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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar por citometria de flujo la activacion, proliferacion y diferenciacién de LcB de sangre

periférica de pacientes con tuberculosis pulmonar por la proteina PE_PGRS33.

Objetivos Particulares

e Medir la activacion a corto plazo de LcB de sangre periférica de pacientes con
tuberculosis pulmonar (estimulados con PMA e ionomicina) mediante la expresién CD69
y HLA-DR.

e Evaluar la capacidad proliferativa de LcB de sangre periférica de pacientes con

tuberculosis pulmonar inducida por la proteina PE_PGRS33.

e Medir la activacién y diferenciacion de LcB de sangre periférica de pacientes con
tuberculosis pulmonar a través de la expresion de CD69, HLA-DR y CD38. Lo anterior

mediante una cinética de activacion antigeno-especifica.
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RESUMEN

La tuberculosis (TB) constituye una infeccién bacteriana cuyo principal agente etiologico es
M.tuberculosis. Uno de los principales factores contribuyentes a la epidemiologia de la TB lo
constituye la falta de una profilaxis eficiente, ello debido a que la Unica vacuna usada contra la

TB, la BCG, ha demostrado tener distintos niveles de eficacia (0 a 80%).

Varios trabajos han ilustrado la importancia de los mecanismos de la inmunidad
adaptativa celular para la proteccién en contra de M. tuberculosis y se ha relegado el papel de

los linfocitos B (LcB).

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar la respuesta de la poblacion de células B
de pacientes con TB pulmonar estimuladas por la proteina PE_PGRS33 de M. tuberculosis para
conocer su capacidad inmunogénica sobre los LcB y coadyuvar en el conocimiento para la
creacion de una vacuna mas eficiente contra la TB. Para lograr este objetivo, se estimularon
células mononucleares de pacientes con TB pulmonar con la proteina PE_PGRS33 y PPD, y se
evaluo la activaciéon de los LcB, midiendo la expresién de CD69 y HLA-DR; su diferenciacién se
estudi6 midiendo la expresion de CD38; y, su proliferacion, utilizando una tincién con

carboxifluoresceina (CFSE). Todo lo anterior mediante citometria de flujo.

Los LcB de pacientes con tuberculosis pulmonar, estimulados con la proteina
PE_PGRS33 y PPD, tienen una expresién de CD69 y HLA-DR mayor que los sujetos control; la
expresion de CD38 inducida en LcB, tanto por la proteina de estudio como por PPD, fue similar.
Sin embargo, se observd que los LcB de pacientes estimulados con PPD se diferenciaron a las
72 h, en tanto aquellos estimulados con la proteina PE_PGRS33 no lograron diferenciarse. En
cuanto a la proliferacién, basados en un valor del indice de estimulacién mayor o igual a 3, s6lo
se encontrd proliferacion positiva en la poblacion de LcB de pacientes estimulados con PPD,
mostrando un indice de 5.85. No se encontraron diferencias significativas entre el grupo de

pacientes y el grupo control en ninguno de los resultados anteriormente mencionados (p>0.05).

De acuerdo a los resultados anteriores, puede verse que la respuesta inmune de LcB de
pacientes con tuberculosis pulmonar no es diferente de aquella que presentan los LcB de

individuos sanos inducida por PE_PGRS33 y PPD en las condiciones aqui utilizadas.
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INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) constituye una infeccién bacteriana cuyo principal agente etiolégico es M.
tuberculosis, y se caracteriza principalmente por la presencia de estructuras formadas por
agregados de células inmunes llamados granulomas. Esta enfermedad se contagia de manera
facil y rapida al ser esparcida en el aire cuando una persona enferma con TB pulmonar tose,

estornuda o habla. Puede llegar a tener un resultado fatal si no se trata de manera adecuada.

En general, una proporcion relativamente pequefia de personas infectadas con M.
tuberculosis desarrollara la enfermedad; no obstante, la probabilidad de que lo anterior ocurra
es mayor para aquellos individuos infectados con el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH).

El origen de la tuberculosis es tan antiguo como la propia historia de la humanidad y, con
el paso del tiempo, se ha convertido en un grave problema epidemioldgico pues datos de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) revelan que un tercio de la poblacién mundial esta
infectada con M. tuberculosis de la cual sélo del 5 al 10% tendra el riesgo de desarrollar la
infeccidn activa, mientras que el resto presentara la forma latente de la infeccion. Este grave
problema epidemioldgico se sustenta aun mas en el hecho de que cada afio se reportan 9
millones de nuevos casos y 1.4 millones de muertes, posicionando a la TB como la segunda
causa de muerte por un agente infeccioso a nivel mundial después del VIH (Garcia y col., 2009;
WHO, 2012).

La tuberculosis permanece como una de las principales amenazas para la humanidad
pues, al paso del tiempo, su situacion epidemiol6gica se ha agravado debido a un conjunto de
factores, entre los cuales podemos mencionar los siguientes: la falta de una adecuada
profilaxis, la aparicion de cepas resistentes a multiples drogas (lo que constituye un serio
problema de salud publica), la asociacion de la TB con el VIH (que presenta efectos sinérgicos y
causa un creciente numero de casos y muertes) y el agravamiento de las condiciones

socioecondmicas en muchas areas del mundo (Garcia y col., 2009).

De todos los factores responsables que hacen a la TB un grave problema de salud

global, la falta de una medida profilactica es uno de los mas graves y preocupantes. La BCG, la

14



Unica vacuna actualmente en uso contra la TB, a pesar de brindar proteccién en contra de las
formas mas severas de tuberculosis infantil su eficacia en contra de la tuberculosis pulmonar
adulta es variable a través del mundo. Debido a esto, importantes esfuerzos en la investigacion
estan siendo dirigidos a desarrollar una vacuna mas efectiva contra esta enfermedad. Sin
embargo, para cumplir con este objetivo, resulta de vital importancia conocer la respuesta
inmune (RI) del organismo en contra de M. tuberculosis. Varios trabajos cuya finalidad ha sido
elucidar tal RIl, han ilustrado la importancia de los mecanismos de la inmunidad adaptativa
celular (IAC) para la proteccién en contra de M. tuberculosis y, base a esto, se ha relegado el
papel de los linfocitos B en la Rl a la TB. No obstante, estudios recientes han demostrado que
los LcB, a través de una variedad de interacciones con la IAC, juegan papeles importantes en la
defensa del hospedero en contra de patégenos no virales intracelulares, incluyendo a M.

tuberculosis (Maglione y Chan, 2009; Sebina y col., 2012).

Igualmente importante son las caracteristicas bioquimicas de esta micobacteria, tales
como la expresion de ciertas proteinas de superficie dentro de las cuales destaca la proteina
PE_PGRS33, por ser ésta una de las mas estudiadas y presentar caracteristicas
inmunogénicas importantes. Teniendo en cuenta que muchas vacunas efectivas provocan
respuestas de tipo humoral y una de las tendencias actuales es desarrollar vacunas basadas en
el uso de subunidades micobacterianas, el presente trabajo tiene como objetivo evaluar la
respuesta de la poblacion de células B de pacientes con TB pulmonar estimuladas por la
proteina PE_PGRS33 para asi conocer los efectos inmunogénicos de la misma sobre los LcB y

coadyuvar en el conocimiento para el desarrollo de una vacuna eficiente contra la TB.
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ANTECEDENTES

Aspectos Generales de la Tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada por el complejo M. tuberculosis,
siendo M. tuberculosis (M. tuberculosis) el principal agente etiolégico. Tipicamente afecta los
pulmones (TB pulmonar), pero también puede afectar otros sitios del cuerpo (TB
extrapulmonar). La enfermedad es propagada en el aire por la liberacion de secreciones a
través de la tos, el estornudo o el habla de una persona infectada hacia otra en contacto
estrecho. La inhalacion de estas secreciones en forma de aerosol, constituye un elevado riesgo
para que se produzca la infeccion; las mismas permanecen en el aire durante un periodo de
tiempo actuando como reservorios del microorganismo. La principal puerta de entrada de estas
particulas es el tracto respiratorio y debido a su pequefio tamafo llegan a alcanzar la parte
inferior del mismo. Para que tenga lugar el asentamiento y desarrollo de la TB pulmonar, el
microorganismo pasa por varias etapas sucesivas y el paso por cada una de ellas puede
conllevar a tres posibles escenarios a los cuales un individuo se enfrenta durante el proceso de
infeccidon por M. tuberculosis (figura 1): primero, que el bacilo sea inmediatamente destruido por
mecanismos de la respuesta inmune innata, los cuales aun no se encuentran caracterizados;
segundo, que el individuo desarrolle tuberculosis activa (10 % de los individuos infectados),
producto de una insuficiente respuesta protectora, resultando en la presencia de sintomatologia
y patologia asociadas; y, la tercera posibilidad (que ocurre en un 90 % de los individuos
infectados) es que desarrolle la forma latente de la enfermedad, que eventualmente pudiera
reactivarse después de mucho tiempo desde la infeccion, por algun factor como la edad
avanzada, desnutricion, patologias que comprometan el sistema inmune (diabetes, falla renal,
terapia inmunosupresora), entre otros. Esta reactivacion ocurre en el 5-10 % de los casos
(Padilla, 2013).

La primera etapa comienza con la inhalacién del bacilo tuberculoso: los macréfagos
alveolares ingieren el bacilo y frecuentemente lo destruyen. En esta etapa la destruccion de la
micobacteria depende de la actividad microbicida de los fagocitos del hospedero y los factores

de virulencia de la micobacteria ingerida.
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Figura 1. Respuesta inmune contra M. tuberculosis. Existen tres posibles escenarios a los

cuales un individuo se enfrenta durante el desarrollo de la infeccién. Que el individuo logre la
destruccién del bacilo (a), que los sujetos inmunocomprometidos desarrollen la forma activa de
la enfermedad (b), o que se presente la forma latente de la enfermedad (c) con la consecuente
formacion del granuloma y la posible reactivacion de la enfermedad. Una variedad de distintas
células inmunes interactuan y secretan diversas citocinas para activar los mecanismo
bactericidas de los macréfagos y lograr asi la eliminacién del bacilo de la tuberculosis
(Kaufmann, 2001).
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En la segunda etapa, la micobacteria que escapa de la destruccién intracelular inicial se
multiplicara dando lugar a la ruptura del macréfago. Cuando esto sucede los monocitos de la
sangre y otras células inflamatorias son atraidas al pulmén; estos monocitos se diferenciaran en
macrofagos y nuevamente ingeriran la micobacteria, pero no la destruiran. En esta etapa
simbidtica la micobacteria crece logaritmicamente y se acumulan macréfagos provenientes de

la sangre, pero practicamente no ocurre dafio tisular.

En la tercera etapa, dos a tres semanas después de la infeccion, se desarrolla la
inmunidad mediada por linfocitos T (LcT), donde los LcT antigeno-especificos arriban y
proliferan en las lesiones tempranas o tubérculos y entonces activan a los macréfagos para
destruir a las micobacterias intracelulares. Subsecuentemente a esta fase, el crecimiento

logaritmico de la bacteria cesa (van Crevel y col., 2002).

La necrosis sélida caseosa en estas lesiones primarias inhibe el crecimiento extracelular
de la micobacteria y como resultado la infeccion se convierte en estacionaria o latente. La
enfermedad puede progresar y la diseminacion hematégena puede tener lugar después de la
infeccion primaria, asi como meses o afios después (tuberculosis post-primaria), cuando el
sistema inmune se debilita. La licuefaccion del centro caseoso provee de excelentes
condiciones para el crecimiento extracelular. La formacion de la cavidad da lugar a la ruptura de
los bronquios cercanos, permitiendo al bacilo diseminarse a través del espacio aéreo a otras

partes del pulmén y fuera del medio pulmonar.
Finalmente, el resultado de la infeccidn por M. tuberculosis dependera del balance entre

la muerte de la micobacteria y la extensién de la necrosis del tejido, su regeneracion y la

fibrosis.
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Respuesta Inmune en Tuberculosis

Inmunidad Innata

M. tuberculosis es transmitida en forma de aerosol y, en gran parte, si no exclusivamente,
habita en las células fagociticas profesionales de los pulmones, incluyendo macréfagos,
neutrdfilos, monocitos y células dendriticas. En ratones, la respuesta inmune innata temprana a
M. tuberculosis se caracteriza por la acumulacién progresiva de neutréfilos, monocitos
inflamatorios, macréfagos intersticiales y células dendriticas profesionales. Conforme estas
células son reclutadas, se infectan a causa de la poblacién en expansién de la micobacteria y
forman los granulomas tempranos. En otras enfermedades infecciosas, el reclutamiento de
células fagociticas restringe e inclusive elimina los patdgenos invasores, mientras que el
reclutamiento de fagocitos a los sitios de infeccion micobacteriana de hecho beneficia al
patdgeno durante los estadios tempranos de la infeccién, ya que proveen nichos celulares

adicionales para la expansion de la poblacion bacteriana (Ernst, 2012).

La primera linea de defensa del sistema inmune innato consiste en la captura del bacilo
tuberculoso por los macréfagos alveolares. Esta interaccion inicial se produce por el
reconocimiento de los componentes de M. tuberculosis por multiples receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs) entre los cuales se encuentran los receptores del
complemento, receptores de manosa, receptores de surfactantes, receptores tipo Toll y
receptores scavenger. Estos PRRs estan adaptados para reconocer componentes bioquimicos
microbianos como lipoarabinomanano manosilado (ManLam), trealosa dimicolato y N-
glicolimuramil dipéptido, los cuales actuan como patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMPs) desencadenando cascadas de sefalizacion dentro del macréfago alveolar haciendo
posible la actividad fagocitica que, de ser exitosa, culminara con la internalizacién de la
micobacteria en los fagolisosomas y la secrecion de citocinas proinflamatorias, tales como TNF-
a (Mahboud, 2013).

La atencion en el estudio de los PRRs ha sido enfocada hacia los receptores tipo Toll
(TLR), mediadores filogenéticamente conservados de la inmunidad innata esenciales para el

reconocimiento microbiano por parte de macrofagos y células dendriticas. Los miembros de
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esta familia de receptores son proteinas transmembrana que contienen motivos repetidos ricos
en leucina en sus dominios extracelulares, de manera similar a otras proteinas de
reconocimiento de patrones del sistema inmune innato. EI dominio citoplasmatico de los
receptores tipo Toll es homdlogo al dominio de senalizacién del receptor de IL-1 y se une a
IRAK, una serina cinasa que activa los factores de transcripcién tales como NF-kB (principal
activador nuclear de citocinas proinflamatorias) para asi lograr la sefalizacién requerida para la

produccion de citocinas (Mahboud, 2013).

Dentro de la familia de receptores tipo Toll, el TLR2 tiene el mayor nimero de agonistas
micobacterianos identificados, incluyendo lipoproteinas, fosfatidilinositol, mananos vy
lipomanano; y es el responsable de reconocer, en mayor proporcion, a M. tuberculosis en el

pulmén (van Crevel y col., 2002; Ernst, 2012).

Aun con el previo conocimiento del papel sustancial que juegan los macréfagos como la
primera y mas importante linea de defensa de la inmunidad innata contra la TB, no puede dejar
de ser resaltada la importante participacion de otras células del sistema inmune innato durante
el encuentro con el bacilo tuberculoso, como lo son los neutréfilos y las células NK. Los
neutréfilos participan no sélo como células fagociticas no especificas, sino como células
secretoras de proteinas antibacterianas, principalmente la catelicidina LL-37. Ademas, los
neutréfilos cargados con la bacteria fagocitada se vuelven apoptéticos, promoviendo la
activacion de los macréfagos. En lo que a las células NK se refiere, éstas se especializan en
reconocer y destruir células infectadas del hospedero. Durante este proceso, secretan IFN-y
que activa a los macréfagos induciéndolos a producir IL-12, IL-15 e IL-18, las cuales activan a
las células T CD8" formando un enlace entre la respuesta inmune innata y el sistema inmune

adaptativo.

El estadio inmune innato de la tuberculosis es dinamico, aunque basados en la
evidencia, se ha indicado que es un estado de infeccién en el cual el patdgeno domina y donde
las respuestas inmunes innatas tienen muy poco efecto antibacteriano inmediato (Ernst, 2012).
Por lo tanto, la importancia de la inmunidad innata puede ser atribuida a su papel en establecer

un ambiente que permita el establecimiento de una consecuente respuesta inmune adaptativa.
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Inmunidad Adaptativa

Cuando un individuo se enfrenta a la infeccion con M. tuberculosis, los mecanismos de defensa
desarrollados por la inmunidad innata no son suficientes para controlar la infeccién ni el
progresivo crecimiento de la poblacién micobacteriana. Por lo tanto, se hace necesario el
establecimiento de una respuesta inmune adaptativa capaz de controlar la infeccion. Aun asi, es
importante mencionar la profunda influencia del sistema inmune innato sobre los tipos de
mecanismos inmunes adquiridos que se generan, y viceversa, la respuesta inmune adquirida
ejecuta varios de sus funciones efectoras a través de la activacion de los componentes de la

inmunidad innata.

La respuesta inmune adaptativa puede ser dividida en dos mecanismos mediados por
células, por un lado la respuesta inmune celular que incluye la activacion de las células T y sus
mecanismos efectores; y por otro la respuesta inmune humoral, donde se llevan a cabo la
maduracion de las células B con la consecuente produccion de anticuerpos. Ambos
mecanismos no son mutuamente excluyentes, pues tanto las células T cooperadoras son
requeridas para la maduracién de los anticuerpos, cambio de isotipo y la memoria; asi como las
células B también funcionan como células presentadoras de antigeno activando a los linfocitos

T de una manera antigeno-especifica (Palomino, 2007).

La inmunidad celular se encuentra a cargo de las células T, pudiendo ser éstas de
distintos tipos, como las células T af3 (CD4* y CD8*), células T restringidas a las moléculas CD1
y células T yd. De estas estirpes celulares, son las células CD4" las principales efectoras de la

respuesta inmune celular (Padilla, 2013).

Los eventos correspondientes a la inmunidad celular comienzan cuando las células T
CD4" reconocen los antigenos proteicos de M. tuberculosis presentados por macrofagos o
células dendriticas en el contexto del complejo principal de histocompatibilidad de clase Il
(MHC-II), esto gracias a que la residencia de la micobacteria dentro del fagosoma asegura que
los antigenos tengan facil acceso a la maquinaria de procesamiento de antigeno del MHC-II. Es
asi como los LcT CD4* son activados y entran en un proceso de expansiéon clonal y migran
fuera de los nédulos linfaticos hacia el sitio de infeccion en el pulmén, como células T efectoras.

Este proceso es guiado por citocinas secretadas por varias células inflamatorias. Una vez en el
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sitio de la infeccion, dichas células efectoras secretan IFN-y, una citocina clave al promover la
activacion de la maquinaria microbicida de los macréfagos causando que éstos secreten IL-18,
entre otras citocinas, que parecen ser parte de la respuesta protectora de tipo Th1 (Mahboud,
2013).

Debido a su localizacién intracelular, el bacilo tuberculoso no esta expuesto a los
anticuerpos y, por lo tanto, la respuesta inmune humoral es considerada como no protectora.
Sin embargo, durante los pasos iniciales de la infeccién, los anticuerpos solos o en conjuncion
con las citocinas adecuadas pueden efectuar importantes funciones, tal como el bloquear la

entrada de bacterias a nivel de mucosas (Palomino, 2007).

Los anticuerpos pueden ser explotados de dos maneras en el manejo clinico y control de
la TB: como herramientas de diagnostico serolégico, y como activos participantes en la

proteccion contra la enfermedad, papel en el cual centraremos nuestra atencion.

Como armas de proteccidn contra la TB, los anticuerpos podrian mejorar la inmunidad a
través de varias vias incluyendo la neutralizacion de toxinas, opsonizacién, activacién del
complemento, la promocién de liberacion de citocinas, citotoxicidad dependiente de anticuerpos,
y mejorando la presentacion de antigeno. En este sentido, datos de varios laboratorios indican
que los anticuerpos anti-micobacterianos juegan un papel importante en varios estadios de la

respuesta del hospedero a la infeccion (Palomino, 2007).

Ademas de mejorar la proteccidon en contra de la infeccién por M. tuberculosis por los
mecanismos previamente mencionados, existe evidencia de la funcion estimulatoria ejercida por
anticuerpos especificos policlonales sobre la inmunidad celular. Tales pruebas encuentran su
fundamento en el estudio, realizado por de Valliere y colaboradores (2005), donde se obtuvieron
muestras de suero con anticuerpos especificos anti-micobacterianos a partir de voluntarios
vacunados con BCG en dos ocasiones, por via intradermal. En estas muestras fueron
encontrados titulos significativos de anticuerpos anti — lipidoarabinomanano (LAM). En
presencia de estos anticuerpos inducidos en respuesta a la BCG, se observd un aumento de los
efectos microbicidas de macréfagos y neutréfilos sobre la micobacteria, asi como una mejor
internalizaciéon de ésta en células fagociticas. Sumado a estos efectos, se encontrd también el

aumento en la produccion de IFN-y por células CD4* y CD8* (de Valliere y col., 2005).

22



Igualmente importante es citar el papel que los anticuerpos de tipo monoclonal pueden
desempenfiar en el control de la TB. Algunos de ellos como el 3941E4 y el 4058D2 (ambos de
isotipo 1gG), son capaces de impedir la diseminacién de la micobacteria hacia otros tejidos al
unirse a la hemaglutinina de unién a heparina (HBHA). Otros, como el TBA63, se les atribuye
eficacia protectora a través de estudios experimentales realizados en ratones a los cuales se les
administré dicho anticuerpo previamente a ser infectados por via intranasal con M. tuberculosis.
Los resultados mostraron un decremento significativo de las UFC en pulmones de los ratones
infectados, lo que fue traducido en cambios histopatolégicos menores y en una mejor
organizacion y formacion de los granulomas; hecho que sugiere fuertemente una cercana
interaccion entre la inmunidad mediada por anticuerpos y la inmunidad mediada por células

para inducir proteccion en contra de patégenos intracelulares (Mahboud, 2013).

Existe una especial atencidn a los anticuerpos humanos secretados de isotipo IgA
(hslgA) por ser éstos los que mayormente se asocian con la inmunidad protectora a nivel de
mucosas, zonas con las que primeramente el bacilo tuberculosos interacciona una vez que
infecta al hospedero. Un gran porcentaje de este isotipo de anticuerpo se encuentra en el
calostro humano, sugiriendo asi su papel en la proteccion inmune pasiva contra infecciones
gastrointestinales y respiratorias. Por lo tanto, hallando su sustento en la informacion previa, se
llevdo a cabo un estudio donde primeramente se aislaron hslgA del calostro humano para
posteriormente incubarlos con una cepa de M. tuberculosis, con la cual se inoculd un grupo de
ratones. Los resultados obtenidos avalan la importancia de los hslgA en el combate hacia la
infeccién por M. tuberculosis, ya que se mostré un decremento en el nimero de bacterias
viables en el pulmén, asi como también un incremento en la produccién de iINOS (Alvarez y col.,
2010). De manera consistente a estos resultados, también pudo apreciarse una mejor formacién
y organizacién de los granulomas junto con un mayor numero de macréfagos activados en los

pulmones.

Dentro de los mecanismos a traves de los cuales los anticuerpos de isotipo IgA brindan
proteccion al hospedero contra la enfermedad, se encuentra la asociacion de éstos con el plgR,
que hace posible la neutralizacion intracelular de patdogenos y antigenos durante su transporte
de la zona basolateral a la apical de las células epiteliales. Otra via de apoyo sugerida es
aquella en la cual los anticuerpos IgA interactian con Gal-3, logrando asi interferir con la
interaccion de la micobacteria con la membrana fagosomal, lo que resulta en un decremento en

la supervivencia bacteriana y su replicacion en el fagosoma (Mahboud, 2013).
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No hay duda de que la respuesta inmune humoral juega un papel mas activo de lo que
antes se pensaba en la inmunidad de la TB ya que, por medio de variados mecanismos, los
anticuerpos pueden lograr interactuar de manera eficiente con la respuesta inmune celular para
en conjunto orquestar una respuesta inmune adaptativa completa y eficaz mediante la cual el
sistema inmune del hospedero logre atenuar la replicacion de la micobacteria y con ello lograr

controlar el progreso de la infeccion.

El Papel de las Células B en la Inmunidad contra M. tuberculosis

Varios trabajos ilustrando la importancia de los mecanismos de la inmunidad celular para la
proteccion en contra de M. tuberculosis han relegado ampliamente la funcién de las células B
en el campo de la TB. En contra de esto, estudios recientes han demostrado que los linfocitos
B, a través de una variedad de interacciones con la respuesta inmune celular, juegan papeles
previamente despreciados en la formacion de la defensa del hospedero en contra de patégenos

no virales intracelulares, incluyendo M. tuberculosis (Maglione y Chan, 2009).

La inmunidad adaptativa ha evolucionado en los vertebrados para incluir tanto
componentes celulares como humorales, con las células T y B mediando estos efectos,
respectivamente. Las células T promueven la destruccion apoptética de células infectadas con
patdgenos ya sea directamente o mediante la liberacion de citocinas de células inmunes
vecinas, mientras que las células B producen anticuerpos que neutralizan la invasién y marcan
a los agentes infecciosos para su destruccion. Sin embargo, existe una tendencia a separar
estas dos armas de la respuesta inmune basada en el nicho biolégico o ciclo de vida de los
patégenos (si éste es intracelular o extracelular); pensando que solamente las células T pueden
desarrollar una respuesta efectiva contra los patégenos intracelulares, incluyendo a M.
tuberculosis (Divangahi, 2013). Aunque, la evidencia que soporta el hecho de que las células B

también pueden ayudar a controlar patoégenos intracelulares, sigue creciendo.

Estudios emergentes apoyan el papel de las células B y la respuesta humoral en la
proteccion y formacion de una respuesta inmune contra patdégenos cuyos ciclos de vida

requieren un ambiente intracelular como Chlamydia trachomatis, Salmonella enterica,
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Leishmania major, Francisella tularensis, Plasmodium spp y Ehrlichia chaffeensis (Divangahi,
2013).

Ya se conoce la importancia del linfocito B como célula secretora de anticuerpos en la
respuesta inmune contra la tuberculosis, no obstante, esta poblacion de linfocitos juegan otros
papeles en la defensa contra la tuberculosis, como lo son el interaccionar con las células T a
través de mecanismos como la presentacion de antigeno, la secrecion de citocinas; y como
piezas clave en el correcto mantenimiento y formacién de los granulomas, agregados
organizados y compactos de células inmunes que surgen en respuesta a un estimulo

persistente (Ramakrishnan, 2012).

Los LcB son células presentadoras de antigeno profesionales con un notable impacto
sobre las respuestas de las células T. Para llevar a cabo el proceso de presentacién de
antigeno, se necesita primeramente el procesamiento del mismo por parte de las células
presentadoras de antigeno; esta fase comienza con la internalizacion del patégeno y sus
productos via endocitosis, incluyendo tanto fagocitosis como pinocitosis, después se ejecuta el
catabolismo de las proteinas del patégeno a fragmentos peptidicos, que seran unidos a
moléculas intracelulares del MHC de clase Il para formar complejos péptido-MHC-II. Estos
complejos seran expresados en la superficie de la membrana plasmatica para su presentacion a
las células T CD4" (Bobadilla 'y col., 2012).

El linfocito B inicia su activacién una vez que éste captura antigenos a través de sus
receptores de superficie (Maglione y Chan, 2009). Durante el proceso de presentacion de
antigeno se establece una cooperacion entre células B y células T CD4"* antigeno-especificas.
Esto es posible gracias a que las células B antigeno-especificas son capaces de presentar
antigeno a las células T con un alto grado de eficiencia; primeramente las células B capturan el
antigeno a través de sus inmunoglobulinas de superficie y posteriormente lo presentan como
péptidos unidos a moléculas del MHC de clase Il (figura 2). Como resultado de este proceso, los
linfocitos B que interactian con las células T antigeno-especificas comienzan su proceso de
activacion, trayendo como consecuencia el desarrollo de células B de memoria, asi como de

células plasmaticas secretoras de anticuerpos de alta afinidad (figura 3).

Como célula profesional presentadora de antigeno, las células B pueden influir en la

respuesta de los linfocitos T hacia la infeccién, pues existe evidencia de que las células B
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regulan la proliferacion de linfocitos T en respuesta a antigenos, influyendo, por lo tanto, en el
desarrollo de linfocitos T de memoria, tal como puede ser constatado en el estudio de un
modelo de infeccidon murino donde las células B fueron necesarias para el desarrollo de
memoria por parte de los linfocitos T hacia patéogenos intracelulares como F. tularensis y L.
monocytogenes. Se sabe también, gracias al estudio de un modelo de infeccion viral, que las
células B son capaces de prevenir la reactivacion de la enfermedad a través de la presentacion

de antigeno al linfocito T.

CélulaB
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Figura 2. Presentacion del antigeno por los LcB a los LcT cooperadores CD4* (Abbas, 2006)

26



Antigeno

N

Opsonizacion; interaccion
@8 INMUNCCOMpIRjos con

> N

l‘ Secrecion de Ieaptne oeY RetF:ecstor
\ . inmunoglobulinas
CélulaB ~N 5B 4 -{
J f O | \«
| O | Presentacion —
) - Neutralizacion -
J de antigeno Celulas
\ \ J y efectoras
) ~— -

By Célula T 4 /
y _ \
= \ Moduiacion de i35
S——— funcionas de s \
caluias T:
; g \ / Prasentacion de Efectos
; \ \ / antigeno; proguccion antimicrobianos
{ ) . ' } da citocinas
P X ==
Células B &S J
de 3 Produccion Resultado de la enfermedad:
memoria e
de citocinas
Control del crecimiento
Células bacteriano; Inmunopatologia
plasmaticas

Figura 3. Forma en que la célula B modula la respuesta inmune contra M. tuberculosis. La

produccion de anticuerpos especificos para M. tuberculosis puede mediar la formacién de un

inmunocomplejo capaz de modular las funciones de células efectoras como células dendriticas

y macréfagos. Las células B pueden servir como células presentadoras de antigeno e influir en

la activacién, polarizacién, funciones efectoras y en el establecimiento de memoria por parte de

las células T. Los linfocitos B también pueden modular las funciones de células inmunes

granulomatosas. En concierto, estas funciones dependientes y no dependientes de anticuerpos

de las células B, juegan un importante papel en determinar el resultado de la enfermedad en

términos de la eliminacién y control de la bacteria, asi como también en el desarrollo de

inmunopatologia que pudiera dafar los tejidos y promover la diseminacién (Divangahi, 2013).
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La composicién del medio ambiente inmunoldgico en el cual las células T CD4*
interactuan con las células presentadoras de antigeno, para asi entrar en un proceso de
expansion clonal, juega un papel critico en determinar el camino del desarrollo del linaje celular.
Las citocinas presentes en el sitio de interaccion de las células T con las células presentadoras
de antigeno influyen de manera considerable en el desarrollo de los linfocitos T CD4*. En este
contexto, los LcB producen una amplia variedad de citocinas, ya sea de manera constitutiva o
en presencia de antigenos, ligandos de receptores de tipo Toll, o células T. Basados en el
patrén de citocinas que producen, los LcB han sido divididos en diferentes subpoblaciones
efectoras: células B efectoras de tipo 1 (Be1), efectoras de tipo 2 (Be2) y células regulatorias
(B10). Durante su interaccion inicial con los LcT y el antigeno, los LcB estimulados dentro de un
ambiente de citocinas de tipo Th1 se vuelven células efectoras de tipo 1 capaces de producir
IFN-y e IL-12, asi como también TNF-q, IL-10 e IL-6. En cambio, aquellas células B estimuladas
en un ambiente de citocinas Th2, se transformaran en células B efectoras de tipo 2 con la
habilidad de secretar IL-2, linfotoxina, IL-4 e IL-13; ademas, TNF-a, IL-10 e IL-6. Por lo tanto,
en base al patrén de citocinas que secreten, estas subpoblaciones efectoras de LcB puede
influir en el tipo de respuesta desarrollada por parte de las células T. La subpoblacion Be1
inducira la diferenciacion de LcT a LcT Th1; mientras que la subpoblacion Be2 provocara una

respuesta de tipo Th2 por parte de los linfocitos T (Divangahi, 2013).

Con base en lo previamente discutido, se pone de manifiesto un papel mas activo para
la célula B en la respuesta inmune del hospedero contra M. tuberculosis, pues, ademas de
cumplir con la funcién de secretar anticuerpos, los LcB son capaces de interactuar e influir en el

tipo de respuesta presentada por parte de los linfocitos T.

Dentro de las primeras etapas que conllevan al desarrollo de la TB pulmonar se
encuentra la inhalacion de M. tuberculosis y su posterior fagocitosis por los macréfagos;
enseguida, se ejecuta el transporte del bacilo a través del epitelio alveolar hacia los pulmones.
Alli, los macréfagos infectados reclutan macrofagos adicionales y otras células inmunes para
formar estructuras organizadas llamadas granulomas, las insignias patologicas de la
tuberculosis (Davis y Ramakrishnan, 2009; Ramakrishnan, 2012). Los granulomas son
estructuras encargadas de brindar proteccién al hospedero al impedir la diseminacién de la
infeccion hacia otros tejidos del organismo; y en cuya formacién y mantenimiento de su
arquitectura participan distintas células inmunes entre las cuales podemos destacar a los LcB

(figura 4).
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Figura 4. Estructura y constituyentes celulares del granuloma tuberculoso. El granuloma
tuberculoso en su forma mas basica, es un agregado compacto y organizado de células
epiteloides-macréfagos que han sufrido una transformacién especializada para tener
membranas interdigitadas que se unen herméticamente a células adyacentes. Los macréfagos
del granuloma pueden también fusionarse y formar células gigantes multinucleadas o
diferenciarse en células espumosas, que se caracterizan por acumular lipidos. Las bacterias
estan mas comunmente presentes en las areas necréticas centrales. Muchos otros tipos
celulares también pueblan el granuloma, como neutrdéfilos, células dendriticas, células B y T,
células NK, fibroblastos y células que secretan componentes de la matriz extracelular.
Finalmente, se cree que las células epiteliales que rodean el granuloma (no mostradas),

también participan en su formacion (Ramakrishnan, 2012).

Las células B son importantes componentes en la formacion y mantenimiento adecuado
de los granulomas, de acuerdo con estudios realizados en ratones knock out de células B
donde se aprecia una deficiente formacién del granuloma y una ruptura prematura del mismo
(Maglione y Chan, 2009). Ademas, se ha observado la existencia de predominantes agregados
de células B en los pulmones de pacientes con TB pulmonar; debido probablemente a que las

células B migran desde la sangre periférica hacia el sitio de la infeccién en el pulmén
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(Hernandez y col., 2010), estos cumulos de LcB han sido también observados en otras
enfermedades inflamatorias crénicas como la esclerosis y la artritis reumatoide, asi como en

infecciones causadas por el virus de la influenza y por Helicobacter.

La influencia de la célula B en la adecuada formacion y mantenimiento del granuloma
recae principalmente en su capacidad de servir como célula profesional presentadora de
antigeno, pues se ha visto que las células T pueden ser dispersadas alrededor de los cumulos
de LcB en el pulmén, convirtiéndolos en sitios potenciales para los procesos de presentacion de

antigeno y maduracion de las células B.

Factores de Virulencia de M. tuberculosis

La virulencia de un microorganismo se define por su capacidad de superar o evadir las
defensas del hospedero. M. tuberculosis es un patégeno intracelular que presenta estrategias
muy sofisticadas de infeccion y puede persistir en los macrofagos del hospedero.
Generalmente, en el 90% de las personas inmunocompetentes, la infeccién es asintomatica y el
bacilo puede permanecer viable en estado de latencia. El desarrollo de la enfermedad en forma
activa en estos pacientes, se puede deber a que el bacilo pudo evadir la respuesta inmune
protectora del hospedero, y la micobacteria continué replicandose, y se establecio la infeccion

con la aparicion de los sintomas clinicos propios de la enfermedad (Gastélum, 2005).

A través de los afos, una parte considerable del esfuerzo de muchos investigadores se
ha dirigido a estudiar y buscar mejorar la comprensién acerca de los factores que le brindan a
M. tuberculosis sus ya conocidas patogénesis, virulencia y persistencia. Dicho esfuerzo se
enfoca en analizar los distintos elementos que conforman la estructura de la micobacteria; entre
éstos, podemos citar los lipidos y lipoproteinas que conforman su pared celular, algunos
sistemas de secrecion de proteinas asi como sus respectivos productos, la propia composicion

geneética de la micobacteria, entre otros.

La secrecion de proteinas, mediante distintos sistemas, es un mecanismo muy
importante para el funcionamiento bacteriano y para la adaptacion y sobrevivencia de la

bacteria. Por otra parte, estos sistemas son también esenciales para la interaccion con las
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células del hospedero a traves de la exportacion de toxinas o proteinas sefal que le permiten a
las distintas especies bacterianas causar patologia. Aun mas, los sistemas de secrecién se han
duplicado, evolucionado y diversificado para realizar funciones especificas, algunos de ellos
estan implicados en la patogenicidad. Varios grupos de genes codificantes para proteinas que
son secretadas al medio circundante a través de vias especificas han sido identificados en la
micobacteria; por lo tanto, son considerados importantes para la patogénesis micobacteriana
(Forrellad y col., 2013).

La existencia de estos sistemas de secrecidén no es ajena a M. tuberculosis, pues
reciente evidencia afirma que la micobacteria ha desarrollado un sistema de secrecion
especializado en el transporte de proteinas extracelulares a través de su altamente hidréfoba e
impermeable pared celular; este sistema recibe el nombre de T7SS. M. tuberculosis contiene un
total de cinco T7SS, también llamados ESX, los cuales muestran semejanza en su contenido
genético. De éstos, dos miembros, denominados ESX-1 y ESX-2, se les ha reconocido su
participacion como factores de virulencia al influir en la migracién célula-célula de la

micobacteria patégena.

De los 5 sistemas de secrecion T7SS encontrados en M. tuberculosis, especial atencion
se centra en el ESX-1, conocido también como sistema de secrecion 1 ESAT6. Este sistema se
caracteriza por secretar dos proteinas de gran importancia para la virulencia de la micobacteria,
que son ESATG6, llamado también ESXA; y CFP10, también conocido como ESXB. Los genes
encargados de codificar estas dos proteinas, necesarias para una virulencia completa de todas

las especies del complejo M. tuberculosis, se localizan en la region RD1.

Los efectos de las proteinas ESAT6 y CFP10 sobre las células eucariotas aun no son
del todo claros. Los reportes mas frecuentes sefialan que ESAT6 provoca lisis celular y dafio a
la membrana plasmatica; asi como el impedimento de la funciéon de presentacion de antigeno
mediante la inhibicion de las vias de sefializacion de TLR, lo que trae como consecuencia la
reduccion en la produccion de IL-12 por parte de los macrofagos, ademas de inhibir su
apoptosis; asimismo, se sabe que ESAT6 inhibe la produccion de IFN-y por parte de las células
T (Wang y col., 2009). En comun, tanto ESAT6 como CFP10, participan en la traslocacién de M.
tuberculosis desde el fagosoma hacia el citoplasma de la célula hospedera durante estadios

tardios de la infeccion.
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Los lipidos forman igualmente parte del arsenal de virulencia de M. tuberculosis, quien
se diferencia de otros patdégenos bacterianos en el hecho de que posee un arreglo uUnico de
lipidos y lipoglicanos sobre su superficie celular. Es conocida ya la habilidad de la micobacteria
de adaptar su metabolismo, de uno basado en carbohidratos a uno basado en acidos grasos, lo
que a su vez le permite utilizar el colesterol del ambiente intracelular como fuente de energia y

para la biosintesis de lipidos asociados a virulencia.

Para que el bacilo tuberculoso sea capaz de metabolizar el colesterol, es de vital
importancia la presencia de la enzima colesterol oxidasa (ChoD). A esta enzima le han sido
atribuidos ciertos factores de virulencia, pues se conoce su habilidad de provocar un aumento
en los niveles de IL-10 por parte de los macréfagos, lo que mas tarde desencadenara una
disminucién en la produccion de NO y ROS en el macréfago (Klink y col., 2013). Asimismo, esta
enzima es capaz de interrumpir la via de sefializacion activada por el TLR2, originando una
inhibicion de las respuestas anti-micobacterianas de los macrofagos y facilitando asi el
crecimiento intracelular y la supervivencia de la micobacteria dentro de dichas células

fagociticas.

Una de las caracteristicas de M. tuberculosis es su capacidad de inducir procesos de
muerte celular en las células que infecta, promoviendo la necrosis e inhibiendo la apoptosis o
muerte celular programada, considerada como uno de los principales mecanismos del sistema

inmune innato en contra de un patégeno.

La apoptosis es un mecanismo de defensa innato por el cual el hospedero elimina el
nicho del crecimiento bacteriano. La apoptosis de macrofagos infectados genera vesiculas que
contienen antigenos bacterianos, estas vesiculas pueden ser ingeridas por células dendriticas
para estimular células T antigeno-especificas (Behar y col., 2011). De esta manera, este
proceso de muerte celular programada promueve la induccion de una respuesta inmune
adaptativa; por esta razon, M. tuberculosis ha desarrollado ciertos mecanismos que le permiten
impedir la induccion de apoptosis. Entre estos mecanismos podemos citar el bloqueo del
proceso de reparacion de la membrana plasmatica del macrofago, lo que desencadena un
proceso de necrosis. La micobacteria logra este objetivo regulando de manera negativa, en
macrofagos infectados, la produccién de PGE: la cual es un eicosanoide esencial para la

reparacion de la membrana plasmatica y para evitar un dafio mitocondrial. La inhibicién en la
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produccién de prostaglandina E; (PGEz) es ocasionada por un aumento en la produccion de

Lipoxina A4 (LXA4) en los macréfagos (Divangahi y col., 2009).

Para finalizar, cabe resaltar otra caracteristica de este patégeno, la capacidad de causar
una infeccion de por vida en individuos a través de su alojamiento dentro de las lesiones
granulomatosas que se forman como consecuencia de la respuesta inmune producida. Con el
fin de lograr tal cometido, la micobacteria sufre un proceso de adaptacion al ambiente creado en
el granuloma, que consiste en un reprogramamiento transcripcional en respuesta al
reconocimiento de estimulos, incluyendo baja tensién de oxigeno, falta de nutrientes, presencia
de especies reactivas del oxigeno y nitrégeno, cambios de pH, fracciones de lipidos téxicas,

agentes que alteran la pared celular, entre otras sefiales del ambiente (Forrellad y col., 2013).

La Familia de Proteinas PE y PPE

Desde hace tiempo, se han realizado estudios experimentales dedicados a descubrir y
caracterizar las propiedades bioquimicas que le confieren a M. tuberculosis sus ya conocidas
propiedades de patogénesis y habilidad para evadir la respuesta inmune. Al parecer la clave
para encontrar el origen de dichas caracteristicas bioquimicas se encuentra en el analisis del
acervo genético micobacteriano, debido a ello se emprendié un proyecto dedicado a estudiar el
genoma de M. tuberculosis. Una de las mas interesantes caracteristicas del genoma de M.
tuberculosis es la presencia de dos familias multigénicas que juntas representan casi el 10% del
potencial codificante de su cromosoma. Estas dos familias de proteinas, nombradas PE y PPE,
se caracterizan por poseer dominios N-terminal altamente conservados de alrededor de 100 y
180 aminoacidos, respectivamente. El nombre PE se deriva del motivo caracteristico Pro-Glu,
mientras PPE representa el motivo Pro-Pro-Glu usualmente presente dentro de los primeros 10

aminoacidos de estas proteinas (Cascioferro y col., 2007).

Estas grandes familias de proteinas son especialmente abundantes en micobacterias
patégenas, con alrededor de casi 200 genes pe/ppe tanto en M. tuberculosis como en M. bovis
y, recientes trabajos, muestran que son expresadas tanto in vivo como in vitro bajo condiciones
de estrés. Las especulaciones acerca de la funcion de estas proteinas son abundantes, pero es

sugerido que las proteinas PE/PPE podrian actuar como fuente de variacion antigénica. Por
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variacion antigénica usualmente nos referimos al fendbmeno de conmutacién regulada entre
miembros funcionalmente conservados, pero inmunolégicamente distintos, de una familia
multigénica, lo que ayuda a evitar la seleccion inmune antigeno-especifica (Vallecillo y Espitia,
2009; Vordermeier y col., 2012). También se conoce, por otro lado, la capacidad de algunos
miembros de estas familias de proteinas de inducir respuestas celulares y/o humorales en
hospederos infectados, sugiriendo su posible uso como candidatos vacunales y para desarrollar

nuevos métodos de diagndstico.

Las proteinas PE y PPE se dividen en subfamilias basandose en su dominio C-terminal
(figura 5) (Padilla, 2013). La familia PE se divide en las subfamilias PE, con 34 miembros; y
PE_PGRS, con 65 miembros (Cadieux y col., 2011). Las proteinas PE_PGRS contienen en el
extremo N-terminal un dominio PE altamente conservado de alrededor de 100 aminoacidos, que
es encontrado en todas las proteinas PE; seguido se encuentra un dominio de unién compuesto
entre 38 y 40 aminoacidos y que contiene el motivo conservado GRPLI, presente solamente en
las proteinas PE_PGRS; por ultimo, se encuentra el dominio PGRS, con las tipicas repeticiones
Gly-Gly-Ala, las cuales pueden variar en tamafio desde unas pocas decenas hasta 1500
aminodacidos. En algunas proteinas PE_PGRS, se ha encontrado que este dominio C-terminal
unico puede ser de una longitud de 100-300 aminoacidos (Zumbo y col., 2013). Ademas, la
serie de polimorfismos presentes en el dominio PGRS, hace que sea sugerido un papel critico
de este dominio en generar diversidad antigénica y en ayudar a la micobacteria a evadir la

respuesta inmune (Bansal y col., 2010).
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Figura 5. Estructura de los genes codificantes de las familias de proteinas PE y PPE.
Representacion esquematica de la estructura génica de los miembros de la familia de genes PE
y PPE, mostrando los dominios N-terminal conservados, posiciones de motivos y diferencias

entre las subfamilias de las dos familias (Gey van Pittius y col., 2006).

El interés en el estudio de la subfamilia de proteinas PE_PGRS ha crecido, pues se
sabe que sus miembros se localizan solamente en genomas micobacterianos y estan
principalmente restrictos a micobacterias patdgenas, por ende, se ha convertido en tarea vital el
comprender la funcién, localizacion, regulacién y la respuesta inmune contra estas proteinas
con la finalidad de conocer el papel de éstas en la patogénesis micobacteriana. A la fecha, la
evidencia indica que las proteinas PE_PGRS pueden ser expresadas de manera especifica en
los granulomas, pueden ser localizadas en la superficie de la micobacteria, donde podrian
ejercer influencia en la infectividad de las células del hospedero. Asimismo, otros datos sefialan
la capacidad de estas proteinas de inducir procesos de muerte celular en las células infectadas,

ya sea por via apoptética o necrética (Singh y col., 2008). Por otro lado, se ha reportado la
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presencia de inserciones/deleciones en el marco de lectura de ciertos genes pe_pgrs en
aislados clinicos de M. tuberculosis, concentrandose la gran mayoria de estas mutaciones
dentro del dominio PGRS, apoyando asi la teoria de que los genes pe_pgrs constituyen una
fuente de variacion antigénica para M. tuberculosis. No obstante, aun permanece mucho por ser
revelado acerca de la expresion y funcién individual de los miembros de la subfamilia
PE_PGRS.

Aunado a lo ya previamente mencionado, se tiene conocimiento sobre la relacion de
ciertos genes pe_pgrs con la supervivencia de la micobacteria dentro de las células del
hospedero. Esto proviene de un estudio comparativo, realizado por Singh y colaboradores
(2008), entre tres miembros de esta subfamilia: PE_PGRS16, PE_ PGRS26 y PE_PGRS33,
quienes comparten caracteristicas similares en cuanto a estructura (figura 6). Se utilizaron
cepas recombinantes de M. smegmatis que expresaban cada una de las tres proteinas, los
resultados mostraron que las cepas que expresaron las proteinas PE_PGRS33 y PE_ PGRS26,
presentaron una persistencia mayor dentro de los macréfagos infectados; y aquellas cepas que
expresaron el miembro PE_PGRS16, tuvieron los indices mas bajos de supervivencia. La
infeccion de macrofagos con estas cepas recombinantes no sélo puso de manifiesto la
capacidad de estos tres miembros de alterar la supervivencia de la micobacteria. Dicha
infeccidon también resulté en una disminucién de la secrecion de IL-12 y NO y en un aumento en
la secrecion de IL-10 por parte de los macrofagos estimulados con las proteinas PE_PGRS33 y
PE_PGRS26; en cambio, aquellos macréfagos estimulados con la proteina PE_PGRS16,
presentaron un patron inverso de secrecion de estas moléculas. Lo anterior pone de manifiesto
la habilidad de ciertos miembros PE_PGRS de modular la diferenciacion de la respuesta

inmune, ya sea a tipo Th1 o Th2.
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Figura 6. Representacion esquematica de tres miembros de la
subfamilia PE_PGRS. PE_PGRS33 y PE_PGRS26, que son 53%

idénticas tanto en el dominio PE como PGRS, son similares en

tamano (491 y 498 aa) y contienen una pequefia secuencia unica
en el extremo C-terminal de 9-11 aa. PE_PGRS16 es una proteina
mas grande (923 aa) con un dominio PE y PGRS similares pero
contiene una regién C-terminal extendida unica de 270 aa (Singh y
col., 2008).

Proteina PE_PGRS33 de M. tuberculosis

Esta proteina es uno de los miembros mas extensamente estudiados de la subfamilia
PE_PGRS, compuesta en 41% de glicina y 20% de alanina. El gen Rv1818c codifica esta
proteina de 499 aminoacidos, cuya region PE en el extremo amino-terminal demuestra alta
homologia con miembros de la familia PE (Vallecillo y Espitia, 2008; Padilla, 2013).

La proteina PE_PGRS33, que puede ser considerada un modelo para la familia, se

localiza en la superficie celular micobacteriana. Su dominio PE se encuentra anclado en la
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pared celular de la micobacteria dejando al dominio PGRS disponible para interactuar con los

componentes del hospedero (Zumbo y col., 2013).

Se tiene conocimiento sobre el hecho de que esta proteina es capaz de inducir procesos
de muerte celular por apoptosis al interactuar con la mitocondria de células infectadas por M.
tuberculosis (Cadieux y col., 2011). Otros estudios revelan que este miembro de la subfamilia
PE_PGRS, es igualmente capaz de causar apoptosis al provocar la liberacién de TNF-a por
parte de los macréfagos cuando interacciona con el receptor de tipo Toll 2 (Basu y col., 2007;
Zumbo y col., 2013).

En un estudio realizado por Talarico y colaboradores (2007), se report6 el impacto de las
variaciones genéticas naturales de la proteina PE_PGRS33 sobre la virulencia de distintos
aislados clinicos de M. tuberculosis. Se encontré que, dependiendo de las mutaciones en la
secuencia de la proteina, la funcién de ésta podria o no verse comprometida; influyendo asi en
la persistencia del bacilo tuberculoso en el hospedero. El tipo y numero de mutaciones varié de

acuerdo con la cepa clinica de M. tuberculosis.

Por ser M. tuberculosis un patégeno de caracter intracelular, la respuesta humoral hacia
esta proteina en la TB ha sido escasamente estudiada. Pese a esto, se ha determinado que la
proteina PE_PGRS33 presenta diferentes tipos de inmunorreactividad a anticuerpos IgG e IgM
entre pacientes con TB pulmonar y TB extrapulmonar, siendo mayor en los pacientes con TB
pulmonar (Narayana y col., 2007). Lo anterior resalta el hecho de que la proteina PE_PGRS33

es expresada in vivo durante la infeccion por M. tuberculosis.
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MATERIALES Y METODOS

Sujetos de Estudio

Criterios de Inclusion

Pacientes con tuberculosis pulmonar.

Criterios de No Inclusion

Pacientes con HIV, diabetes, embarazo o insuficiencia renal.

Controles

Individuos sanos

Muestras

Se obtuvieron muestras de sangre total de 25 mL con heparina, como anticoagulante,
utilizando el sistema Vacutainer. Dos mL fueron usados para realizar una activacion policlonal a
corto plazo (4 h) utilizando forbol miristato acetato (PMA) e ionomicina, a concentraciones de 25
ng/mL y 1 yg/mL, respectivamente. Del resto, se separaron las PBMC (células mononucleares
de sangre periférica) mediante su estratificacién en Histopaque (Sigma-Aldrich). Con las PBMC
se realizd un ensayo de activacion in vitro a largo plazo estimulandolas con la proteina
PE_PGRS33 a concentraciéon de 5 pg/mL. Como activadores control, se utilizd6 PMA a
concentracion de 1 ng/mL en conjunto con ionomicina a concentracion de 0.04 pg/mL.
Ademas, se utilizd PPD (derivado proteico purificado) en concentracion de 5 pg/mL también

como control de activacion.
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Activacion a Corto Plazo

Se realiz6é una activacion a corto plazo utilizando 500 pL de sangre total tanto de pacientes con
tuberculosis pulmonar como de sujetos control. La activacion se llevé a cabo utilizando PMA a
concentracién de 25 ng/mL junto con el ionéforo de calcio ionomicina a concentracion de 1

Mg/mL.

Después de cuatro horas de incubacion a 37° C y 5% de CO; en atmésfera humeda, se
realizé una tincién de superficie. La tincidon se realizé de la siguiente manera: se tomaron 50 yL
de sangre total tanto de pacientes como de sujetos control y se tiieron con una mezcla de
anticuerpos monoclonales fluoromarcados. Los anticuerpos utilizados se enlistan a
continuacion: anti-CD19-FITC (BioLegend) a concentracién de 0.9 ug/mL, como marcador de
linaje de linfocitos B; anti-CD69-PE (Becton Dickinson) y anti-HLADR (BioLegend) a
concentracion de 0.015 yg/mL y 0.48 ug/mL respectivamente, como marcadores de activacion
(Avgustin y col., 2005).

Las células tenidas y sin tefir, se incubaron 30 minutos en la oscuridad a temperatura
ambiente. Posteriormente, se agregaron 4 mL de solucion de lisis, las muestras se incubaron 5
minutos en la oscuridad para luego ser centrifugadas a 448 xg por 5 minutos a 25 °C. El
sobrenadante se descartd y se procedié a dar un segundo lavado con 4 mL de PBS1X a 448 xg
por 5 minutos. Habiendo descartado el sobrenadante, las células se fijaron con 200 pL de p-
formaldehido al 2% y 200 uL de PBS 1X, y finalmente se filtraron con tela de organza para su

adquisicion en un citometro de flujo.

Obtencién de Células Mononucleares de Sangre Periférica (PBMC)

Se obtuvieron las muestras de pacientes asi como de controles sanos mediante puncién

venosa a través del sistema Vacutainer utilizando tubos con heparina (Becton Dickinson).

La muestra de sangre total, se diluyé 1:2 con regulador de fosfatos salino (PBS) a

concentracién 1X y posteriormente se llevd a cabo la estratificacion de la sangre sobre
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Histopaque (Sigma-Aldrich) en relacién 1:3. La separacion de las células mononucleares de

sangre periférica se realizé centrifugando a 448 xg durante 40 minutos a 25 °C.

De la muestra separada en sus componentes, se aspiré la capa de PBMC con una
pipeta Pasteur. Las PBMC fueron a continuacion lavadas de dos veces con PBS 1X estéril,

centrifugando a 448 xg por 10 minutos a temperatura ambiente.

Las PBMC lavadas se resuspendieron en un mililitro de medio RPMI 1640 (Sigma-
Aldrich). A continuacién, se midi6 la viabilidad celular con azul de tripano en dilucion 1:10 y de

manera paralela se contaron las células en una camara de Neubauer.

Estimulacion de las PBMC

Las PBMC de los pacientes y sujetos control se estimularon con PMA (Sigma) a una
concentracion de 1 ng/mL, conjuntamente con PMA; también se les afiadié ionomicina a una
concentracion de 0.04 pg/mL. De igual manera, las PBMC también fueron estimuladas con PPD
a una concentracion de 5 ug/mL y con la proteina PE_PGRS33 a una concentracién de 5

Mg/mL.

Posteriormente, las células se incubaron durante 144 horas a 37 °C y 5 % de CO: en
atmosfera humeda en placas de 12 pozos, donde una parte de las células se tifieron con
carboxifluoresceina a concentracion de 5 pM para evaluar la proliferacién de linfocitos B

(Caruso y col., 1997; Padureanu y col., 2003).

Evaluacion de la Activacion, Proliferacion y Diferenciaciéon de LcB

Con el objetivo de evaluar la activacion y diferenciacion de LcB por la proteina PE_PGRS33, se
efectud una cinética de expresion de los marcadores CD69, HLA-DR y CD38 a las 24, 48, 72 y
144 horas de estimulacion. Para la evaluacion de la proliferacién, se elabord una tincion con

carboxifluoresceina, la cual se evalud a las 120 horas de haber sido estimuladas las células.
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Medicion de la Expresién de los Receptores CD69, CD38 y HLA-DR

Para evaluar la expresion de los receptores se hicieron tinciones de superficie de las PBMC de
los pacientes y sujetos control tanto de PBMC estimuladas como no estimuladas (Hernandez y
col., 2010). La tinciébn se realiz6 de la siguiente manera: las células se cosecharon y
centrifugaron a 448 xg por 5 minutos a 25 °C, se desechd el sobrenadante. Los botones
celulares se tifieron con una mezcla de anticuerpos monoclonales fluoromarcados. Los
anticuerpos utilizados se enlistan a continuacion: anti-CD19-FITC (BioLegend) a concentracién
de 0.9 yg/mL, como marcador de linaje de linfocitos B; anti-CD69-PE (Becton Dickinson) y anti-
HLADR (BioLegend) a concentracion de 0.015 ug/mL y 0.48 pg/mL respectivamente, como
marcadores de activacién y anti-CD38-PE (BioLegend) a concentracion de 0.1 ug/mL, como

marcador de diferenciacion.

Las células teiidas y sin tefiir, se incubaron en la oscuridad durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Acto seguido, las células se lavaron con 4 mL de PBS 1X y se
centrifugaron a 448 xg por 5 minutos a 25 °C. El sobrenadante se descartd, las células se
fijaron con 200 uL de p-formaldehido al 2 % y 200 uL de PBS 1X, y finalmente se filtraron con

tela de organza para su adquisicion en un citdmetro de flujo.

Evaluacion de la Proliferacion

Para evaluar la proliferacion de las PBMC de pacientes y sujetos control, las células tefidas y
no tedidas con carboxifluoresceina, se cosecharon y centrifugaron a 448 xg por 5 minutos a 25
°C. Enseguida, el sobrenadante se desechd y los botones celulares fueron tefidos con el

anticuerpo monoclonal anti-CD19-PE a una concentracion de 0.05 pyg/mL.

Las células se incubaron en la oscuridad 30 minutos a temperatura ambiente. A
continuacion, se lavaron con 4 mL de PBS 1X y fueron centrifugadas a 448 xg por 5 minutos a
25 °C. El sobrenadante se descartd, las células se fijaron con 200 uL de p-formaldehido al 2 %
y 200 uL de PBS1X, y finalmente se filtraron con tela de organza para su adquisicién en un
citometro de flujo (Padilla, 2013).
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indice de Estimulacién

Se calculd el indice de estimulacion para determinar un criterio de positividad en la proliferacion
de LcB, basado en la relacién de porcentaje de células en proliferacion estimuladas y porcentaje

de células en proliferacion sin estimular (Padilla, 2013).

Analisis por Citometria de Flujo

La adquisicion de las muestras se realizé en el citometro de fluo FACS CANTO Il (BD
Biosciences) y el analisis de datos con el programa FACSDiva v6.1.1 (BD Biosciences). Para la
evaluacion de la expresion de los marcadores CD69, HLA-DR y CD38, se adquirié un total de

10000 eventos y, para la proliferacién, un total de 100000.

Analisis de Datos

El analisis estadistico de los resultados, se llevd a cabo en el programa GraphPad Prism
version 5.01 basandose en la prueba U de Mann-Whitney para el estudio de datos no

paramétricos. Los graficos fueron hechos utilizando el programa GraphPad Prism version 5.01.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La evaluacion de la activacion, proliferacion y diferenciacién de LcB, se llevd a cabo con la
participacion de 5 pacientes diagnosticados con tuberculosis pulmonar, asi como con 5
individuos sanos que fungieron como controles. Todos los pacientes fueron del sexo masculino,
con edades comprendidas entre los 30 y 44 afios; todos los individuos sanos, al igual que los
pacientes con TB pulmonar, fueron del sexo masculino con edades comprendidas entre los 26
y 46 anos (tabla 1).

Tabla 1. Relacion de edad y sexo entre pacientes y sujetos control.

Intervalo de edad

Media (afos) Sexo
(ahos)
No. de pacientes: 5 30-44 41.2 Masculino
No. de controles: 5 26-46 38.6 Masculino
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Activacion policlonal a corto plazo de LcB

La activacién a corto plazo de los LcB de pacientes con tuberculosis pulmonar, asi como de
individuos sanos, se realizd con el objetivo de obtener un resultado preliminar concerniente a la
capacidad de las células B de activarse ante la presencia de PMA, un estimulo de tipo policlonal

(figura 7).

La evaluacion de la activaciéon de los LcB a corto plazo se basé en la medicion de la
expresion del marcador de activacion temprana CD69 y de la expresién de la molécula de clase
Il HLA-DR. Los resultados obtenidos muestran que, después de una estimulacién de 4 horas
con PMA e ionomicina, los LcB tanto de pacientes como de individuos sanos, presentan un
incremento en la expresion de CD69 y HLA-DR en comparacion con las células no estimuladas
(figuras 8 y 9). En el caso de CD69, su expresion en LcB de pacientes aumentd en un 88.8% y
en controles lo hizo en un 94.9%; para HLA-DR, se suscité un incremento de 10691 unidades

de fluorescencia (IMF) mientras que para los sujetos control fue de 23700 unidades.

Con base en los resultados previamente mostrados, es posible definir que las células B
de pacientes con TB pulmonar y las de individuos sanos poseen la capacidad de activarse a
corto plazo en presencia de un estimulo policlonal; estos datos resultan ser de gran importancia
puesto que si la poblacién de células B es capaz de ser activada por un agente policlonal,
podria esperarse que dicha estirpe celular pudiera entrar en un proceso de activacién cuando
es estimulada de manera antigeno-especifica a largo plazo. Es decir, en una activacién
policlonal se evalla la capacidad de activacion del 100% de las distintas clonas, incluidas las
especificas para un determinado antigeno, por ende, si todas las clonas tienen la capacidad de
activarse de manera policlonal, esto asegura la capacidad de las clonas antigeno-especificas de

ser susceptibles de entrar en un proceso de activacion.
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Figura 8. Expresion de CD69 en LcB activados policlonalmente a corto plazo.
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Figura 9. Expresion de HLA-DR en LcB activados policlonalmente a corto plazo. IMF: Intensidad

media de fluorescencia.
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Expresion de CD69 en LcB Estimulados con PE_PGRS33

La medida de la funcion linfocitaria y la activacion pueden proveer informacion util para la
evaluacién del nivel de reactividad inmune en investigacion y aplicaciones clinicas o en casos
en los cuales la capacidad de respuesta del sistema inmune podria ser importante (Simms y
Ellis, 1996). El antigeno de activacién temprana CD69 ha generado interés como marcador en
ensayos de citometria de flujo para evaluar la activacion celular debido a su pronta expresion en
la membrana celular y a su facil deteccién por ensayos de inmunofluorescencia o citometria de

flujo.

La evaluacidon de la expresion de CD69 en LcB tanto de pacientes como de sujetos
control en células estimuladas y no estimuladas, se llevd a cabo realizando tinciones de
superficie con anticuerpos monoclonales fluoromarcados una vez que se llevd a cabo su
estimulacién, posteriormente se analizaron por citometria de flujo. Los resultados generados
muestran que los LcB del 100 % de los pacientes estimulados con la proteina PE_PGRS33 y
PPD muestran una mayor expresién de CD69 (figura 10) en su membrana con respecto a los
sujetos control. Para el caso de las células estimuladas con PE_PGRS33 se muestra un
aumento de 1.9 % mientras que para PPD fue de 4.3%. Este aumento es debido a la previa
sensibilizacién de las células B de los pacientes hacia antigenos de M. tuberculosis por
manifestar la forma activa de la enfermedad, tal y como se puede constatar a través de estudios
in vitro donde se evalud la expresion de CD69 en células CD4* de pacientes que manifestaron
la forma activa de la enfermedad contra aquellas de individuos sanos con reaccion intradérmica
positiva o0 negativa a la tuberculina, los ensayos se llevaron a cabo utilizando PPD como agente

estimulante (Avgustin y col., 2005).
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Los resultados obtenidos muestran, ademas, que la expresion de CD69, tanto en células
estimuladas con PE_PGRS33 y PPD, se sigue observando a tiempos mayores de 72 h pese al
hecho de ser un marcador de activacion temprana del cual se tienen pocos estudios donde se
evalle a tiempos mayores de 4 horas. Uno de los pocos es el trabajo de Caruso y
colaboradores (1997), en el cual midieron la expresion de CD69 en células T y observaron que
la expresion de este marcador podia ser evaluada a tiempos de entre 96 y 144 h, ya que de
acuerdo con los datos obtenidos, la expresién de marcadores de activacién temprana puede ser
estudiada a tiempos mayores a 4 horas cuando la estirpe celular recibe un estimulo de
naturaleza antigeno-especifica. Asimismo, se analizd6 el hecho de que la expresion de
marcadores de activacion esta condicionada no so6lo a la naturaleza del estimulo, sino también
a su concentracién, explicando asi, el hecho de poder medir marcadores de activacion

temprana a largo plazo.

Con respecto a los resultados del presente estudio, es posible visualizar que no sélo
estan sujetos a la naturaleza del estimulo y su concentracién. Esto se observa al analizar los
graficos de CD69 (figura 10), tanto en LcB estimulados con PE_PGRS33 y PPD, donde se
aprecia que este marcador se hace visible desde las 24 h, descendiendo su expresion a las 48
y 72 h. Sin embargo, a las 144 h es posible apreciar un pico de novo en la expresion de CD69;
lo cual puede deberse, muy probablemente, a que se hayan originado nuevas clonas de LcB
que se estan activando y por tanto expresando dicho marcador. El comportamiento mencionado
anteriormente, se observo en células B tanto de pacientes como de sujetos control. De igual
manera, para el caso de los enfermos, se debe tomar en cuenta si esta recién diagnosticado, si
han recibido o no terapia antituberculosa; y en el caso de los sujetos sanos, tomar en
consideracion si éstos han estado 0 no en previo contacto con antigenos de M. tuberculosis. Lo
anterior sustentado en el hecho de que, a través de ciertos estudios, ha sido comprobado que la
expresion de ciertos marcadores, entre ellos CD69, puede variar segun las caracteristicas

clinicas de los sujetos de estudio.

Cabe mencionar que no se encontrd diferencia significativa (p>0.05) entre el grupo de

pacientes y el grupo control en la expresion CD69 en las condiciones aqui utilizadas.

50



Expresion de HLA-DR en LcB Estimulados con PE_PGRS33

El complejo principal de histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés) es una familia
multigénica del sistema inmune de los vertebrados que comprende un Joci altamente
polimérfico. El papel principal del MHC es reconocer proteinas extrafas, presentarlas a células
inmunes especializadas e iniciar una respuesta inmune. Los genes del MHC codifican
glicoproteinas de superficie que unen y presentan péptidos antigénicos a células T. Los genes
del MHC de clase Il (MHC-II) son expresados en células presentadoras de antigeno y presentan
antigenos exdgenos procesados a los linfocitos T CD4* (Fernandez-de-Mera y col., 2009).
Dentro de los genes del MHC-II se ubica el responsable de codificar la sintesis de la molécula
HLA-DR cuya funcién es presentar antigeno a las células CD4*y, que ademas, ha sido utilizada

en trabajos de investigacion como marcador de activacién en poblaciones de linfocitos T.

Con el objetivo de evaluar la activacion de los LcB, se midié la expresiéon de la molécula
de clase Il HLA-DR mediante citometria de flujo a través de una tinciéon de superficie con
anticuerpos monoclonales fluoromarcados, por ser HLA-DR una proteina constitutiva de la
membrana de las células B, los resultados obtenidos fueron evaluados en base a los valores de
intensidad media de fluorescencia (IMF). Los resultados generados muestran valores mayores
de IMF por parte de las células B del 100% de los pacientes con TB pulmonar comparados con
los sujetos control (figura 11), esto se observé a las 24 y 48 h tanto en las células estimuladas
con PE_PGRS33 como con PPD, recalcando que los valores de IMF fueron mayores en la
poblacion de células que se pusieron en contacto con PPD debido muy probablemente a la
composicion del PPD, la cual consiste en un conjunto de diferentes proteinas de M. tuberculosis
que le brindan la capacidad de activar un mayor numero de clonas de LcB. No obstante,
también es importante destacar que desde las 24 h y hasta las 144 h se puede ver un descenso
gradual en la expresiéon de HLA-DR en las células B de los pacientes, pudiendo estar esto
relacionado con el aumento en la expresion de CD38, evento que marca la diferenciacion de las
células B a células plasmaticas secretoras de anticuerpos. Esto a su vez, nos dice que la
expresion de HLA-DR define la capacidad de activaciéon de los LcB asi como su habilidad de
presentar antigeno a los linfocitos T CD4*. Dicha capacidad cesa una vez que el LcB se
diferencia a célula plasmatica, lo que bien podria explicar la relacion observada entre el

descenso de la expresion de HLA-DR con la expresion de CD38.
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Hasta el momento no hay publicaciones en las cuales se evalue la expresion de HLA-DR
sobre células B de pacientes con TB pulmonar. Sin embargo, existen algunas donde se ha
estudiado a esta molécula precisamente como marcador de activacion sobre poblaciones de
linfocitos T, entre éstas, se encuentra el trabajo de Wergeland y colaboradores (2011), donde se
midio la capacidad de activaciéon de células CD4* y CD8" mediante la expresion de HLA-DR; el
estudio se realiz6 en PBMC de pacientes con TB pulmonar activa y tuberculosis latente,
obteniendo como resultado que un mayor porcentaje de células CD4* y CD8* procedentes de
pacientes con TB activa expresaron HLA-DR en su membrana. Por su parte, Caruso y
colaboradores (1997), analizaron la expresion de distintos marcadores de activacion sobre
células T, entre ellos HLA-DR, encontrando que las células T expresan dicho marcador a partir
de las 4 h cuando se les estimula de manera policlonal (PHA), y a partir de las 15 h cuando el

estimulo es de naturaleza antigeno-especifica (enterotoxina B de Staphylococcus aureus).

En este trabajo no se encontré diferencia significativa entre el grupo de pacientes y el
grupo control con las condiciones utilizadas (p>0.05) en lo que a la expresion de HLA-DR se

refiere.

Proliferacion de LcB Estimulados con PE_PGRS33

La prueba de transformacion de linfocitos es uno de los ensayos mas comunes utilizados en
estudios inmunoldgicos para evaluar la respuesta inmune a diferentes estimulos (Padureanu y
col.,, 2003). La medicién de la dilucion de CFSE por citometria de flujo es una poderosa
herramienta experimental para medir la proliferacién de linfocitos, ya que la CFSE es un
fluorocromo con propiedades que lo hacen ser una gran opcién para la tincion de linfocitos.
Dentro de estas caracteristicas destacan dos: la primera, son los grupos acetato que le
permiten al colorante atravesar facilmente la membrana plasmatica de las células y, la segunda,
es su grupo succinimidil, el cual es responsable de la retencion del colorante dentro de las

células al unirse covalentemente a las proteinas celulares (Quah y col., 2012).

La evaluacion de la proliferacion de LcB de pacientes con TB pulmonar se llevod a cabo a
través de la evaluacion de una tincion con CFSE por citometria de flujo. Los resultados

obtenidos muestran que las células B de los pacientes estimuladas con PE_PGRS33
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proliferaron en un menor porcentaje (1.68 %) que las de los sujetos control (2.46%). Por otro
lado, las células B de pacientes estimuladas con PPD presentaron un mayor porcentaje de
proliferacién (6.2 %) que aquellas de los sujetos control (3.98%) (figura 12), esto a causa del
porcentaje de proliferacion arrojado por un paciente el cual sobresalié (15.1%), los LcB de este
paciente presentaron el mismo comportamiento en la proliferacion obtenida con PE_PGRS33,
es decir, el valor de su porcentaje de proliferacion fue mucho mayor que el del resto de los
pacientes (2.6%). Esto pone de manifiesto que la respuesta de las células B puede variar y
llegar a ser diferente segun sea el individuo, dicho de otra manera, la respuesta inmune

presentada por un grupo de individuos hacia un mismo antigeno, puede presentar diferencias.

Adicionalmente, se calculd el indice de estimulacion (IE) determinando asi un criterio de
positividad basado en la relacién de porcentaje de células en proliferacién estimuladas y
porcentaje de células en proliferacion sin estimular (Padilla, 2013). En la tabla 2 se muestran los
indices de estimulacion para cada condicion en ambos grupos de estudio, un valor mayor o

igual a 3 se considera positivo.

Basados en los valores obtenidos del IE, vemos como los LcB de pacientes y sujetos
control estimulados por la proteina PE_PGRS33 no lograron proliferar, mientras que los LcB de

pacientes estimulados con PPD, si lo lograron.

Cuando se trabaja con el método de dilucion de CFSE, se deben de tomar en
consideracion ciertas variables tanto experimentales como bioldgicas, esto debido a que
pueden ejercer cierta influencia en los resultados obtenidos. Una de las principales variables
experimentales es la concerniente a la concentraciéon de CFSE utilizada, puesto que la
concentracion determina el nivel de fluorescencia de las células y, por lo tanto, la resolucion o
numeros de picos de division celular que podran ser detectados; relacionado también al numero
de divisiones detectadas, se encuentra la cantidad de células a tehir pues, a menor cantidad de
células, sera mas dificil observar dichos picos de divisiéon. Dentro de las variables bioldgicas,
podemos citar la capacidad de las células de tomar colorante extra de aquellas a su alrededor
con lo que incrementa la variabilidad entre los picos de division y disminuye la resolucion; esta

capacidad de las células de tomar colorante es especialmente fuerte en LcB.
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Cabe mencionar que no se obtuvo diferencia significativa (p>0.05) entre los grupos de
estudio con ninguno de los dos estimulos: PE_PGRS33 (p= 0.402) y PPD (p= 0.917) en lo que
se refiere a la proliferacion. Esto mismo se observo en el trabajo de investigacion de Padilla
(2013), donde se llevo a cabo la evaluacion de la respuesta inmune de células T CD4" de

contactos de pacientes con TB pulmonar con los estimulos PPD y PE_PGRS33.

Tabla 2. indice de estimulacion de LcB de pacientes con TB pulmonar y sujetos control.

Estimulo Controles Pacientes
PMA 23.66 40.98
PPD 1.83 5.85

PE_PGRS33 1.13 1.58

Un valor =3 se considera positivo

Expresion de CD38 en LcB Estimulados con PE_PGRS33

CD38 es una glicoproteina transmembranal con una masa molecular de 45 kDa. Esta molécula
posee dos funciones biolégicas: tiene actividad de enzima, como adenosin difosfato (ADP)
ribosil ciclasa, dinucleétido de adenina y nicotinamida (NAD) glicohidrolasa y adenosin difosfato
ribosa ciclico (ADPRc) hidrolasa (Vallejo, 2010). Su segunda funcién consiste en ser un
receptor, dicha propuesta basada en estudios de incubacién de linfocitos B esplénicos con
anticuerpos agonistas anti-CD38 donde se indujeron diversos efectos, como proliferacion,
movilizacién de calcio, fosforilacidon de proteinas, migracién y apoptosis. CD38 es expresado
desde estadios tempranos en médula ésea, y su nivel de expresién es regulado durante la
maduracion de linfocitos B o T tanto en humanos como en ratones. Por esta razén, CD38 es
considerado un marcador de diferenciacién y activacion de linfocitos T y B (Rodriguez-Alba y
col., 2008).

La evaluacién de la expresién de CD38 en LcB de pacientes con TB pulmonar se llevé a
cabo a través de citometria de flujo mediante una tincién de superficie con anticuerpos

monoclonales fluoromarcados. Al igual que HLA-DR, CD38 se expresa de manera constitutiva
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en la célula, por lo que los resultados se muestran como los valores de la intensidad media de
fluorescencia. Los resultados obtenidos muestran que las células B tanto de pacientes como de
sujetos control comienzan a expresar CD38 desde las 24 h (figura 13), este comportamiento
puede verse en ceélulas estimuladas con PE_PGRS33 y con PPD recalcando que no hay
diferencia significativa (p>0.05) entre el efecto inducido por ambos estimulos. El hecho de que
este marcador comience a aumentar su expresion desde las 24 h se sustenta en observaciones
realizadas en trabajos como el de Rodriguez y colaboradores (2002), quienes realizaron la
caracterizacion inmunofenotipica y evaluaron la capacidad de activacién (midiendo como
marcadores de activacion CD38 y HLA-DR) de linfocitos T periféricos de individuos sanos, de
diagnosticados con TB activa y de aquellos que recibieron terapia antituberculosa durante 6
meses; observando que los LcT CD8* de pacientes con TB activa expresaron los mayores
porcentajes del marcador CD38 en respuesta a su activacion durante la forma activa de la
enfermedad. Esto nos revela que el marcador en cuestion aumenta su expresion también como

respuesta a la activacion celular.

En la figura 13, se pueden visualizar los valores medios de IMF relativos a la expresion
de CD38 en LcB de pacientes y sujetos control a las 24, 48, 72 y 144 h de estimulacién con
PE_PGRS33 y PPD. Al analizar estos valores podemos ver que las células B de los pacientes
estimuladas con PPD comienzan a diferenciar a células plasmaticas a un tiempo corto de 72 h,
es decir, las células B estan proliferando de manera mas rapida. Este hecho es caracteristico de
una respuesta inmune secundaria o de memoria, siendo asi, es posible inferir la presencia de
células B de memoria a PPD. Lo anterior puede visualizarse en el estudio de Sebina y
colaboradores (2012) donde evaluaron la presencia de células B de memoria a PPD en
individuos sanos vacunados y no vacunados con BCG, encontrando la presencia de dichas
células en ambos grupos de individuos, pero siendo mayor en el grupo de personas vacunadas.
Con respecto a la proteina PE_PGRS33, como ya se menciond anteriormente, ésta no fue
capaz de inducir un proceso de proliferacion (indice de estimulacion <3) en los LcB en ninguno
de los grupos de estudio, lo que consecuentemente provoca que éstos no diferencien a células
plasmaticas; por lo tanto, la expresion de CD38 en los LcB estimulados con PE_PGRS33 se
debe al proceso de activacion de las células, porque como ya se ha indicado, CD38 también se

expresa en respuesta a un proceso de activacion.
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Dicho proceso de activacion inducido por PE_PGRS33 no fue suficiente para promover la
proliferacion y diferenciacion de las células B. El aumento en la IMF, relativo a la expresion de
CD38 en LcB estimulados con la proteina de estudio a las 144 h, podria encontrar su sustento
en la misma explicacion que el pico de novo en CD69, es decir, hay generacion de nuevas

clonas que a su vez estan activandose.

Por ultimo, es importante mencionar que no hubo diferencia significativa en la expresion
de CD38 entre el grupo de pacientes y el grupo control (p>0.05) con ninguno de los antigenos
evaluados, pese a que la expresion del marcador de diferenciacion fue ligeramente mayor en
los pacientes que en los sujetos control a lo largo de toda la cinética de evaluacion antigeno-

especifica tanto con PE_PGRS33 como con PPD.
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CONCLUSIONES

La expresion de los marcadores CD38, CD69 y HLA-DR en LcB de pacientes con TB
pulmonar, en presencia de PE_PGRS33 y PPD, es mayor que la de los controles debido

a una previa sensibilizacion hacia antigenos de M. tuberculosis.

Los LcB de pacientes con TB pulmonar se activan en presencia de la proteina
PE_PGRS33, ya que expresan CD69 y HLA-DR.

La proteina PE_PGRS33 no es capaz de inducir una respuesta de LcB en pacientes con

TB pulmonar, no se observa ni proliferacion ni diferenciacion.

Los LcB de pacientes con TB pulmonar se activan, proliferan y diferencian en presencia
de PPD.

Con base en los resultados obtenidos en el presente estudio (expresion de CD69, HLA-
DR, CD38 y proliferacion), se establece la conclusion de que la respuesta inmune de
LcB de pacientes con TB pulmonar no es diferente de aquella que desarrollan los LcB de
individuos sanos inducida por los estimulos PE_PGRS33 y PPD en las condiciones aqui

utilizadas.
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RECOMENDACIONES

Incrementar el numero de sujetos de estudio, puesto que resulta de vital importancia
seguir realizando estudios de evaluacion de la respuesta inmune basados en un modelo

humano.

Establecer un estudio utilizando distintos grupos de individuos: aquellos con TB activa
gue no hayan recibido tratamiento, con TB inactiva (después de 6 meses de tratamiento)

e individuos sanos.
Evaluar la interaccion LcB-LcT midiendo la expresion de CD40 y CD40L.

Evaluar la presencia de anticuerpos anti-PE_PGRS33 tanto en el suero de pacientes

con TB pulmonar como en el sobrenadante de los ensayos in vitro aqui realizados.

Evaluar la presencia de LcB de memoria mediante marcadores como CD27 y su
respuesta a PE_PGRS33.

Estandarizar las condiciones de evaluacioén del presente ensayo in vitro con la proteina
PE_PGRS33.

Estandarizar las concentraciones adecuadas de CFSE a utilizar en los ensayos de

proliferacion de células B.
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ANEXO 1

Separacion de Células Mononucleares de Sangre Periférica (PBMC)

Obtener una muestra de sangre venosa con heparina.

Diluir la muestra sanguinea en relacion 1:2 con PBS 1X.

Estratificar la sangre en Histopaque (Sigma-Aldrich) en relacion 1:3 en tubos cénicos de
15 mL.

Centrifugar la muestra a 448 xg durante 40 minutos a 25 °C.

Con ayuda de una pipeta Pasteur, separar la capa de PBMC vy colocarla en un tubo
conico de 15 mL.

Agregar un volumen maximo de PBS 1X.

Centrifugar a 448 xg por 5 minutos a 25 °C. Después, descartar el sobrenadante.

Repetir los pasos 6 y 7 dos veces.

Resuspender el botén celular en 1 mL de medio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich).

. Realizar una cuenta de viabilidad celular con azul de tripano diluyendo las células en

relacion 1:10.
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ANEXO 2

Tincion de Superficie de Células Mononucleares

Cosechar las células en tubos FACS.

Centrifugar las células a 448 xg por 5 minutos a 25°C.

Descartar el sobrenadante y tefiir el botdn celular con el/los anticuerpos fluoromarcados
requeridos.

Agitar en vortex por unos segundos.

Almacenar las muestras 30 minutos en oscuridad a temperatura ambiente.

Agregar 4 mL de PBS 1X.

Agitar en vortex por unos segundos.

Centrifugar a 448 xg por 5 minutos a 25°C.

Desechar el sobrenadante vy fijar las células agregando 200 uL de p-formaldehido al 2%
y 200 uL de PBS 1X.

. Filtrar las muestras con tela de organza.

. En caso de que las muestras no sean adquiridas inmediatamente, almacenarlas a 4 °C

en ausencia de luz.
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ANEXO 3

Tincion de Superficie en Sangre Total

Obtener una muestra de sangre venosa con anticoagulante.

Tomar 50 uyL de sangre, colocarlos en un tubo FACS y agregar el/los anticuerpos
fluoromarcados requeridos.

Almacenar las muestras 30 minutos en ausencia de luz a temperatura ambiente.
Agregar 4 mL de solucién de lisis a cada muestra.

Agitar en vortex por unos segundos.

Almacenar las muestras en oscuridad a temperatura ambiente por 5 minutos.

Centrifugar a 448 xg por 5 minutos a 25°C. Posteriormente, descartar el sobrenadante.
Agregar 4 mL de PBS 1X a cada muestra.

Agitar en vortex por unos segundos.

. Centrifugar a 448 xg por 5 minutos a 25°C. Enseguida, descartar el sobrenadante.
12.

Fijar las muestras agregando 200 uL de p-formaldehido al 2% y 200 uL de PBS 1X.

. Filtrar las muestras con tela de organza.
12.

En caso de que las muestras no sean adquiridas inmediatamente, almacenarlas a 4 °C

en ausencia de luz.
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ANEXO 4

Preparaciéon de Medio RPMI

Para preparar un volumen de 250 mL de medio de cultivo:

o nh =

2.6 gr de medio RPMI

0.5 gr de NaHCOs3

2.5 mL de piruvato

2.5 mL de penicilina

12.5 mL de suero fetal bovino (SFB)
232.5 mL de H,0

Pesar el medio RPMI y el NaHCOsy disolverlos en 232.5 mL de agua destilada.
Ajustar entre 7.2y 7.4 de pH.

Agregar los suplementos (SFB, piruvato, penicilina) en condiciones de esterilidad.
Filtrar (0.22 um)

70



ANEXO 5

Preparaciéon de PBS 10X

Para preparar un volumen de un litro:
e 1.9 grde NaH2PO4
e 12 gr de NazHPO4
e 85 grde NaCl

1. Disolver las tres sales en un litro de agua destilada.
2. AjustarelpHa 7.2
3. Filtrar (0.22 ym)
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ANEXO 6

Preparacién de Solucion de Lisis

2.10 gr de NH4CI
0.25 gr de KHCOs3
9.3 mg de Na;EDTA.2H,0

1. Llevar a 250 mL con agua destilada y ajustar el pH entre 7.2y 7.4
2. Filtrar (0.22 um).
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