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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto protector in vitro de la proteina PE_ PGRS33.

Obijetivos Particulares

Generar y caracterizar factores de activacion inducidos por la proteina
PE_PGRS33 en un sistema de procesamiento y presentacion de

antigeno in vitro.

Caracterizar el perfil de citocinas secretadas por macréfagos RAW 264.7
estimulados con los factores de activacion del sistema de procesamiento
y presentacion de PE_PGRS33, mediante un ensayo de ELISA y un

analisis multiple de citocinas por citometria de flujo.

Evaluar el estallido respiratorio en macréfagos RAW 264.7 estimulados
con los factores de activacion del sistema de procesamiento vy
presentacion de PE_PGRS33, a través de la reduccién de nitro azul de

tetrazolio.

Analizar la funcién efectora de macrofagos RAW 264.7 estimulados con
los factores de activacion del sistema de procesamiento y presentacion
de PE_PGRS33, mediante la deteccion de la expresion de MHC-II (IA¥)

por citometria de flujo.



RESUMEN

En la actualidad, un tercio de la poblacion mundial esta infectada con
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), debido entre otras causas, a la
falta de una medida profilactica eficiente. En consecuencia, la tuberculosis (TB)
continua siendo un problema de salud publica. La BCG (Bacillus Calmette-
Guerin) es la unica vacuna autorizada contra la TB, pero posee la desventaja de
so6lo brindar proteccion en la infancia mientras que en la adultez su espectro de
proteccion es muy variable (0 a 80%). Debido a esto surge la necesidad de
desarrollar una vacuna que sea mas eficaz en controlar la TB. Para esto, es
necesario identificar antigenos de M. tuberculosis capaces de generar una
respuesta inmune protectora contra la infeccién. En este sentido, la proteina
PE_PGRS33 de M. tuberculosis ha demostrado tener propiedades inflamatorias
y la capacidad de generar respuestas tanto de tipo celular como humoral. Por lo
tanto, el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto protector de la
proteina PE_PGRS33 de M. tuberculosis mediante la caracterizacion de
factores de activacion generados a través de un sistema de procesamiento y
presentacion de antigeno in vitro (hibridoma 3C2.D6) y la subsecuente
evaluacion de sus actividades biologicas sobre macréfagos RAW 264.7 en base
a la expresion de MHC-II (IA%), produccién de especies reactivas de oxigeno
(ERO) y citocinas. Los resultados mostraron que el hibridoma 3C2.D6 secretd
TNF-a en respuesta al estimulo de PE_PGRS33. Por su parte, los macréfagos
RAW 264.7 estimulados con el sobrenadante del hibridoma 3C2.D6, secretaron
TNF-a, IL-12, IL-10, IL-6 y GM-CSF. Sin embargo, no se detecté un aumento en

la expresion de MHC-I1 (IA%) ni sintesis de especies de ERO.

Xi



INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una infeccidon bacteriana causada principalmente por
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), afecta aproximadamente entre 8-
10 millones de individuos y causa 2 millones de muertes anualmente (Raja,
2004; Chacon-Salinas y col., 2005).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reporta que un tercio de la
poblacion mundial esta infectada con M. tuberculosis por lo que la TB continta
siendo un problema de salud publica. Sélo en el 2014, se reportd una incidencia
de 9.6 millones de nuevos casos y 1.5 millones de muertes a nivel mundial a
causa de esta enfermedad (OMS, 2015). Ademas, la TB esta catalogada como
la segunda causa de muerte debido a una enfermedad transmisible (Lemmer y
col., 2015).

Los factores que contribuyen al problema global de la TB son varios,
entre ellos, podemos citar la aparicion de cepas multidrogorresistentes, la
asociacion de casos de VIH/TB y la falta de una medida profilactica eficiente
para controlar la enfermedad; siendo esta ultima una de las causas de mayor

influencia (Garcia y col., 2009).

La BCG es actualmente la unica vacuna autorizada contra la TB. Dicha
vacuna ha probado su eficacia cuando se aplica durante la infancia, pues en
esta etapa logra combatir la TB meningea y evitar la propagacion de la
enfermedad. Sin embargo, en la etapa adulta, la BCG no es capaz de brindar
una proteccion efectiva ni evitar la transmisién de la enfermedad. Su espectro
de proteccién durante esta etapa varia de 0 a 80% segun la region geografica
(Principi y col., 2015). Debido a esto, es necesario el desarrollo de una vacuna

mas eficaz para controlar la enfermedad.

Actualmente existen multiples estrategias para el desarrollo de nuevas
vacunas, desde aquellas desarrolladas a partir de versiones atenuadas del



microorganismo, las basadas en ADN o a las creadas a base de subunidades
proteicas derivadas del patdégeno. Esta ultima estrategia ha sido aplicada en el
campo de la TB, por lo cual se encuentran en desarrollo investigaciones
dedicadas a buscar epitopes inmunodominantes de antigenos de M.
tuberculosis que despierten una respuesta inmune y confieran proteccion ante
la enfermedad; siendo de vital importancia estudiar, primeramente, la respuesta
inmune (RI) que estos antigenos puedan despertar en el hospedero
centrandose en aquellos que desencadenen una RI de tipo celular o mediada

por células T, considerada como una respuesta protectora (Cooper, 2009).

Lo anterior ha tenido grandes avances desde que se logro secuenciar el
genoma de M. tuberculosis, el cual alrededor del 5% codifica para la familia de
proteinas PE_PGRS (Cole y col., 1998). Esta familia consta de 65 miembros y
se caracterizan por poseer un dominio PE de 110 aminoacidos en el extremo N-
terminal altamente conservado entre todos los miembros de la familia; y un
dominio PGRS muy polimérfico en el extremo C-terminal caracterizado por
presentar repeticiones de los aminoacidos glicina-alanina (Cadieux y col.,
2011). La proteina PE_PGRS33 es hasta el momento el mas estudiado de

todos.

La proteina PE_PGRS33 es codificada por el gen Rv1818c y esta
constituida por 499 aminoacidos. Esta conformada por un dominio PE en su
extremo N-terminal y un dominio PGRS polimoérfico en el extremo C-terminal
(Vallecillo y col., 2009). Esta proteina se caracteriza por expresarse solamente

en la superficie de cepas patdgenas de M. tuberculosis.

Estudios en el modelo murino han revelado que su dominio PE es
responsable de desencadenar una respuesta de tipo celular mientras que el
dominio PGRS una de tipo humoral. Se sabe que es capaz de provocar la
secrecion de TNF-a al interaccionar con el receptor de tipo Toll 2 (Basu y col.,

2007). Ademas, promueve la sobrevivencia de M. tuberculosis dentro del



granuloma y altera el perfil de citocinas de las células del hospedero (Gastélum-
Avifia y col., 2015).

Por lo anterior, la proteina PE_PGRS33 podria ser una buena candidata
para la busqueda de nuevos epitopes inmunodominantes que puedan ser
utilizados para el desarrollo de una nueva vacuna contra la TB. Para ello es
necesario evaluar antes la Rl provocada por esta proteina. Es por esto que el
objetivo del presente trabajo fue evaluar la Rl y efecto protector de la proteina
PE_PGRS33.



ANTECEDENTES

Generalidades de la Tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa provocada en humanos
principalmente por M. tuberculosis. La TB se contagia de manera facil y rapida
cuando una persona infectada, al toser o hablar, expele gotas en forma de
aerosol que contienen la micobacteria, las cuales son inhaladas por individuos

sanos; siendo el pulmodn el sitio primario de infeccién (Garcia y col., 2009).

Los individuos infectados por M. tuberculosis pueden cursar por tres
estadios de la enfermedad (figura 1). El primero consiste en la eliminacion
espontanea de la infeccidn por mecanismos de la inmunidad innata aun no
descritos. El segundo es aquel donde el individuo desarrolla la forma activa de
la enfermedad, esto ocurre en personas inmunocomprometidas o
inmunosuprimidas. Y en el tercero, el cual se presenta en mas del 90% de los
casos, los sujetos infectados logran contener la infeccion a través de la
formacion del granuloma, una estructura organizada de células inmunes por la
aparicion de un estimulo persistente en el organismo. Es en este estadio donde

el paciente ha entrado en un estado de latencia (Kauffman, 2004).

Uno de los requerimientos para que se establezca la infeccion por M.
tuberculosis es que las particulas inhaladas, las cuales contienen micobacteria,
atraviesen las defensas del tracto respiratorio superior y se depositen en el
pulmén. La infeccidn inicia en el alveolo pulmonar donde eventualmente los

macréfagos residentes comenzaran a fagocitar a la micobacteria (Bhatia, 2010).



Figura 1. Infeccion, curso de la enfermedad y mecanismos inmunes activados
en tuberculosis. IFN, interferdn; IL, interleucina; LT, linfotoxina; TNF, factor de
necrosis tumoral; TLR, receptor tipo toll;, ERN/ERO, especies reactivas de

nitrdgeno/oxigeno (Kauffman, 2004).



En pacientes no inmunocompetentes o cuando la carga bacteriana es
muy alta y/o el microorganismo posee alta virulencia, los macréfagos son
incapaces de destruir al bacilo creando asi un nicho donde seguira

multiplicandose hasta provocar la muerte del macréfago (Georgiev, 2009).

Posteriormente, células T y B activadas migraran al sitio de infeccién y
rodearan a los fagocitos infectados culminando con la formacién de un
granuloma para evitar la expansion de la infeccion. No obstante, M. tuberculosis
puede diseminarse hacia otros tejidos u 6rganos del cuerpo via hematdégena o
directamente hacia un érgano adyacente y provocar tuberculosis extrapulmonar
en sus distintas variantes. Dentro de estas, las mas comunes son la

tuberculosis miliar, genitourinaria y la meningitis tuberculosa (Zierhut, 2016).

El escenario definitivo a presentarse cuando un individuo se infecta con
M. tuberculosis, es definido por el equilibrio alcanzado entre los mecanismos

inmunoldgicos del hospedero y los factores de virulencia del patégeno.

Respuesta Inmune en Tuberculosis

El curso de la infeccidén por M. tuberculosis depende de las interacciones entre
los factores de virulencia del bacilo y los componentes inmunes del hospedero.
Dichas interacciones determinaran los mecanismos de la inmunidad innata que
seran activados y que a su vez influiran en el desarrollo de la respuesta inmune

adaptativa.

Con la ayuda de modelos experimentales se ha demostrado que la
respuesta temprana del hospedero hacia la infeccion es caracterizada por la
afluencia de células fagociticas, principalmente de macrofagos alveolares
residentes y neutrdfilos. Una vez establecida la infeccion en el parénquima
pulmonar, el bacilo es fagocitado por macrofagos alveolares, neutrofilos y

células dendriticas.



Inmunidad Innata

La primera linea de defensa contra el bacilo tuberculoso la constituye la
inmunidad innata, haciendo uso de diversos factores que juegan un papel a
favor o en contra del hospedero. Por ejemplo, las metaloproteinasas (MPP) que
contribuyen a la destruccion y patologia del tejido pulmonar, tal como MMP-1 y
9 que aumentan su expresion durante la TB y son un mal pronostico de la
enfermedad al aumentar el dafio en el parénquima pulmonar. Esto ha sido

corroborado en modelos murinos (Elkington y col., 2011).

Otro componente importante del sistema inmune innato, y del cual su
papel en la TB no es muy discutido, son las vitaminas. Desde tiempo atras, se
conoce que la vitamina D juega un papel importante en la inmunidad hacia M.
tuberculosis, tal como lo revelaron los ensayos clinicos donde esta prohormona
mostré moderada eficacia contra la infeccion al afadirse al tratamiento
antituberculoso estandar (Nursyam y col.,, 2006). Ademas, la deficiencia de
vitamina D es asociada con el riesgo de padecer la enfermedad activa
(Martineau y col., 2011). Ademas, esta molécula influye en el desarrollo de una

respuesta tipo Th1, esencial para controlar la TB.

Para que la infeccidon por M. tuberculosis se establezca, es necesario que
el bacilo sea reconocido por las células del sistema inmune innato. Tal cometido
se logra a través de distintos receptores de reconocimiento de patrones (PRRs,
por sus siglas en inglés) tales como los receptores de manosa, receptores
scavenger, receptores de lectinas tipo C y los receptores de tipo Toll (TLR)
(Kleinnijenhuis y col., 2011). Estudios en humanos han demostrado que la
presencia de mutaciones en genes que codifican para PRRs y en distintas
moléculas asociadas a sus vias de sefalizacion se relaciona con una
susceptibilidad a padecer la enfermedad. Por ejemplo, ratones deficientes de

MyD88 son mas susceptibles a la infeccion por M. tuberculosis, debido a una



disminucién en los niveles de IL-12 y TNF-a secretados por macréfagos y

células dendriticas infectadas (Scanga y col., 2004).

Los TLRs que han sido descritos que participan en el reconocimiento de
la micobacteria por parte del hospedero son TLR2, TLR4 y TLR9. A través de
estas moléculas, la micobacteria envia sefiales para modular la respuesta
inmune a su favor, afectando la eficiencia de la respuesta inmune innata,
provocando danos patolégicos en el pulmén y alterando el perfil de citocinas
presente en el sitio de la infeccion. Este efecto se encuentra ligado al TLR que
sea activado; es decir, segun sea el receptor pueden presentarse diferencias en
el perfil de citocinas secretados por las células de la inmunidad innata (O Garra
y col., 2013).

Los componentes que conforman la inmunidad innata contra M.
tuberculosis son muchos y la interaccion entre ellos y la micobacteria influyen
en el tipo y en el desarrollo de la subsecuente respuesta inmune adaptativa

contra el bacilo de la TB.

Inmunidad Adaptativa

La mayoria de los patdogenos han logrado evolucionar para evadir las defensas
de la inmunidad innata, en tal caso, el sistema inmune desencadena los

mecanismos efectores de la inmunidad adaptativa a cargo de las células T y B.

Anos de investigacion han formado las bases del conocimiento sobre las
cuales se apoya la indiscutible participacion de la inmunidad mediada por

células T para el control de la infeccion por M. tuberculosis (figura 2).



Figura 2. Respuesta inmune celular contra M. tuberculosis. En un comienzo,
macrofagos alveolares residentes (1a), neutrdfilos (1b) y células dendriticas
(DCs) de pulmén (1c) son infectados, provocando la secrecion y produccion de
péptidos antimicrobianos, citocinas y quimiocinas. El balance de mediadores
lipidicos, como prostaglandina E2 o lipoxina A4, dentro del macréfago infectado
determina la induccion de apoptosis o necrosis. Células apoptéticas infectadas
son ingeridas por DCs de pulmoén o eferocitadas por macrofagos no infectados
(1c). DCs infectadas migran al ganglio linfatico local de pulmén alrededor de 8-
12 dias post infeccion para inducir la diferenciacién de células T virgenes hacia
un fenotipo Th1. Células Th1 protectoras migran de regreso al pulmon y
producen IFN-y, desencadenando la activacion de los macrofagos, produccion
de citocinas y factores microbicidas incluyendo iNOS (O Garra y col., 2013).

9



La inmunidad protectora y el control del crecimiento de M. tuberculosis
recaen sobre las células T CD4", tal como lo muestran estudios en ratones
deficientes en estas células (o deficientes en MHC-II) que sucumben a la
infeccion; y las observaciones en pacientes HIV+ incapaces de controlar el
crecimiento de la micobacteria. Por otro lado, el papel de las células T CD8" en
el control de la infeccion por la micobacteria esta dado por la secrecién de IFN-
Y, potenciando la actividad bactericida de los macroéfagos, y por la secrecién de
componentes que directamente destruyen a la bacteria. No obstante, aun en
presencia de células T CD8", la Rl no es capaz de suplir la ausencia de las
células T CD4" en lo respectivo al control de la infeccion (O’Garra y col., 2013).
Un factor esencial que influye en la contencién y delimitacién de la expansion
de M. tuberculosis es el tipo de respuesta efectora de células T generada
durante la infeccion. Durante el proceso de diferenciacion dirigida por antigeno,
una célula T CD4" o CD8" puede adquirir la capacidad de secretar de manera
simultanea dos o mas citocinas. En el caso de la inmunidad contra TB, se
espera que estas células T polifuncionales tengan un potencial efector mayor,
un prototipo ideal seria una de tipo trifuncional capaz de secretar IFN-y, TNF-a
e IL-2, describiendo a una célula con capacidad efectora y proliferativa (Seder y
col., 2008).

La presencia de estas poblaciones de células T CD4" multifuncionales ha
sido evaluada en la TB, encontrando una mayor frecuencia de células mono- o
bifuncionales secretoras de TNF-a o TNF-a e IFN-y durante la enfermedad
activa. En contraste, individuos con infeccion latente exhiben mayor presencia
de células trifuncionales T CD4" (IL-2", IFN-y" y TNF-a™) (Jeong y col., 2014).

10



La funciéon concreta de estas células polifuncionales en la respuesta
inmune hacia M. tuberculosis aun necesita ser estudiada a profundidad; sin
embargo, hasta el momento se conoce que en el caso de aquellas células
trifuncionales la secrecion de citocinas ocurre de manera secuencial,

precediendo la secrecion de TNF-a a la de IFN-y e IL-2 (Han y col., 2012).

Una vez que las células T CD4" han sido activadas por los antigenos
micobacterianos migran al sitio de infeccion en el pulmén. No obstante, este
hecho no es garantia del establecimiento de una respuesta inmune efectiva,
puesto que en el pulmén los linfocitos T son expuestos a una serie de
condiciones adversas que pueden afectar su capacidad funcional. Por ejemplo,
es conocido que el oxido nitrico producido en el area de lesion micobacteriana
es perjudicial para la supervivencia y funcion de las células T en el pulmén
(Robinson y col., 2015). Por otro lado, con el uso de modelos murinos se ha
descrito la existencia de ciertos fenotipos de linfocitos T CD4" capaces de
resistir el efecto toxico del 6xido nitrico de forma mas exitosa que otros. Claro
ejemplo son las sub-poblaciones de células T CD4", T-bet’/CD69™"" y CD4", T-
bet’/CD69", donde la primera ha demostrado una mayor supervivencia
asociada con su capacidad de sintetizar y responder con mayor eficiencia a IL-2
(Pearl y col., 2012). La funcién de las células T efectoras que llegan al sitio de
infeccion en el pulmén también puede verse comprometida por el
microambiente de citocinas anti-inflamatorias, principalmente IL-10 y TGF-(,
creado por los macréfagos residentes a causa de la inmunomodulacion directa

de M. tuberculosis.

Otro factor que influye en la respuesta inmune en TB es el retraso en la
activacién de las células T virgenes durante la infeccion. Este retraso es
causado por varios factores, por una parte, esta la inhibicién de la apoptosis de
los macroéfagos y neutrdéfilos inducida por la micobacteria lo que a su vez influye
en la capacidad de procesar y presentar antigeno de las células dendriticas;

aunado a esto, se encuentra la presencia de células T reguladoras CD4+
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Foxp3+ (O'Garra y col., 2013). Ademas, investigaciones han revelado que M.
tuberculosis influye en la capacidad de presentar antigeno de las células
dendriticas a través de ciertos mecanismos, primero, retardando su migracion
del pulmén hacia los ganglios linfaticos, con lo cual la disponibilidad de antigeno
en dicho sitio anatémico se vuelve tardia, y disminuyendo la expresion de MHC-
Il en la superficie de las células dendriticas, haciendo ineficiente la presentacion

de antigenos a las células T (Jasenosky y col., 2015).

Si bien las células T CD4" son fundamentales en la inmunidad contra M.
tuberculosis, otras poblaciones celulares también juegan un papel importante en
la respuesta inmune contra la infeccion, entre estas se encuentran las células T
CD8" restrictas al MHC-I. Cuando las células T CD8" son activadas por
antigenos micobacterianos secretan IFN-y, aunque en menor proporcion que
las CD4", y expresan granzimas, Fas-L, granulisinas y perforina que los
capacita para destruir a los macrofagos infectados (Canaday y col., 2001). En
ciertos estudios, basados en el uso del modelo murino, se ha vislumbrado un
papel para las células T CD8" en el control de la infeccion mediante la inhibicion
de la sintesis de B,- microglobulina o el bloqueo de la accion de las CD8"
usando de anticuerpos. Por otra parte, los linfocitos NK, pese a que
tradicionalmente son clasificadas como células del sistema inmune innato,
también participan en el control de la infecciébn, de acuerdo a estudios en
infantes vacunados con BCG donde se evalué la secreciéon de moléculas liticas

(perforinas y granzimas) en células CD56" (Abebe, 2012).

Macréfagos y su Papel en la Inmunidad Contra M. tuberculosis

Los macréfagos son un componente esencial de la inmunidad innata y
participan en el proceso de inflamacion y defensa del hospedero (Sica y col.,
2012). Se desarrollan en la médula 6sea a partir de precursores de

granulocitos/monocitos.
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Estas células precursoras también pueden dar origen a neutrofilos,
células dendriticas, células de Langerhans y osteoclastos, dependiendo de la
estimulacion con distintos factores de crecimiento. El desarrollo de este
precursor hacia monocitos ocurre por la estimulacién con el factor estimulante
de colonia de macrofagos (M-CSF), el factor estimulante de colonia granulocito-
macréfago (GM-CSF) e IL-13. Los monocitos abandonan la médula d&sea,
entran a la circulacion sanguinea y, después de aproximadamente 1 dia migran
a los tejidos donde se diferencian a macrofagos (Brown, 2007). Los macréfagos
residentes se encuentran presentes en los 6rganos de manera constitutiva y
presentan diferencias fenotipicas y morfolégicas segun sea el érgano (higado,
bazo, intestino, pulmén y cerebro). En su superficie, asi como en
compartimientos vacuolares y citosolicos, expresan un conjunto de receptores
opsonicos y no opsonicos. Ademas, secretan un amplio espectro de moléculas
como enzimas proteoliticas, quimiocinas, citocinas anti-inflamatorias (IL-10 y
TGF-B) y pro-inflamatorias (IL-1pB, IL-6 y TNF-a). También poseen la facultad de

producir metabolitos reactivos del oxigeno y del nitrégeno (Gordon y col., 2010).

Fenotipos Funcionales de Macréfagos

De manera general, es aceptado que los macréfagos representan un conjunto
de distintos fenotipos funcionales en lugar de subpoblaciones definidas y
estables. Inclusive distintos estudios afirman que los macréfagos pueden
reprogramarse y cambiar de un fenotipo funcional a otro en respuesta a los
estimulos de su microambiente, recalcando la alta plasticidad y capacidad de
adaptacion de estas células (Mosser y col.,, 2008). Una forma clasica de
clasificacion basada en su fenotipo funcional, nos lleva a hablar de macréfagos
con actividad inflamatoria y aquellos con un perfil anti-inflamatorio (Stout y col.,
2004).
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Durante la invasion por patdégenos, presencia de dafio en el tejido o
exposicion a irritantes, estos fagocitos adoptan un fenotipo inflamatorio (Murray
y col., 2011). Estas células son comunmente llamadas macrofagos M1, o
clasicamente activadas, porque fue la primera poblacion de estas células en ser
formalmente definida y por originarse durante la respuesta inmune mediada por
células (Th1). Su activacion es inducida por IFN-y o por union de ligandos a los
TLRs, activando las vias de sefializacién del NF-kB y STAT1. Esto trae como
consecuencia un incremento en la produccidén de especies reactivas de oxigeno
y nitrogeno y sintesis de citocinas pro-inflamatorias como IL-1, IL-6 y TNF-q, lo
que en conjunto se traduce en una mayor actividad antimicrobiana y antitumoral
(Hanakawa, 2016).

Como previamente se menciond, los macréfagos poseen una alta
plasticidad y dan origen a distintos fenotipos funcionales segun sea el estimulo
con el que interaccionen. En el caso de macrofagos que son estimulados por IL-
4, dan origen a los macréfagos M2 via STAT6, también conocidos como
macrofagos reparadores de tejidos o alternativamente activados. Estas células
participan en la reparacion y remodelacion de tejido, si bien su participacion en
la inmunidad anti-bacteriana es controversial, se ha visto que juegan un papel

importante en la inmunidad contra helmintos (Mosser y col., 2008).

Respuesta Inmune Contra M. tuberculosis

M. tuberculosis constituye un patdégeno altamente inflamatorio, el cual propicia
el reclutamiento de monocitos inflamatorios al espacio alveolar. Este
reclutamiento de monocitos y su posterior diferenciacion a macréfagos
efectores representa un elemento clave en la proteccion contra patégenos

intracelulares (Serbina y col., 2012).

Los macrofagos son fagocitos profesionales que expresan una serie de

receptores fagociticos, entre los que destacan los TLRs y los receptores de
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manosa, los cuales son empleados por el macrofago para endocitar a M.
tuberculosis. Una vez ocurrido esto, la micobacteria es secuestrada en un
compartimiento formado por una membrana de lipidos llamado fagosoma.
Eventualmente, el fagosoma se fusiona con los lisosomas para formar el
fagolisosoma. En este compartimiento, se crean las condiciones necesarias
para promover la destruccion de los patogenos, entre estas se encuentra la
acidificaciéon del fagolisosoma que favorece la accion de enzimas liticas,
ademas de inhibir la proliferacion bacteriana; también el ensamble del complejo
NADPH oxidasa, con lo que se generan especies reactivas de oxigeno capaces
de provocar dafo oxidativo en los lipidos que forman la pared celular bacteriana
(Brown, 2007); a este mecanismo se encuentra asociada la expresion de iINOS
(6xido nitrico sintasa inducible) encargada de la sintesis de 6xido nitrico en el
espacio citosalico el cual, al difundir hacia el interior del fagolisosoma, reacciona
con los radicales libres de oxigeno para formar especies reactivas derivadas del
nitrdgeno. El macrofago sintetiza enzimas que privan al patégeno de elementos
necesarios para su crecimiento, tal como la lactoferrina que disminuye los
niveles de hierro privando asi a la bacteria de un co-factor esencial para la

sintesis de material genético (Pavon, 2016).

Otro mecanismo de defensa de los macréfagos contra M. tuberculosis es
la activacion de la apoptosis o muerte celular programada. Al morir por
apoptosis, el macréfago evita la diseminacion de la micobacteria al atraparla
dentro de cuerpos apoptéticos; lo que a su vez promueve una mejor
presentacion de antigenos micobacterianos a las células T por parte de las
células dendriticas y el macréfago mismo. Con la presentacion de antigeno se
promueve la secrecion de IFN-y por parte de células T, citocina considerada
fundamental en el control de la infeccion por M. tuberculosis al ser la encargada
de desencadenar y potenciar los mecanismos bactericidas del macréfago
(O’'Garra y col., 2013).
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Pese a las vastas estrategias con las que cuenta el macréfago para
destruir a la micobacteria, M. tuberculosis tiene la facultad de evadirlas. Por
ejemplo, es capaz de bloquear la formacion del fagolisosoma al evitar la
disminucion del nivel de pH, secreta superoxido dismutasas que neutralizan las
especies reactivas de oxigeno y expresa genes como SecAz2 involucrados en la
induccion de muerte del macrofago por necrosis y no por apoptosis. Estas y
otras estrategias de evasion promueven que el sistema inmune no sea capaz
de eliminar por completo la infeccidon con lo que M. tuberculosis se convierte en
un estimulo persistente, promoviendo la generacion de un granuloma y la

induccién de un estado de latencia en el hospedero.

Proteina PE_PGRS33 de M. tuberculosis

En el largo proceso que conlleva el desarrollo de una vacuna en contra de un
agente patdgeno, uno de los primeros requisitos consiste en identificar las
proteinas inmunogénicas del microorganismo. En el caso particular de M.
tuberculosis, esta tarea se ha vuelto mas asequible gracias a la secuenciacion

completa de su genoma.

Una vez secuenciado el genoma de M. tuberculosis se identificé que
alrededor de 100 genes codifican para una familia de proteinas denominada PE
(Dheenadhayalan y col., 2006). En general, todos los miembros de esta familia
caracterizados por poseer un extremo N-terminal altamente conservado entre
ellos. Dentro de la familia PE, a su vez se encuentra la subfamilia PE_PGRS
cuyos miembros se distinguen por poseer un extremo N-terminal altamente
conservado de alrededor 110 aminoacidos, asi como un dominio PGRS
sumamente polimorfico que contiene en su estructura multiples repeticiones de
los aminoacidos glicina y alanina (Cascioferro y col., 2007; Meena, 2015). Esta

familia consta de 63 miembros, entre los cuales algunos han sido estudiados en
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busca de sus propiedades inmunogénicas. En este contexto, la proteina

PE_PGRS33 es hasta el momento uno de los mas estudiados.

La proteina PE_PGRS33 (figura 3) es codificada por el gen Rv1818c y
consta de 499 aminoacidos; estd compuesta de un 41% de glicina y 20% de
alanina (Vallecillo y Espitia, 2009). Su dominio PE se encuentra anclado a la
pared celular micobacteriana y el dominio PGRS se ubica en el medio

extracelular (Zumbo y col., 2013).

Con el esfuerzo de diversos estudios se han podido conocer algunas de
las propiedades inmunogénicas de esta proteina (figura 4). Con el trabajo de
Delogu y colaboradores en 2001, se obtuvieron las primeras evidencias de que
la PE_PGRS33 era capaz de despertar una respuesta inmune en un modelo
murino. Ademas, se tiene conocimiento que tal respuesta inmune es de tipo
celular para el dominio PE y de tipo humoral para el dominio PGRS (Espitia y
col., 2014).
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Figura 3. Secuencia de aminoacidos de la proteina PE_PGRS33.
(Delogu y col., 2002).
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Figura 4. Caracteristicas y funciones de la proteina PE_PGRS33 de M.

tuberculosis (Gastélum y col., 2015).
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Otras propiedades inmunogénicas asociadas a esta proteina son su
capacidad de unirse al TLR-2 en macrofagos, trayendo como consecuencia la
secrecion de TNFa asi como la muerte por apoptosis de estas células, muerte
también inducida cuando la proteina interactua con la mitocondria de células
infectadas (Basu y col., 2007; Cadieux y col., 2011; Zumbo y col., 2013). Por
otro lado, en un modelo in vitro de infeccibn de macréfagos con cepas
recombinantes de M. smegmatis en el que se compard la respuesta inmune de
tres miembros de la subfamilia PE_PGRS, se demostré la capacidad
inmunomoduladora de PE_PGRS33, ya que al evaluar la secrecion de citocinas
de los macrofagos infectados con las distintas cepas recombinantes, se detecto
un aumento en los niveles de IL-12 y especies reactivas del nitrégeno y una

disminucién en la secrecion de IL-10 (Sigh y col., 2008).

Por su parte, en el 2007, Talarico y colaboradores analizaron la
variabilidad en la secuencia de aminoacidos de la proteina PE_PGRS33 en mas
de 600 aislados clinicos de M. tuberculosis y su influencia en la funcidn de esta
proteina. En su estudio encontraron que el tipo de mutacién varié segun la cepa
clinica y en algunos casos en donde se presentaron ciertas deleciones en la
secuencia de aminoacidos M. tuberculosis perdid su capacidad de persistir
dentro del granuloma tuberculoso y no se presenté la formacién de cavitaciones

en el pulmén de los sujetos infectados.

Todo lo anterior nos sugiere algunas propiedades inmunogénicas de
PE_PGRS33 asi como que puede ser un candidato para el desarrollo de una
nueva vacuna en contra de la TB. Sin embargo, una vez detectadas las
propiedades inmundégenas de un antigeno, se vuelve necesario identificar
aquellos péptidos inmunodominantes que garanticen que el antigeno sea
presentado al sistema inmune del individuo. En el caso de PE_PGRS33, estos
péptidos podrian derivarse de su dominio PE, ya que M. tuberculosis ha

conservado epitopes que son reconocidos por las células T donde la mayoria
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de ellos estan confinados precisamente al dominio PE (Copin y col., 2014;

Gastelum-Avifia y col., 2015).

Finalmente, es necesario evaluar si los péptidos identificados como
inmunodominantes tienen un efecto protector a través de distintas metodologias
tanto in vitro como in vivo. Una vez realizado esto, se podria determinar si el
antigeno puede servir como un posible candidato para el desarrollo de una

nueva vacuna en contra de la tuberculosis.

Principios Inmunolégicos Aplicados al Diseiio de Nuevas Vacunas

Desde su aparicion, la vacunaciéon ha sido una de las estrategias mas eficaces
para combatir enfermedades infecciosas salvando miles de vidas (Crommelin,
2013). Para su elaboracién, se emplean distintas metodologias, desde las
llamadas clasicas como la atenuacion del microorganismo mediante cultivo en
medios sintéticos o agentes quimicos hasta las modernas, basadas en la

tecnologia del ADN recombinante.

Sin importar el enfoque metodolégico empleado para crear una vacuna,
su objetivo final es el de imitar la infeccidbn causada por un patégeno con el
consecuente establecimiento de una respuesta inmune adaptativa y la
generacion de memoria inmunologica. Esto pasa sin que el hospedero

desarrolle la enfermedad como seria al presentarse una infeccion natural.

La generacion de una respuesta inmune hacia un patégeno inducida por

vacunacién abarca determinados pasos (figura 5).
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Figura 5. Esquema general de los eventos desarrollados después de la

inmunizacion inducida por vacunas (Crommelin, 2013).
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Estos son la internalizacién de los antigenos de la vacuna por las células
fagociticas, la posterior activacion y migracion de células profesionales
presentadoras de antigeno (CPAs) hacia los 6rganos linfoides secundarios para

activar a las células T y B antigeno-especificas.

Cada vez que un microorganismo infecta a un individuo se activa el
sistema inmune innato, ya que este constituye la primera linea de defensa del
organismo. Lo mismo sucede tras la vacunacion, en el caso de este proceso,
PRRs juegan un papel fundamental en el balance Th1/Th2. Los PRRs
reconocen patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs, por sus
siglas en inglés), estructuras conservadas en los microorganismos que son
reconocidas por el sistema inmune (Mahboud, 2013). Es asi como los
patdgenos pueden modular el tipo de respuesta inmune adaptativa creada
contra ellos, pues segun los PRRs activados, es el tipo de citocinas secretadas
por las células participantes de la inmunidad innata y las sefiales co-
estimulatorias generadas por las CPAs. Este microambiente de citocinas ejerce
influencia sobre el fenotipo efector al cual diferencian las células T virgenes

cuando las CPAs les presentan su antigeno especifico.

Tomando en consideracion lo anterior, se debe tener en cuenta la forma
en que la vacuna es formulada. Por ejemplo, en vacunas que necesitan
adyuvantes, estos deben de activar los PRRs necesarios para inducir el
microambiente de citocinas adecuado, con el cual se genere una respuesta
inmune adquirida capaz de combatir al patégeno eficazmente. En el caso de
vacunas con contenido de lipoproteinas o peptidoglicanos, estas activaran a las
células dendriticas (CDs) via TLR2, propiciando el predominio de una respuesta
Th2; en cambio, aquellas que contengan lipido A o sus derivados, activaran las

CDs via TLR4, promoviendo una respuesta Th1 (Pashine y col., 2005).

Otro aspecto a considerar para lograr el desarrollo de una vacuna

efectiva, es la ruta de administraciéon. La mayoria de las vacunas hoy en dia son
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aplicadas de manera intramuscular o subcutaneamente. No obstante, la ruta
ideal de administracién es aquella en la que el patéogeno invade de manera

natural al individuo.

Hasta ahora se ha hablado de la importancia de activar el sistema
inmune innato a través de la vacunacién y su influencia en la respuesta
adaptativa resultante, asi como de la seleccién de la ruta de administracion mas
adecuada. Sin embargo, otro aspecto importante es el sistema de entrega de la
vacuna. Para esto, se usara como ejemplo las vacunas a base de proteinas
recombinantes (péptidos), siendo esta una de las tendencias mas utilizadas en

la actualidad.

Una vez identificados aquellos epitopes inmunodominantes con
capacidad protectora, se procede a elegir el sistema de entrega para la vacuna.
En las preparaciones a base de péptidos (pudiendo ser de células T o B), estos
sistemas pueden ser el administrar al antigeno utilizando vectores, tal como los
virus. Este consiste en sustituir uno o mas genes del organismo vector por el o
los genes del patdégeno que inducen la proteccion, esto conlleva la ventaja de
promover una liberacion eficiente y prolongada de los antigenos del patogeno
por las propias células del hospedero. La principal desventaja de esta
metodologia es la inmunidad preexistente del hospedero hacia el propio vector,
lo cual podria neutralizar la vacuna antes de estimular al sistema inmune
(Nayak y col., 2010).

Por otro lado, se encuentra la tecnologia de las vacunas de ADN. Uno de
sus enfoques consiste en clonar en un plasmido bacteriano la secuencia de
nucledtidos del antigeno, con su eventual expresion por las células del individuo
y presentacion al sistema inmune. Las ventajas son la induccién de una fuerte
respuesta de células T citotdoxicas, asi como la activacion de la inmunidad
innata a través del reconocimiento del ADN no metilado proveniente del
plasmido bacteriano por el TLR9. Sin embargo, algunos estudios han mostrado
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una baja inmunogenicidad en humanos, ademas del riesgo de la insercion del

material genético de la vacuna en el genoma del hospedero (Crommelin, 2013).

En resumen, es importante tener en consideracion lo citado
anteriormente para el disefio 6ptimo de una vacuna, sin olvidar el requisito
fundamental para la creacion de cualquier vacuna eficiente: el conocimiento de

las interacciones patogeno-sistema inmune.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo y Mantenimiento de Lineas Celulares

En el presente proyecto se realizaron cultivos de las lineas celulares 3A9
(hibridoma de células T especifico contra HEL), M12.C3.F6 (linfoma murino de
células B) e hibridomas de células T especificos contra la proteina
PE_PGRS33. Todos los cultivos se mantuvieron en medio DMEM (Sigma-
Aldrich, No. Cat. D5648) suplementado al 10% con suero fetal bovino (Gibco,
No. Cat. 16000-044) inactivado por calentamiento, en una atmésfera humeda, al
5% de CO, y 37°C. De manera conjunta, se cultivd la linea celular de
macrofagos RAW 264.7 en medio DMEM (Sigma-Aldrich, No. Cat. D5648)
suplementado al 10% con suero fetal bovino (Microlab, No. Cat. SU-440)
inactivado por calentamiento, en una atmésfera de humedad, al 5% de CO;, y
37°C.

Generacion y Caracterizaciéon de Factores de Activaciéon en un Sistema de
Procesamiento y Presentacion de PE_PGRS33 in vitro
Para obtener los factores de activacion (citocinas) en respuesta al estimulo de
células T por la proteina PE_PGRS33, se estableci6 un sistema de
procesamiento y presentacion de antigeno in vitro. Este sistema consistio en
cultivar 50 000 células M12.C3.F6 (célula presentadora de antigeno) en
conjunto con 100 000 hibridomas de células T por pozo en placas de 96 pozos
(Gastélum, 2010). Como control positivo, se utilizé el hibridoma 3A9 especifico
contra la lisozima de huevo de gallina (HEL). Los hibridomas de células T
especificos contra la proteina PE_PGRS33 fueron generados en trabajos

previos de nuestro grupo de investigacion (Gastélum, 2008).

Una vez colocadas las células en la placa de 96 pozos, se procedio a

adicionar la proteina PE_PGRS33 y HEL, ambos a una concentracion final de 1
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MM. Las células se dejaron en cultivo por 20 horas a 37°C, 5% de CO, y
atmosfera de 95% de humedad. Pasado este tiempo, se procedio a retirar el
sobrenadante para evaluar el efecto de las citocinas secretadas sobre los
macrofagos RAW 264.7.

Para corroborar la activacion de los hibridomas de células T se detectd la
secrecion de IL-2 por citometria de flujo, empleando un kit de la casa comercial
Miltenyi Biotec (Anexo 10).

Por ultimo, se realizd la caracterizacion de las citocinas presentes en el
sobrenadante del sistema de procesamiento y presentacion de PE_PGRS33
por citometria de flujo. Para esto, se utilizé el kit Legendplex (Biolegend, No.

Cat. 740118) siguiendo las instrucciones descritas por el fabricante.

Evaluacion de la Expresion de MHC-II (I-A¥) en Células RAW 264.7
Estimuladas con los Factores de Activacion del Sistema de Procesamiento
y Presentacion de PE_PGRS33
Con el objetivo de verificar la induccién de expresion de MHC-Il en los
macrofagos RAW 264.7, se procedié a cultivar 100 000 células por pozo
durante 4 horas para permitir su adherencia en placas de 96 pozos. Enseguida,
se les adiciond el sobrenadante producido con el sistema de procesamiento y
presentacion de PE_PGRS33 y se cultivaron por 24 horas mas. Como control

positivo, unos pozos se estimularon con 40 ng/mL de PMA.

Después, las células fueron cosechadas, transferidas a tubos de FACS y
centrifugadas a 433 g por 5 minutos a 25 °C, para descartar el sobrenadante. El
boton celular obtenido se fijo por 20 minutos con 200 uL de solucion fijadora
(Biolegend, No. Cat. 420801) y se centrifugaron nuevamente. Posteriormente,
se adicion6 500 pL de solucion de permeabilizacién (Biolegend, No. Cat.
421002) y se incubd por 10 minutos a temperatura ambiente. Enseguida, se

centrifugd, se descartd la solucion y el botdn celular se tiid con un anticuerpo
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monoclonal anti-IA¥ acoplado a FITC (Becton and Dickinson, No. Cat. 553540),
por 30 minutos en oscuridad (Hernandez y col., 2010). Finalmente, las células
se lavaron con 4 mL de PBS, se fijaron con 200 pL de p- formaldehido al 1% y
200 uL de PBS. Se adquirieron 10 000 eventos en un citometro de flujo FACS
CANTO L.

Generacion de Especies Reactivas de Oxigeno en Células RAW 264.7
Estimuladas con los Factores de Activacion del Sistema de Procesamiento
y Presentacion de PE_PGRS33
Para este ensayo se cultivaron 250 000 células RAW 264.7 por pozo durante 24
horas en placas de 48 pozos. Luego se adicioné el sobrenadante en
combinacion con el reactivo NBT (Sigma-Aldrich, No. Cat. N6876) a una
concentracion final de 1 mg/mL y se incubaron por 45 minutos. Las células se
lavaron dos veces con 1 mL de PBS, se les adicion6 100 uL de metanol
absoluto y se dejo secar al aire. Para finalizar, se agregé una mezcla
compuesta de 140 yL de DMSO y 120 yL de KOH 2M para disolver los cristales
de formazan resultantes de la reduccion del NBT. El contenido del pozo se
transfirid a una placa de 96 pozos para tomar la lectura de densidad o6ptica a

630 nm.

Como control positivo se utiliz6 PMA a una concentracion final de 1
pMg/mL y como control negativo DPI a concentracién de 40 uM en conjunto con
1 ug/mL de PMA (Choi y col., 2006; Vera-Jiménez y col., 2013).
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Cuantificacion de la Secrecién de IL-12 y TNF-a por Células RAW 264.7
Estimulados con los Factores de Activacion del Sistema de
Procesamiento y Presentacion de PE_PGRS33
La cuantificacion de TNF-a e IL-12 se realiz6 mediante la técnica de ELISA
siguiendo las instrucciones del protocolo para realizar un inmuno ensayo de
ligandos especificos en sandwich de la casa comercial Biolegend
(http://www.biolegend.com/media_assets/support_protocol/BioLegend Sandwic
h_ELISA_protocol_012715.pdf). Brevemente, se establecid un cultivo de
macrofagos RAW 264.7 en placa de 96 pozos, el cual consté de 100 000
células por pozo a las que se les permitié adherirse por 4 horas. Acto seguido,
se adiciono el sobrenadante preparado con el sistema de procesamiento y
presentacion de PE_PGRS33 y se cultivd por 24 horas mas. Como control
positivo, las células se estimularon con LPS a una concentracion de 1 pg/mL.
Finalmente, se recuperé el sobrenadante del cultivo de macréfagos y se

sometid a la técnica de ELISA descrita previamente.

De manera adicional, también se analizé el perfil de citocinas de los

macrofagos RAW 264.7 utilizando el kit Legendplex previamente mencionado.
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RESULTADOS

Generacion y Caracterizaciéon de Factores de Activaciéon Inducidos por la
Proteina PE_PGRS33 en un Sistema de Procesamiento y Presentacién de
antigeno in vitro
Las citocinas ejercen un papel fundamental en el orquestado de la respuesta
inmune (RI) hacia los agentes infecciosos, no siendo la excepciéon M.
tuberculosis. Una vez reconocidos los antigenos de la micobacteria por el
sistema inmune, se generaran citocinas que van a dirigir la respuesta de los
distintos componentes celulares de la Rl contra el bacilo de la tuberculosis.
Dentro de las principales poblaciones celulares que participan en el control de la
infeccion estan los macréfagos, cuyas funciones inmunes se regulan por el
efecto de citocinas secretadas de forma antigeno-especifica. Por ende, el
primer objetivo de esta investigacion fue generar citocinas (factores de
activacion) producto del reconocimiento de la proteina PE_PGRS33 en un
sistema de procesamiento y presentacion de antigeno in vitro, utilizando
hibridomas de células T especificos contra esta proteina. Como puede
apreciarse en el analisis de citometria de flujo presentado (figura 6), una vez
que se realizé el cultivo del hibridoma de células T 3C2.D6 con la proteina
PE_PGRS33, se evalud la secrecion de IL-2 por parte del hibridoma como una

senal de su activacién antigeno-especifica.
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Figura 6. Evaluacion de la secreciéon de IL-2 del hibridoma 3C2.D6 por
citometria de flujo.
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Para realizar el analisis primero se utilizé6 el marcador CD4 para separar,
de manera virtual, la poblacién de hibridomas de células T de la poblacion de la
célula presentadora de antigeno. Una vez separadas, se determino la poblacion
de hibridomas que era positiva a IL-2, donde pudimos visualizar que tanto el
hibridoma especifico contra la proteina PE_PGRS33 como el hibridoma control

(3A9) se activaron y secretaron IL-2 en respuesta a sus respectivos antigenos.

Adicionalmente, para demostrar que la secrecion de IL-2 fue antigeno-
especifica, el hibridoma de células T 3C2.D6 se estimulé con un antigeno
irrelevante (HEL) y la respuesta se analizé por citometria de flujo como se
describid previamente. En la figura 7 se puede observar que no hubo respuesta
de IL-2 al estimular el hibridoma 3C2.D6 con HEL, por lo que la activacion del

hibridoma con la proteina PE_PGRS33 fue antigeno-especifica.

En la figura 8 se resume, a través del uso de histogramas, la activacion
del hibridoma 3C2.D6 y su consecuente secrecion de IL-2. Esta puede
apreciarse por el desplazamiento de la intensidad media de fluorescencia,

cuando el hibridoma no recibié estimulo y al adicionarle el antigeno.
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Figura 7. Activacion antigeno-especifica del hibridoma 3C2.D6 especifico
contra la proteina PE_PGRS33.
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Figura 8. Activacién de hibridoma 3C2.D6 especifico contra la proteina PE_PGRS33. A- B). Hibridoma control
3A9. C-D) Hibridoma 3C2.D6.



Posteriormente, se caracterizaron las citocinas secretadas por el
hibridoma 3C2.D6 en el sobrenadante en respuesta a la proteina PE_PGRS33,
a través de un analisis multiple de citocinas por citometria de flujo. Esta técnica
permitio la deteccion simultanea de 13 citocinas en el sobrenadante. El analisis
mostré que el hibridoma 3C2.D6 secretd TNF-a (figura 9), aunado a la IL-2

previamente detectada.
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Figura 9. Analisis de la secrecién de citocinas por el hibridoma 3C2.D6. El hibridoma 3C2.D6, especifico contra la
proteina PE_PGRS33, se estimulé por 20 horas con su antigeno especifico. Posteriormente, se analizé la
secrecion de citocinas en el sobrenadante del cultivo en respuesta al antigeno. No se encontré diferencia

estadisticamente significativa entre las respectivas condiciones.



Evaluaciéon de la Activacion de Células RAW 264.7 Mediante la Deteccidn

de Citocinas
Las células, al ser estimuladas con agentes capaces de promover su activacion,
adquieren la capacidad de sintetizar y secretar moléculas. Las citocinas son un
ejemplo de tales moléculas; por lo tanto, se determin6 la capacidad de los
macréfagos RAW 264.7 de secretar citocinas al ser estimulados con el
sobrenadante del sistema de procesamiento y presentacion de PE_PGRS33.
Este objetivo se cumplié realizando el mismo analisis multiple de citocinas
aplicado al sobrenadante del hibridoma 3C2.D6. Ademas, se realizd un ensayo
de ELISA para detectar TNF-a. El andlisis de citocinas por citometria de flujo
revelé que los macréfagos estimulados con el sobrenadante secretaron IL-6, IL-
10, GM-CSF, mostrando diferencias estadisticamente significativas entre los
macréfagos estimulados con el sobrenadante y aquellos en estado basal.
(figura 10).

Asimismo, el ensayo de ELISA mostré secrecion de TNF-a e IL-12 por
parte de los macrofagos estimulados con los factores de activacion del
hibridoma 3C2.D6 (figura 11). No obstante, no fue posible apreciar diferencias

estadisticamente significativas.
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Figura 10. Secrecion de citocinas por macrofagos RAW 264.7 estimulados con los factores de activacion del
sistema de procesamiento y presentaciéon de PE_PGRS33. Sin estimulo, células RAW 264.7 en estado basal.
LPS, lipopolisacarido. Sob SE, células RAW 264.7 estimuladas con sobrenadante del cultivo del hibridoma
3C2.D6 sin antigeno. SOB PE33, células RAW 264.7 estimuladas con sobrenadante del cultivo del hibridoma
3C2.D6 con PE_PGRS33. *Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) mediante el uso de la prueba U de
Mann-Whitney.



Z

1000-
] [ Sin estimulo
g B PMA 40 ng/mL
2 400- 3 Sob SE
:E Bl Sob PE33
[ ]
ju T
g "] T
[ ]
o
[=]
[}
1 .
B)

Figura 11. Secrecion de TNF-a e IL-12 por macréfagos RAW 264.7 estimulados
con los factores de activacion del sistema de procesamiento y presentacion de
PE_PGRS33. Los macréfagos RAW 264.7 se estimularon por 24 horas con el
sobrenadante del sistema de presentacion de PE_ PGRS33. Eventualmente, se
analizdé el sobrenadante del cultivo de los macréfagos con el objetivo de
detectar la secrecion de (A) TNF-a y (B) IL-12. Sin estimulo, células RAW 264.7
en estado basal. PMA, forbol miristato acetato. LPS, lipopolisacarido. Sob SE,
células RAW 264.7 estimuladas con sobrenadante del cultivo del hibridoma
3C2.D6 sin antigeno. Sob PE33, células RAW estimuladas con sobrenadante
del cultivo del hibridoma 3C2.D6 con PE_PGRS33.*Niveles de citocinas debajo

del limite de deteccidn.
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Induccién de la Expresion de MHC-II (I-A¥) en células RAW 264.7

Las moléculas del MHC de clase | y Il constituyen una parte vital para el
reconocimiento de antigenos por parte del sistema inmune, estando regulada su
expresion por la accion de determinadas citocinas. Como respuesta al estimulo
de las citocinas, las CPA pueden aumentar o disminuir la sintesis y expresion

de MHC en su superficie.

Basado en lo anterior, se planted el objetivo de analizar la activacion de
los macrofagos RAW 264.7 estimulados con los sobrenadantes del sistema de
procesamiento y presentacion de PE_PGRS33, mediante la evaluacion de la
expresion de MHC clase Il en estas células. En la figura 12 se muestra el
resultado obtenido al estimular a los macrofagos con el sobrenadante del
ensayo de presentacion de PE_PGRS33, donde es posible apreciar que las
citocinas presentes en el sobrenadante no lograron inducir un aumento en la
expresion de moléculas MHC-II (I-A¥) en las células RAW, ya que no hay un
aumento en la intensidad media de fluorescencia de las células estimuladas con
el sobrenadante respecto a las que no fueron estimuladas. De manera conjunta,
en la figura 13 se muestra una comparacion entre los desplazamientos de los
histogramas que representan las intensidades medias de fluorescencia de cada

una de las condiciones evaluadas.
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Figura 12. Expresion de MHC-II (I-A¥) en macréfagos RAW 264.7 estimulados
con los factores de activacion del sistema de procesamiento y presentacion de
PE_PGRS33. A) Células sin tefiir. B) Control de isotipo. C) Células sin
estimular. D) Células con PMA (40 ng/mL). E) Células estimuladas con
sobrenadante del cultivo del hibridoma 3C2.D6 sin PE_PGRS33. D) Células
estimulas con sobrenadante del cultivo del hibridoma 3C2.D6 con PE_PGRS33.

*Intensidad media de fluorescencia.
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Figura 13. Intensidad media de fluorescencia (I-A¥) asociada a la expresion de MHC-II en células RAW 264.7
estimuladas con los factores de activacion del sistema de procesamiento y presentacion de PE_PGRS33. PMA,
forbol miristato acetato. Sob SE, células RAW 264.7 estimuladas con sobrenadante del cultivo del hibridoma
3C2.D6 sin antigeno. Sob PE33, células RAW 264.7 estimuladas con sobrenadante del cultivo del hibridoma
3C2.D6 con PE_PGRS33.



Induccién de Estallido Respiratorio en Células RAW 264.7

La produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) constituye un
importante mecanismo de defensa en contra de agentes microbianos,

promoviendo la fagocitosis y consecuente destruccion de agentes infecciosos.

Por lo tanto, se propuso el objetivo de evaluar la capacidad de los
factores de activacion del sistema de procesamiento y presentaciéon de
PE_PGRS33, de inducir el proceso de estallido respiratorio en macréfagos

RAW 264.7 estimulados con estos factores.

Para cumplir con este objetivo, se utilizé la metodologia basada en la
reduccion del NBT. Los resultados (figura 14) muestran que el sobrenadante del
sistema de procesamiento y presentacion de PE_PGRS33 no fue capaz de
inducir la produccién de ERO en los macréfagos. Esto se manifiesta al
visualizar como la sefial de densidad optica de las células expuestas al

sobrenadante no sobrepasa el punto de corte establecido (figura 14).
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Figura 14. Induccion de estallido respiratorio en células RAW 264.7 estimuladas con los factores de activacion
del sistema de procesamiento y presentacion de PE_PGRS33. Macrofagos RAW 264.7 fueron puestos en
contacto con los factores de activacion por 45 minutos; adicionalmente, se utilizé una concentracion subdptima
de PMA de 62.5 ng/mL para realizar una coestimulacién con los sobrenadantes. PMA, forbol miristato acetato;
Sob SE, sobrenadante del cultivo del hibridoma 3C2.D6 sin su antigeno especifico; Sob PE33, sobrenadante del
cultivo del hibridoma 3C2.D6 estimulado con la proteina PE_PGRS33.



DISCUSION

Uno de los objetivos de la presente investigacion fue generar y caracterizar
factores de activacién (citocinas) en un sistema de procesamiento y
presentacion de antigeno in vitro, utilizando como antigeno a la proteina
PE_PGRS33 de M. tuberculosis. Para cumplir este objetivo, se utilizaron
hibridomas de células T especificos contra la PE_PGRS33. De entre un
conjunto de hibridomas especificos contra esta proteina, se eligi6 como modelo
la clona 3C2.D6. Como previamente se dijo, en primer lugar se evalud la
reactividad de la clona 3C2.D6 hacia su antigeno especifico a través de la
deteccion de IL-2, obteniendo un resultado positivo lo cual nos habla acerca de
la capacidad del hibridoma de reconocer los péptidos de la proteina
PE_PGRS33 presentados mediante los complejos péptido-MHC. Esto puede
compararse con trabajos de nuestro de grupo de investigacion (Gastélum-Avina
y col.,, 2016) donde se determind la reactividad de hibridomas de células T
hacia la proteina PE_PGRS33 basandose en la deteccion de IL-2 por citometria
de flujo. Estos resultados demuestran la capacidad de nuestros hibridomas de

reaccionar y activarse en respuesta al estimulo de su antigeno especifico.

Asimismo, se puede citar el hecho de otros grupos de investigacion que
han recurrido al uso de ensayos de procesamiento y presentacion de antigeno
in vitro para el estudio de la respuesta inmune a determinados antigenos o para
el analisis de las interacciones péptido- MHC (Strong y col., 2011; Carrero y
col.,, 2012). Estos ensayos se llevaron a cabo en condiciones similares a los
realizados en la presente investigacidn y en los cuales se logré inducir la

activacion de células T.

Las citocinas son utilizadas como marcadores de activacion de células.
Para los linfocitos T, la IL-2 es una de las primeras citocinas secretadas como
respuesta a un proceso de activacion ya que constituye un factor esencial de

proliferacion para estas células (O'Garra, 1998). Por lo tanto, el haber

45



detectado la secrecion de IL-2 por parte del hibridoma 3C2.D6 garantiza su

activacion.

Al caracterizar el sobrenadante del hibridoma 3C2.D6 se detectd la
presencia de unicamente TNF-a. A esta citocina se le atribuyen propiedades
inflamatorias y es conocida su relevancia en la inmunidad en contra de M.
tuberculosis, particularmente en la formacién y mantenimiento del granuloma.
Hasta el momento, los estudios respecto a la proteina PE_PGRS33 se han
enfocado solamente en la busqueda de secrecion de IFN-y. Algunos han puesto
de manifiesto la capacidad de las células T de secretar IFN-y en presencia de la
proteina PE_PGRS33 asi como cuando se estimula con su dominio PE (Delogu
y col., 2001; Cohen y col., 2014). Sin embargo, existen datos que la capacidad
de células T CD8" de secretar TNF-a en respuesta a antigenos de origen
micobacteriano como ESAT-6 y Ag85A (Jeong y col., 2014). Ademas, Harari y
colaboradores en 2011 evaluaron el perfil de citocinas (TNF-q, IL-2, IFN-y) de
células CD4" en pacientes con TB activa, reportando un incremento en la
poblacion de células CD4"/TNF-a* . Esto pone de manifiesto la importancia de

células T secretoras de TNF-a en el control de la infeccion por M. tuberculosis.

TNF-a es una citocina pleiotrépica involucrada en la defensa del
hospedero, inflamacién y apoptosis. Esta molécula juega un doble papel en la
regulacion del sistema inmune, actuando por un lado como un mediador
inflamatorio responsable de iniciar una fuerte respuesta inflamatoria y, por otro
lado, como un mediador inmunosupresor participando en el mantenimiento de la

homeostasis del sistema inmune (Akdis y col., 2016).

TNF-a es secretado principalmente por macrofagos en respuesta a
distintos estimulos como lipopolisacarido o el mismo TNF-a. Al unirse a su
receptor, esta molécula puede activar la via de sefializacion del NF-kB (Wajant
y col., 2003) (factor nuclear kappa B, por sus siglas en inglés) con lo cual
permite la transcripcidn de genes asociados a la produccion de distintas
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citocinas. Es a partir de este punto donde se puede poner en contexto los
resultados obtenidos una vez que se estimularon los macréfagos RAW 264.7
con el sobrenadante del cultivo del hibridoma 3C2.D6. Como se menciond con
anterioridad, el hibridoma 3C2.D6 secretdé TNF-a el cual entr6 en contacto con
los macrofagos induciendo la secrecidn de cinco citocinas: TNF-a, IL-6, IL-10,
IL-12 y GM-CSF (figura 15). Respecto a TNF-q, IL-6, GM-CSF, IL-12 e IL-10; se
encuentra reportado el hecho de que la secrecién de las cinco citocinas esta
regulada por el factor de transcripciéon NF-kB (Wajant y col., 2003; Saraiva y
col., 2010; Scheller y col., 2011; Bhattachayra y col., 2015) cuya via de
sefalizacion puede ser activada por el estimulo del TNF-a. Respecto a la IL-10,
TNF-a puede inducir otra via de sefalizacidon para su produccion en el
macrofago a cargo de p38, una vez que este es activado en la via de

sefalizacion del TNF-a (figura 16) (Saraiva y col., 2010).

Continuando con los resultados mostrados en la figura 10, es posible
observar que para el caso de IL-6 y TNF-a, los macrofagos estimulados con
sobrenadante del cultivo del hibridoma 3C2.D6 sin PE_PGRS33 mostraron una
disminucién en los niveles de cada una de las citocinas en comparacion con el
control basal. Esta observacion suscita la posibilidad de que el sobrenadante
del hibridoma 3C2.D6 sin estimular contenga algun factor capaz de disminuir los
niveles de ambas citocinas inflamatorias en los macréfagos. Este factor podria
ser la IL-4, ya que se conoce su efecto inhibitorio sobre la secrecién de
citocinas de tipo inflamatorio. La presencia de IL-4 en el sobrenadante del
hibridoma puede provenir de la linea celular M12.C3.F6 (linfoma murino de
células B) puesto que a través de un ensayo de proliferacion de células CTLL-2
(anexo 8) se puede observar la capacidad del sobrenadante, de unicamente
células M12.C3.F6, de inducir proliferacion en las células CTLL-2 cuya

capacidad de responder a IL-4 ya es conocida (Belani y col.,, 1996).
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Figura 15. Modelo del mecanismo de secrecion de citocinas en células RAW
264.7 estimuladas por factores inducidos por PE_PGRS33. Las células RAW
264.7 fueron estimuladas con los factores de activacion del sistema de
procesamiento y presentacion de PE_PGRS33, induciendo la secrecion de IL-
12, IL-10, TNF-a, IL-6 y GM-CSF. TNFR-1, receptor de factor de necrosis
tumoral 1. TRADD, proteina de dominio de muerte asociada al receptor del
factor de necrosis tumoral. TRAF2, factor 2 asociado al receptor de factor de
necrosis tumoral. MKK3, proteina quinasa de especificidad dual. RIP, proteina

de interaccion con receptor.
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Figura 16. Via alterna de produccion de IL-10 en células RAW 264.7
estimuladas con los factores de activacion del sistema de procesamiento y
presentacion de PE_PGRS33. TNF-a, factor de necrosis tumoral a. TNFR-1,
receptor de factor de necrosis tumoral 1. TRADD, proteina de dominio de
muerte asociada al receptor del factor de necrosis tumoral. RIP, proteina de
interaccion con receptor. MyD88, proteina de respuesta primaria de
diferenciacién mieloide 88. PKC, proteina quinasa c. TLR2/TLR4, receptor de
tipo toll 2 y 4. PMA, forbol miristato acetato. MSK1/2, proteina quinasa activada

por estrés 1y 2. CREB, elemento de union de respuesta a AMP ciclico.
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Los resultados representados en la figura 10 muestran a los macréfagos
RAW 264.7 secretando cantidades significativas de IL-10. La IL-10 es conocida
por sus propiedades anti-inflamatorias, asi como por inhibir respuestas Th1 y
disminuir la expresion de moléculas MHC-Il en células presentadoras de
antigeno (Saraiva y col., 2010). Esto puede explicar la falta de expresion de
MHC-Il en las células RAW 264.7 estimuladas con el sobrenadante del
hibridoma 3C2.D6, ya que la IL-10 secretada por ellas mismas, podria estar

fungiendo como un factor inhibitorio (figura 17).

En relacion a los resultados de estallido respiratorio, ya es conocido que
la activacion de la NADPH oxidasa se encuentra ampliamente regulada por
procesos de fosforilacion/desfosforilacion (principalmente de p47phox) donde
podemos observar un estado de pre-activacidon a uno de activacion segun el
grado de fosforilacidn. Ciertos agentes tienen la capacidad ya sea de pre-activar
o activar de manera completa a esta oxidasa. Dentro de aquellos que pueden
activar a la NADPH oxidasa se encuentran compuestos de tipo farmacoldgico
como el forbol miristato acetato (PMA) el cual es capaz de fosforilar 8 de los 9
sitios disponibles de p47phox, con lo cual el complejo logra ensamblarse en la
membrana del fagolisosoma para comenzar la reduccion del oxigeno molecular
y producir las especies reactivas de oxigeno (figura 18). Por el contrario,
estimulos del tipo citocinas, solamente fosforilan de manera parcial a p47phox
y, por esta razon, el proceso de estallido respiratorio no es detectable en la

presencia de estos agentes (lles y col., 2002; EI-Benna y col., 2008).

Lo anterior se pone en concordancia con los resultados mostrados en la
figura 14 puesto que el efecto del sobrenadante del hibridoma es a base de
citocinas. Esto puede explicar el hecho de que la sefal del estallido respiratorio

mostrada por los macrofagos RAW 264.7 haya sido indetectable.

50



Figura 17. Modelo de inhibicidn en la expresion de MHC-II (I-A¥) en células
RAW 264.7. Las células RAW 264.7 secretaron IL-10 en presencia del
sobrenadante del hibridoma 3C2.D6. En la figura se ejemplifica un posible
mecanismo para explicar la regulacién negativa en la expresion de MHC-II (I-A¥)
en los macréfagos. TNFR-1, receptor de factor de necrosis tumoral 1. TRADD,
proteina de dominio de muerte asociada al receptor del factor de necrosis
tumoral. TRAF2, factor 2 asociado al receptor de factor de necrosis tumoral.
MKKS3, proteina quinasa de especificidad dual. RIP, proteina de interaccion con
receptor. MHC-II, complejo principal de histocompatibilidad de clase Il. TNF-a,

factor de necrosis tumoral a.
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Figura 18. Proceso de induccion de estallido respiratorio. En ausencia de
activacion el complejo de la NADPH oxidasa se mantiene disociado; en
presencia de agentes como PMA, se induce un alto nivel de fosforilacion en la
subunidades citosdlicas permitiendo el ensamble del complejo para llevar a
cabo la produccion de ERO. Estimulos como las citocinas no son capaces de
inducir una fosforilacion adecuada de las subunidades citosélicas por lo cual el
complejo se mantiene disociado. PMA, forbol miristato acetato. NADPH,
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato. GTP, guanosin trifosfato. GDP,

guanosin difosfato.
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CONCLUSIONES

La proteina PE_PGRS33 indujo la secrecion de TNF-a en un hibridoma
de células T antigeno especifico estimulado mediante un sistema de

procesamiento y presentacion de antigeno in vitro.

El sobrenadante del sistema de procesamiento y presentacion de
PE_PGRS33 promovié la secrecion de citocinas proinflamatorias (TNF-q,
IL-6), anti-inflamatorias (IL-10) y factores de crecimiento (GM-CSF) en
células RAW 264.7.

Los factores de activacion del sistema de procesamiento y presentacion
de PE_PGRS33 no provocaron un aumento en la expresion de
moléculas MHC-II (I-A¥) en células RAW 264.7.

Los factores de activacion del sistema de procesamiento y presentacion
de PE_PGRS33 no indujeron estallido respiratorio en células RAW
264.7.
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D)

3C2.D4.A3
*50.3%

3C2.D4.D8

*95.1%

3C2.D4.H8
*01.7%

3C2.D4.B1

T1.7%

ANEXO 1

B)

3C2.D4.B9
*22.5%

3C2.D4.G1
*11.4%

3C2.D4.A2
*37%

3C2.D4.C6

*35.4%
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Subclonacion de Hibridoma 3C2.D4

C)
*66.5%

3C2.D4.D2 3C2.D4.D4
*10.2% *91.7%
3C2.D4.G8 3C2.D4.H2
*44.2% *65.1%
3C2.D4.B2 3C2.D4.B6
*7.3% *84.7%
3C2.D4.C9 3C2.D4.D6
*96.1% *76.7%



3C2.D4.E2 3C2.D4.E1 3C2.D4.F4 3C2.D4.G3
*1.9% *8.3% *0.6% *96.2%
3C2.D4.B3 3C2.D4.C3 3C2.D4.E1 3C2.D4.F3
*0.5% *3.4% *99.1% *99.6%
3C2.D4.F7 3C2.D4.G9 3C2.D4.H1
*98.7% *95.9% *50.6%

Mediante el método de dilucion limitante, se realizd6 una subclonacion del
hibridoma 3C2.D4 para elevar el porcentaje de poblacion CD4". La deteccion
del marcado CD4 se llevd a cabo por citometria de flujo, obteniendo un total de
9 clonas donde mas del 90% de la poblacion expresé CD4. A) Células sin tefir.
B) Control de isotipo. C) Hibridoma 3C2.D4 antes de subclonarse. D) Clonas
derivadas del hibridoma 3C2.D4. *Porcentaje de la poblacion CD4".
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ANEXO 2

Evaluaciéon de la Activacion de Hibridomas de Células T Especificos
Contra la Proteina PE_PGRS33, Mediante la Deteccién de IL-2 por
Citometria de Flujo

Sin estimulo
HEL 1 uM

IL-2*

Células sin estimulo Células estimuladas con
PE PGRS33 1 uM

3C2.D4.C9  3C2.D4.D4 3C2.04.C9  3C2.D4.D4
D)

3C2.D4.H8 3C2.D4.D8 3C2.D4.H8 3C2.D4.D8

3C2.D4.G3 3C2.D4.G9 3C2.D4.G3 3C2.D4.G9

IL-2*
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Células sin estimulo Células estimuladas con
PE PGRS33 1 uM

D) 3C2.D4 3C2.B5 3C2.D4 3C2.B5

2F9.B7 3C2.C7 2F9.B7 3C2.C7

IL-2*

Se evalud la actividad de 10 hibridomas de células T especificos contra la
proteina PE_PGRS33, mediante deteccion de IL-2 por citometria de flujo.
Ninguno de los hibridomas evaluados presentd actividad contra su antigeno-
especifico. A) Células sin tefiir. B) Control de isotipo. C) Hibridoma control
especifico contra HEL (3A9). D) Hibridomas de células T especificos contra
PE_PGRS33. HEL, lisozima de huevo de gallina.
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ANEXO 3

Subclonacién de Hibridoma 3C2 Especifico Contra la Proteina PE_PGRS33

1 control -

B2 control + (rIL-2. 1 na/mL)
—l Sin estimulo
3 HEL 1 uM

B o= PGRS33 1 M

99

1.5

1.0

0.5

Densidad 6ptica 570-630 nm

0.0

3A9

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
3C2.C1 3C2.B2 3C2.C6 3C2.G3 3C2.D6 3C2.E6 3C2.D9 3C2.D123C2.D7 3C2.E10



Subclonacién de Hibridoma 3C2 Especifico Contra la Proteina PE_PGRS33

El hibridoma 3C2, especifico contra la proteina PE_PGRS33, se sometio al
proceso de subclonacién por dilucion limitante con el objetivo de encontrar una
clona reactiva a la PE_PGRS33. Se evaluo la actividad de 10 clonas a través
del bioensayo de proliferacién de la linea celular CTLL-2, donde 9 de los 10
hibridomas presentaron actividad. Como control de activacion, se utilizé el

hibridoma 3A9 especifico contra HEL.
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ANEXO 4

Subclonacién de Hibridoma 2F9 Especifico Contra la Proteina PE_PGRS33

1 control -
B3 control + (rlL-2, 1 ng/mL)
3 Sin estimulo
2.0
C HEL 1 uM
B = PGRS33 1 uM
1.5
1.0

T

3A9 2F9 E12F9.D7 2F9 B42F9 F82F9 C22F9 H3 2F9 F62F9.C8 2F9. 89 2F9 D2 2F9 B5




Subclonacién de Hibridoma 2F9 Especifico Contra la Proteina PE_PGRS33

Con el objetivo de encontrar hibridomas reactivos a la proteina PE_PGRS33, se
realizd una subclonacion del hibridoma 2F9. Se evalué la actividad de 11 clonas
a través del bioensayo de proliferacion de CTLL-2. Ninguna de las clonas
presenté actividad. Como control de activacién, se utilizé el hibridoma 3A9

especifico contra HEL.

69



ANEXO 5

Cinética de Expresion de CD69 en Hibridoma 3A9

% de células CD69+

204
10 I
0'-D'|. |_|II I_ll I_Il I_Il I_Il
0 4 8 12 16 20

Tiempo (H)

3 Sin estimulo
Bl HEL (1 uM)

Se llevd a cabo una cinética de activacion del hibridoma 3A9 especifico contra

HEL, para encontrar un método adicional para probar la activacion de

hibridomas de células T.
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ANEXO 6

Implementacion del Método de Reduccion del Nitroazul de Tetrazolio
(NBT) para Determinar la Produccién de Especies Reactivas de Oxigeno
en Células RAW 264.7

Determinacion de la Concentracion Optima de PMA

2.0
@8 PMA 1000 ng/mL

& PMA 600 ng/mL
3 PMA 300 ng/mL
3 Sin estimulo

Densidad 6ptica 630 nm

—

Como inductor del proceso de estallido respiratorio se utilizé PMA (forbol
miristato acetato), para lo cual se determind la concentracién o6ptima a usar
mediante un ensayo donde se evaluaron distintas concentraciones de PMA en
macrofagos RAW 264.7. El estimulo se proporcioné por un tiempo de 45
minutos. La concentracion seleccionada fue aquella que origind la mayor senal

de densidad optica
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Titulacion de la Concentracién Optima de NBT

1.5-
E 3 Sin estimulo
2 B PMA 1 ug/ml
m 1.0
°
=1
O
S 0.5- I I
=]
W
S - '
o nl I=||

0
1 mg/mL 0.75 mg/mL 0.50 mg/mL 0.25 mg/mL

Una vez determinada la concentracion optima del control positivo, se procedio a
obtener la concentracién adecuada de NBT a través de una titulacion de
distintas concentraciones del reactivo. La mejor sefial se present6 al utilizar la

concentracion mayor del reactivo NBT.
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Titulaciéon de DPI

1.5-
£ Bl PVA 1 ug/mL
= @@ DPI 5 uM
™
ﬁ 1.0- 3 DPI 10 uM
8 3 DPI 40 pM
Q.
‘O
® 0.5-
©
[72)
o
2 0.0 | |

Durante el transcurso de la presente investigacion, se propuso el uso del
inhibidor de flavoproteinas DPI como control negativo. Por lo tanto, se procedio
a realizar una titulacion del reactivo, seleccionando la concentracion que

presentd una menor sefal de densidad optica.
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Determinacion de Concentracion Subdptima de PMA

-
(3]
1

PMA 1000 ng/mL
PMA 500 ng/mL
PMA 250 ng/mL
PMA 125 ng/mL
PMA 62.5 ng/mL
Control - (PMA/DPI)

-
o
1

GOOREN

e
(3]
1

Densidad 6ptica 630 nm

]

Para finalizar, se evalud la concentracién subdptima para inducir el proceso de

0.0-

estallido respiratorio en macrofagos RAW 264.7. Se eligié la concentracion

menor de todas las evaluadas.
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ANEXO 7

Implementacion de Condiciones Para Evaluar la Expresion de Moléculas
MHC-II (IA¥) en Células RAW 264.7

Curva de Concentraciones de LPS

1000+

Sin estimulo
LPS 0.01 pg/mL
LPS 0.1 ug/mL
LPS 1 ug/mL
LPS 2 ug/mL
NN LPS 4 ug/mL
LPS 10 pg/mL

1004

10-

BEARO00D0

Q:
\

Intensidad media de fluorescencia

Basados en datos reportados en la bibliografia, se propuso utilizar LPS
(lipopolisacarido) como control positivo para inducir un aumento en la expresion
de moléculas de MHC-IlI en células RAW, las cuales se estimularon por 24
horas con distintas concentraciones de LPS. Sin embargo, no se logré apreciar
una diferencia en la expresion de MHC-II con ninguna de las concentraciones

utilizadas respecto a las células sin estimular.
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Cinética de Expresion de MHC-Il en Células RAW 264.7

A)
S
(8]
S 10000+ o
9 3 Sin estimulo
()
LPS 1 pg/mL
S 1000- _ _ _ - Ha
E __
3
o 1004
T
£
- 104
1]
S
[72]
qc, 1 | | | |
- 0 24 48 72
- Tiempo (H)
B)
©
©
& 10000- o
9 (3 Sin estimulo
()
LPS 1 pg/mL
S 1000 — _ - _ = Ha
(=
3
@ 1007
©
£
- 104
©
S
[72]
S 1 | | | |
- 0 6 12 24
- Tiempo (H)
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10000 — — — . ,
] =3 Sin estimulo

10004 Bl LPS1pg/mL

100+

10+

1 1 1 1 1
0 6 12 24

Tiempo (H)

Intensidad media de fluorescencia

Se implementd una cinética de expresion de MHC-II en los macréfagos RAW.
En los graficos A y B la evaluacién se realizé en superficie y, en C, de forma
intracelular. No obstante, no se observd diferencias en ninguna de las

condiciones evaluadas con respecto al control de células sin estimular.
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Comparacion Entre Distintos Serotipos de LPS

A)

Serotipo 026:B6 Serotipo 0111:B4

m

2

2 1000+ o

@ [ Sin estimulo
’g‘ Bl LPS (1 ug/mL)
“— 1004

@D

=]

m

ﬁ

= 104

=]

m

=]

I

c 1

@D

=

L

10000+ o
= Sin estimulo

10004 = Bl LPS 1 ug/mL (026:B6)

100

10+

Intensidad media de fluorescencia

OH 12H 24 H
Tiempo (H)
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O

8

(&)

S 10000- o

@ 3 Sin estimulo

w .
9 1000 Bl LPS 1 pug/mL (O111:B4)
=

3

© 100+

S

g

Lo} 10"

1]

S

[72]

d:J 1 ! T T

= OH 12H 24 H

B Tiempo (H)

Eventualmente se realizd una comparacién entre el efecto producido en la
expresion de MHC-II por dos serotipos distintos de LPS (026:B6 y O111:B4). A)
Evaluacion a 24 H. B) y C) cinética 0-24 H. Todas las pruebas se llevaron a
cabo analizando la expresion en la superficie celular. En todos los ensayos

previamente mostrados se utilizé el serotipo 026:B6 de LPS.
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Induccién de Expresion de MHC-Il con PMA

10000- ) _ ]
[ Células sin estimulo

T B PMA 40 ng/mL

1000+

Intensidad media de fluorescencia

Intracelular Superficie

Tratando de establecer las condiciones para evaluar la expresion de MHC-Il en
células RAW 264.7, las células fueron estimuladas con PMA por 24 horas.
Posteriormente, se analizé la expresion de MHC-Il de manera intracelular y en

superficie. Solamente se encontraron diferencias al medir de forma intracelular.
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ANEXO 8

Ensayo de Proliferacion de Células CTLL-2

Se realizd un ensayo de proliferacion con la linea celular CTLL-2 donde se
observa la capacidad de activacion del hibridoma 3A9 especifico contra HEL.
Ademas, se puede apreciar la presencia de un factor de proliferacion en el
sobrenadante del cultivo de células M12.C3.F6. HEL, lisozima de huevo de

gallina.
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ANEXO 9

Protocolo Para la Evaluacion de Estallido Respiratorio en Macréfagos
RAW 264.7 Mediante la Reducciéon de NBT

1. En placa de 48 pozos, cultivar 2.5x10° células RAW/pozo por 24 horas.

2. Retirar el medio de cultivo y hacer dos lavados con 1 mL de PBS cada
uno, cuidando no despegar las células de la placa.

3. Adicionar el reactivo NBT a una concentracion final de 1 mg/mL en
conjunto con los estimulos. Incubar por 45 minutos.

4. Realizar dos lavados con 1 mL de PBS.

5. Adicionar 100 uL de metanol absoluto, dejar incubar 5 minutos y secar al
aire.

6. Agregar 140 pL de DMSO y 120 yL de KOH 2M para disolver el
formazan generado por la reduccién del NBT.

7. Transferir el contenido de cada pozo a una placa de 96 pozos y tomar la

lectura de densidad o6ptica a 630 nm.
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ANEXO 10

Protocolo Para Evaluar la Activacion de Hibridomas de Células T, a Través
de la Deteccion de IL-2 por Citometria de Flujo

1. Preparar una suspension celular del hibridoma de células T y de la célula
presentadora de antigeno (CPA) a concentracién de 1x10° células/mL
cada una.

2. En placa de 96 pozos, colocar 100 yL de la suspensiéon del hibridoma de
células T y 50 uL de la suspension de CPA. Adicionar el antigeno-
especifico en un volumen de 50 pL.

3. Agregar el primer anticuerpo de captura (anti-CD45/IL-2) del kit de la
casa comercial Miltenyi Biotec (No. Cat. 130-090-492) a cada pozo a una
dilucion final 1:50.

4. Incubar la placa durante 16 horas.

5. Cosechar las células y colocarlas en tubos de FACS. Realizar dos
lavados con 3 mL de PBS frio (350 xg, 10 minutos, 4 °C).

6. Agregar el segundo anticuerpo (anti-IL-2-PE) a una dilucion final 1:50.
Adicionar también el anticuerpo anti-CD4-FITC (eBioscience, No. Cat.
11-0041-85)

7. Incubar a 4 °C por 30 minutos en ausencia de luz.

8. Realizar dos lavados con 3 mL de PBS frio (350 xg, 10 minutos, 4 °C).

9. Fijar con 200 pL de PBS y 200 pL de p-formaldehido al 2%.

10.Filtrar el contenido de cada tubo con tela de organza y adquirir en un

citometro de flujo.

83



ANEXO 11

Cultivo y Lavado de Células CTLL-2

1. Una vez descongeladas, cultivar las células en una caja de cultivo de 25
cm? en un volumen final de 10 mL de D10F (Gibco, No. Cat. 12100-038)
y adicionar IL-2 recombinante (Sigma-Aldrich, No. Cat. 10523) a
concentracion de 1 ng/mL.

2. Cada tres dias, retirar las células de la caja de cultivo con pipeta
serologica y depositarlas en un tubo cénico con 30 mL de DMEM (Sigma-
Aldrich, No. Cat. D5648).

3. Centrifugar a 623 xg/ 4 °C/ 7 minutos.

4. Retirar el sobrenadante con pipeta seroldgica para evitar perder células.

5. Resuspender el boton celular en un 1 mL de DMEM utilizando
micropipeta y, posteriormente, agregar 29 mL de DMEM.

6. Volver a centrifugar en las condiciones previamente citadas hasta
completar un numero de 5 lavados.

7. Después del quinto lavado, resuspender el boton celular en 1 mL de
D10F.

8. Tomar una alicuota y contar las células en camara de Neubauer.

9. Colocar las células en la caja de 25 cm? a una concentracién de 15000
células/mL.

10.Agregar IL-2 recombinante a concentracion de 1 ng/mL.

NOTA: El medio D10F se suplementa con suero fetal bovino marca Gibco (No.

Cat. 16000-044) inactivado por calentamiento.
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Anexo 12

Establecimiento del Sistema de Procesamiento y Presentacién de
PE_PGRS33

1. Hacer una suspension celular del hibridoma especifico contra la proteina
PE_PGRS33 a una concentracion de 1x10° células/mL. Preparar una
suspension celular, con la misma concentracion, de la linea celular
M12.C3.F6 (célula presentadora de antigeno).

2. En placa de 96 pozos, colocar 100 uL de la suspension del hibridoma
con 50 L de la suspension de M12.C3.F6.

3. Adicionar 50 pL de una solucion 4 yM de PE_PGRS33 (concentracion
final 1 uM), previamente preparada en D10F.

4. Incubar por 20 horas a 37 °C, 5% CO..

Como control positivo, se emplea el hibridoma de células T 3A9 especifico
contra HEL. Las condiciones son las mismas que se aplican al hibridoma
especifico contra PE_PGRS33.
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