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RESUMEN 

 

 

La BCG es la única vacuna autorizada para su uso contra la tuberculosis (TB). Sin 

embargo, su protección contra la TB en adultos es muy variable, provocando también un 

control inadecuado de la transmisión de la enfermedad. En consecuencia, es necesario el 

desarrollo de una vacuna más eficiente. La proteína PE_PGRS33 de Mycobacterium 

tuberculosis (Mtb) posee propiedades inmunogénicas que la hacen un buen candidato para 

el estudio de nuevos antígenos vacunales. Por lo tanto, se planteó el objetivo de 

caracterizar la respuesta inmune hacia la proteína PE_PGRS33 y sus péptidos 

inmunodominantes. Primero se identificaron los péptidos inmunodominantes de 

PE_PGRS33 mediante inmunoinformática. Posteriormente, se desarrolló un sistema 

humano de infección in vitro con Mycobacterium bovis BCG con el propósito de evaluar 

la respuesta inmune (RI) hacia la proteína PE_PGRS33 y sus péptidos. Para el sistema se 

utilizaron células mononucleares de sangre periférica aisladas de sujetos aparentemente 

sanos, BCG vacunados. La activación del sistema se evaluó a través del análisis de la 

secreción de IFN-γ. Además, se analizó la activación inducida por PE_PGRS33 y sus 

péptidos sobre monocitos humanos. 

Se identificaron cinco péptidos inmunodominantes de PE_PGRS33, de los cuales 

tres se sintetizaron de forma comercial para el análisis de la RI. Ninguno de los péptidos 

mostró homología considerable con el proteoma humano ni potencial alergénico. En el 

sistema humano de infección in vitro se lograron determinar las condiciones en las que se 

induce actividad, reportada mediante la detección de IFN-γ. PE_PGRS33 indujo la 

producción de TNF-α en los monocitos de todos los sujetos de estudio, mientras que sus 

péptidos inmunodominantes activaron sólo los monocitos de sujetos previamente 

sensibilizados hacia antígenos de Mtb.  

Estos resultados nos permitirán conocer de forma más cercana la RI hacia 

antígenos micobacterianos, con la finalidad de contribuir al desarrollo de una vacuna más 

eficiente contra Mtb.
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INTRODUCCIÓN 

 

 

La tuberculosis (TB) es una infección bacteriana provocada en humanos principalmente 

por Mycobacterium tuberculosis (Mtb), siendo el pulmón el sitio primario de infección 

(Pai et al., 2016).  

La Organización Mundial de la Salud (OMS) refiere que un tercio de la población 

mundial está infectada con Mtb. En el año 2020, se reportó una incidencia de 9.9 millones 

de nuevos casos y 1.3 millones de muertes a nivel mundial a causa de esta enfermedad 

(World Health Organization, 2021).  

Entre los orígenes de la problemática de la TB se encuentran la aparición de cepas 

drogo-resistentes, la asociación de casos VIH-SIDA/TB y la falta de una vacuna eficiente 

para controlar la enfermedad, siendo esta última una de las causas más relevantes (García 

et al., 2009). En la actualidad, la BCG es la única vacuna autorizada contra la TB 

(Soundarya et al., 2019). Esta vacuna ofrece protección en la infancia contra formas 

diseminadas de la enfermedad. Sin embargo, su protección contra la TB pulmonar en 

adolescentes y adultos es altamente variable (Principi & Esposito, 2015).  

La eficacia de la vacuna se encuentra condicionada por diversos factores como el 

estado inmune del individuo, previa sensibilización a micobacterias y el área geográfica 

donde es administrada (Principi & Esposito, 2015), siendo la exposición previa a 

micobacterias no tuberculosas uno de los factores más influyentes (Abubakar et al., 2013). 

Por ende, nace la necesidad de desarrollar una vacuna más eficaz para controlar la 

enfermedad. Para tal cometido, es necesario el estudio de antígenos de Mtb capaces de 

desarrollar una respuesta inmune de tipo protectora, en la cual las células T CD4+ juegan 

un papel determinante (Garra et al., 2013).  

Hoy en día, la búsqueda de nuevos antígenos protectores aplica los principios de 

la vacunología reversa. Estos consisten en predecir, con el uso de la secuencia genómica 

completa del patógeno, todos los antígenos que es capaz de expresar. Enseguida, uno o 

más antígenos pueden ser seleccionados y con ayuda de algoritmos de predicción es 
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posible detectar los péptidos con mayor probabilidad de ser reconocidos por el sistema 

inmune (Rajkumar Soni & Archana Tiwari, 2013). Finalmente, estos péptidos pueden ser 

obtenidos de manera recombinante con el objeto de evaluar su inmunogenicidad in vivo o 

in vitro. Todo lo anterior se realiza sin la necesidad de cultivar al patógeno in vitro 

(Rajkumar Soni & Archana Tiwari, 2013). 

Para el caso de Mtb, es factible la aplicación de tales herramientas debido a que ya 

se conoce la secuencia completa de su genoma, donde el 5% codifica para la familia de 

proteínas PE_PGRS (Cole et al., 1998). Esta familia consta de 65 miembros y se 

caracterizan por poseer un dominio PE (prolina, ácido glutámico) de 110 aminoácidos en 

el extremo N-terminal, altamente conservado entre todos los miembros de la familia, y un 

dominio PGRS (secuencia polimórfica rica en glicina, por sus siglas en inglés) muy 

polimórfico en el extremo C-terminal (Cadieux et al., 2011). La proteína PE_PGRS33 es 

hasta el momento la más estudiada de todas. 

La proteína PE_PGRS33 es codificada por el gen Rv1818c y consta de 499 

aminoácidos (Vallecillo & Espitia, 2009). Su dominio PE se encuentra anclado a la pared 

celular micobacteriana y el dominio PGRS se ubica en el medio extracelular (Zumbo et 

al., 2013). Esta proteína se encuentra solamente en la superficie de micobacterias 

patógenas (Tian & Jian-ping, 2010).  

Con el esfuerzo de diversos grupos de investigación se han podido conocer algunas 

de las propiedades inmunogénicas de esta proteína. Por ejemplo, Delogu y Brennan en 

2001, obtuvieron las primeras evidencias acerca de la capacidad de PE_PGRS33 de 

inducir una respuesta inmune en un modelo murino. Además, se tiene conocimiento que 

tal respuesta inmune es de tipo celular para el dominio PE y de tipo humoral para el 

dominio PGRS (Cohen et al., 2014; Delogu & Brennan, 2001). 

Adicionalmente, la proteína PE_PGRS33 y algunos de sus péptidos son capaces 

de inducir la secreción de IFN-γ en células T CD4+ de individuos con TB latente (Ortega-

Tirado, Niño-Padilla, et al., 2020). Esta proteína también es capaz de estimular la 

producción de IL-2 y TNF-α en hibridomas de células T (Ortega-Tirado, 2016). Además, 
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se tiene conocimiento que la respuesta inmune hacia esta proteína podría ayudar a 

controlar el crecimiento de Mtb in vivo (Delogu et al., 2017). 

Una vez seleccionado el antígeno, se requiere el uso de modelos de estudio para 

evaluar y analizar la respuesta inmune. En este sentido, el modelo murino ha sido 

ampliamente utilizado para el estudio de la respuesta inmune hacia antígenos de Mtb; no 

obstante, la respuesta inmune generada por el ratón difiere de aquella en humanos. En 

consecuencia, se necesita el desarrollo de modelos de estudio humanos que permitan 

reproducir de manera más precisa el escenario de la infección por Mtb. Actualmente, una 

de las propuestas es el desarrollo de modelos humanos in vitro para el estudio de la TB en 

la población humana. 

Lo anteriormente expuesto resalta la importancia de la creación de una vacuna más 

eficiente como una medida efectiva para un mejor control de la enfermedad. Para 

cumplirlo es esencial el estudio de antígenos de Mtb con potencial de inducir respuestas 

inmunes protectoras, aplicando modelos de estudio que reflejen con precisión el desarrollo 

de la TB en humanos. Atendiendo tal cometido, el objetivo de la presente investigación 

consiste en caracterizar la respuesta inmune hacia la proteína PE_PGRS33 de Mtb y sus 

péptidos inmunodominantes en un modelo humano de infección in vitro. 
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ANTECEDENTES 

 

 

Aspectos Generales de la Tuberculosis 

 

La TB es una infección bacteriana provocada en humanos principalmente por Mtb, siendo 

el pulmón el sitio primario de infección (Pai et al., 2016). La mayoría de los casos de TB 

son causados por Mtb (sensu stricto) o Mycobacterium africanum; siendo una minoría de 

los casos atribuidos a miembros zoonóticos del complejo Mtb, tal como Mycobacterium 

bovis o Mycobacterium caprae (Bos et al., 2014). Hasta el momento, el humano es el 

único reservorio conocido de Mtb (Comas et al., 2013).  

La OMS reporta que un tercio de la población mundial está infectada con Mtb. En 

el año 2020 se reportó una incidencia de 9.9 millones de nuevos casos; dos tercios de estos 

casos se presentaron en ocho países: India (26%), Indonesia (8.4%), China (8.4%), 

Filipinas (6%), Pakistán (5.8%), Nigeria (4.6%), Bangladesh (3.6%) y Sudáfrica (3.3%) 

(World Health Organization, 2021). 

La TB es la segunda causa de muerte a nivel mundial debida a un agente 

infeccioso. En 2020, 1.3 millones de personas murieron de TB, de estos, 214 000 

individuos estaban infectados con  el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH ) (World 

Health Organization, 2021). Está reportado que un cuarto de la población mundial 

presenta la forma latente de la enfermedad, del cual entre el 5 y  15%  desarrollarán, en 

un período de meses a pocos años, la forma activa de la TB (Tiemersma et al., 2011).  

En ausencia de tratamiento, alrededor del 50% de los individuos que desarrollan 

la forma activa de la enfermedad morirán a causa de esta (Vynnycky & Fine, 1997). El 

tratamiento estándar para la TB comprende cuatro antibióticos: rifampicina, isoniazida, 

etambutol y pirazinamida. Estos cuatro fármacos se administran de forma simultánea por 

dos meses, seguido de la administración de rifampicina e isoniazida por cuatro meses 

adicionales (Furin et al., 2019). No obstante, se puede presentar resistencia a cualquiera 

de estos fármacos. La TB multidrogo-resistente, definida como resistencia al menos a 

rifampicina e isoniazida, ha sido reportada  en todos los países (Pai et al., 2016). Casos de 
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TB extensivamente drogo-resistente, definida como aquella resistente no sólo a 

rifampicina e isoniazida sino también a cualquier fluoroquinolona y cualquier de los tres 

aminoglucósidos inyectables de segunda línea, provoca manifestaciones más serias de la 

enfermedad (Pai et al., 2016). En 2020, se reportaron aproximadamente 132 222 casos de 

TB resistente a rifampicina y 25 681 casos de TB extensivamente drogo-resistente  (World 

Health Organization, 2021). 

La TB afecta principalmente el pulmón, presentándose enfermedad pulmonar en 

más del 80% de los casos (Ankrah et al., 2018). Sin embargo, la TB puede afectar 

cualquier zona del cuerpo, esparciéndose hacia otros órganos mediante la vía linfática o 

hematógena, ocasionando distintas variantes de TB extrapulmonar (Ankrah et al., 2018). 

Los síntomas de esta enfermedad dependerán del órgano afectado. Cuando un individuo 

desarrolla TB pulmonar presenta síntomas como fiebre, fatiga, sudoraciones nocturnas, 

tos (por más de tres semanas), pérdida de peso, dolor torácico o abdominal y hemoptisis 

(Suárez et al., 2019). En sujetos inmunocompetentes la enfermedad avanza lentamente, 

pero en aquellos inmunocomprometidos o en niños se puede presentar TB fulminante 

(Suárez et al., 2019).  

La TB se transmite de individuo a individuo por la vía área. Una vez en el pulmón, 

Mtb puede ser eliminado por el sistema inmune, ser contenido en un estado inducido de 

dormancia o dar paso a la forma activa de la enfermedad (Cooper, 2009). El resultado 

dependerá del estado inmune del individuo y los factores de virulencia de Mtb, dando 

lugar a distintos estadios de la enfermedad que van desde la eliminación de la infección  

hasta una TB latente, TB subclínica y TB activa (Pai et al., 2016) (Figura 1). 

Respuesta Inmune en TB 

 

El Mycobacterium tuberculosis se transmite por vía aérea, cuando un individuo sano 

respira pequeñas gotas en forma de aerosol que contienen el bacilo (Figura 2). Estas gotas 

provienen de secreciones liberadas al momento de hablar, toser o estornudar, por un 

individuo con la forma activa de la enfermedad. Una vez inhaladas, estas gotas que 

contienen micobacteria atraviesan el tracto respiratorio superior hasta llegar al pulmón.  
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Figura 2. Transmisión de la TB pulmonar. La TB se transmite cuando un individuo con 

TB pulmonar activa al estornudar, toser o hablar, expulsa pequeñas gotas de aerosol que 

contienen a Mycobacterium tuberculosis. Este aerosol es respirado por un individuo sano, 

promoviendo así la transmisión de la infección. TB, tuberculosis. Imagen creada con 

Biorender.com. 
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La infección inicia en el alveolo pulmonar, donde Mtb establece interacción con 

las células del sistema inmune innato, principalmente macrófagos alveolares, neutrófilos 

y células dendríticas.  

Macrófagos 

 

Los macrófagos representan la primera línea de defensa contra Mtb, así como su principal 

nicho replicativo (de Martino et al., 2019; Sia & Rengarajan, 2019). El reconocimiento de 

Mtb por los macrófagos guía a la fagocitosis de la micobacteria y su internalización en 

fagosomas, cuya función es destruir patógenos mediante la fusión con los lisosomas (Sia 

& Rengarajan, 2019). Sin embargo, Mtb posee estrategias de evasión de la respuesta 

inmune que le permiten eludir los distintos mecanismos bactericidas del macrófago. Entre 

estas estrategias se encuentran la inhibición del tráfico celular, inducción de muerte 

celular, así como la neutralización de componentes tóxicos; como las especies reactivas 

del oxígeno y metales, el cobre y el zinc (Lerner et al., 2015). Estos últimos son tóxicos 

para la micobacteria, razón por la cual este patógeno ha desarrollado medidas de 

protección como la captura y oxidación de estos metales (Neyrolles et al., 2015). En 

respuesta, los macrófagos intentan bloquear la llegada de nutrientes a Mtb, tal como el 

hierro y manganeso (Neyrolles et al., 2015). Asimismo, Mtb es capaz de romper la 

membrana del fagosoma y ganar acceso al citosol, esto mediante la actividad formadora 

de poros de ESAT-6 (antígeno de secreción temprana de 6 kD, por sus siglas en inglés). 

Neutrófilos 

 

Los neutrófilos son las células presentes con mayor abundancia en muestras de lavado 

bronquio alveolar y esputo de pacientes con TB activa (Kroon et al., 2018). Estas células 

desempeñan funciones que contribuyen a la protección contra Mtb. Por ejemplo, 

neutrófilos apoptóticos son fagocitados por macrófagos, lo que permite que los gránulos 

de los neutrófilos se fusionen con los fagosomas que contienen a Mtb dentro del 

macrófago, logrando ejercer una actividad efectiva contra la micobacteria (Tan et al., 

2006).  
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No obstante, los neutrófilos también pueden ejercer un efecto negativo en la 

respuesta inmune contra Mtb, al causar daño en el tejido mediante la liberación de sus 

productos antimicrobianos (Kroon et al., 2018). Además, los neutrófilos expresan en su 

superficie el ligando de muerte programada (PD-L1) que interactúa con el receptor de 

muerte programada (PD-1) de los linfocitos (de Martino et al., 2019). Se ha encontrado 

un alto número de neutrófilos que expresan PD-L1 en pacientes con TB activa, lo que 

determina, durante el curso de la infección, la pérdida de la función e inducción de muerte 

celular en los linfocitos (Zhang et al., 2010). 

Células Dendríticas 

 

Las células dendríticas (DCs) cumplen una función de enlace entre la respuesta inmune 

innata y la adaptativa. Estas células son de gran importancia para el sistema inmune debido 

a su habilidad de presentar antígeno y a su gran capacidad de secretar citocinas y modular 

la activación de los linfocitos T. 

Mtb es capaz de infectar DCs a través de la interacción con el receptor CD209, 

también conocido DC-SIGN. En condiciones normales, CD209 se une al receptor ICAM1 

sobre las células endoteliales para favorecer la migración de las DCs. Durante la infección 

por Mtb, CD209 interactúa con el lipoarabinomanano manosilado presente en la 

micobacteria, con lo cual se favorece el ingreso del patógeno hacia el interior de las DCs 

(Mihret, 2012). Este evento guía a un aumento en la producción de IL-10 y una 

disminución en la producción de IL-12 por parte de las DCs, lo cual promueve un 

ambiente inmunosupresor para los linfocitos T (Balboa et al., 2010; Wu et al., 2011). La 

manipulación de la maduración de las DCs podría representar una de las estrategias 

utilizadas por Mtb para establecer la infección en el pulmón ya que, al manipular este 

proceso, influye por consecuencia en el proceso de activación de células T antígeno-

específicas. Además, es conocido el hecho de que Mtb es capaz de retardar la migración 

de las DCs hacia los órganos linfoides secundarios, promoviendo un retraso en el inicio 

de la respuesta inmune adaptativa contra la micobacteria (Robinson et al., 2015). 
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Respuesta Inmune Adaptativa 

 

En la mayoría de los casos, el adecuado control de la infección por Mtb requiere del 

establecimiento de inmunidad protectora a cargo de la respuesta inmune adaptativa. Esto 

se ejemplifica por la incrementada susceptibilidad a la infección micobacteriana 

presentada en individuos infectados con VIH, quienes presentan un bajo número de 

linfocitos T CD4+, así como por estudios de susceptibilidad en ratones que carecen de la 

expresión de moléculas MHC II. La respuesta inmune adaptativa comienza cuando Mtb 

alcanza los órganos linfoides secundarios, donde DCs presentan distintos antígenos 

micobacterianos a los linfocitos T.  Estas poblaciones de células T antígeno-específicas se 

encargan de orquestar una respuesta inmune de tipo celular contra Mtb, a la cual hasta el 

momento se le atribuye el mayor papel en el control de la infección (Figura 3). Esta 

respuesta se encuentra a cargo principalmente de las células T CD4+. No obstante, estudios 

han revelado también la importancia de las células CD8+, así como de la respuesta inmune 

humoral a cargo de las células B en el control de la infección. 

Células T CD4+ 

 

Las células T CD4+ juegan un papel vital en el control de la infección. En humanos, esto 

queda evidenciado en pacientes con VIH, quienes presentan conteos disminuidos de estas 

células y una incrementada susceptibilidad a infecciones por micobacterias. Además,  

pacientes con TB pulmonar también presentan un conteo disminuido de T CD4+  en sangre 

periférica, atribuido a la migración de las mismas al sitio de infección (Hernandez et al., 

2010). La principal participación de estas células en la inmunidad protectora contra Mtb 

se atribuye a su secreción de IFN-γ, ya que si bien, las células CD8+ también contribuyen 

a la secreción de esta citocina, la mayor proporción proviene de las CD4+ (Cooper, 2009). 

El IFN-γ participa en la activación de macrófagos infectados con el objetivo de 

promover la destrucción de la micobacteria. Esta citocina activa mecanismos bactericidas 

en el macrófago como la producción de especies reactivas del oxígeno y el nitrógeno, así 

como un aumento en la expresión de moléculas del MHC II con lo cual se favorece la 

presentación de antígenos micobacterianos a las células CD4+.   



11 

 

Figura 3. Respuesta inmune celular contra Mtb. En un comienzo, macrófagos alveolares 

residentes (1a), neutrófilos (1b) y células dendríticas (DCs) de pulmón (1c) son infectados, 

provocando la secreción y producción de péptidos antimicrobianos, citocinas y 

quimiocinas. El balance de mediadores lipídicos, como prostaglandina E2 o lipoxina A4, 

dentro del macrófago infectado determina la inducción de apoptosis o necrosis. Células 

apoptóticas infectadas son ingeridas por DCs de pulmón o eferocitadas por macrófagos 

no infectados (1c). DCs infectadas migran al ganglio linfático local de pulmón alrededor 

de 8-12 días post infección para inducir la diferenciación de células T vírgenes hacia un 

fenotipo Th1. Células Th1 protectoras migran de regreso al pulmón y producen IFN-γ, 

desencadenando la activación de los macrófagos, producción de citocinas y factores 

microbicidas incluyendo iNOS. Modificado de OʹGarra y colaboradores (Garra et al., 

2013). 
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En inmunogenética, la susceptibilidad Mendeliana a enfermedad micobacteriana 

implica un espectro de mutaciones genéticas en 5 genes autosómicos (IFNGR1, IFNGR2, 

STAT1, IL12B, IL12RB) que confieren susceptibilidad a infecciones con micobacterias 

ambientales y BCG (Ottenhoff et al., 1998). Individuos con deficiencias en la señalización 

de IFN-γ, debido a mutaciones en IFNGR1 y IFNGR2, presentan susceptibilidad fatal a 

infecciones micobacterianas (Dorman & Holland, 1998; Jouanguy et al., 1999). La 

producción de IFN-γ por las células CD4+ se encuentra ligada a una comunicación 

eficiente entre estas células y las DCs. Mtb es capaz de interferir en la unión CD40-

CD40L, la cual es crucial para una correcta comunicación entre estas poblaciones 

celulares (Sia et al., 2017). Lo anterior resalta la gran importancia del IFN-γ en el control 

de la infección por Mtb. Sin embargo, esta citocina no puede controlar por si sola la 

infección, requiriendo así la cooperación de otras citocinas como TNF-α, IL-6, IL-12 e 

IL-17. Poblaciones de células CD4+1L-17+ han sido encontradas en PMBC (células 

mononucleares de sangre periférica) y muestras de lavado bronquio alveolar de individuos 

sanos vacunados con BCG, mismas que decayeron en pacientes con TB activa, sugiriendo 

un papel para estas células en el control de la infección (Scriba et al., 2008). No obstante, 

una respuesta no controlada por parte de estas células podría resultar en daño 

histopatológico debido a un aumento de la cantidad de neutrófilos en el sitio de la 

infección. 

Células T CD8+ 

 

A través de evidencia experimental se ha comprobado la contribución de las células T 

CD8+ en la inmunidad contra Mtb. Ratones deficientes en TAP-1 mostraron respuestas 

deficientes de células CD8+ y sucumbieron más rápidamente a la infección por Mtb (Behar 

et al., 1999). Macacos Rhesus deficientes en células CD8+ también mostraron una 

respuesta protectora ineficiente inducida por la BCG (Chen et al., 2009). En un modelo 

murino de TB latente, se demostró la importancia de esta población celular en prevenir la 

reactivación de la enfermedad, ya que en los ratones carentes de esta población celular, se 

observó un aumento sustancial de la carga bacteriana de Mtb (Van Pinxteren et al., 2000).  
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La participación de las células CD8+ se relaciona con la secreción de citocinas 

como IL-2, TNF-α e IFN-γ, las cuales se sabe juegan un papel importante en el control de 

la infección. Asimismo, los linfocitos CD8+ secretan perforinas que provocan la muerte 

de macrófagos infectados por Mtb y granzimas capaces de actuar directamente sobre la 

micobacteria. Además, se tienen reportes del reconocimiento de péptidos de los antígenos 

ESAT-6, CFP-10 y el complejo Ag85 por parte de linfocitos T CD8+ humanos (Klein et 

al., 2001; Shams et al., 2004). 

Células B 

 

Durante mucho tiempo se ha denegado que la respuesta inmune humoral, a cargo de las 

células B, participe en la inmunidad contra Mtb. Sin embargo, hay evidencia que apoya 

un papel de las células B en la respuesta inmune en TB. Los linfocitos B pasan a formar 

parte del anillo linfocítico durante la formación del granuloma (Tsai et al., 2006). Además, 

análisis de expresión génica han revelado cambios en genes asociados a células B durante 

el curso de la infección (Cliff et al., 2013). Asimismo, se han encontrado anticuerpos 

específicos contra antígenos micobacterianos en el suero de pacientes con TB (Kunnath-

Velayudhan et al., 2010), los cuales demostraron tener funciones de opsonización y 

protección in vitro (Palucci et al., 2016). Igualmente, se ha demostrado el papel de las 

células B en la regulación de la respuesta inflamatoria durante la enfermedad, ya que 

ratones carentes de dicha población celular presentaron una respuesta inflamatoria 

exacerbada con el subsecuente aumento en el daño histopatológico pulmonar, esto 

ocasionado por un aumento en el reclutamiento de neutrófilos (Kozakiewicz et al., 2013).  

La producción de anticuerpos ha demostrado tener resultados variados durante la 

infección por Mtb. La unión de anticuerpos al receptor FcγIIB en macrófagos ocasiona 

una disminución en la producción de IL-12 (Maglione et al., 2008), mientras que la 

transferencia pasiva de anticuerpos monoclonales contra componentes de la pared celular 

puede mejorar el curso de la infección en ratones (Achkar et al., 2015).  
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Granuloma Tuberculoso 

 

El granuloma tuberculoso es una estructura organizada de células inmunes que se forma 

debido al estímulo persistente de Mtb. En su formación colaboran tanto la respuesta 

inmune innata como la adaptativa. Durante el proceso de infección por Mtb, la 

micobacteria alcanza el alveolo pulmonar e infecta a los macrófagos alveolares, que 

inician un proceso inflamatorio provocando el reclutamiento de monocitos y neutrófilos 

de sangre periférica con el objetivo de eliminar a Mtb. En la mayoría de los casos esto no 

sucede y, por lo tanto, interviene la respuesta inmune adaptativa, los linfocitos B y T 

migran al sitio de infección y forman un anillo alrededor de las células infectadas. 

Eventualmente, los fibroblastos presentes en el sitio de la infección crearán un anillo de 

colágena y fibronectina finalizando con la formación del granuloma. De manera general, 

el centro del granuloma estará formado por macrófagos infectados y no infectados, estos 

mostrarán distintos estadios de diferenciación como lo son: células gigantes 

multinucleadas, macrófagos espumosos y células epitelioides. Asimismo, en el centro de 

esta estructura aparecerán neutrófilos y células dendríticas. 

El granuloma representa una estructura heterogénea (Figura 4), pudiéndose 

encontrar granulomas con composición celular y niveles de oxigenación diferentes (Ehlers 

& Schaible, 2012), así como con carga bacteriana desigual aún dentro de un mismo 

individuo. Del mismo modo, es una estructura dinámica donde se establece una 

interacción entre los factores de virulencia de Mtb y el sistema inmune del hospedero, lo 

que origina un conjunto de respuestas inflamatorias y anti-inflamatorias dentro del 

granuloma. Al lograrse un balance entre la respuesta inmune inflamatoria y anti-

inflamatoria, el granuloma ayudará a controlar la infección y proveerá protección. Sin 

embargo, si no se alcanza este balance, el granuloma contribuirá a la progresión de la 

infección y al daño histopatológico. 

En la actualidad, aún continúa el debate acerca de si la función del granuloma es 

brindar protección al hospedero o si contribuye a la progresión de la enfermedad y al daño 

histopatológico (Garra et al., 2013). Esto se basa en la heterogeneidad en la morfología de   
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Figura 4. Patología y dinámica de la formación del granuloma en tuberculosis. Mtb 

provoca un infiltrado inflamatorio que puede dar lugar a: (i) inmunidad protectora, (ii) 

balance en la inflamación o (iii) transmisión endobronquial debida a necrosis en el 

granuloma. En itálicas se representan mediadores típicos de la inmunidad celular y 

humoral que influyen en la diferenciación del granuloma. Modificado de Ehlers y Schaible 

(Ehlers & Schaible, 2012).   
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los granulomas, el papel de la inflamación, grado de hipoxia y la expresión diferencial de 

genes de Mtb dentro de los granulomas de individuos con enfermedad activa y aquellos 

con TB latente (Russell et al., 2009). Lo más probable es que se establezca una interacción 

homeostática que convierta al granuloma en un nicho adecuado para la supervivencia a 

largo plazo de Mtb, brindando al mismo tiempo protección al hospedero (Ramakrishnan, 

2012).  

Proteína PE_PGRS33 de Mtb 

 

En el año de 1998, Cole y colaboradores reportaron la secuencia genómica completa de 

Mtb (Cole et al., 1998). Este conocimiento guió al hallazgo de alrededor de 100 genes que 

codifican para la familia de proteínas PE (Dheenadhayalan et al., 2006). En general, todos 

los miembros de esta familia se caracterizan por poseer un extremo N-terminal altamente 

conservado. Dentro de la familia PE se encuentra la subfamilia PE_PGRS, cuyos 

miembros se distinguen por poseer un extremo N-terminal altamente conservado de 

alrededor 110 aminoácidos, así como un dominio PGRS sumamente polimórfico que 

contiene en su estructura múltiples repeticiones de los aminoácidos glicina y alanina 

(Cascioferro et al., 2007; Meena, 2015). Esta subfamilia consta de 65 miembros (Cadieux 

et al., 2011), y algunos han sido estudiados en busca de sus propiedades inmunogénicas. 

En este contexto, la proteína PE_PGRS33 es hasta el momento una de las más estudiadas. 

La proteína PE_PGRS33 es codificada por el gen Rv1818c y consta de 499 

aminoácidos (Vallecillo & Espitia, 2009). Su dominio PE se encuentra anclado a la pared 

celular micobacteriana y el dominio PGRS se ubica en el medio extracelular (Zumbo et 

al., 2013). 

Mediante diversos estudios se han podido conocer algunas de las características de 

esta proteína (Figura 5). Delogu y colaboradores obtuvieron las primeras evidencias de 

que PE_PGRS33 es capaz de despertar una respuesta inmune en un modelo murino  

(Delogu & Brennan, 2001). Además, se ha determinado que su dominio PE induce una 

respuesta inmune celular mientras que el dominio PGRS induce una de tipo humoral 

(Cohen et al., 2014; Delogu & Brennan, 2001).   
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Figura 5. Características estructurales y propiedades inmunogénicas de la proteína 

PE_PGRS33. La proteína PE_PGRS33 está compuesta de un dominio N-terminal 

altamente conservado y un dominio C-terminal sumamente polimórfico, ambos 

entrelazados mediante un dominio de unión conservado. Modificado de Gastélum y 

colaboradores (Gastelum-Aviña et al., 2015). 
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PE_PGRS33 es capaz de interactuar con TLR-2 provocando la secreción de TNF-

α por macrófagos, así como la inducción de apoptosis al interactuar con la mitocondria de 

estas células (Basu et al., 2007; Cadieux et al., 2011). La interacción de esta proteína con 

TLR-2 también se encuentra implicada en el ingreso de Mtb hacia el interior de los 

macrófagos (Palucci et al., 2016), otorgándole a PE_PGRS33 un papel directo en el 

proceso de infección por parte de la micobacteria.  

Por otro lado, en un modelo in vitro de infección de macrófagos con cepas 

recombinantes de M. smegmatis, se comparó la respuesta inmune de tres miembros de la 

subfamilia PE_PGRS y se demostró la capacidad inmunomoduladora de PE_PGRS33, 

pues al evaluar la secreción de citocinas de los macrófagos infectados con las distintas 

cepas  recombinantes se detectó un aumento en los niveles de IL-12 y especies reactivas 

del nitrógeno y una disminución en la secreción de IL-10 (Singh et al., 2008). PE_PGRS33 

podría ayudar a controlar la infección por Mtb, como lo demuestran ensayos in vivo donde 

ratones infectados con Mtb e inmunizados con PE_PGRS33, presentaron mayor capacidad 

de controlar el crecimiento de la micobacteria en el pulmón, así como una disminución 

del daño histopatológico en dicho órgano (Delogu et al., 2017). Además, estudios in vitro 

muestran que Mtb expresa esta proteína cuando se cultiva bajo condiciones inducidas de 

estrés (Brennan, 2006), afirmando que esta proteína podría también estar presente durante 

la forma latente de la TB.  

Estudios con sueros de pacientes con TB han revelado la presencia de anticuerpos 

contra PE_PGRS33 (Narayana et al., 2007), lo que pone de manifiesto la habilidad de esta 

proteína de originar una respuesta inmune humoral durante el curso de la infección.  Estos 

anticuerpos podrían estar ejerciendo una actividad neutralizante en contra de la 

micobacteria (Minerva et al., 2017).  

Es ampliamente aceptado que la respuesta inmune celular resulta indispensable 

para un buen control de la infección por Mtb, siendo esta respuesta iniciada con la 

activación de células T antígeno específicas. En este contexto, PE_PGRS33 puede ser de 

gran utilidad debido a los epítopes conservados de células T contenidos en su dominio PE 
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(Copin et al., 2014). En relación con estudios de respuesta inmune hacia péptidos de esta 

proteína, hay algunos estudios que reportan la identificación de péptidos restrictos al 

MHC-I y su habilidad de inducir in vitro la activación de células T de pacientes con TB e 

individuos sanos PPD+ (Chaitra et al., 2005a, 2008).  Recientemente, se identificaron 

péptidos inmunogénicos de PE_PGRS33 restrictos al MHC-II con la capacidad de inducir 

la secreción de IFN-γ en células T CD4+ de individuos con TB latente (Ortega-Tirado, 

Niño-Padilla, et al., 2020). 

La Vacuna BCG y su Eficacia 

 

La vacuna BCG proviene de una versión atenuada de Mycobacterium bovis, el agente 

causante de la tuberculosis bovina (Kaufmann et al., 2017). En el Instituto Pasteur, durante 

13 años, Albert Calmette y Camille Guérin realizaron 230 pases de esta bacteria hasta que 

obtuvieron una cepa menos virulenta (Brazier & McShane, 2020). En 1924, el Instituto 

Pasteur comenzó a distribuir la cepa de la vacuna a diferentes laboratorios en todo el 

mundo y, desde entonces, se han derivado distintas cepas. Hoy en día, las cepas derivadas 

más comunes utilizadas para la producción de vacunas son BCG Pasteur 1173P2, BCG 

Danish 1331, BCG Glaxo 1077 y BCG Japan 172 (Li et al., 2020). Desde su primera 

aplicación en 1921, BCG ha demostrado su eficacia en la protección contra la TB 

meníngea y miliar en lactantes. En 1974, la OMS incluyó la vacuna BCG en su Programa 

Ampliado de Inmunización (Brazier & McShane, 2020).  

Hoy, la BCG es la vacuna más utilizada en todo el mundo, encontrándose vacunada 

casi el 90% de la población mundial (Brazier & McShane, 2020). A pesar de su efectividad 

contra la TB durante la infancia, la protección de BCG contra la TB pulmonar en adultos 

es muy variable, lo cual es preocupante porque el mayor número de casos de TB pulmonar 

ocurre en la población adulta. La protección ofrecida por BCG va del 0% al 80% 

(Andersen & Scriba, 2019) y tiende a durar entre 10 y 15 años (Abubakar et al., 2013). La 

variabilidad en la protección está relacionada principalmente con la latitud debido a la 

presencia de micobacterias no tuberculosas (MNT) (Abubakar et al., 2013). La proporción 

de MNT es mayor en las zonas tropicales cercanas al ecuador en comparación con las 
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zonas de clima templado, y la efectividad de la BCG tiende a ser menor en las regiones 

cercanas al ecuador (Abubakar et al., 2013). 

La influencia de MNT en la eficacia de BCG puede explicarse por dos teorías: 

enmascaramiento y bloqueo (Andersen & Doherty, 2005). La teoría del enmascaramiento 

sugiere que la exposición previa a MNT induce una respuesta inmune que evita cualquier 

efecto adicional de la BCG (Andersen & Doherty, 2005). Esto podría explicar el hecho de 

que la BCG es efectiva en recién nacidos que no han estado expuestos a MNT y, por el 

contrario, no es efectiva en adultos previamente expuestos. La teoría del bloqueo establece 

que una exposición previa a MNT provoca una respuesta inmune frente a antígenos 

comunes a Mtb (Brandt et al., 2002). Esta respuesta inmune bloquea la replicación de 

BCG, lo cual conduce a una falta de respuesta inmune y memoria inmunológica (Brandt 

et al., 2002). 

La información anterior destaca la necesidad de desarrollar una nueva vacuna más 

eficiente para controlar la TB y superar las desventajas que impone la exposición a MNT, 

en este sentido, la inmunoinformática podría ofrecer una solución. La inmunoinformática 

puede ayudar a encontrar proteínas que solo se expresen en Mtb y no en MNT, lo que 

significa que una respuesta inmune previa a MNT no afectaría la eficacia de una vacuna 

basada en proteínas (Brandt et al., 2002). La inmunoinformática no sólo se limita a 

detectar proteínas sino también péptidos inmunogénicos de células T. En la actualidad, se 

han desarrollado varias herramientas que hacen posible el análisis y descubrimiento de 

muchas proteínas y péptidos inmunogénicos de un patógeno con el objetivo de desarrollar 

nuevas vacunas. 

Respuesta Inmune a la Vacuna BCG 

 

La respuesta inmune inducida por la BCG comienza en el sitio de inoculación, donde 

macrófagos, neutrófilos y DCs residentes interactúan con la micobacteria (Dockrell & 

Smith, 2017; Moliva et al., 2017). Esta interacción es mediada por receptores de 

reconocimiento de patrones (PPRs, por sus siglas en inglés) que reconocen patrones 

moleculares asociados a patógenos (PAMPs, por sus siglas en inglés) presentes en la pared 



21 

celular de BCG, tal como peptidoglicano, arabinogalactano y ácidos micólicos (Dockrell 

& Smith, 2017). Entre los receptores celulares involucrados en el reconocimiento de BCG 

por parte del sistema inmune, se encuentran TLR-2 y TLR-4; estos receptores pueden 

reconocer diferentes proteínas de BCG e inducir la maduración de macrófagos y DCs, así 

como la secreción de citocinas proinflamatorias (Dockrell & Smith, 2017). Los receptores 

del complemento C3 y C4 promueven el reconocimiento de micobacteria opsonizada por 

DCs (Covián et al., 2019).  

Además, determinados receptores presentes en el citosol de las células inmunes 

innatas, como NOD-2, pueden detectar componentes específicos del peptidoglicano 

micobacteriano (Gagliardi, 2005). Asimismo, receptores de lectinas tipo C, como DC-

SIGN, interactúan con componentes de la pared celular bacteriana promoviendo el 

reconocimiento e internalización de la bacteria (Gagliardi, 2005). Una vez internalizada 

por las DCs, BCG puede sobrevivir hasta dos semanas dentro de estas células (Jiao et al., 

2002). Durante este período se induce la maduración y migración de DCs, caracterizados 

por la expresión de moléculas co-estimulatorias como CD40, CD83, CD80 y CD86. 

La respuesta inmune adaptativa comienza cuando las células presentadoras de 

antígeno presentan péptidos antigénicos a las células T en los órganos linfoides 

secundarios (Figura 6). Se ha demostrado que las DCs de la piel infectadas con BCG 

migran a órganos linfoides secundarios donde secretan TNF-α, IL-6 e IL-12 y activan 

tanto a células T CD4+ como CD8+ (Tsuji et al., 2000).  

La respuesta inmune adaptativa inducida por la vacunación con BCG envuelve la 

activación de células T CD4+ y CD8+  (Kaufmann, 2013) en conjunto con una elevada 

producción de IFN-γ, incrementando la actividad anti-micobacteriana de los macrófagos 

(Bertholet et al., 2008; Kaufmann, 2013). Esta citocina juega un papel adicional en la 

activación de células B antígeno-específicas con la subsecuente generación de anticuerpos 

por células plasmáticas (Covián et al., 2019). 
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Figura 6. Respuesta inmune hacia BCG después de la vacunación de un neonato. (A) 

Reconocimiento de BCG en el sitio de inoculación por macrófagos, neutrófilos y células 

dendríticas. (B) Células dendríticas activadas migran de la piel hacia los ganglios 

linfáticos para activar células inmunes adaptativas. (C) Activación de células T CD4+ y 

CD8+ antígeno-específicas con un perfil Th1, secretando grandes cantidades de IFN-γ y 

granzimas. (D) Activación de células B que guía a la generación de células plasmáticas y 

de memoria y a la producción de anticuerpos antígeno-específicos. Modificado de Covián 

y colaboradores (Covián et al., 2019). 
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Después de la vacunación, en fases tempranas, es posible detectar la presencia de 

un conjunto de linfocitos T CD8+ con capacidad de proliferar, estos se encuentran en 

sangre periférica hasta por 10 semanas después de la vacunación (Hanekom, 2005). 

Igualmente, se han encontrado linfocitos T CD4+ que secretan IFN-γ, TNF-α e IL-2 

(Soares et al., 2013). Durante la fase de contracción de la respuesta inmune, las células T 

CD4+ y CD8+ adoptan un fenotipo de memoria, con características funcionales de células 

T efectoras de memoria secretoras de IFN-γ (Soares et al., 2013). Estas células tienen la 

capacidad de reconocer antígenos micobacterianos y promover una fuerte respuesta 

proliferativa varios meses después de la vacunación (Covián et al., 2019). 

Inmunoinformática en la Predicción de Péptidos de Células T 

 

La vacunación se ha convertido en uno de los métodos más eficientes para prevenir y 

erradicar enfermedades infecciosas (Lin et al., 2008). Desde su creación, las vacunas 

atenuadas han sido el tipo más común; estas consisten en preparaciones basadas en la 

versión atenuada del patógeno. Sin embargo, el uso del patógeno completo conlleva 

problemas relacionados a la seguridad de la vacuna (Dhanda et al., 2017).    

Una alternativa son las preparaciones a base de subunidades del patógeno, por 

ejemplo, las vacunas basadas en péptidos de células T. Estas vacunas son seguras porque 

no contienen microorganismos viables y no inducen el desarrollo de enfermedad 

(Patronov & Doytchinova, 2013). Además, estos péptidos son moléculas estables y fáciles 

de producir (Patronov & Doytchinova, 2013).  Para el desarrollo de una vacuna basada en 

péptidos es necesario identificar los péptidos con potencial de inducir la respuesta inmune 

más efectiva en contra de la infección. Para muchas infecciones intracelulares, como la 

TB, la respuesta inmune celular es la más eficiente en controlar la infección. La respuesta 

inmune celular se encuentra a cargo de las células T, tanto CD4+ como CD8+. Por 

consiguiente, la búsqueda debe centrarse en aquellos péptidos capaces de activar a estas 

poblaciones celulares. 

La identificación de péptidos inmunogénicos puede realizarse de manera rápida y 

eficiente mediante inmunoinformática, es decir, la aplicación de herramientas 
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computacionales para la resolución de problemas relacionados a la inmunología (Backert 

& Kohlbacher, 2015). Entre estas herramientas se encuentran programas capaces de 

predecir los péptidos de un antígeno con mayor probabilidad de generar una respuesta 

inmune. La mayoría de estos programas se basan en seleccionar los péptidos con mayor 

probabilidad de unión a moléculas de MHC I y MHC II. Cada uno de ellos se basa en 

distintos algoritmos de predicción, los cuales determinarán su exactitud. En la tabla I se 

enlistan algunos de los programas utilizados para predecir péptidos inmunogénicos de 

células T. 

La aplicación de la inmunoinformática en la predicción de péptidos de células T 

ha hecho posible el estudio de la respuesta inmune en muchas enfermedades infecciosas, 

así como en no infecciosas como cáncer y Alzheimer; todo enfocado en el desarrollo de 

nuevas vacunas. Por ejemplo, 21 péptidos inmunogénicos para células CD8+,  junto con 

14 para células CD4+, fueron seleccionados de 14 diferentes proteínas de Anopheles 

stephensi para diseñar una vacuna contra el género Plasmodium (Pandey et al., 2018). En 

otro estudio identificaron 21 péptidos restrictos al MHC I de siete proteínas del virus de 

Epstein-Barr, todos con el potencial de formar parte de una vacuna (Ali et al., 2019). 

Mediante técnicas inmunoinformáticas se identificaron también seis péptidos de antígenos 

de Leishmania donovani, que indujeron la secreción de IFN-γ por células CD4+ de 

pacientes con leishmaniasis visceral (Dikhit et al., 2017). Para la enfermedad de la 

influenza se desarrolló la vacuna M-0001, la cual contiene péptidos conservados de 

proteínas de los virus de influenza A y B (Van Doorn et al., 2017).  

Para el tratamiento del virus de la hepatitis C se desarrolló la vacuna IC41, que 

consiste de cinco péptidos sintéticos del virus (Firbas et al., 2006). En el caso de la 

enfermedad de Alzheimer, las estrategias inmunoterapéuticas se han centrado en el estudio 

de las proteínas amiloide (Aβ) y Tau (Malonis et al., 2020). Algunos ejemplos son la 

vacuna ABvac40 específica para el extremo C-terminal de Aβ40 (Lacosta et al., 2018), y 

la vacuna AADvac1 específica para un péptido de la proteína Tau (Kontsekova et al., 

2014; Novak et al., 2018). 
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Tabla I. Programas de predicción para identificar péptidos de células T con unión al MHC 
Programa de 

predicción 
MHC  Fuente de MHC Algoritmo Sitio web 

SYFPEITHI I, II Humano, ratón, rata QM http://www.syfpeithi.de/bin/MHCServer.dll/EpitopePrediction.htm 

SVMHC I, II Humano, ratón, SVM https://abi.inf.uni-tuebingen.de/Services/SVMHC/ 

ProPred II Humano, QM http://crdd.osdd.net/raghava/propred/ 

ProPred I I Humano, ratón QM http://crdd.osdd.net/raghava/propred1/ 

MHC2Pred II Humano, ratón, rata SVM http://crdd.osdd.net/raghava/mhc2pred/ 

nHLAPred I Humano, ratón ANN, QM http://crdd.osdd.net/raghava/nhlapred/ 

NetMHCPan 4.0 I 

Humano, ratón, cerdo, 

chimpancé, gorila de 

tierras bajas, macaco 

rhesus 

ANN http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCpan/ 

RANKPEP I, II Humano, ratón PSSM http://imed.med.ucm.es/Tools/rankpep.html 

EpiMatrix I, II Humano QM http://i-cubed.org/tools/ivax/ivax-tool-kit/epimatrix/ 

IEDB-AR I, II 

Humano, ratón, vaca, 

gorila, cerdo, rata, 

macaco, chimpancé 

ANN, SVM http://tools.iedb.org/main/tcell/ 

     

BIMAS I Humano QM http://bimas.dcrt.nihgov/molbiothe/hla_bind/ 

TEPITOPEpan II Humano PSSM 
http://datamining-

iip.fudan.edu.cn/service/TEPITOPEpan/index.html 

NetMHCIIpan 3.2 II Humano, ratón ANN http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCIIpan/ 

NetMHCII 2.0 II Human, ratón ANN http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCII-2.0/ 

NetMHC 4.0 I 

Humano, ratón,  

chimpancé,  

macaco rhesus  

ANN http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHC/ 

Tepredict I, II Humano ANN, QM http://tepredict.sourceforge.net/ 
ANN, artificial neural network. PSSM, position specific scoring matrix. QM, quantitative matrix. SVM, support vector machine. Modificado de (Ortega-Tirado, 

Arvizu-Flores, et al., 2020) 
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http://crdd.osdd.net/raghava/nhlapred/
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http://imed.med.ucm.es/Tools/rankpep.html
http://i-cubed.org/tools/ivax/ivax-tool-kit/epimatrix/
http://tools.iedb.org/main/tcell/
http://bimas.dcrt.nihgov/molbiothe/hla_bind/
http://datamining-iip.fudan.edu.cn/service/TEPITOPEpan/index.html
http://datamining-iip.fudan.edu.cn/service/TEPITOPEpan/index.html
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCIIpan/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCII-2.0/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHC/
http://tepredict.sourceforge.net/
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En la inmunología del cáncer, las vacunas a base de péptidos de células T están 

siendo ampliamente utilizadas como inmunoterapia en contra de diferentes tipos de 

cáncer. Un ejemplo es el ensayo clínico aplicado en mujeres con cáncer de mama, donde 

evaluaron el efecto de una vacuna desarrollada a base de péptidos restrictos a moléculas 

de MHC I y MHC II, todos derivados de la proteína He2r/neu (Koski et al., 2012). 

Para el caso de la TB, aún no se cuenta con alguna vacuna a base de péptidos de 

células T en fase clínica (Fatima et al., 2020; Li et al., 2020; Soundarya et al., 2019). Sin 

embargo, existen estudios acerca de la respuesta inmune hacia péptidos micobacterianos 

de células T. En estos estudios se utilizaron distintos programas de predicción para 

identificar péptidos inmunogénicos de células T de antígenos de Mtb; con la finalidad de 

encontrar potenciales candidatos para el desarrollo de una nueva vacuna contra la TB. En 

la tabla II se enlistan algunos de estos estudios. 
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Tabla II. Identificación de péptidos inmunogénicos de células T de antígenos de Mtb. 
Programa de 

predicción 

Proteínas 

de Mtb 
Análisis Resultados Validación de resultados 

BIMAS 
52 proteínas 

secretoras 

Nonámeros superpuestos de cada 

proteína con unión a cualquiera de 33 

alelos de MHC I  

50% de péptidos unidos al MHC 

con tiempo de disociación media 

T1/2 ≥100 min. 73% fueron mono-

alélicos 

Comparación con péptidos con unión 

al MHC I comprobada 

experimentalmente 

BIMAS 

41 proteínas 

PKS y 

NRPS  

Nonámeros superpuestos de cada 

proteína con unión a cualquiera de 33 

alelos de MHC I 

20% de péptidos unidos al MHC 

con tiempo de disociación media 

T1/2 ≥100 min.  77% fueron mono-

alélicos 

Análisis de “docking” de la interacción 

de los péptidos con alelos HLA 

(A_0201, B_2705, B-5101) 

EpiMatrix 
73 proteínas 

secretoras 

Comparación con una lista de 

motivos de unión al MHC II  

29 péptidos seleccionados para 

síntesis 

Detección de IFN-γ en PBMC de 

individuos sanos por ELIspot 

ProPred PPE68 
Identificación de péptidos 

promiscuos para HLA-DR 

Detección de cuatro péptidos 

promiscuos. Uno clasificado como 

inmunodominante. 

Evaluación de IFN-γ en PBMC de 

individuos vacunados con BCG  

ProPred LppX 
Identificación de péptidos 

promiscuos para HLA-DR 

Detección de ocho péptidos 

promiscuos 

Análisis de proliferación y secreción de 

IFN-γ en PBMC de individuos 

vacunados con BCG 

ProPred Ag85B 
Identificación de péptidos 

promiscuos para HLA-DR 

15 de 31 péptidos con unión a HLA-

DR. Cuatro considerados 

promiscuos 

Análisis de proliferación de células T 

inducida por los péptidos 

IEDB-AR, 

TEpredict 
Rv2351c 

Identificación de péptidos restrictos 

al MHC I 

20 péptidos con capacidad de unión 

a alelos del MHC I 

Detección de IFN-γ en PBMC 

humanas por ELIspot 

SYFPEITHI, 

BIMAS, 

NetCTL 1.2 

CFP21 
Predicción de péptidos restrictos a 

HLA-A*0201  

Cuatro péptidos con unión a  

HLA-A*0201 

Detección de IFN-γ en células 

humanas CD8+ por ELIspot 

TEPITOPE 

Familia de 

proteínas 

Mce  

Identificación de péptidos restrictos 

al MHC II 

Cuatro péptidos promiscuos con 

unión a alelos HLA-DR  

Evaluación de proliferación de células 

CD4+ humanas 

NetMHCIIpan 
Rv3804c, 

Ag85A 

Predicción de péptidos restrictos a 

HLA-DRB1*09:01  
18 péptidos identificados 

Estudio de células CD4+ de pacientes 

con TB: IFN-γ por ELISA y ELIspot y 

evaluación de proliferación celular 
MOTIFS 

software 
Ag85B 

Predicción de péptidos restrictos a 

HLA-A*0201  
30 péptidos seleccionados.   
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Tabla II.  Identificación de péptidos inmunogénicos de células T de antígenos de Mtb (Continuación). 
Programa de 

predicción 

Proteínas de 

Mtb 
Análisis Resultados Validación de resultados 

ProPred, 

ProPred I 

CIP50, 

Rv2251 

Predicción de péptidos 

promiscuos restrictos a alelos 

del MHC I y MHC II  

Identificación de cuatro péptidos 

promiscuos 

Análisis de secreción de IFN-γ y TNF-

α por ELISA 

ProPred MPT64 

Identificación de péptidos 

promiscuos restrictos a alelos 

HLA-DR  

Detección de ocho péptidos 
Análisis de proliferación celular y 

evaluación de secreción de IFN-γ  

ProPred I 

Rv3852, 

Rv2706c, 

Rv2661c, 

Rv3466 

Predicción de péptidos 

restrictos al MHC I  

Identificación de 19 péptidos 

promiscuos 
Sin ensayo de validación reportado 

Propred 

ESAT-6, 

CFP10, 

MPT70 

Detección de péptidos 

promiscuos para alelos  

HLA-DR  

Siete péptidos identificados 

Evaluación de secreción de IFN-γ y 

proliferación en PBMC de individuos 

sanos 

NetMHC 3.4, 

ProPred, IEDB 

Proteínas del 

operón mymA  

Identificación de péptidos 

restrictos al MHC I y MHC II 

142 péptidos para MHC II y 41 para 

MHC I 

Análisis de “docking” de los péptidos 

de la proteína Rv3083 protein 

NetMHCpan 

3.0, 

NetCTLpan I 

Mtb32A, 

Mtb39A, 

Mtb72F 

Detección de péptidos 

restrictos al MHC I y MHC II 

Identificación de péptidos para 158 

alelos DRB1 en población con alta 

incidencia de TB. Detección de péptidos 

para tres supertipos de alelos del MHC I 

(A02, A03, B07) 

Comparación con péptidos con unión al 

MHC I comprobada 

experimentalmente 

Propred MPT63 
Predicción de péptidos para 

alelos HLA-DR 

Identificación de 10 péptidos 

promiscuos 

Evaluación de secreción de IFN-γ y 

proliferación en PBMC de individuos 

sanos vacunados con BCG 

BIMAS 

Familia de 

proteínas PPE 

and PE  

Identificación de péptidos 

restrictos al MHC I 
Detección de 22 péptidos promiscuos 

Análisis estructural mediante 

modelado molecular 

BIMAS 

Rv1818c, 

Rv3812, 

Rv3018c 

Detección de péptidos 

restrictos a HLA-A*0201 

Identificación de tres péptidos con 

capacidad de unión a HLA-A*0201 

Evaluación de respuesta de células T 

antígeno-específicas en PBMC de 

individuos sanos y con TB 

SYFPEITHI, 

MOE 
PE_PGRS33 

Identificación de péptidos 

inmunogénicos con unión a 

I-Ak 

Detección de cinco péptidos. Síntesis de 

los tres con mayor estabilidad de unión 

Evaluación de células T CD4+/IFN-γ+ 

en individuos con TB latente 

Modificado de (Ortega-Tirado, Arvizu-Flores, et al., 2020) 

2
8 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

Identificación de Péptidos Inmunodominantes de la Proteína PE_PGRS33 

Mediante Inmunoinformática 

 

Predicción de Péptidos de Células T Restringidos a Moléculas de MHC-II 

 

Se realizó una predicción de los péptidos de células T de PE_PGRS33 con la mayor 

probabilidad de interactuar con la molécula I-Ak. La predicción fue hecha utilizando la 

base de datos SYFPHEITHI (Dikhit et al., 2017) 

(http://www.syfpeithi.de/bin/MHCServer.dll/EpitopePrediction.htm) y la secuencia de 

aminoácidos de la proteína PE_PGRS33 de Mtb (No. acceso ALB18981.2). La base de 

datos posee un sistema de puntaje que evalúa cada aminoácido de un péptido. A los 

aminoácidos se les asigna un valor arbitrario que puede ser de 1 hasta 15, dependiendo de 

su capacidad para interactuar con su respectiva cavidad dentro de la molécula de clase II. 

Valores negativos también pueden ser asignados a aminoácidos que disminuyan la 

capacidad de unión del péptido. La asignación de valores está basada en la frecuencia con 

la que aparece el aminoácido en ligandos naturales, epítopes de células T o péptidos de 

unión. La exactitud de las predicciones es de aproximadamente 50% (Rammensee et al., 

1999). 

Construcción de Modelados de Homología de los Péptidos Inmunodominantes de la 

Proteína PE_PGRS33 

 

Se crearon modelados de homología para analizar las interacciones entre la secuencia de 

aminoácidos de los péptidos y la molécula I-Ak. Se utilizó el programa MOE v2018.01 

para construir los modelados (Pacheco-Sánchez et al., 2014); como templete, se usó la 

estructura cristalográfica de la molécula de I-Ak acoplada al péptido inmunodominante 

(DYGILQINS52-60) de la lisozima de huevo de gallina, depositada bajo el código PDB 

1IAK (Fremont et al., 1998). Para la construcción de los modelados, se empleó sólo el 

núcleo peptídico de cada péptido. Este núcleo peptídico consta de los nueve aminoácidos 

que interaccionan con la hendidura de unión de la molécula I-Ak (Fremont et al., 1998). 
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Predicción de Alergenicidad y Reactividad Cruzada de PE_PGRS33 y sus Péptidos 

con Proteínas Humanas 

 

Se empleó la herramienta BLAST v2.8.1 (Yang et al., 2014) 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) del Centro Nacional de Información 

Biotecnológica (NCBI, por sus siglas en inglés) para llevar a cabo una búsqueda de 

homología de secuencias entre PE_PGRS33 y sus péptidos con proteínas humanas. El 

alineamiento de las proteínas se realizó con el algoritmo blastp bajo los parámetros 

predeterminados. Con el objetivo de predecir posibles sitios alergénicos en PE_PGRS33 

y sus péptidos, se empleó el servidor AlgPred (Saadi et al., 2017) 

(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/algpred/submission.html) utilizando su herramienta 

híbrida (IgE epitope+ARPs BLAST). 

Predicción del Perfil de Unión a HLA y Cálculo del Porcentaje de Cobertura 

Poblacional de los Péptidos Inmunodominantes de PE_PGRS33 

 

Para determinar el perfil de unión de los péptidos inmunogénicos hacia alelos HLA de 

clase II se utilizó la base de datos IEDB (Immune Epitope Database, por sus siglas en 

inglés) (http://tools.iedb.org/mhcii/). La predicción se realizó con base en un conjunto de 

referencia de alelos HLA (Greenbaum et al., 2011). Los péptidos con un rango percentil 

mayor o igual a cinco fueron descartados (Shah et al., 2018).  

El porcentaje de cobertura poblacional (PCP) se calculó con la base de datos IEDB 

(http://tools.iedb.org/tools/population/iedb_input). El PCP se determinó a escala global, 

así como de manera específica para los siete países donde se concentra la mayoría de los 

casos de TB. 

Evaluación de la Respuesta Inmune Hacia la Proteína PE_PGRS33 y sus Péptidos 

Inmunodominantes 

 

Aspectos Éticos 

 

El presente proyecto fue aprobado por el Comité de Ética en Investigación de la 

Universidad de Sonora. Se obtuvo consentimiento informado de parte de los participantes. 

 

https://webs.iiitd.edu.in/raghava/algpred/submission.html
http://tools.iedb.org/mhcii/
http://tools.iedb.org/tools/population/iedb_input
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Aislamiento de Células Mononucleares de Sangre Periférica (PBMC) 

 

Se obtuvo una muestra de 25 mL de sangre venosa heparinizada de un individuo 

aparentemente sano, vacunado con BCG. La sangre fue diluida con 25 mL de regulador 

de fosfatos salino (PBS) y el volumen resultante se dividió en tubos cónicos de 15 mL 

(Becton and Dickinson) a los que previamente se les añadió 5 mL de ficoll (Sigma-

Aldrich). Las muestras fueron centrifugadas a 480 xg por 30 minutos a 25 °C. Enseguida, 

la fracción de PBMC se separó y lavó dos veces con 25 mL de PBS. Las células se 

resuspendieron en medio DMEM [Dulbecco´s Modified Eagle Medium (Sigma Aldrich)] 

suplementado con 10% de SFB [suero fetal bovino (Gibco)] inactivado por calentamiento. 

Finalmente, las células se colocaron en una caja de cultivo celular de 25 cm2 

(Corning) y se colocaron en cultivo a 37 °C en una atmósfera de 5% de CO2 y 95% de 

humedad por 2 h. 

Aislamiento de Monocitos de PBMC 

 

Después de 2 horas, las células no adherentes (linfocitos) se transfirieron a una segunda 

caja de cultivo celular de 75 cm2 (Corning) y se mantuvieron en cultivo por 72 h. Las 

células adherentes se lavaron dos veces con solución balanceada de Hanks (HBSS, por 

sus siglas en inglés) suplementada con SFB al 2%. Después, los monocitos se despegaron 

utilizando 10 mL de solución de EDTA frío (ácido etilendiaminotetraacético) 2.5 mM por 

cinco minutos y se lavaron dos veces con 25 mL de HBSS frío. Posteriormente, se 

colocaron 5x104 monocitos/pozo en una placa de 48 pozos y se les permitió adherirse a la 

superficie durante toda la noche.  

Estimulación de Monocitos Humanos con la Proteína PE_PGRS33 y sus Péptidos 

Inmunodominantes 

 

Una vez adheridos los monocitos, se procedió a estimularlos con PE_PGRS33 y los tres 

péptidos inmunodominantes a 10 µg/mL por 48 h. Asimismo, como control positivo, se 

estimuló con IFN-γ a 5 µg/mL durante 48 h. 
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De igual manera, se evaluó una condición donde los monocitos fueron previamente 

estimulados con IFN-γ (5 µg/mL) por 24 h para posteriormente retirar el estímulo y 

estimular con PE_PGRS33 y los péptidos inmunodominantes (10 µg/mL), por 24 h 

adicionales. 

El sobrenadante se recolectó a las 48 h y se analizó la secreción de TNF-α por la 

técnica de ELISA mediante el uso de un kit comercial (Beckton and Dickinson), siguiendo 

las instrucciones del fabricante. 

Establecimiento de un Modelo Humano de Infección in vitro con Mycobacterium 

bovis BCG (M. bovis BCG) 

 

Una vez que se separaron los monocitos, como se describió anteriormente, se colocaron 

5x104 monocitos por pozo en una placa de 48 pozos. Se permitió la adherencia de las 

células durante la noche y se procedió a estimularlas con IFN-γ recombinante, a 

concentraciones de 5, 2.5 y 1.25 ng/mL por 48 h. 

Pasadas 48 h, se lavaron las células tres veces con 1 mL de PBS 1x para retirar el 

estímulo. Enseguida, se procedió a infectar los monocitos con M. bovis BCG a distintas 

MOI: 10, 5, 2.5 y 1. Después de 4 h, las células se lavaron tres veces con 1 mL de PBS 1x 

para retirar la bacteria remanente. Finalmente, se añadieron 4.5x105 linfocitos a cada pozo 

y las células se incubaron durante 6 días a 37°C/5 % CO2. Se estimuló con PMA a 1 ng/mL 

como control positivo.  

Después de 6 días se retiró el sobrenadante para evaluar la presencia de IFN-γ por 

la técnica de ELISA. 

Análisis Estadístico 

 

Se realizó un análisis estadístico mediante la prueba U de Mann-Whitney, utilizando el 

programa GraphPad Prism versión 5.0. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

 

Identificación de Péptidos Inmunodominantes de Células T de la Proteína 

PE_PGRS33 

 

La respuesta inmune adaptativa se caracteriza por el reconocimiento de pequeñas 

porciones de moléculas llamadas epítopes (Turner et al., 2001). En el caso de las células 

T, el reconocimiento de estos pequeños péptidos ocurre unidos a moléculas del MHC. Las 

células T CD4+ o cooperadoras generalmente reconocen péptidos de entre 12-25 

aminoácidos de longitud, acoplados a moléculas del MHC II (Turner et al., 2001). Debido 

al papel central de los epítopes de células T en la generación de una inmunidad protectora, 

existe el interés en identificar tales epítopes en proteínas microbianas para su posterior 

inclusión en vacunas de subunidades (Halling-brown et al., 2008). Los métodos de 

predicción in silico permiten acelerar el proceso de identificación.  

En el presente trabajo se utilizó la base de datos SYFPHEITHI para identificar los 

péptidos inmunodominantes de PE_PGRS33. La base de datos determina los péptidos con 

la mayor probabilidad de unirse a una molécula del MHC-II. Dicha base de datos compara 

la habilidad de todos los péptidos de interactuar con la hendidura de unión de una molécula 

del MHC-II. Acorde a esto, los péptidos que mejor interactúen con la hendidura de unión 

serán aquellos con la mayor probabilidad de unirse a la molécula. 

SYFPHEITHI predice péptidos de 15 aminoácidos de longitud, con un núcleo 

peptídico de nueve aminoácidos al centro y tres residuos de anclaje en cada extremo del 

péptido. El análisis identificó cinco péptidos con alto potencial de unión a la molécula de 

clase II I-Ak .En la tabla III se muestran los puntajes y las posiciones de los péptidos dentro 

de la secuencia de aminoácidos de PE_PGRS33, a mayor valor del puntaje, mayor la 

probabilidad de unión del péptido a la molécula I-Ak. 
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Tabla III. Péptidos inmunodominantes de células T de PE_PGRS33. 

Secuencia de aminoácidos Posición Puntaje 

GVLDVINAPALALLG100-114 100 24 

AAADEVSAAMAALFS42-56 42 18 

NGGDGGILIGNGGAG131-145 131 18 

LIGDGGDGGAGGNGT432-446 432 14 

VATDLAGIGSTIGTA14-28 14 12 

El núcleo peptídico de cada péptido se resalta en negritas 
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Con base en lo anterior, el péptido 1 (DVINAPALA103-111) presenta la mayor 

probabilidad de unión. De igual forma, los cuatro péptidos restantes también tienen la 

probabilidad de ser reconocidos y presentados por la molécula I-Ak debido a que poseen 

ácido aspártico (Asp) en la primera posición de su núcleo peptídico, el cual es el 

requerimiento más influyente para la interacción con I-Ak (Nelson et al., 1996).  

Otros estudios también han aplicado inmunoinformática para predecir péptidos 

inmunogénicos de PE_PGRS33. En 2005, Chaitra y colaboradores  (Chaitra et al., 2005b) 

emplearon el algoritmo de predicción HLA-BIND para identificar dos péptidos 

(ALGGGATGV385-393 y TIPEALAAV6-14) restrictos a la molécula del MHC-I HLA-

A*0201; los  péptidos mostraron alta afinidad hacia esta molécula, tal como lo revelaron 

ensayos de modelado molecular. En un estudio subsecuente, los dos péptidos  se utilizaron 

para estimular PBMC de sujetos aparentemente sanos y de pacientes con TB e indujeron 

una respuesta inmune, en la forma de proliferación celular y secreción de IFN-γ por células 

T CD8+, en ambos grupos de estudio (Chaitra et al., 2008). 

Los estudios anteriores nos muestran que la inmunoinformática es una técnica útil 

y práctica para identificar péptidos inmunodominantes de la proteína PE_PGRS33, con el 

potencial de ser utilizados en el desarrollo de nuevas vacunas contra la TB. La 

identificación de estos péptidos inmunodominantes de células T también permitirá el 

estudio de una respuesta inmune específica hacia PE_PGRS33. Además, el uso de vacunas 

a base de péptidos resulta útil al permitir guiar la respuesta inmune sólo hacia aquellos 

péptidos que son mayormente presentados a las células T. En el presente estudio, la 

predicción fue dirigida hacia una molécula del MHC-II, por lo tanto, los péptidos 

inmunodominantes de células T de PE_PGRS33 identificados tienen el potencial de 

activar una respuesta inmune a cargo de los linfocitos CD4+, la cual es muy importante en 

el control de la infección por Mtb (Robinson et al., 2015). 
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Interacciones Moleculares de los Péptidos Inmunodominantes de PE_PGRS33 con 

la Molécula I-Ak 

 

La técnica de modelados de homología se desarrolló con el objetivo de crear modelos 

tridimensionales de una proteína a partir de su secuencia aminoacídica, basado en el 

alineamiento con la secuencia aminoacídica de una proteína similar de estructura conocida 

(Bordoli et al., 2009). Esta técnica es considerada el método computacional más exacto 

para predecir estructuras tridimensionales de proteínas, en un menor tiempo y costo 

(Muhammed & Aki-Yalcin, 2018).  

Una vez identificados los péptidos inmunodominantes de PE_PGRS33, se llevó a 

cabo la construcción de modelados de homología para cada uno de ellos. Debido a que el 

péptido DVINAPALA103-111 presentó el mayor puntaje de unión (Tabla III), sólo se 

presenta el modelado de este. En la figura 7 se aprecia, de manera general, el acomodo del 

péptido DVINAPALA103-111 en la hendidura de unión de la molécula I-Ak. 

En tanto, en la figura 8, se muestra como ciertos aminoácidos de DVINAPALA103-

111 interaccionan con I-Ak. El análisis se centró en los aminoácidos de las posiciones 1, 4, 

6 y 9 del núcleo peptídico, al ser estos claves para la unión con I-Ak. Estos aminoácidos 

interaccionan con la hendidura de unión de I-Ak en los bolsillos 1, 4, 6 y 9 de la molécula. 

Se puede observar que DVINAPALA103-111 posee Asp para interactuar con el bolsillo 1, 

justo como DYGILQINS52-60 (péptido modelo) (Figura 8). 

Respecto al bolsillo 4, DVINAPALA103-111 presenta asparagina (Asn) mientras que 

DYGILQINS52-60 tiene isoleucina (Ile) (Figura 8), esta discrepancia podría no afectar la 

interacción entre DVINAPALA103-111 e I-Ak, de acuerdo con datos que mencionan la 

presencia de Asn en otros péptidos acoplados con I-Ak (Fremont et al., 1998). 

El bolsillo 6 representa el segundo sitio más restrictivo, interactúa preferentemente 

con los aminoácidos glutamina (Gln) y ácido glutámico (Glu). DVINAPALA103-111 

contiene prolina (Pro) en la posición 6 en lugar de Glu como DYGILQINS52-60 (Figura 8), 

esto puede afectar la manera en la que DVINAPALA103-111 se acopla con I-Ak, ya que 
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Figura 7. Modelos de homología de péptidos de células T. A) Modelo de péptido 

DYGILQINS52-60. B) Modelo de péptido DVINAPALA103-111.  
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Figura 8. Comparación de interacciones entre péptidos y los bolsillos de la molécula  

I-Ak. A) Péptido modelo. B) Péptido inmunogénico de PE_PGRS33. 
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Pro difiere en tamaño y carga respecto a Glu, causando además que Pro no sea capaz de 

formar puentes de hidrógeno con I-Ak, promoviendo una interacción menos estable entre 

Pro y el bolsillo 6. 

Está descrito que el bolsillo 9 acepta tanto aminoácidos de pequeño como de 

grande tamaño. DVINAPALA103-111 contiene alanina (Ala) en comparación con serina 

(Ser) para DYGILQINS52-60 (Figura 8). Esto no representa problema alguno al ser ambos 

aminoácidos similares en tamaño y capaz de formar interacciones de hidrógeno con el 

bolsillo 9.  

Las interacciones específicas de DVINAPALA103-111 con los aminoácidos de los 

cuatro bolsillos de I-Ak se muestran en la tabla IV.  

La técnica de modelados de homología nos permite observar interacciones 

proteína-proteína con una precisión cercana a la de una estructura de cristolografía de baja 

resolución. Esta técnica se vuelve muy útil para estudiar el cómo la estructura de una 

proteína puede mejorar o empeorar su acoplamiento con otra proteína. Hasta ahora, no 

hay datos reportados acerca del uso de los modelados de homología en investigación en 

TB; sin embargo, se han empleado otras técnicas que hacen uso de modelos 

tridimensionales. Para PE_PGRS33, se reportó el uso de modelos tridimensionales para 

analizar la interacción de péptidos de células T con 33 alelos HLA de clase I (Chaitra et 

al., 2005a). 

Otros antígenos micobacterianos también han sido estudiados con modelos 

tridimensionales, como ejemplo se encuentra un complejo peptídico de los antígenos 

ESAT6 y CFP-10; este modelo tridimensional permitió conocer la interacción entre el 

complejo y el receptor TLR4/MD2 (Rana & Akhter, 2016). 

Los modelos tridimensionales han sido aplicados también para el estudio de otros 

patógenos. Para Vibrio cholerae, la construcción de un modelo tridimensional ha 

permitido evaluar como una vacuna, hecha a partir de un conjunto de cinco antígenos 

protectores, interactúa con el receptor TLR2 (Nezafat et al., 2016).  
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Tabla IV. Interacciones moleculares del péptido DVINAPALA103-111 con I-Ak. 

Bolsillo 

Aminoácidos 

de 

DYGILQINS52-

60 

Aminoácidos 

en bolsillo de  

I-Ak  

Aminoácidos de 

DVINAPALA103-

111 

Aminoácidos 

en bolsillo de 

I-Ak  

1 Asp Arg 79, Arg 80 Asp Arg 79, Arg 80 

4 lle Tyr 35, Asn 89 Asn 
Tyr 35, Glu 

99, Asn 89 

6 Gln 
Asn 89, Asn 

96, His 36 
Pro Phe 38 

9 Ser 

Asn 96, His 

95, Asp 84, 

Arg 103 

Ala Asn 96, His 95 
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A través de la inmunoinformática, se logró igualmente la construcción de una 

vacuna de péptidos de células T de cinco proteínas de Brucella melitensis y Brucella 

abortus; asimismo, se determinaron las características físico-químicas y la estructura 

terciara del constructo mediante un modelo tridimensional (Saadi et al., 2017). 

En el presente estudio, los modelados de homología permitieron analizar como los 

péptidos inmunodominantes de PE_PGRS33 se acoplan a una molécula del MHC-II. Esto 

podría ser de utilidad para modificar la estructura de nuestros péptidos para mejorar su 

afinidad por moléculas del MHC, lo cual puede traducirse en una mayor inmunogenicidad. 

Homología de la Proteína PE_PGRS33 y sus Péptidos Inmunodominantes con el 

Proteoma Humano 

 

La función primaria del sistema inmunológico es la de brindar protección en contra de 

agentes patógenos. Una vez que el agente patógeno ingresa al organismo, este es 

reconocido por los componentes del sistema inmune provocando el desarrollo de una 

respuesta inmunitaria destinada a eliminar al agente infeccioso. En este contexto, el 

sistema inmune ha desarrollado la habilidad de distinguir antígenos propios de los no 

propios. Esta particularidad se rige por mecanismos de tolerancia central y periférica 

dedicados a evitar y/o suprimir la generación de respuestas inmunes contra antígenos 

propios, conocidas como respuestas autoinmunes. Los mecanismos de tolerancia 

inmunológica pueden verse afectados por ciertos factores como lo es el mimetismo 

molecular. Este fenómeno radica en la presencia de homología entre los antígenos de un 

microorganismo y los del propio individuo, de tal modo que, durante el proceso de 

infección, el sistema inmunológico pudiera reaccionar hacia antígenos propios 

contribuyendo a la generación de respuesta autoinmune (Rojas et al., 2018). 

Con el objetivo de identificar la presencia de homología entre PE_PGRS33, y sus 

péptidos con proteínas humanas, se realizó un análisis tipo BLAST. Los resultados 

mostraron una baja homología (34%) de PE_PGRS33 con proteínas de colágeno.  
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En la tabla V se aprecia que, si bien los péptidos muestran porcentajes de identidad 

del 100%, la cobertura en la secuencia de aminoácidos está por debajo del 50% en la 

mayoría de los péptidos; esto significa, de acuerdo a reportes de otros grupos de 

investigación,  que nuestros péptidos presentan baja homología con el proteoma humano 

(Shah et al., 2018).   

El hecho de que PE_PGRS33 y sus péptidos presenten baja homología con 

proteínas humanas representa poca probabilidad de que estos antígenos generen respuestas 

de tipo autoinmune. Estas respuestas se desarrollan a causa de un alto grado de similitud 

entre la secuencia de aminoácidos de la proteína de interés y proteínas humanas, lo cual 

deriva en la unión estable de un complejo péptido propio-MHC y, como consecuencia, la 

activación cruzada de respuestas autoinmunes (Jaravine et al., 2017). 

Potencial Alergénico de la Proteína PE_PGRS33 y sus Péptidos Inmunodominantes 

 

Las reacciones de hipersensibilidad de tipo I o de reacción inmediata son aquellas 

mediadas por mecanismos activados por la inmunoglobulina IgE, caracterizadas por 

síntomas desde leves a potencialmente fatales, constituyendo el cuadro clínico de las 

alergias. Estas respuestas son desencadenadas por el reconocimiento de antígenos 

llamados alérgenos. 

La sensibilización a los alérgenos se presenta cuando células Th2 promueven el 

cambio de isotipo en células B para producir anticuerpos IgE (Dispenza, 2019). Gran parte 

de estos anticuerpos permanece unida al receptor de alta afinidad FcεRI en la superficie 

de basófilos y mastocitos. En un segundo encuentro con el alergeno se promueve el 

entrecruzamiento de este con la IgE específica sobre estas células, guiando a la liberación 

de mediadores químicos en dos fases. La fase temprana ocurre dentro de minutos y es 

mediada por la liberación de histamina, proteasas y enzimas lisosomales que son liberadas 

de forma inmediata a causa de la degranulación de  basófilos y mastocitos (Dispenza, 

2019).  
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Tabla V. Homología de los péptidos inmunodominantes de PE_PGRS33 con el proteoma humano. 

Péptido 
Identidad 

(%) 

Cobertura de 

la secuencia 

(%) 

Proteína 
No. de acceso de 

la proteína 

GVLDVINAPALALLG100-114 100 46 Proteína sin nombre BAG61252.1 

AAADEVSAAMAALFS42-56 100 40 
Proteína dedo de zinc 34, 

isoforma 3 
NP_001273699.1 

NGGDGGILIGNGGAG131-145 100 46 
Espermina sintasa, isoforma 

CRA_b 
EAW98985.1 

LIGDGGDGGAGGNGT432-446 100 53 Proteína hipotética CAB70896.1 

VATDLAGIGSTIGTA14-28 100 40 
Región de unión de la cadena 

pesada de inmunoglobulina 
MBB2009779.1 

En la columna 5 se muestra el número de acceso (Genbank, NCBI) de la proteína humana con mayor homología a cada 

uno de los péptidos. 
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La fase tardía se presenta cuatro u ocho horas después de la exposición al alérgeno, 

en la cual se liberan citocinas como IL-1, TNF-α, IL-4, IL-5, IL-13 y GM-CSF (Dispenza, 

2019). Los síntomas presentados dependerán de la ruta de exposición del alérgeno.  

Todo tipo de moléculas pueden constituir un potencial alérgeno, desde proteínas 

hasta moléculas pequeñas como los fármacos. Por esta razón, se analizó el potencial 

alergénico de PE_PGRS33 y sus péptidos, utilizando la herramienta híbrida del servidor 

AlgPred. Los resultados mostraron que PE_PGRS33 y los péptidos no poseen potencial 

alergénico, demostrando la baja probabilidad de que estos antígenos activen una respuesta 

de hipersensibilidad inmediata. 

Perfil de Unión a Alelos HLA de Clase II y Análisis de Cobertura Poblacional de 

los Péptidos Inmunodominantes de la Proteína PE_PGRS33 

 

La respuesta inmune adaptativa, a cargo de las células T CD4+, resulta esencial para el 

adecuado control de la infección por Mtb. En este punto se vuelve necesario encontrar 

antígenos con la facultad de activar una respuesta por parte de las células T CD4+. La 

activación de estas células depende de su capacidad de reconocer péptidos acoplados a 

moléculas del MHC II, a través de la vía de procesamiento y presentación del antígeno de 

clase II. Por lo tanto, utilizando los recursos de la IEDB, llevamos a cabo un análisis 

inmunoinformático para determinar la capacidad de unión de los péptidos 

inmunodominantes de PE_PGRS33 con alelos HLA de clase II. El análisis se realizó 

utilizando los 26 alelos de clase II expresados con mayor frecuencia a nivel mundial 

(Greenbaum et al., 2011). 

El análisis de IEDB mostró que tres de los cinco péptidos inmunodominantes son 

capaces de unirse a algunos de los alelos de HLA de clase II (Tabla VI). Estos datos nos 

hablan de la alta probabilidad de ser reconocidos por células T CD4+ y en consecuencia 

generar la correspondiente respuesta inmune. En relación a este punto, un estudio previo 

ha demostrado que existe restricción en la respuesta de las células T hacia TB, asociada 

principalmente con polimorfismos del alelo HLA-DRB (Ottenhoff et al., 1985).  
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En dicho estudio se observó que la respuesta proliferativa de células T de 102 

individuos, estimuladas con PPD, estuvo restricta hacia alelos HLA-DR y no HLA-DP o 

HLA-DQ. Como podemos ver en la tabla VI, el péptido GVLDVINAPALALLG100-114 

presenta reactividad con cuatro alelos HLA-DR, lo que lo posiciona como un buen 

candidato para inducir la activación de células T. 

Basados en los resultados mostrados en la tabla VI se procedió a realizar un análisis 

de cobertura poblacional de los péptidos inmunodominantes. Se encontró que los péptidos 

presentan una cobertura poblacional arriba del 70% en al menos cuatro de las siete 

regiones del mundo con mayor prevalencia de TB (Tabla VII).  

Los datos de cobertura poblacional representan la fracción de individuos que 

pueden potencialmente responder a un determinado péptido, basado en las frecuencias 

genotípicas de los alelos HLA y datos de unión al MHC. Por consiguiente, esta 

información es útil para tener una idea relativa del alcance y posible efectividad de una 

vacuna a base de péptidos de la proteína PE_PGRS33. 

Establecimiento de un Modelo Humano de Infección in vitro 

 

Hoy en día la vacuna BCG es la única autorizada para su uso contra la TB. No obstante, 

no ha probado ser muy eficaz para brindar protección contra el desarrollo de TB pulmonar 

en adultos. En consecuencia, grupos de investigación alrededor del mundo se han 

dedicado a realizar estudios que coadyuven al desarrollo de una vacuna con mayor eficacia 

protectora que la BCG.  

Estos estudios comienzan con la caracterización de la respuesta inmune de 

antígenos micobacterianos para lo cual el uso de modelos de experimentación, tanto in 

vivo como in vitro, constituye la piedra angular de este proceso. Por años, el modelo 

murino ha sido el más ampliamente utilizado para el estudio de la inmunología de la TB 

(Tezera et al., 2017). Sin embargo, el ratón no es el hospedero natural de Mtb por lo que 

la respuesta inmune que desarrolla durante la infección difiere de aquella presentada en 

humanos, la cual resulta ser muy compleja.   
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Tabla VI. Perfil de unión a HLA de clase II de los péptidos inmunodominantes de 

PE_PGRS33 

Péptido Alelos HLA de clase II 

GVLDVINAPALALLG100-114 HLA-DRB1*13:02, HLA-DRB3*02:02, HLA-

DRB1*01:01, HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01, 

HLA-DPA1*02:01/DPB1*14:01,  

HLA-DRB1*12:01 

AAADEVSAAMAALFS42-56 HLA-DQA1*04:01/DQB1*04:02,  

HLA-DQA1*01:02/DQB1*06:02,  

HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01,  

HLA-DQA1*03:01/DQB1*03:02 

VATDLAGIGSTIGTA14-28 HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01 

NGGDGGILIGNGGAG131-145 * 

LIGDGGDGGAGGNGT432-446 * 

HLA, antígenos leucocitarios humanos. *Rango percentil ≥5 
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Tabla VII. Cobertura poblacional de los péptidos inmunodominantes de PE_PGRS33 

Péptido Cobertura poblacional (%) 

 Mundial India China Indonesia Pakistán Nigeria Sudáfrica Filipinas 

GVLDVINAPALALLG100-114 77.14 73.15 71.61 61 24.96 55.73 5.91 1.22 

AAADEVSAAMAALFS42-56 91.35 77.21 93.83 73.95 42.54 0 0 0 

VATDLAGIGSTIGTA14-28 56.45 45.08 58.59 55.72 23.56 0 0 0 

 

 

 

 

4
7
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Este último punto origina la necesidad de encontrar modelos de estudio capaces de 

mimetizar de forma más cercana la respuesta inmune en la TB humana.  

Una posible solución a este problema lo constituye el desarrollo de modelos in 

vitro que se apoyen del uso de células humanas, tales como las células mononucleares de 

sangre periférica. Estas células representan la fuente de las principales células de la 

respuesta inmune contra Mtb, al contener monocitos capaces de diferenciarse a 

macrófagos, así como linfocitos, tanto B como T. 

En consecuencia, se llevó a cabo el establecimiento de un modelo humano de 

infección in vitro para el estudio de la respuesta inmune hacia la proteína PE_PGRS33 y 

sus péptidos inmunodominantes. El modelo se elaboró utilizando células mononucleares 

de sangre periférica de individuos aparentemente sanos, BCG vacunados y, como agente 

infeccioso, se empleó M. bovis BCG. 

Primero se determinó la dosis de bacteria más adecuada para la infección. Para 

esto se evaluaron distintas MOI (multiplicidad de la infección): 25, 5, 2.5 y 1, y se 

realizaron observaciones mediate microscopía óptica cada 24 h. En el día nueve del ensayo 

se observaron agregados celulares que dieron indicios de la presencia de muerte celular 

en el cultivo en todas las dosis de infección (Figura 9A).  Acorde con resultados similares 

de otros grupos de investigación (Garza-Cuartero et al., 2015), esto se encuentra asociado 

al empleo de dosis altas de infección. Además, en las condiciones donde se emplearon 

MOI de 25, 5 y 2.5 (Figura 9A), se visualizó la formación de estructuras tipo “cordón” en 

la periferia de los agregados celulares. Dichas estructuras también se observaron con la 

MOI más baja de 1 en el día 13 del ensayo (Figura 9B). La formación de estas estructuras 

está asociada al escape de la bacteria del interior de la célula hacia el exterior, lo que 

implicaría la muerte de las células infectadas y explica la disminución observada en la 

viabilidad celular (Figura 10).  
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Figura 9. Modelo humano de infección in vitro con M. bovis BCG. A) Día 9 donde se 

observa la presencia de muerte celular (flechas negras), así como la formación de cordones 

bacterianos en la MOI de 25, 5 y 2.5. B) Día 13 del ensayo donde se observa la presencia 

de cordones bacterianos en todas las dosis de infección, indicando la liberación de bacteria 

al medio extracelular. PMA, forbol miristato acetato. MOI, multiplicidad de la infección. 

A) 

B) 
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Figura 10. La infección con M. bovis BCG induce muerte celular. Basado en los 

resultados de la figura 10, se llevó a cabo una cuenta con azul de tripano y se confirmó la 

presencia de muerte celular en el cultivo. PMA, forbol miristato acetato. MOI, 

multiplicidad de la infección. 
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Para corroborar el escape de la bacteria hacia el medio extracelular se utilizó de 

manera representativa la condición de infección con MOI de 25 del día 20 del ensayo, y 

se ejecutó un conteo de UFC (unidades formadoras de colonia) tanto del sobrenadante de 

cultivo como de las mismas células infectadas, encontrando aproximadamente 10 veces 

más la cantidad de UFC en el sobrenadante respecto a las células infectadas (Figura 11). 

Cabe destacar, que al día 20 del ensayo, la presencia de los cordones bacterianos era aún 

más notoria (Anexo 3). 

Los resultados indican una falta de control del crecimiento bacteriano por parte de 

los componentes celulares del sistema, en especial de los monocitos. Esto puede asociarse 

al hecho de que los monocitos al momento de ser infectados se encontraban en un estado 

de no activación, trayendo como consecuencia una menor capacidad de controlar posibles 

agentes infecciosos, en este caso a M. bovis BCG.  

Una vez activados con el estímulo adecuado, los monocitos pueden aumentar su 

capacidad de secretar citocinas de tipo inflamatorio como TNF-α, IL-1, IL-6 e IL-12, 

además de aumentar en membrana la expresión de marcadores de activación como CD-

80, CD86 y moléculas del MHC de clase II (Boyette et al., 2017). Estas propiedades, en 

combinación con la interacción con otras células, como linfocitos T, podrían ayudar a los 

monocitos a controlar más eficientemente un proceso de infección.  Por lo tanto, una 

alternativa sería estimular a los monocitos para inducir un estado de preactivación y 

contribuir a que estos puedan controlar mejor el reto infeccioso. 

Para inducir un estado de preactivación en los monocitos se procedió a estimular 

con IFN-γ. Esta citocina es reconocida por su capacidad de generar y coordinar un variado 

número de funciones antimicrobianas. Esta proteína es capaz de amplificar el 

procesamiento y presentación del antígeno al inducir un aumento en la expresión de 

moléculas del MHC sobre las células presentadoras de antígeno (Kak et al., 2018). 

Además, es capaz de promover la producción de especies reactivas del oxígeno y del 

nitrógeno (Kak et al., 2018). Por estos y demás atributos, el IFN-γ es una opción viable 

para usarlo como un agente activador.  
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Figura 11. M. bovis BCG escapa al medio extracelular durante un ensayo de infección in 

vitro. Al día 20 del ensayo se ejecutó un conteo de UFC observando aproximadamente 10 

veces más cantidad de bacteria en el medio extracelular respecto al interior de las células 

infectadas. UFC, unidad formadora de colonias. 
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En primer lugar, se procedió a evaluar el efecto de distintas dosis de IFN-γ sobre 

los monocitos humanos. El efecto se analizó a través de la producción de TNF-α como 

señal de activación por parte de los monocitos. Los resultados encontrados mediante el 

ensayo de ELISA demuestran que todas las dosis evaluadas de IFN-γ lograron inducir un 

estado de activación (Figura 12).  

Una vez que se evaluó la capacidad del IFN-γ de activar a los monocitos, se 

seleccionaron las concentraciones más bajas y se procedió a realizar un ensayo de 

infección con M. bovis BCG. En este ensayo se evaluaron distintas dosis de infección en 

conjunto con diferentes concentraciones de IFN-γ, utilizadas para estimular a los 

monocitos previo a la infección (Figura 13). 

El ensayo de infección se incubó durante seis días con el objetivo de recolectar el 

sobrenadante y buscar la presencia de IFN-γ, con la finalidad de detectar en cual o cuales 

condiciones el sistema de infección mostraba una señal de activación que probara la 

interacción de los componentes celulares del sistema: monocitos/M. bovis BCG/linfocitos. 

Los resultados obtenidos mediante la técnica de ELISA señalan que cinco de las 

16 condiciones evaluadas mostraron activación (Figura 14). Estas condiciones fueron 

aquellas donde se estimuló a los monocitos con 5 ng/mL de IFN-γ y se infectaron con una 

MOI 10, donde se estimularon con 2.5 ng/mL de IFN-γ e infectaron con MOI 5, en dos 

donde se infectó a una MOI 2.5 y se estimuló a los monocitos con 5 y 2.5 ng/mL de IFN-

γ, y finalmente, al estimular con 5 ng/mL de IFN-γ e infectar con una MOI 1 (Figura 14). 

En las condiciones en las cuales se infectó sin estimular previamente a los 

monocitos con IFN-γ no fue posible detectar la presencia de dicha citocina, al menos no 

en concentraciones por arriba de los controles negativos. Esto es de esperarse, puesto que 

en resultados mostrados previamente se observó que al infectar sin preactivar a los 

monocitos, el sistema era incapaz de controlar de forma adecuada la infección, 

encontrando la presencia de cordones bacterianos y una disminución en la viabilidad 

celular (Figuras 9 y 10).  

  



54 

 

 

 

 

  

 

0

20

40

60

80

100
Sin estímulo

PMA (1 ng/mL)

IFN- (20 ng/mL)

IFN- (10 ng/mL)

IFN- (5 ng/mL)

IFN- (2.5 ng/mL)

IFN- (1.25 ng/mL)

IFN- (0.625 ng/mL)

C
o

n
c
e
n

tr
a
c
ió

n
 T

N
F

- 
 p

g
/m

L

Figura 12. IFN-γ induce la producción de TNF-α en monocitos humanos. Se aislaron 

monocitos de sangre periférica y se estimularon con distintas dosis de IFN-γ. Es posible 

apreciar que todas las dosis lograron activar a los monocitos, reflejándose a través de la 

producción de TNF-α. IFN-γ, interferón gamma. PMA, forbol miristato acetato. TNF-α, 

factor de necrosis tumoral alfa. 
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Figura 13. Esquema de condiciones para el ensayo de infección in vitro con M. bovis 

BCG. Previo a la infección con la bacteria, se estimuló a los monocitos con diferentes 

concentraciones de IFN-γ por 48 h. El estímulo se retiró y se infectó con M. bovis BCG 

con distintas MOI por 4 h. Posteriormente, se retiró la bacteria remanente mediante 

lavados y se añadieron los linfocitos a cada pozo. En color gris se resaltan los pozos que 

forman los controles del ensayo experimental, el resto de los pozos representan las 

variables evaluadas. IFN-γ, interferón gamma. MOI, multiplicidad de la infección. PMA, 

forbol miristato acetato. 
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Figura 14. Evaluación de la producción de IFN-γ en un sistema humano de infección in 

vitro. Para desarrollar el sistema, los monocitos se infectaron a distintas MOI con M. bovis 

BCG, previa estimulación con diferentes dosis de IFN-γ. Al finalizar se agregaron 

linfocitos al sistema. Se realizó análisis estadístico con la prueba U de Mann-Whitney, no 

se encontraron diferencias estadísticamente significativas. Se eligió la mejor condición 

con base en la concentración de IFN-γ. IFN-γ, interferón gamma.  MOI, multiplicidad de 

la infección. PMA, forbol miristato acetato. 
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La activación pudo detectarse sólo en aquellas condiciones donde se preactivó a 

los monocitos con IFN-γ, probablemente debido a que esta citocina logró amplificar 

funciones en los monocitos como la creación de especies reactivas del oxígeno o 

nitrógeno, mejor formación y acidificación de fagolisosomas que en conjunto permitieron 

un mejor control del crecimiento bacteriano dentro del monocito. Además, el IFN-γ es 

conocido por inducir un aumento en la expresión de moléculas del MHC lo cual pudo 

haber hecho más eficiente la presentación de antígenos derivados de M. bovis BCG a los 

linfocitos T presentes en el cultivo, promoviendo así una mejor activación de estas células 

con la consecuente producción de IFN-γ. La condición con una estimulación de los 

monocitos con 2.5 ng/mL de IFN-γ e infección con MOI de 2.5 demuestra ser la ideal de 

todas las evaluadas, esto en términos de la concentración de IFN-γ detectada en el 

sobrenadante. 

Por lo tanto, esta condición se utilizó en ensayos posteriores para analizar la 

respuesta inmune hacia la proteína PE_PGRS33 y sus péptidos inmunodominantes. 

 

Evaluación de la Activación de Monocitos Humanos Inducida por la Proteína 

PE_PGRS33 y sus Péptidos Inmunodominantes 

 

En la actualidad aún no se cuenta con una vacuna que supere la eficacia protectora 

proporcionada por la BCG. Esto lleva a la necesidad de seguir caracterizando antígenos 

de Mtb que estimulen una respuesta inmune capaz de brindar protección en contra de la 

infección por el bacilo tuberculoso.  

Ya se han mencionado previamente las propiedades inmunogénicas de la proteína 

PE_PGRS33, por las cuales resulta un candidato atractivo para la búsqueda de nuevos 

antígenos contra Mtb; entre estas, su capacidad de inducir respuestas tanto celular como 

humoral en modelos murinos, así como el ser reconocida durante la infección natural por 

Mtb y promover la producción de anticuerpos con propiedades neutralizantes. Sin 

embargo, poco es conocido acerca de la respuesta inmune hacia componentes peptídicos 

derivados de PE_PGRS33. Los péptidos resultan moléculas atractivas en vacunología 

puesto que permiten dirigir la respuesta inmune sólo hacia los componentes del antígeno 
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encargados de inducir una respuesta inmune adaptativa. Además, poseen características 

como buena estabilidad química, fácil producción, así como menor riesgo de reacciones 

tóxicas en comparación con el uso del antígeno completo o del patógeno atenuado 

(Patronov & Doytchinova, 2013). 

Tomando en cuenta lo anterior, se propuso estudiar la respuesta inmune hacia los 

péptidos inmunodominantes de PE_PGRS33. Se seleccionaron tres péptidos de esta 

proteína con base en el análisis inmunoinformático presentado con anterioridad, así como 

en previos resultados del grupo de investigación. Estos péptidos se obtuvieron de manera 

comercial a través de la compañía GenScript (Figura 15). 

Después de obtener los péptidos, se procedió a evaluar la respuesta inmune hacia 

los mismos empleando monocitos humanos. La evaluación consistió en estimular las 

células con PE_PGRS33 y los péptidos, y analizar la producción de TNF-α por los 

monocitos. Se aislaron monocitos de la sangre periférica de cuatro sujetos masculinos, 

aparentemente sanos, BCG vacunados.  

Los resultados de la prueba de ELISA mostraron que los monocitos de todos los 

sujetos se activaron en presencia de PE_PGRS33, con la subsecuente producción de TNF-

α (Figura 16). En cuanto a los péptidos, sólo uno de los cuatro sujetos mostró activación 

en respuesta a la estimulación con los tres péptidos y a la acción combinada de los mismos, 

resaltando que la activación se observó en las condiciones donde los monocitos fueron 

estimulados previamente 24 h con IFN-γ, y 24 h adicionales con los péptidos, solos y en 

combinación (Figura 16).  

En relación al efecto de activación inducido por PE_PGRS33, este concuerda con  

otras investigaciones que han reportado la capacidad de esta proteína de inducir la 

producción de TNF-α en macrófagos, a través de la interacción de su dominio PGRS con 

el receptor TLR-2 (Basu et al., 2007; Zumbo et al., 2013). Además, la respuesta de TNF-

α fue mayor cuando los monocitos fueron previamente estimulados con IFN-γ, muy 

probablemente debido al aumento en la capacidad de los monocitos activados de secretar 

mayor cantidad de citocinas.  
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Figura 15. Secuencia de aminoácidos de los péptidos inmunodominantes de la proteína 

PE_PGRS33. Se presenta la secuencia aminoacídica de PE_PGRS33 resaltando en rojo el 

dominio PE y en azul el dominio PGRS. Dentro de la secuencia de PE_PGRS33 se resalta 

la propia secuencia aminoacídica de cada péptido. A cada péptido se le asignó un nombre 

clave. En color gris es señalada la secuencia de aminoácidos del péptido PE100, en 

amarillo la de PE131 y en turquesa la correspondiente a PE432. 
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Figura 16. La proteína PE_PGRS33 y sus péptidos inmunodominantes inducen la 

producción de TNF-α en monocitos humanos. Se aislaron monocitos de sujetos 

masculinos, aparentemente sanos, BCG vacunados. Las células fueron estimuladas con la 

proteína PE_PGRS33 y sus péptidos, solos o en combinación por 48 h. En un segundo 

conjunto de condiciones los monocitos fueron estimulados previamente con 5 ng/mL de 

IFN-γ por 24 h, el estímulo se retiró y se procedió a estimular con PE_PGRS33 y los 

péptidos, solos o en combinación por 24 h adicionales. En todas las condiciones tanto la 

proteína como sus péptidos se utilizaron a concentración de 10 µg/mL. IFN-γ, interferón 

gamma. TNF-α, factor de necrosis tumoral alfa. *Diferencias estadísticamente 

significativas (P ˂ 0.05), prueba U de Mann-Whitney. 
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Los péptidos de PE_PGRS33 lograron inducir la activación de los monocitos en uno 

de los cuatro sujetos de estudio. La activación se observó en las condiciones donde se 

preactivó a los monocitos con IFN-γ (Figura 16). En este caso es probable que los péptidos 

no sean capaces de activar a los monocitos por su cuenta cuando estas células se encuentran 

en estado de reposo.  

La proteína PE_PGRS33 promovió la activación de los monocitos sin necesidad de 

estimular de manera previa, debido probablemente a que al estar presente su secuencia 

completa de aminoácidos proporciona un número variado de determinadas secuencias 

capaces de interaccionar con distintos receptores celulares, promoviendo un mayor 

entrecruzamiento de receptores y una activación más eficiente de la célula. 

Una característica a resaltar acerca de los sujetos de estudio es que uno de ellos ha 

estado en contacto con Mtb, mediante el manejo de la micobacteria en un laboratorio de 

bioseguridad nivel 3. Esto es importante porque precisamente este sujeto de estudio fue el 

único cuyos monocitos mostraron activación a cada uno de los péptidos de PE_PGRS33, así 

como a la combinación de estos. 

Lo anterior denota que la previa exposición a Mtb podría estar ejerciendo influencia 

sobre la respuesta de los monocitos hacia los péptidos. El concepto de inmunidad innata 

entrenada podría explicar este fenómeno (Figura 17). La inmunidad innata entrenada se define 

como una respuesta amplificada de las células del sistema inmune innato después de un 

segundo encuentro con el antígeno, ya sea hacia el antígeno que dio origen a la respuesta 

primaria u otro diferente (Netea et al., 2020; Tercan et al., 2021). El origen de esta inmunidad 

entrenada se basa en la inducción de cambios a nivel epigenético derivados de la acción de 

estímulos inflamatorios. Estas modificaciones epigenéticas ocurren a nivel de médula ósea y 

permiten que, ante un segundo estímulo, las células inmunes innatas tengan la capacidad de 

poder traducir con mayor facilidad y rapidez genes asociados a una respuesta inflamatoria 

(Arneth, 2021; Netea et al., 2020; Tercan et al., 2021). Hasta el momento se conoce que este 

fenómeno se observa con mayor frecuencia en monocitos/macrófagos y su presencia puede 

perdurar por meses o inclusive años (Netea et al., 2020).  
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Figura 17. Inmunidad innata entrenada. Al ser expuestas a un estímulo inflamatorio 

(estéril/no estéril), las células del sistema inmune innato presentan una reprogramación 

metabólica relacionada principalmente con la glucólisis, ciclo de Krebs y el metabolismo 

de ácidos grasos. Esta reprogramación metabólica induce alteraciones en la producción de 

enzimas encargadas de la metilación y acetilación de histonas, lo que a su vez induce una 

reprogramación epigenética. Ante la presencia de un segundo estímulo inflamatorio, esta 

reprogramación epigenética facilita la transcripción de genes de la respuesta inmune 

inflamatoria, contribuyendo a una respuesta más rápida y potente por parte de las células 

inmunes innatas. Hasta el momento, el fenómeno se ha descrito principalmente en células 

NK y monocitos/macrófagos, presentando una duración desde meses hasta años. (Netea 

et al., 2020; Tercan et al., 2021). Imagen creada con Biorender.com 
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Existe la posibilidad de que el fenómeno de inmunidad innata entrenada este 

presente en el sujeto de estudio que respondió a los péptidos de PE_PGRS33 y, que la 

previa sensibilización hacia antígenos de Mtb, sea responsable de la activación observada 

en los monocitos del sujeto. Resultados de nuestro grupo de investigación muestran que, 

sujetos previamente sensibilizados a Mtb, desarrollan una mayor respuesta hacia 

PE_PGRS33 y sus péptidos (Ortega-Tirado, Niño-Padilla, et al., 2020). 

La respuesta presentada por el sujeto sensibilizado puede indicar que, durante el 

proceso natural de infección por Mtb, la proteína PE_PGRS33 induce el desarrollo de una 

respuesta inmune, principalmente dirigida hacia los tres péptidos evaluados (PE100, 

PE131, PE432) en esta investigación.    
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CONCLUSIONES 

 

 

El estudio de la respuesta inmune (RI) hacia antígenos micobacterianos continúa siendo 

una gran estrategia en la lucha contra Mtb. En el presente trabajo se emplearon un conjunto 

de herramientas inmunoinformáticas que permitieron el estudio de la RI hacia la proteína 

PE_PGRS33 de Mtb. Se lograron identificar cinco péptidos inmunodominantes de esta 

proteína, los cuales indujeron la activación de monocitos humanos en un individuo 

previamente sensibilizado hacia antígenos de Mtb, recalcando la necesidad de analizar la 

RI hacia un mayor número de individuos con estas características. Por su parte, 

PE_PGRS33 promovió la activación de los monocitos de todos los sujetos de estudio. 

Estos resultados hablan del potencial de PE_PGRS33 y sus péptidos inmunodominantes 

de activar el sistema inmune, siendo necesario evaluar el potencial protector de esta RI 

contra Mtb. En este sentido, se implementó un sistema humano de infección in vitro que 

permitirá estudiar con más detalle la RI hacia PE_PGRS33 y sus péptidos 

inmunodominantes. 
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ANEXO 1 

 

 

Modelados de Homología de Péptidos Inmunodominantes de la Proteína 

PE_PGRS33 

 

A). Péptido modelo. B) Péptido inmunodominante de la proteína PE_PGRS33 
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A). Péptido modelo. B) Péptido inmunodominante de la proteína PE_PGRS33 
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A). Péptido modelo. B) Péptido inmunodominante de la proteína PE_PGRS33 
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A). Péptido modelo. B) Péptido inmunodominante de la proteína PE_PGRS33 
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ANEXO 2 

 

 

Interacciones Moleculares de Péptidos Inmunodominantes de la proteína 

PE_PGRS33 con la Molécula de MHC II I-Ak 

 

 

 

 

  

Interacciones moleculares del péptido DEVSAAMAA45-53 con I-Ak 

Bolsillo 

Aminoácidos 

de 

DYGILQINS52-

60 

Aminoácidos 

en bolsillo de  

I-Ak  

Aminoácidos de 

DEVSAAMAA45-

53 

Aminoácidos 

en bolsillo de 

I-Ak  

1 Asp 
Arg 79, Arg 

80 
Asp 

Arg 79, Arg 

80 

4 lle Tyr 35, Asn 89 Ser 
Tyr 35, Glu 

99, Asn 89 

6 Gln 
Asn 89, Asn 

96, His 36 
Ala Asn 89 

9 Ser 

Asn 96, His 

95, Asp 84, 

Arg 103 

Ala Asn 96, His 95 

Interacciones moleculares del péptido DGGILIGNG134-142 con I-Ak 

Bolsillo 

Aminoácidos 

de 

DYGILQINS52-

60 

Aminoácidos 

en bolsillo de  

I-Ak  

Aminoácidos de 

DGGILIGNG134-

142 

Aminoácidos 

en bolsillo de 

I-Ak  

1 Asp Arg 79, Arg 80 Asp Arg 79, Arg 80 

4 lle Tyr 35, Asn 89 lle Tyr 35, Asn 89 

6 Gln 
Asn 89, Asn 

96, His 36 
lle Phe 38 

9 Ser 

Asn 96, His 

95, Asp 84, 

Arg 103 

Gly Asn 96, His 95 
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Interacciones moleculares del péptido DGGDGGAGG435-443 con I-Ak 

Bolsillo 

Aminoácidos 

de 

DYGILQINS52-

60 

Aminoácidos 

en bolsillo de  

I-Ak  

Aminoácidos de 

DGGDGGAGG435-

443 

Aminoácidos 

en bolsillo de 

I-Ak 

1 Asp 
Arg 79, Arg 

80 
Asp 

Arg 79, Arg 

80 

4 lle 
Tyr 35, Asn 

89 
Asp Tyr 35 

6 Gln 
Asn 89, Asn 

96, His 36 
Gly 

 

Asn 89 

    

9 Ser 

Asn 96, His 

95, Asp 84, 

Arg 103 

Gly 
Asn 96, His 

95, Arg 103 

 

 

  

Interacciones moleculares del péptido DLAGIGSTI17-25 con I-Ak 

Bolsillo 

Aminoácidos 

de 

DYGILQINS52-

60 

Aminoácidos 

en bolsillo de  

I-Ak  

Aminoácidos de 

DLAGIGSTI17-25 

Aminoácidos 

en bolsillo de 

I-Ak  

1 Asp Arg 79, Arg 80 Asp Arg 79, Arg 80 

4 lle Tyr 35, Asn 89 Gly Tyr 35, Asn 89 

6 Gln 
Asn 89, Asn 

96, His 36 
Gly 

 

Asn 89 

    

9 Ser 

Asn 96, His 

95, Asp 84, 

Arg 103 

lle Asn 96, His 95 
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ANEXO 3 

 

 

Liberación de M. bovis BCG al Medio Extracelular y Formación de Cordones 

Bacterianos 

 

 

Se infectaron células mononucleares de sangre periférica humanas con M. bovis BCG a 

distintas dosis. Se realizaron observaciones por microscopia óptica cada 24 h. En el día 9 

y 13 del ensayo se observan estructuras tipo cordón formadas por la liberación de la 

bacteria al medio extracelular. En la imagen se aprecia el cultivo celular en el día 20 donde 

se ve que los cordones de bacteria se han vuelto más notorios.  
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