como diciclohexilcarbodiimida (DCC), 1-
hidroxibenzotriazol (HOBt) 6 por combinacion de éstos; en presencia de solventes como
diclorometano (DCM), N,N’-dimetilformamida (DMF), Dimetilacetal (DMA) y 1-metil-2-
pirrolidona (NMP).

El control de la reaccion de acople entre el amino &cido y la resina se realizo por medio de la
prueba de Ninhidrina (58). Una vez acoplado el aminoacido se retird el grupo protector del
o—amino mediante tratamiento con acido trifluoroacético (TFA) al 40 %, para permitir el
acople con el siguiente aminoacido. Una vez acoplado el dltimo aminoacido se procede a
acetilar este aminoacido mediante tratamiento con anhidrido acético. Finalizado el proceso
de sintesis quimica se procedié a la remocion de los grupos protectores de las cadenas
laterales usando acido fluorhidrico (HF) al 25% en dimetilsulfoxido (DMS) y del péptido de
la resina con HF 100% (59). Los péptidos sintetizados se purificaron por HPLC
semipreparativa en fase reversa, en un equipo LaChrom Merck Hitachi y en columna C18,

usando como fase movil acetonitrilo y agua. La desalinizacion de los péptidos se hizo en una
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columna de Superdex-Peptide (Amersham- Pharmacia) (60). Para la caracterizacion de los
péptidos por espectrometria de masas se utilizd un espectrometro de masas Bruker Protein
MALDI-TOF, usando como matrices acido a-ciano-4-hidroxicindmico (CCA).

Para la obtencion de los péptidos en forma polimérica se adicionan los aminoacidos Gly-Cys
en los extremos N y C de cada secuencia, luego se sometieron a un proceso de oxidacion y

didlisis para obtener el respectivo polimero de la siguiente manera:

Se disuelve el péptido monomérico a una concentracion de 6 mg/mL en agua destilada y
desionizada, se ajusta la solucion del péptido a un pH alrededor de 7,4. Posteriormente, la
solucién se mantiene en agitacion constante en una atmosfera de oxigeno (99,0% de pureza),
el seguimiento de la reaccion de polimerizacion se realiza con la prueba de Ellman para
determinar grupos tiol libres. Finalizada la reaccion de oxidacion, cada uno de los péptidos
poliméricos se somete a un proceso de diélisis y posteriormente el péptido polimérico es

liofilizado y caracterizado por espectrometria de masas MALDI-TOF.

6.4 Inoculacion de ratones BALB/c con los péptidos sintetizados

La cepa de ratones a emplear en este estudio fueron los ratones BALB/c los cuales han
demostrado ser una cepa susceptible al contagio de Mtb y desarrollo de tuberculosis,
presentando un aumento de la carga bacteriana y la difusién en un periodo corto posterior a
la infeccion (61). Se trabajé con ratones hembra de la cepa BALB/ ¢ de aproximadamente 4
semanas de edad, se hizo la respectiva recepcion y marcacion. Como se observa en la figura
7, se hizo la sangria inicial (suero pre inmune) 2 dias antes de la primera inoculacion y cada
20 dias se realizaron las inoculaciones, 15 dias después de éstas se realizaron las respectivas
sagrias y la sangria final 15 dias después de la tercera inoculacién (62). Los ratones fueron
mantenidos en las instalaciones de la Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia las

cuales estan adecuadas para los procedimientos aqui mencionados y su cuidado.
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La alimentacion, inoculacién, extraccion de sangre y sacrificio fue realizado bajo la direccion
y acompafiamiento del investigador capacitado en dichas areas. Para las inoculaciones de los
péptidos sintetizados se empled adyuvante incompleto de Freund y cada péptido se inoculd,
por via intraperitoneal, a 3 ratones. La concentracion de cada uno de los péptidos fue de 80
Mg/uL con un volumen de inéculo de 0.3 mL. Se realizaron 3 inoculaciones y tanto los
péptidos como el control de adyuvante se inocularon cada 20 dias. Se mantuvieron 3 animales
sin inoculacion para la obtencion de esplenocitos (1 raton) y macréfagos (2 ratones).

Cabe aclarar que los ratones no fueron retados con la micobacteria, a partir de estos animales
obtuvieron los esplenocitos y macréfagos para los respectivos ensayos.

Se siguieron los lineamientos establecidos para el mantenimiento y protocolos de
experimentacion con los ratones los cuales estan regulados bajo los estatutos del titulo V de
la Resolucion 008430 de 1993 del MSPS correspondiente a la Investigacion Biomédica con

Animales en conjunto con la Ley 84 de 1989, en Colombia.

6.5 Obtencion de macrdéfagos derivados de medula 6sea y de
esplenocitos

Los ratones se colocaron en camara de éter para anestesiarlos y hacer la sangria final, a
continuacion, se sacrificaron por dislocacion cervical, posteriormente se extrajeron los bazos
para la obtencidn de esplenocitos tanto de los ratones inmunizados como de los controles
respectivos (raton inoculado con el adyuvante y raton sin inocular), perfundiendo los bazos
con medio RPMI suplementado con suero bovino fetal al 10% y penicilina, estreptomicina

como antibidtico antimicoético, respectivmente.

Ademas, se extrajeron los fémur de dos ratones no inmunizados para la obtencién de
macrofagos derivados de médula Osea, posteriormente se perfundieron los huesos con medio
RPMI suplementado con suero bovino fetal al 10% y antibidtico antimicotico. Los
macrofagos obtenidos (500.000 células por pozo), se incubaron durante ocho dias a 37°C,
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5% de CO2, después de este tiempo se realizaron lavados con medio RPMI para eliminar las
células no adheridas. (63, 64)

6.6 Condiciones de seguridad para el cultivo y mantenimiento de Mtb

Teniendo en cuenta las caracteristicas patogénicas de Mtb H37Rv se observaron las normas
de bioseguridad que incluyen el uso adecuado de los elementos de proteccion personal que
consta de tapabocas N95, traje desechable completo, bata, guantes para cuarto exterior y
guantes exclusivos para el trabajo con la micobacteria en la cabina clase Il. El
almacenamiento de material biologico se limitd a éareas designadas para el trabajo
microbiologico y de infeccion de Mtb, la manipulacion de micobacterias esté restringido a la
cabina clase 1, que debe estar cubierta con papel absorbente impregnado en fenol al 5% para
controlar posibles derrames y asi evitar la contaminacion de quien esté realizando dicha
manipulacién. Todos los desechos deben descartarse en los contenedores dispuestos para este
fin, en contacto directo con fenol al 5% durante 2 minutos. Durante el procedimiento debe
evitarse el contacto directo con fenol debido a que este puede traspasar los guantes e irritar

la piel o generar lesiones mayores.

6.7 Cultivo y cosecha de la micobacteria

Para el cultivo de Mtb H37Rv, se tomaron 5x10° bacterias crioconservadas en glicerol o en
PBS 1X, se descongel6 y diluyé en 100 puL de medio Middlebrook 7H9 suplementado con
glicerol, Tween 20, y OADC (&cido oléico, albumina, dextrosa y catalasa), el volumen de
medio que se empled ocupd un porcentaje maximo del 30% del envase. Posteriormente se
incubd a una temperatura de 37°C en agitacion constante. Se realizaron los controles de

tincion de Gram y Ziehl Neelsen a los ocho dias posteriores al inicio del cultivo y dos dias
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antes de la fecha programada de cosecha, ésta se llevd a cabo 4 semanas después del inicio
del cultivo en la fase logaritmica teniendo en cuenta las curvas de crecimiento de la

micobacteria (28).

Para la cosecha de Mtb, se transfirieron 35 mL de medio de cultivo a tubos de centrifuga de
50 mL, los cuales se cerraron y se sumergieron en fenol al 5% por 2 minutos, las tapas de
cada tubo fueron selladas con Parafilm, se centrifugaron a 13000 rpm durante 20 minutos, se
descartd el sobrenadante en fenol al 5% manteniendo el pellet en el tubo y se repitié el
proceso de centrifugacién haciendo lavados con PBS acumulando la mayor cantidad de

biomasa.

Finalmente, el pellet se resuspendi6 en 5 mL de buffer PBS vy se transfirié a tubos Eppendorf
de 1.5 mL los cuales se envolvieron en servilletas impregnadas de fenol, se centrifugaron
durante 15 minutos a 13000 rpm y se crioconservaron a -80 °C segun los procedimientos
internos de la FIDIC.

6.8 Recuento de micobacterias

El recuento de bacterias se realizé a partir de la transmitancia obtenida de una alicuota de 5
mL de muestra de la bacteria previamente cosechada y criopreservada, leida por
espectrofotometria a una longitud de onda de 540 nm. Posteriormente se aplico la ecuacion
de la recta resultante de la curva realizada para la cepa H37Rv de Mtb para el calculo del

nimero de micobacterias.

6.9 Tincion de Ziehl Neelsen

Para la tincién de Ziehl Neelsen, que permite la identificacién de bacterias acido alcohol
resistentes, se coloc6 una gota de suspensién bacteriana sobre una lamina porta objetos y se

expandio, se dejo secar y se fijo flameando la lamina con un mechero durante un minuto.
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Las laminas se dejaron toda la noche en exposicion a radiacion UV, luego se impregnaron
con fenol para su tincion. Posteriormente la lamina se ubico en la caja metélica que sirve
como colector de desechos de colorantes, dentro de la cabina de extraccion para evitar
exposicion a vapores de fenol. Se agregd, sobre toda la superficie de la lamina, la fucsina
fenicada de Ziehl Nielsen, se flameé durante 5 minutos, después de evidenciar
desprendimiento de vapores, se lavé con abundante agua para eliminar la totalidad de la
solucion del colorante. Posteriormente se cubri6 la lamina con la mezcla acido-alcohol por 3
minutos y se realiz6 nuevamente el lavado de la misma, luego se cubrid la lamina con azul
de metileno por 1 minuto y se realiz6 otro lavado de la lAmina. Finalmente, se dejé secar a
temperatura ambiente y se observé al microscopio empleando el objetivo de 100 X y aceite
de inmersion. El género Mtb se observa en la Iamina como bacilos largos de color rosado-
fucsia (14).

6.10 Tincion de Gram

Para la tincién de Gram, que permite realizar controles microbioldgicos de los cultivos, se
hizo la misma preparacion de la muestra de la bacteria sobre la lamina porta objetos; una vez
la ldamina ha salido de la zona restringida para manejo de micobacteria como se describid
anteriormente, se afiadio cristal violeta por 1 minuto, se lavé con agua hasta eliminar la
totalidad del colorante, posteriormente se vertié sobre la lamina solucion de Lugol por 1
minuto y se lavo con la minima cantidad de agua asegurandose de retirar la totalidad de la
solucion de Lugol. Luego se cubrié la ldmina con acetona — alcohol por 15 segundos y se
lavé con agua hasta que el efluente fuera incoloro, se cubrié la lamina con Fushina de Gram

y se dejo actuar por 30 segundos, se lavo con agua y se dejo secar.

Posteriormente se observd al microscopio empleando un objetivo de 100 X y aceite de

inmersion.
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6.11 Infeccion de macrdéfagos

Las células obtenidas a partir de los lavados de los fémur de los ratones, fueron recolectadas
en un tubo Falcon en medio RPMI 1640 suplementado con 10 % de suero bovino fetal

inactivado.

Se tom6 una alicuota para realizar el conteo celular, para lo cual se colocé una dilucién 1: 10
en azul de tripan (1 pL de células/ 9 pL de azul de tripan) y se colocd 1 uL de la mezcla en

la camara de Neubauer.

El nmero real de celulas viables se calculé de la siguiente manera

Numero de células = X* FD* FC* VM

Siendo, X = numero de células contadas en 4 cuadriculas de la camara / 4
FD = factor de dilucion utilizado
FC = factor de dilucion de la camara de Neubauer
VM = volumen de la muestra

Se colocaron 5x10° macrofagos por pozo en placas de 96 pozos. Después de 8 dias de cultivo
a37°Cy 5% de CO;zse realizaron 3 lavados por pozo con RPMI para eliminar las células no
adheridas, posteriormente se infectaron con 5x10° micobacterias (MOI 1:10). Al dia siguiente
se retird el medio y se lavaron 3 veces con PBS 1X cada uno de los pozos que contenian los

macrofagos infectados.
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6.12 Co — cultivo de esplenocitos de ratones inmunizados con
macrofagos infectados con Mtb.

En cada uno de los pozos donde se tenian los macréfagos infectados, se colocaron 2,5x10°
esplenocitos tanto de los ratones inmunizados con los péptidos como de los ratones no
inmunizados (controles). respectivamente y se sembro el control de infeccion del dia O, se
realizaron controles de infeccion para los dias 3, 6 y 10 después de iniciar el cocultivo, los

cuales se mantuvieron hasta el dia 10.

El cocultivo se realizé con la finalidad de medir en un ensayo in vitro, la actividad protectiva
de los péptidos candidatos a vacuna, a través de la evaluacion de la capacidad de los

esplenocitos inmunes para controlar el crecimiento micobacteriano (62).

6.13 Conteo de micobacteria

Para el conteo de UFC se lisaron las células con 100 pL de agua destilada estéril y se sembro
la mitad del contenido total del pozo en cajas de medio sélido Middlebrook 7H10
suplementado con asparagina, glicerol y OADC, ademas, como control de contaminacion se
sembraron alicuotas de agua, PBS y medio utilizado y los controles ambientales de la cabina
(62).

El conteo para determinar el crecimiento de la micobacteria se realizo 24 dias después de
sembrar los lisados de los cocultivos evaluados a los dias 3, 6 y 10. para la bacteria crecida
en el medio liquido se llevo a cabo lectura por citometria de flujo (BD FACS Canto II)
mientras que para la bacteria de cultivo en medio solido Middlebrook 7H10 se hizo el conteo

directo de UFC observables.

Los ensayos se hicieron por triplicado y se tuvieron en cuenta las desviaciones estandar entre

las réplicas.
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6.14 Evaluacion de citoquinas en el sobrenadante de cocultivo

El sobrenadante del cocultivo para los dias 3, 6 y 10 se recolecto y se filtré por membranas
de 0.2 um para ser utilizado en el analisis de citoquinas por citometria de flujo, empleando
el BD™ CBA Mouse Th1/Th2 Cyokine Kit; el cual permite determinar citoquinas como la
IL2 como sefial de supervivencia de los linfocitos T y de perfiles Thl como IFNy y TNFa y
del perfil Th2 como la IL-4 que serian generadas por la inmunizacién con los péptidos y
posterior respuesta inmune adaptativa frente a la infeccion por Mtb.

El kit contiene reactivos estandar de anticuerpos para el reconocimiento de las citoquinas de
raton, conjugados con ficoeritrina (PE) que generaran una sefial fluorescente proporcional a

la cantidad de citoquinas presentes (pg/mL) (65)

6.15 Determinacién de anticuerpos por ensayo de ELISA.

Se llevé a cabo la determinacion de anticuerpos que reconocen los péptidos originales,
modificados y lisado de micobacteria en los sueros de ratones BALB/c inmunizados con los
péptidos sintéticos (por triplicado). El suero pre inmune se empledé como control negativo y

el suero de un raton inoculado con lisado de Mtb, fue el control positivo.

Los tiempos, diluciones y concentraciones se basaron en protocoloes establecidos por la
FIDIC.

Para la inmovilizacion del antigeno (péptido original, modificado y lisado de micobacteria)
se colocaron 100 L de antigeno a una concentracion de 10 pg/ mL en cada pozo (por
triplicado), utilizando una caja para ELISA de 96 pozos y se incubo por 1 hora a 37°C, se

descart6 el contenido de los pozos y se lavd 3 veces con solucion de lavado (PBS — Tween
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20 al 0,5%) y un enjuague final con agua destilada. Posteriormente se secaron los pozos
golpeédndolos suavemente contra una toalla absorbente.

Para el bloqueo de sitios libres, se adicionaron 200 pL de soluciéon de bloqueo (leche
descremada 5%, Tween 20 al 0,5% en PBS1x) en cada pozo, se incubo por 1 hora a 37 °C,
pasado este tiempo se descarto el contenido del pozo y se hicieron 3 lavados con solucion de
lavado y un enjuague final con agua destilada. Posteriormente se secaron los pozos
golpeéndolos suavemente contra una toalla absorbente.

Luego se adicionaron 100 pL del anticuerpo primario (sueros de los ratones inmunizados) en
una dilucién 1: 100 y se incub6 a 37°C durante 2 horas, se descart6 el contenido de cada pozo
y se hicieron los lavados como se mencion6 anteriormente, después se adicionaron 100 pL
de una dilucion de 1:5000 del anticuerpo secundario anti-lgG de raton marcado con
peroxidasa de rabano, se incubo por 1 hora a 37°C se descarto6 el contenido de los pozos y se

hicieron los respectivos lavados como se indico anteriormente.

Para el revelado se adicionaron 100 pL de solucidn de revelado del kit TMB (que emplea
3,3',5,5'-tetrametilbencidina como sustrato de la enzima), se incub6 por 15 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente, para detener la reaccion se adicionaron 50 pL de acido

sulfdrico (H2SO4) 2N. La lectura se realiz6 a una longitud de onda de 450 nm (66, 67).
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7. RESULTADOS

7.1 Evaluacion in silico de la union de péptidos sintéticos al MHC 1.

Se analizaron con el software NetMHC Ilpan 3.1 las 19 secuencias de péptidos derivados de las
proteinas de superficie de Mtb Rv0180c, Rv0227c, Rv0679c, Rv1411lc, Rv1490, Rv2270, Rv230lc,
Rv2560, Rv2707, Rv3166¢c, Rv3494c y Rv3629 seleccionados con base en resultados de estudios
previos realizados en FIDIC. Los péptidos se han reportado como de alta capacidad de union especifica
a células blanco de infeccion (HABPs) que logran disminuir significativamente la entrada de Mth
H37Rv a la célula hospedera, indicando que pueden ser funcionalmente importantes en la interaccion
hospedero- patdgeno (16-18, 20, 23-27, 30).

Inicialmente se analizaron en el software las secuencias peptidicas correspondientes a 18 péptidos no
modificados (tabla 2), que dieron lugar a 19 secuencias modificadas, teniendo en cuenta que del péptido
original 16951 de la proteina Rv0227c se obtuvieron 2 secuencias modificadas correspondientes a los
péptidos 40394 y 40396 (tabla 3). Los péptidos fueron modificados para generar un mejor acoplamiento
a los bolsillos de union 1, 4, 6 y 9 del MHC 11 y asi induciendo unién para que se genere la respuesta
inmune de acuerdo con las reglas establecidas y ampliamente divulgadas en el desarrollo de la vacuna

sintética contra malaria (56).
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Cuando se analizaron en el software NetMHC Ilpan 3.1 las secuencias de los péptidos originales (sin
modificaciones), se encontrd que con el alelo H-2-1Ad especifico de los ratones BALB/c, 2 péptidos
(16084 y 31039) presentaron union débil al MHC |1 (tabla 2), ésos péptidos presentan un valor de
Rango de 7.50 y 10.00 respectivamente y son clasificados como de unién débil (WB).
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Tabla 2. Anélisis de secuencias de péptidos originales de proteinas de superficie de Mtb H37Rv, por el
software NetMHC 11 3.1

H-2-1Ad

orema | ST00 | cccueven | L[] sewmenen | V[
31024 AALYLGGILNPMTNLRHFPI 0.275 | 2541.44 LNPMTNLRH 0 19.00
31025 ALVNEDAGPAGQQIVDGLVSY | 0.166 | 8265.48 LVNEDAGPA 0 70.00
RuoL80e 31028 RDFGASAVTPTRTDRPAITI 0.211 | 5115.88 FGASAVTPT 0 44.00
31039 LGLPSAGATVPLEAVPAFFRY 0.312 | 1706.48 TVPLEAVPA 1 WB | 10.00
Rv0227¢c 16951 AQPPPPPDAGHPDPGPPERRY 0.026 |37872.91| GHPDPGPPE 0 95.00
Rv0679c 30987 YKNGDPTIDNLGAGNRINKE 0.116 | 14239.66| IDNLGAGNR 0 95.00
Rvi1411c 37096 APPENATQPVPATVWIQETGY | 0.240 | 3723.85 fNATQPVPA 0 31.00
Rv1490 11073 FGRVESHADYHDWVCEHVTP | 0.093 |18290.84| FGRVESHAD 0 95.00
37775 TSSNGARGGIASTNMNPTNPY | 0.137 | 11315.28 IASTNMNPT 0 85.00

Ruz210 37777 ETWINLQVGDTLADLPPADLY | 0.206 | 5388.95 NLQVGDTLA 0 47.00
Rv2301c 30960 CPNTRLVPGGYSLGAAVTDV 0.172 | 7756.01 | YSLGAAVTD 0 65.00
Rv2560 11024 VVALSDRATTAYTNTSGVSS 0.252 | 3280.59 | DRATTAYTN 0 26.00

Rv2707 16084 RIGVGTTTYSSTAQHSAVAAY | 0.331 | 1396.51 YSSTAQHSA 1 WB | 7.50
16295 LITSRRQRKSAPARISGDRIY 0.222 | 4531.24 RKSAPARIS 0 39.00

Rv3166¢ 16298 MERELSHVPGVAPQDFDTPTY | 0.143 |10630.58| LSHVPGVAP 0 80.00
16300 VSLFAEARFSPHVMNEEHREY | 0.224 | 4438.46 FAEARFSPH 0 38.00

Rv3494c 38373 HMRLNSGTAIPSNVTATVRSY | 0.299 | 1978.23 LNSGTAIPS 0 13.00
Rv3629 16645 VFPLAIIWTTAGLDPVRAME 0.264 | 2862.72 | TAGLDPVRA 0 22.00

A continuacion, fueron analizados con el mismo software las 19 secuencias peptidicas

modificadas encontrando que 5 péptidos presentan union al MHC Il |- Ad, alelo especifico
de raton de la cepa BALB/c. 4 de estos péptidos de las proteinas Rv1411c (40400), Rv3166¢
(40412), Rv0180c (40422) y Rv3494c (40448) tienen unidn débil; presentando un porcentaje
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de rango superior al 2% y solo el péptido modificado 40408 de la proteina Rv3166¢ presenta
union fuerte con un porcentaje de rango de 1.30%. (tabla 3)

Una vez realizado el analisis bioinforméatico se seleccionaron los péptidos 40400 (derivado
de 37096), 40408 (derivado de 16295), 40412 (derivado de 16300), 40422 (derivado de
31039) y 40448 (derivado de 38373) para ser sintetizados en forma polimérica obteniéndolos

con una pureza mayor al 70%.

Sélo para el péptido original 31039 (Rv0180c) y su modificado 40422 (Rv0180c) se encontro
prediccién de unién a la molécula I-Ad aunque con un epitope (secuencia de union) diferente
para cada uno TVPLEAVPA y FAGATPPLE respectivamente, presentando los dos union
débil (WB) y con valor de rango de 10%.

El péptido nativo 31039 (**LGLPSAGATVPLEAVPAFFRY?%?) y el correspondiente
péptido modificado 40422 (LGLPFAGATPPLEALPSFFRY) para el cual las modificaciones
realizadas se hicieron puntualmente en los aminoacidos S — F; V30— p; V3% - |;
A®’-S son los Unicos péptidos evaluados que tuvieron union al MHC 11 alelo especifico I-
Ad, tanto en su secuencia original como en la secuencia modificada, sin embargo, el epitope
T varia entre ellos y solo se conserva como epitope la secuencia de aminoécidos *'PLE®2,
La modificacion de los péptidos se hace con la sustitucion de aminoacidos de igual volumen
y diferente polaridad con el fin de romper el silencio inmunolégico e inducir una respuesta
inmune protectora (10), en la tabla 4 se resaltan las modificaciones puntuales realizadas a los

5 péptidos seleccionados.
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Tabla 3. Anélisis de secuencias de péptidos modificados de proteinas de superficie de Mtb H37Rv, por el
software NetMHC Ilpan 3.1

H-2-1Ad
PEPTIDO .
ORIGINAL- 1- | Afinidad | Secuencia de Ne | Nivel %
PROTEINA T pepTIDO SECUENCIA log50k | (nM) union uniones u:i‘f,)n Rango
MODIFICADO
31024-40416 AALYLDPKLNPKTNLRHFPI 0.132 | 2046.81 LNPKTNLRH 0 85.00
31025-40418 GPAGQQIVDGLQSLGPMNLF 0.260 | 2997.72 LQSLGPMNL 23.00
RuoLe0e 31039-40422 LGLPFAGATPPLEALPSFFRY 0.312 | 1703.60 FAGATPPLE 1 WB | 10.00
31028-40424 SSQLRPFGSAQRPTRTDRP 0.206 | 5368.46 LRPFGSAQR 0 47.00
16951-40394 PLFSGSQPPPSQDAGHPDPG 0.122 | 13392.05 FSGSQPPPS 0 90.00
ruzzre 16951-40396 PLFSGSQPPDSQDAGHPDPG 0.102 | 16558.36 | FSGSQPPDS 0 95.00
Rv0679c 30987-40450 LGAGPYKPLDNLKSNLGAGN 0.225 | 4395.36 | LDNLKSNLG 0 37.00
Rv14lic 37096-40400 PDFNALQPVPSTQWIQE 0.338 | 1292.70 FNALQPVPS 1 WB | 4.50
Rv1490 11073-40402 FGRVESHADFHPFQSQHRSP 0.138 | 1120150 | FHPFQSQHR 85.00
37775-40428 ARGGLSADPKPNRGPPATAE 0.072 | 22909.69| LSADPKPNR 0 95.00
Rvzero 37777-40430 WIPQLQGDTRAPRPPADLSR 0.109 | 15326.50| LQGDTRAPR 0 95.00
Rv2301c 30960-40442 SMANSTPNTRLQPFGSSLSSA 0.252 | 3266.96 LQPFGSSLS 0 26.00
Rv2560 11024-40404 ALSDRATPAFTPTSGVSSK 0.182 | 6962.96 DRATPAFTP 0 60.00
Rv2707 16084-40406 RIGVGTPDFSASDSLSVAAA 0.259 | 3040.65 FSASDSLSV 0 24.00
16295-40408 SELTALRRLKSPASLRSGDR 0.415 | 558.30 LRRLKSPAS 1 SB 1.30
Rv3166¢ 16298-40410 MERELSLVPGAQPQDFDTPTY 0.192 | 6265.50 LSLVPGAQP 0 55.00
16300-40412 LQSLRAMKRLPSHQMNEEHR 0.391 | 725.90 LRAMKRLPS 1 WB | 2.50
Rv3494c 38373-40448 AHMRLRSGPSLQADQKGTRQ 0.344 | 1215.07 LRSGPSLQA 1 WB | 6.00
Rv3629 16645/6-40414 WTTAGLDDPVRAMALRPPAHG | 0.299 | 1961.86 VRAMALRPP 0 13.00

Los animales de estudio se dividieron en 2 grupos experimentales, como se muestra en la

tabla 4. Esta division se hizo para controlar el tamafio de la muestra y el trabajo de los

tratamientos respectivos. Los péptidos inoculados corresponden a las formas poliméricas de

las secuencias modificadas a partir de los péptidos nativos. (tabla 2 y 3)
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Tabla 4. Organizacion grupal de ratones para inoculacion.

Péptido
| NUmero . Péptido | Secuencia del péptido nativo | Secuencia del péptido modificado,
i Proteina ) inoculad )
de raton nativo inoculado
0
1,18 AlF - - - -
CONTROLES
3,4 - - - - -
8-10 Rv3166c | 16295 | LITSRRQRKSAPARISGDRLY 40408 | CGSELTALRRLKSPASLRSGDRGC
GRUPO 1 11-13 Rv3166c | 16300 | VSLEAEARFSPHVMNEEHREY 40412 | CGLQSLRAMKRLPSHOMNEEHRGC
14 -16 Rv0180c | 31039 | LGLPSAGATVPLEAVPAFFRY 40422 | CGLGLPEAGATPPLEALPSFFRYGC
5-7 Rv141ic | 37096 | APPFNATQPVPATVWIQETGY 40400 | CGPDFNALQPVPSTQWIQEGC
GRUPO 2
17,2,19 | Rv3494c | 38373 | HMRLNSGTAIPSNVTATVRSY 40448 | CGAHMRLRSGPSLOADQKGTRQGC

AIF: Adyuvante incompleto de Freund. Los ratones 3 y 4 fueron seleccionados para la obtencion monocitos
derivados de medula 6sea por tanto no recibieron ningin tratamiento.. Los aminoacidos subrayados
corresponden a las modificaciones que se realizaron de los péptidos nativos.

7.2 Obtencidon de macrdéfagos derivados de medula 6sea y esplenocitos

En promedio se obtuvieron 5,6x10% monocitos derivados de médula dsea de los fémures y
tibias de ratones que no fueron inmunizados, con una viabilidad superior al 95%, de los cuales
se sembraron 5x10° macréfagos (M®) por pozo; éstas fueron presentando cambios
morfologicos y de adherencia al pozo durante los 8 dias de cultivo. En la imagen A de la
figura 8 que corresponde al primer dia de cultivo se observan células esféricas que a los dias
3y 5 ya presentan alargamiento en su estructura como se observa en las imagenes By C. En
las imagenes D y E, que son los dos ultimos dias de cultivo antes de la infeccién con Mtb, es
evidente la formacion de seudopodos y el cambio caracteristico de la morfologia alargada y

adherente de los macrofagos.

Para el caso de los esplenocitos se obtuvieron un promedio de 8,4x10° células por bazo de
cada raton, con un porcentaje de viabilidad del 87%, de los que se cocultivaron 2,5x10°

células por pozo con los macréfagos infectados con Mtb H37Rv.
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Dia 7 de cultivo Dia 8 de cultivo

Figura 8. Cambio morfolégico de monocitos derivados de medula dsea de ratones BALB/c.

La transformacion gradual de la morfologia celular se da en un periodo de tiempo de 8 dias. En los dias del
1 al 3 de cultivo (A- B) se observan células esféricas que se van agrupando en el transcurso del tiempo; a
partir del dia 5 (C-D) se empieza a evidenciar un alargamiento de las células. Finalmente, el dia 8 de cultivo
(E) las células presentan forma de seuddpodos con mayor adherencia al fondo del pozo.

7.3 Tincion de Ziehl Neelsen y Tincion de Gram
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Figura 7. Tincién de Ziehl Neelsen de Mycobacterium tuberculosis H37Rv

Los resultados de las tinciones de Gram y de Ziehl Neelsen mostraron que el cultivo no se
contamino por otro microorganismo y como se evidencia en la figura 7 la micobacteria formo
agregados en forma de letras chinas caracteristico del crecimiento de la Mth. El cultivo
alcanzé la fase logaritmica de crecimiento a los 24 dias de cultivo, tiempo caracteristico para

estas micobacterias del Complejo Mycobacterium tuberculosis.

7.4 Co — cultivo de esplenocitos de ratones inmunizados con macrofagos
infectados con Mtb y conteo de UFC

El cocultivo permiti6 evaluar la inhibicion del crecimiento intracelular de la micobacteria en
los macréfagos infectados en presencia de esplenocitos de ratones inmunizados con los
péptidos 40400 (Rv1411c), 40408 (Rv3166¢), 40412 (Rv3166c), 40422 (Rv0180c) y 40448
(Rv3494c).
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El conteo de UFC fue posible hasta 24 dias después de haber sembrado el lisado celular de
los macrofagos infectados (controles) en medio s6lido Middlebrook 7H10 y luego el lisado
de los cocultivos de los dias 3, 6 y 10 de los macrdfagos infectados con los esplenocitos de

ratones inmunizados
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Grafica 1. Control de infeccidn en macréfagos derivados de médula 6sea de ratones BALB/c con Mth H37Rv.
Para cada control se realizaron 5 réplicas.

Como se observa en el conteo de UFC de los controles de infeccion (Gréafica 1); es decir, los
macrofagos infectados con Mtb sin presencia de esplenocitos, hay una disminucion para el
G1 entre los dias 0, 3y 6 del cultivo de ~45 y ~50 UFC respectivamente, por el contrario en
el dia 10 hay un aumento en el namero de UFC; mientras que en el G2 no hay cambio de las
UFC entre los dias 0 y 3 pero a partir del dia 6 se presenta un incremento de la carga
micobacteriana intracelular hasta el dia 10 de cultivo. El grupo G2 presentd una mayor

cantidad de UFCs respecto al grupo G1 en los tiempos observados.

Por otra parte, cuando se llevo a cabo el cocultivo de los macrofagos infectados con los
esplenocitos obtenidos de ratones inmunizados, se encontrd que el conteo de UFC para el dia
3 no presentd variaciones en presencia de los esplenocitos de ratones inmunizados con los
péptidos 40408, 40412 y 40422 ni con los controles de adyuvante, respecto a los controles

de infeccion para ese dia de cocultivo (grafica 2A). En el G2, al comparar los conteos del
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control de infeccion, hay una disminucion del ~25% cuando se lleva a cabo el cocultivo con
los esplenocitos de ratones inmunizados tanto con el péptido 40400 como con los
inmunizados con el péptido 40448 (grafica 2B y 2C), también se observa que con los
esplenocitos de los ratones inmunizados con el adyuvante se presenta un incremento de cerca
del 40% de UFC, mientras que en presencia de los esplenocitos de ratones sin ningun
tratamiento hay una disminucion del 40% en las UFC; es decir, que los esplenocitos de
ratones no inmunizados logran disminuir la infeccion; sin embargo como se describio en la
figura 16, los esplenocitos de los ratones inmunizados disminuyen la infeccion mas
eficientemente que los esplenocitos de ratones no inmunizados respecto al control de

infeccidn para el dia 3 de cocultivo.
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Gréfica 2. Crecimiento de Mtb H37Rv en macrofagos en el dia 3 de cocultivo con esplenocitos de ratones
inmunizados con los péptidos 40400, 40408,40412,40422 y 40448. (A) conteo de UFC en el grupo 1 (G1)
correspondiente al cocultivo de M infectados con Mth H37Rv con esplenocitos de ratones inmunizados
con los péptidos 40408 (Rv3166), 40412 (Rv3166) y 40422 (Rv0180c). (B) conteo de UFC en el grupo2
(G2) correspondiente al cocultivo con esplenocitos de ratones inmunizados con los péptidos 40400
(Rv141lc) y 40448 (Rv3494c). Cada grupo de cocultivo con esplenocitos de ratones inmunizados con
péptidos tiene 9 réplicas y sus propios controles; por tanto, se tiene el control de infeccion del dia 0 y del
dia 3 (ctrl dO y d3) para los cuales se hicieron 5 réplicas en cada grupo experimental (G1 y G2), asi como
los controles de cocultivo con esplenacitos de ratones inmunizados con AlF (ctrl adyuvante) y el control de
cocultivo con esplenacitos del ratdn sin inoculacién de ningun tipo (ctrl esplenocitos) que se trabajaron por
triplicado. (C) Porcentaje de infeccidn en el dia 3 de cocultivo.

En el dia 6 en el cocultivo con los esplenocitos de los ratones inmunizados con los péptidos
40408, 40412 y 40422 (grafica 3A y 3C) se obtuvo un aumento del 166% en promedio de
UFC respecto al control de infeccion y al control de cocultivo con esplenocitos de ratones
inmunizados con adyuvante del mismo grupo. Contrariamente en el G2 (grafica 3B y 3C)
hay una disminucion del 65% de UFC respecto al control de infeccion cuando se hace el
cocultivo con esplenocitos obtenidos de ratones inmunizados con los péptidos 40400 y

(©) 1. En los controles de cocultivo con esplenocitos de ratones inmunizados con adyuvante
hay una disminucion del 67% de UFC también respecto al control de infeccion para el dia 6

del cocultivo.
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(A) Dia 6 de cocultivo G1 (B) Dia 6 de cocultivo G2
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Grafica 3. Crecimiento de Mth H37Rv en macréfagos en el dia 6 de cocultivo con esplenocitos de ratones
inmunizados con los péptidos 40400, 40408,40412,40422 y 40448. (A) conteo de UFC en el grupo 1 (G1)
correspondiente al cocultivo de M® infectados con Mtb H37Rv con esplenocitos de ratones inmunizados
con los péptidos 40408 (Rv3166), 40412 (Rv3166) y 40422 (Rv0180c). (B) conteo de UFC en el grupo2
(G2) correspondiente al cocultivo con esplenocitos de ratones inmunizados con los péptidos 40400
(Rv141lc) y 40448 (Rv3494c). Cada grupo de cocultivo con esplenocitos de ratones inmunizados con
péptidos tiene 9 réplicas y sus propios controles; por tanto, se tiene el control de infeccién del dia 0 y del
dia 6 (ctrl dO y d6) para los cuales se hicieron 5 réplicas en cada grupo experimental (G1 y G2), asi como
los controles de cocultivo con esplenocitos de ratones inmunizados con AlF (ctrl adyuvante) y el control de
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cocultivo con esplenacitos del ratén sin inoculacion de ningdn tipo (ctrl esplenocitos) que se trabajaron por
triplicado. (C) Porcentaje de infeccion en el dia 6 de cocultivo.

En el dia 10 se evidencié una reduccion general de las UFC en los dos grupos (gréficas 4A,
4B y 4C); en el G1 se tiene una disminucion del ~74%. el cocultivo con los esplenocitos de
los ratones inmunizados con los péptidos 40408, 40412 y 40422 que en los dias anteriores de
cocultivo (dias 3 y 6) no habian presentado una disminucion representativa de las UFC. Por
otra parte, en el G2 hubo un de incremento de 16% de micobacterias intracelulares en los
controles de infeccion si se compara con el conteo del dia 0 y con los tratamientos se obtuvo
una disminucion del ~91% de las UFC con los esplenocitos inmunizados con el péptido
40400 de la proteina Rv1411c y del ~75% de las UFC en el cocultivo con los esplenocitos

de los ratones inmunizados con el péptido 40448 la proteina Rv3494c.

A (B) Dia 10 de cocultivo G2
( ) Dia 10 de cocultivo G 1

UFC

509

%
e
w

0 L] L] L] L] L] : T - 5 0 T T L] L] L] T
2
2 Q Q X CY >
\¢>0 &\9 o \’@% @% u'\?' bf‘:b O N4 S & @Q >
< A SLARRY S Q S & N $ S Q) N
< < S o ™ ™ ™ S R o ™
< 0 Q> 3 N
RN MO © Q N
N3 R N R
< NG xS N
< < © &
< J

66



C p
© DIA 10

200

180

160

140

=
£ 120
]
[t
= 100 |
-~
= 80 +
=J
= 60
40 ——
ik +
20
ND ‘
0 L
Ctrl adyuvante Ctrl 40408 40412 40422 Ctrl adyuvante Ctrl 40400 40448
(G1) esplenocitos (G2) esplenocitos
(G1) (G2)
Tratamiento

Gréfica 4. Crecimiento de Mth H37Rv en macrdfagos en el dia 10 de cocultivo con esplenocitos de ratones
inmunizados con los péptidos 40400, 40408,40412,40422 y 40448. (A) conteo de UFC en el grupo 1 (G1)
correspondiente al cocultivo de M® infectados con Mtbh H37Rv con esplenocitos de ratones inmunizados con
los péptidos 40408 (Rv3166), 40412 (Rv3166) y 40422 (Rv0180c). (B) conteo de UFC en el grupo2 (G2)
correspondiente al cocultivo con esplenocitos de ratones inmunizados con los péptidos 40400 (Rv141lc) y
40448 (Rv3494c). Cada grupo de ratones tiene 9 réplicas y tiene sus propios controles; por tanto, se tiene el
control de infeccion del dia 0 y del dia 10 (ctrl dO y d10) para los cuales se hicieron 5 réplicas en cada grupo
experimental (G1 y G2), asi como los controles de cocultivo con esplenacitos de ratones inmunizados con AlF
(ctrl adyuvante) y el control de cocultivo con esplenocitos del ratén sin inoculacién de ningun tipo (ctrl
esplenacitos) que se trabajaron por triplicado con excepcién del G1 para el cual no se pudo determinar (ND)
por que se acabaron los esplenacitos. (C) Porcentaje de infeccion en el dia 10 de cocultivo.

7.5 Evaluacidn de citoquinas en el sobrenadante de cocultivo

Para la cuantificacion de citoquinas con el kit BD™ CBA Mouse Th1/Th2 Cyokine, se
emplearon los sobrenadantes de cocultivo con los esplenocitos de los ratones inmunizados
con los péptidos 40400 y 40448 (tabla 4), los cuales lograron inhibir el crecimiento de la
micobacteria en los macréfagos infectados de forma constante y representativa en los dias 3,
6 y 10 de cocultivo (gréficas 2, 3 y 4) alcanzando una reduccion del 83% de UFC en promedio
en el dia 10 respecto a los controles de infeccion. Para este analisis no se evaluaron los

sobrenadantes del raton 7 inoculado con el péptido 40400 ni los sobrenadantes del raton 19
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inoculado con el péptido 40448 debido a que los datos de sus réplicas presentaron muy altas

desviaciones.

En concordancia con los resultados obtenidos en cuanto al control de la infeccion de Mtb se
seleccionaron los sobrenadantes de cocultivo con los esplenocitos de ratones inmunizados
con los péptidos 40400 y 40448.

Los controles para este ensayo corresponden a la produccién de citoquinas de los macrofagos

sin infeccion (control negativo) y con infeccion con Mtb H37Rv (control positivo).

En la gréafica 5 se observa en los sobrenadantes de cocultivo con esplenocitos de los ratones

inoculados con el péptido 40400 y 40448 y los macréfagos infectados con Mth H37Rv, se
detect6 una tendencia creciente de la concentracion de TNFa entre los dias 3 y 10 con
excepcion del raton 6 el cual presenta en el dia 3 una concentracion de ~816 pg/mL, la cual
disminuye en el dia 6 y en el dia 10.

Por otra parte en la grafica 6 se puede observar que los macrofagos infectados (controles de
infeccién) aumentan la produccion de IFNy en el dia 3 respecto a la produccion de esta
citoquina en los macrofagos que no fueron infectados, ademas, los sobrenadantes de los
cocultivos de los esplenocitos de ratones inoculados tanto con los péptidos como con AlF
presentan una disminucion de IFNy en el dia 3 (barras azules) respecto al control de infeccion
pero en relacion al control de los macrofagos no infectados no hay variacion, excepto el ratén
5 en el cual se observa una disminucidn drastica de la concentracion respecto a este control,
finalmente en el dia 10 los sobrenadantes de los ratones inoculados con los péptidos no
presentan cambios en la produccion de IFNy, sin embargo con AlF si hay una disminucion

de esta citoquina.

Respecto a la concentracion de IL2 e IL4 (gréaficas 7 y 8) detectadas en los sobrenadantes
control se observa un incremento en el dia 3 que disminuye 2,1 pg/mL y 1 pg/mL en dia 6
respectivamente y luego aumento 0,66 pg/mL y 1,16 pg/mL respectivamente, tendencia que
se evidencio en los sobrenadantes con los esplenocitos de los ratones inmunizados con los
péptidos y con AIF a diferencia de la IL2 con el ratén 2 y en la IL4 con el raton 6 con el cual

se observa una tendencia creciente de la concentracion de esta citoquina respecto al tiempo.
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Finalmente, a nivel general se encontrd en los sobrenadantes de cocultivo una concentracion

de ~4.5 pg/mL de IL5 para todos los dias analizados (figura 9).
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Gréfica 5. Determinacion de TNF o en sobrenadante de cocultivo. (A) Curva de calibraciéon del TNFa. indice
medio de fluorescencia (MIF) en funcion de la concentracidn de las soluciones patrén de citoquinas. (B)
Concentracion de TNF o en los sobrenadantes de cocultivo de macrofagos infectados con Mth y esplenocitos
de ratones inmunizados con los péptidos 40400 (R5,R6) y 40448 (R17, R2) y rat6n inoculado con AlF (R1).
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Gréfica 6. Determinacion de IFN y en sobrenadante de cocultivo. (A) Curva de calibracion de IFN y. Indice
medio de fluorescencia (MIF) en funcion de la concentracion de las soluciones patron de citoquinas. (B)
concentracion de IFN y concentracion de IFN y en los sobrenadantes de cocultivo de macréfagos infectados
con Mtb y esplenocitos de ratones inmunizados con los péptidos 40400 (R5,R6) y 40448 (R17, R2) y raton
inoculado con AIF (R1).
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Gréfica 7. Determinacion de 1L12 en sobrenadante de cocultivo. (A) Curva de calibracion de 1L2. indice medio
de fluorescencia (MIF) en funcién de la concentracién de las soluciones patrén de citoquinas. (B) concentracién
de IL2 en los sobrenadantes de cocultivo de macréfagos infectados con Mth y esplenocitos de ratones
inmunizados con los péptidos 40400 y 40448 (R5,R6) de superficie de Mtb (R17, R2) y rat6n inoculado con
AIF (R1).
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Gréfica 8. Determinacion de 1L4 en sobrenadante de cocultivo. (A) Curva de calibracion de 1L4. indice medio
de fluorescencia (MIF) en funcion de la concentracion de las soluciones patron de citoquinas (pg/mL). (B)
concentracion de IL4 en los sobrenadantes de cocultivo de macréfagos infectados con Mtb y esplenacitos de
ratones inmunizados con los péptidos 40400 (R5,R6) y 40448 (R17, R2) y rat6n inoculado con AIF (R1).
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Gréfica 9. Determinacion de IL5 en sobrenadante de cocultivo. (A) Curva de calibracion de IL5. indice medio
de fluorescencia (MIF) en funcion de la concentracion de las soluciones patron de citoquinas (pg/mL). (B)
concentracion de IL5 en los sobrenadantes de cocultivo de macréfagos infectados con Mtb y esplenocitos de
ratones inmunizados con los péptidos 40400 (R5, R6) y 40448 (R17, R2) y raton inoculado con AlF (R1).
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7.6 Evaluacion de 1gG por ensayo de ELISA en sueros de ratones
inmunizados.

A partir de los sueros obtenidos de los ratones inmunizados con los péptidos 40400, 40408,
40412, 40422 y 40448 (tabla 4) se determind la concentracion de los anticuerpos IgG que

reconocian los péptidos originales, modificados y el lisado de la micobacteria.

Para el tratamiento estadistico de los datos se calculd la desviacion estandar entre los
triplicados y el umbral. La presencia de anticuerpos especificos, se observa representado en

las graficas con la linea azul, que fue calculada empleando la formula:

Umbral = promedio de Abs 4s0nm Sin antigeno + 3 desviaciones estandar

Los sueros de ratones inoculados con el péptido 40400 presentaron la mayor respuesta de
anticuerpos IgG tanto contra el péptido modificado como contra el péptido original (grafica
10), seguido por los valores de los sueros de los ratones inoculados con el péptido 40412
(grafica 12) en los cuales se observa un cambio entre la concentracion de 1gG en los sueros
preinmunes de cada raton comparados con la concentracion después de la segunda
inoculacion y en los sueros de las sangrias finales, lo que muestra una produccion de
anticuerpos especificos, especialmente contra el péptido modificado inoculado pero no

contra el péptido original.

A nivel general se evidencia la produccién de los anticuerpos frente al péptido modificado
en los sueros post-segunda sangria y en la sangria final, sin embargo, solo se logré dicho
reconocimiento con la inoculacion del péptido 40422 en los sueros de la sangria final de los

ratones 15y 16.
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Inmunizacion con el péptido 40400
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Gréfica 10. Determinacion de la concentracion de anticuerpos 1gG en los sueros de ratones BALB/c
inmunizados con el péptido 40400. P.1.: sangria pre-inmune. S#2: Sangria post- segunda inoculacion, S.F:

sangria post-tercera inoculacion.
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Gréfica 11. Determinacion de la concentracion de anticuerpos 1gG en los sueros de ratones BALB/c
inmunizados con el péptido 40408. P.1.: sangria pre-inmune. S#2: Sangria post- segunda inoculacion, S.F:

sangria post-tercera inoculacion.
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Inmunizacién con el péptido 40412
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Graéfica 12 Determinacion de la concentracion de anticuerpos IgG en los sueros de ratones BALB/c
inmunizados con el péptido 40412. P.1.: sangria pre-inmune. S#2: Sangria post- segunda inoculacion, S.F:

sangria post-tercera inoculacion.

Inmunizacién con el péptido 40422

2,0
18
1,6
14
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0

Absorbancia, 450 nm

R14P.I R14 S#2 R14SF R15P.I1 R15 S#2 RI15SF RI16P.I R16S#2 RI16S.F

u peptido original & peptido modificado  w lisado

Gréfica 13. Determinacion de la concentracion de anticuerpos 1gG en los sueros de ratones BALB/c
inmunizados con el péptido 40422. P.1.: sangria pre-inmune. S#2: Sangria post- segunda inoculacion, S.F:
sangria post-tercera inoculacion.
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Inmunizacién con el péptido 40448
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Gréfica 14. Determinacion de la concentracion de anticuerpos 1gG en los sueros de ratones BALB/c
inmunizados con el péptido 40448. P.1.: sangria pre-inmune. S#2: Sangria post- segunda inoculacion, S.F:

sangria post-tercera inoculacion.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

La TB es la primera causa de muerte a nivel mundial por un agente infeccioso como lo son
las bacterias del complejo Mycobacterium tuberculosis encontrandose por encima del VIH —
SIDA y aunque puede evitarse significativamente el namero de muertes por TB con un
diagnostico temprano y el adecuado tratamiento, la TB farmacorresistente ha categorizado

dicha enfermedad como de alto impacto en salud publica (1).

Con este antecedente se evidencia la necesidad de obtener una vacuna contra TB que tenga
un nivel de protectividad mayor a la BCG, la Unica vacuna actualmente con licencia, pero la
cual no presenta ningun tipo de protectividad contra tuberculosis pulmonar en adultos; su
efecto protectivo disminuye en el tiempo por multiples causas ambientales, epigenéticas,
alimenticias, la exposicion a micobacterias ambientales, entre otros (5-9). El avance en la
busqueda de una nueva vacuna ha sido limitado por la falta de comprension de los
mecanismos de la respuesta inmune orientada a contener o eliminar la micobacteria en la
célula hospedera (4); por lo cual, la correlacion de moléculas de la respuesta inmune
adaptativa tanto humoral como celular permitira una evaluacion mas rigurosa de candidatos

vacunales contra tuberculosis (62).

En la Fundacién Instituto de Inmunologia de Colombia basandose en el disefio l6gico y
racional de una vacuna sintética, multiepitope y multiestadio contra malaria, se ha propuesto

seguir la misma metodologia en el disefio de una vacuna sintética multiepitope contra TB
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(56). En este disefio se han seleccionado una serie de proteinas de Mycobacterium
tuberculosis H37Rv (68) que podrian estar involucradas en la interaccion hospedero-
patdgeno. Con la aplicacion de ensayos del tipo receptor-ligando se identificaron péptidos
con alta actividad de union especifica a células blanco de infeccidn, que se denominaron
HABPs. El alineamiento multiple con diferentes cepas y especies de micobacterias mostraron
que dichas secuencias son conservadas, con lo cual se esté evitando la variabilidad genética
del patégeno como sistema de evasion del sistema inmune del hospedero. Algunos de estos
péptidos inhibieron la entrada de la micobacteria a las células blanco de forma dependiente
de la concentracion, en ensayos in vitro (16-18, 20, 23-27, 30). Estas caracteristicas hicieron
posible la seleccién inicial de secuencias que podrian incluirse en el disefio de la vacuna
sintética, sin embargo, de acuerdo con lo encontrado previamente, se realizé la modificacion
de las secuencias por cambio de algunos aminoacidos para generar la induccion de una
respuesta inmune que pudiera ser protectiva basados en la prediccién de un mejor ajuste a las

moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad clase 11 (69).

En consecuencia, teniendo en cuenta que se requiere conocer la capacidad de dichas
secuencias modificadas para generar una respuesta inmune, en el presente trabajo de tesis se
planted la evaluacion de la inhibicidon del crecimiento de la micobacteria en macrofagos
infectados como una medida de la capacidad protectiva de los péptidos derivados de proteinas

de superficie de Mtb en un modelo murino in vitro.

El ensayo de cocultivo ha demostrado ser funcional para la evaluacién de la actividad
antituberculosa de diversos candidatos vacunales contra tuberculosis en sistemas in vitro en
el modelo murino de tuberculosis pulmonar (62); consecuentemente, esta técnica fue
empleada durante esta investigacion para evaluar en un modelo murino in vitro, la respuesta
inmune protectiva de los esplenocitos de ratones inoculados con los péptidos, que por
prediccion serian inductores de respuesta inmune involucrada en la inhibicion del

crecimiento de Mtb intracelular en macrofagos infectados, teniendo en cuenta que con este
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modelo, la inhibicién del crecimiento intracelular micobacteriano estd influenciado por

diversos factores que engloban tanto una respuesta inmune innata como una adaptativa.

La seleccion de los antigenos para el ensayo in vitro, parte del conocimiento de que las
moléculas del MHC son proteinas cuyos dominios extracelulares estan implicados en la
presentacion de antigenos, generalmente péptidos anclados a los bolsillos de unién, a células
del sistema inmune encargadas de generar una respuesta. Se subdividen en 2 subclases: la
clase | puede presentar péptidos compuestos por 3 a 8 aminoacidos y la clase Il que puede
presentar péptidos de 9 a 20 aminoacidos (34).

En ratones, las moléculas del MHC son codificadas por un complejo de genes en el locus H-
2 en el cromosoma 17, las moléculas clase 11 en ratdn I-A e I-E, son 2 polipeptidos diferentes
que se codifican en una region separada a la del MHC (70); la contraparte en humanos
comprende 3 isotipos de clase Il; HLA DR, HLA DQ y HLA DP. La contraparte de HLA
DR de humanos en raton es I-E y la contraparte de HLA DQ en ratones es 1-A (34, 71), la
alta homologia descrita entre las moléculas del sistema inmune HLA-DQ en humanos con el
alelo H-2 I-Ad en ratones de la cepa BALB/c soportan el uso de este modelo animal para la
evaluacion de la respuesta inmune y con la posibilidad de que un disefio similar pueda ser

empleado para su aplicacion en humanos.

De los 18 HABPs derivados de las proteinas de superficie de Mycobacterium tuberculosis
H37Rv, solo se encontrd la union de 2 de ellos al MHC 11, Teniendo en cuenta lo encontrado
por FIDIC en el disefio de la vacuna contra P. falciparum, era de esperar que dichas
secuencias funcionalmente importantes no fueran presentadas al sistema inmune, de aqui la
necesidad de modificarlas, estas modificaciones se realizaron por aminoacidos de igual
volumen y diferente polaridad con el fin de romper el silencio inmunolégico e inducir una

respuesta inmune protectora (10).
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Por tanto, se disefiaron 19 péptidos modificados que al ser analizados in silico, con respecto
a su capacidad de union a MHC-11 del modelo animal propuesto (H-2-1Ad para ratones
BALBc), permitieron la identificacion de los péptidos 40400, 40408,40412, 40422 y 40448
derivados de secuencias de las proteinas Rv141lc, Rv 3166c, Rv0180c y Rv3494c
respectivamente; se propone que estos cinco péptidos que presentaron unién a H-2 1-Ad,
seran presentados por el MHC |1, que se encuentra principalmente en la superficie de células
presentadoras de antigenos (como en células dendriticas, macréfagos y algunas células
epiteliales) a las células que poseen receptores para estas moléculas como son los linfocitos
T CD4+ (34).

A partir del andlisis in silico la clasificacion de union péptido-MHC se da en funcién del
porcentaje de rango, que es medido teniendo en cuenta la afinidad para un péptido dado en
comparacion con un conjunto de 200,000 peptidos naturales al azar de la misma longitud del
péptido analizado, con un umbral recomendado para la determinacion del tipo de unién fuerte
o débil al MHC I1; por otra parte, la afinidad se establece en la escala logaritmica como 1-
log 50K y como el IC50 en el orden nanomolar (55).

Basados en la aplicacion de la técnica de cocultivo (62), planteada para simular la actividad
celular in vivo de células previamente estimuladas por inmunizacion para el control de la
infeccidén por Mtb de células blanco, se evidencid que el co-cultivo con los esplenocitos de
los ratones inoculados con los péptidos 40400 de la proteina Rv1411c y 40448 de la proteina
Rv3494c lograron inhibir el progreso de la infeccion de forma constante durante el periodo

total del cocultivo.

Estudios previos en la Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia (FIDIC),
demostraron que el péptido 16295 de la proteina Rv3166¢ es un HABP para linea celular
A549, blanco de infeccion de Mth, pero no tiene un efecto inhibitorio de la infeccion por este
patdgeno en dicha linea celular (33), debido a que no presenta union a la molécula de MHC
Il analizada, luego de hacer la modificacion del péptido obteniendo el 40408, se evidencid

que segun el analisis in silico fue el Unico de los péptidos evaluados que presentd una unién
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fuerte al MHC 1l H-2 I-Ad; sin embargo, con este péptido modificado no hubo una
produccion de anticuerpos IgG que reconocieran tanto el péptido nativo como el modificado
y ademas, no hubo control de la infeccion por Mtb.

Dentro de los ratones del G1 también se encuentran los inmunizados con el péptido 40412
de la proteina Rv3166¢ derivado del péptido nativo 16300, el cual es HABP para la linea
celular blanco de infeccién U937 (33). La inmunizacién de animales con el péptido original
(16300) mostrd en un estudio previo (33), la generacién de anticuerpos que reconocian a la
proteina nativa por pruebas inmunoquimicas; asi mismo, en esta investigacion se hallé que
el péptido modificado 40412 se une al MHC 11, y su inoculacién genera la concentracion de
anticuerpos IgG. Por otra parte, aunque no redujo las UFC en los primeros dias de cocultivo,
si lo hace en el dia 10 cuando logré disminuir las UFC, lo que puede indicar que las
modificaciones realizadas al peptido logran cumplir con el objetivo de reducir el silencio

inmunoldgico para la obtencion de un peptido inmunogénico.

El péptido 40422, también del G1, pese a haber presentado union al MHCII I-Ad alelo
especifico, tanto en su forma nativa como modificada, no es inmunogénico teniendo en
cuenta que no se generd una produccion significativa de anticuerpos IgG que reconocieran

el péptido nativo y modificado, y no presentd reduccion de UFC.

Respecto al G2, el péptido 40400 (PDFNALQPVPSTQWIQE), es derivado del péptido
nativo 37096 (APPFNATQPVPATVWIQETGY) de la proteina Rv1411c, la cual se ha
descrito previamente como una lipoproteina de Mtb que inhibe el procesamiento del antigeno
y su presentacion por el MHC Il en macrofagos humanos dependiente de TLR-2 (26). Es de
gran importancia el reconocimiento de la secuencia del péptido original 37096, ya que este
péptido es conservado entre diferentes cepas del Complejo Mycobacterium tuberculosis y
mostré una inhibicién de la entrada de la micobacteria superior al 70% (200uM) con un
comportamiento dependiente de la concentracion, en ensayos in vitro con células epiteliales

alveolares que son blanco de infeccion a las cuales se une con alta especificidad (31). En
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concordancia, el control de la infeccion por Mth que se presenta en el cocultivo con
esplenocitos de ratones inmunizados con el péptido 40400 sugiere la participacion de este
péptido que al hacer la presentacion correcta del antigeno por el MHC 11 genera la respuesta

inmune que permitié controlar el crecimiento intracelular de Mtb.

La identificacién de secuencias de epitopes T permitié comprobar que la intensidad de unién
al MHC Il H-2 I-Ad alelo especifico de la cepa de ratones BALB/c no determina
exclusivamente la inmunogenicidad de los péptidos, debido a que los esplenocitos de ratones
inmunizados con el péptido 40408 que presentd una union fuerte al MHC junto con los
péptidos 40412 y 40422 no tienen un efecto en el control progresivo de la infeccion de
macréfagos infectados Mth H37Rv.

Para identificar la inmunogenicidad del péptido se evalud la produccidn de anticuerpos y de
citoquinas, reconociendo que los sueros obtenidos por la inoculacion de este péptido
reconocen la secuencia tanto del péptido modificado 40400 como del péptido original 37096,
ademas el lisado de micobacteria. Respecto al analisis de citoquinas de los sobrenadantes de
co-cultivo predomind la produccion de TNF-a e IFNy, en los ratones inmunizados con este
péptido; por lo cual, el control del progreso de la infeccion pudo haberse dado por la
diferenciacion del linaje linfocitico hacia un perfil Thl. Por tanto, siendo el 40400 un péptido
inmunogénico que in vitro logra controlar eficiente y progresivamente la infeccion por Mtb

se propone como un buen candidato vacunal contra tuberculosis.

Por otra parte, en estudios previos se encontro que el péptido 38373 de la proteina Rv3494c
es HABP para la linea celular de adenocarcinoma alveolar humana A549, e inhibe la invasion
de forma dosis dependiente en un 65% con una concentracién de 200 UM por encima de la
citocalasina como control positivo (24). Para su correspondiente péptido modificado se
encuentra la reduccion de la infeccidn micobacteriana de forma constante en el cocultivo de
esplenocitos de ratones inmunizados con el péptido 40448; sin embargo, a diferencia del
péptido 40400, la inmunizacion con el péptido 40448 no genera anticuerpos que reconozcan

el péptido original 38373 de la misma forma que al lisado de micobacteria.
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Durante esta investigacion, como se ha mencionado previamente la técnica de cocultivo
permitio hacer la evaluacion de la capacidad protectiva de los esplenocitos de ratones
inmunizados con péptidos sintéticos; pero la determinacion de citoquinas en los
sobrenadantes de ese cocultivo dan cuenta de los perfiles de la respuesta inmune celular. Para
tuberculosis ha sido demostrado que el ambiente de citoquinas en el foco de infeccion de
Mtb, determinara el desarrollo o la contencién de la enfermedad en un estado de latencia (72).

En los sobrenadantes de cocultivo de los esplenocitos de ratones inoculados con los péptidos
40400 de la proteina Rv1411c y 40448 de la proteina Rv3494c los cuales lograron disminuir
la carga micobacteriana intracelular significativamente y de forma constante en el periodo de
cocultivo evaluado, se determiné una concentracion variable de citoquinas relacionadas con
el perfil Thl que modulan la respuesta inmune adaptativa ante la infeccion por tuberculosis,
como lo son el IFNYy, laIL2 y el TNFa (72).

El IFNYy, es la principal citoquina involucrada en la respuesta inmune protectiva contra Mtb,
producida principalmente por celulas natural Killer, linfocitos T CD4+ y CD8+ (73),
promoviendo la activacion de M® en conjunto con la IL2 (74). Por otra parte, en linfocitos
naive conforma un bucle de retroalimentacion positiva con la IL12 en el cual activan a STAT
1y a STAT 4, los cuales una vez fosforilados se translocan al nicleo y STAT 1 activa el
factor de regulacion T bet, especializado en la induccién de la diferenciacion de los linfocitos
T hacia el linaje Thl y en conjunto con el TNFa, que no esta asociado con mecanismos de
diferenciacion, sino que es liberado por los linfocitos Thl ya diferenciados, se comprueba,
que a nivel general, por la tendencia creciente de la concentracion de TNFa en los dias del
cocultivo, hubo una diferenciacion de los linfocitos T hacia Thl. Por lo cual, se sugiere que
el control de la infeccion que se obtuvo con los esplenocitos de los ratones pudo ser debido
al TNFa y en menor medida el IFNy debido a que como se ha reportado previamente esta

relacionada con el control de la infeccion por este patdgeno (36).
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En cuanto a la determinacion de IL4 e IL5, no hay diferencia entre los macréfagos infectados
y no infectados, pero si cuando estas células infectadas con Mtb se cocultivaron con los
esplenocitos de los ratones inmunizados; especificamente la disminucion de la IL4, la cual
es coherente teniendo en cuenta el aumento de TNFa, una citoquina relacionada con un perfil
opuesto de diferenciacion de linfocitos T (36, 37) con lo cual se evidencia que cuando hay
una infeccion, el organismo infectado no silencia por completo un tipo especifico de
respuesta inmune para activar otro, sino que se generan eventos de inmunomodulacién con
perfiles diferenciados, sin embargo, se observd con la deteccion de citoquinas de linajes
opuestos tanto Thl (IFNy, IL2 y el TNF) y Th2 (IL4 e IL5) el predominio de una respuesta
particular, que en el caso de los esplenocitos inoculados con los péptidos 40400 y 40448,
dirigen la respuesta inmune para el control de la infeccion por Mtb hacia una respuesta

inmune celular Thi.

Se ha establecido que la inmunidad mediada por células juega un papel critico en la defensa
contra Mtb; por el contrario, no es claro el papel funcional de las células B y su respectiva
produccién de anticuerpos que median la inmunidad humoral frente a la infeccion por este
patogeno (75-77).

Se ha demostrado que los individuos con TB latente y TBactiva montan una respuesta
humoral especifica contra Mtb con patrones diferentes de glicosilacion en los anticuerpos
(73). También se ha comprobado que los anticuerpos contra la TB latente conducen a la
maduracion de los fagolisosomas, a la activacion del inflamasomas y a la destruccion de
macrofagos de Mtb intracelulares. Por lo cual, en este estudio, se destaca la alta
concentracion de anticuerpos en los sueros de los ratones inoculados con el péptido 40400,
que es un péptido derivado del HABP 37096, que inhibe el crecimiento de Mtb, lo que
respalda la idea de que los péptidos denominados originales, los cuales no son
inmunogénicos, requieren modificaciones puntuales, en sitios especificos para convertirlos
en péptidos inmunogénicos, capaces de inducir una respuesta inmune protectiva contra el
patogeno (78-81).
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La evaluacién de la respuesta inmune protectiva de los péptidos modificados permiten
postular como un buen candidato vacunal contra Mtb al péptido 40400 procedente del péptido
37096 de la lipoproteina Rv1411c de superficie de Mtb que con unién al alelo H-2 I-Ad de
ratones BALB/c homélogo al HLA DQ en humanos mediante su epitope T FNALQPVPS
logro inhibir el progreso de la infeccion de Mtb H37Rv intracelular, ademéas de presentar
altos titulos de 1gG en los sueros de los ratones inmunizados con este péptido indicando la
activacion de la inmunidad humoral frente a Mtb y la produccién de citoquinas que perfilan
la respuesta inmune adaptativa celular Thl.
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9. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

9.1 CONCLUSIONES

Se identificaron las secuencias de epitopes T en los péptidos modificados, ademas se

establecié que esa unidn no esta necesariamente relacionada con el control de la infeccion.

Con la metodologia de cocultivo empleada en esta investigacion se logro evaluar la capacidad
protectiva de los péptidos propuestos, encontrando que los esplenocitos de ratones
inmunizados con los péptidos 40400 y 40448 controlaron el crecimiento intracelular en

macrofagos infectados con Mtb H37Rv.

La evaluacion de la respuesta inmune protectiva de los péptidos modificados en el modelo
utilizado, permitié identificar al péptido 40400 como aquel que logra inhibir el progreso de
la infeccion de Mtb H37Rv intracelular, estimula la produccion de TNFo que perfila la
respuesta inmune adaptativa celular Thl y promueve la produccién de anticuerpos en los

sueros de los ratones.
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9.2 RECOMENDACIONES

Se propone realizar el analisis in silico con el alelo I- E de la misma cepa de ratones

Balb/c para complementar los hallazgos encontrados con el alelo 1-Ad.

Evaluar la protectividad en el modelo murino de los péptidos sugeridos en este trabajo
mediante el reto con Mtb.

Realizar el ensayo con una especie que presente mayor homologia con las moléculas
HLA en humanos para comprobar la efectividad del planteamiento metodoldgico en
la busqueda de candidatos vacunales.
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10. CONSIDERACIONES ETICAS

En esta investigacion se realizd experimentacion con Mtb H37Rv; microorganismo patégeno
perteneciente al complejo Mycobacterium tuberculosis agente causal de tuberculosis en
humanos, dicha investigacion se llevo a cabo en las instalaciones de la Fundacion Instituto
de Inmunologia de Colombia (FIDIC), las cuales cumplen a cabalidad con las exigencias del
Titulo IV del capitulo 1y los articulos 63 al 65 y 68 al 71 de la resolucion 008430 de 1993
del Ministerio de Salud de Colombia. Por otra parte, se garantizaron todas las condiciones
para dar cumplimiento al titulo V correspondiente a la Investigacion Biomeédica con

Animales de la misma resolucion en conjunto con el cumplimiento con la ley 84 de 1989.

La manipulacion de las células obtenidas de los ratones se realizo en un laboratorio de cultivo
celular con un nivel de bioseguridad clase Il, y la manipulacion de las micobacterias se

realizé en un laboratorio con un nivel de bioseguridad tipo IlI.

Los derivados biologicos fueron inactivados mediante tratamiento con fenol al 5% y
esterilizacion por vapor a presion en el autoclave a 121 °C y 2 atmosferas de presidn antes
de ser desechados como residuos biolégicos con el fin de atenuar el impacto ambiental,

sanitario y de salud negativos a que hubiere lugar.
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