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SINTESIS

La vacunacion con el Bacilo Calmette-Guérin (BCG) protege solo contra la tuberculosis
grave de la infancia, lo cual plantea un reto en la basqueda de alternativas profilacticas.
Teniendo en cuenta el antecedente protector de Mycobacterium “habana” contra la
tuberculosis experimental y la posibilidad de contar en el Laboratorio Nacional de
Referencia de Tuberculosis, Lepra y Micobacterias, del Instituto "Pedro Kouri™ (IPK),
con una coleccion autoctona de esta micobacteria, nos propusimos determinar la
virulencia, inmunogenicidad y proteccién, de tres cepas de M. “habana” como candidato
vacunal contra la tuberculosis. La infeccién intratraqueal de ratones, con M. “habana’
TMC 5135 e IPK-337 permitié un 100% de sobrevida, escasos dafios pulmonares y la
expresion de factores inmunoprotectores contra M. tuberculosis. En cambio,
M. “habana” IPK-220 mostr6 una menor atenuacion, y se descartd del experimento de
vacunacion. Las cepas IPK-337 y TMC 5135 manifestaron ser mas inmunogénicas que
BCG, en respuesta a antigenos relevantes de M tuberculosis e iguales de seguras que
esta, cuando se aplicaron en un modelo animal inmunodeficiente, resultados que
permitieron continuar hacia el experimento de proteccion. La vacunacion con
M. “habana” TMC 5135 impidié la progresion a enfermedad, luego del reto con
M. tuberculosis, en niveles similares a BCG. Estos resultados garantizan la continuidad

de este candidato hacia etapas posteriores del desarrollo preclinico.
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I. Introduccion

I. INTRODUCCION

I.1. Introduccidn

Mas de cinco décadas han transcurrido desde la introduccion de drogas potencialmente
eficaces contra la Tuberculosis (TB) en los Programas Nacionales de Control (PNC). Sin
embargo, esta enfermedad continta siendo un problema de salud a escala mundial
encontrdndose como la segunda causa de muerte entre las enfermedades infecciosas. La
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estimg, al cierre de 2012, la aparicion de 8,6
millones de casos nuevos y 1,3 millones de muertes. A estas cifras se le afiade que un
tercio de la poblacién mundial se encuentra infectada con Mycobacterium tuberculosis,
la emergencia de cepas multidrogorresistentes (MDR) y extremadamente resistentes
(XDR) y el incremento de la coinfeccion con el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH), presentandose un nuevo escenario para el manejo y control de esta enfermedad
(WHO, 2013).

El Bacilo Calmette-Guérin (BCG) es la Unica vacuna disponible para prevenir la TB. Su
introduccién se produjo en el afio 1921 y desde 1974 la OMS la incluyé en su Programa
Extendido de Inmunizacion. En la actualidad se estima la administracion de mas de tres
mil millones de dosis, lo cual la convierte en la vacuna més utilizada en humanos. El uso
de BCG tiene como ventajas su bajo costo y amplio historial de seguridad, a lo que se
afiade una eficacia protectora mayor del 80% en las formas graves de la enfermedad en
la infancia, entre las que se encuentran la TB meningea y miliar. En contraste, las

evidencias de proteccién contra la TB pulmonar en adolescentes y adultos son en
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extremo variables y se reporta un rango de eficacia entre el cero y el 80% (Liu et al.,
2009).

Se han propuesto multiples hipotesis para explicar dicha variabilidad, entre las que se
incluyen las diferencias entre las cepas vacunales empleadas, la exposicion diferencial
de las poblaciones a las micobacterias ambientales, asi como las caracteristicas genéticas
y nutricionales de las mismas, entre otras. Estas explicaciones no son mutuamente
excluyentes y todas pudieran contribuir a la heterogeneidad de la eficacia vacunal (Liu et
al., 2009; Ho et al., 2010).

El desarrollo de vacunas contra aquellos patdégenos cuyo control depende de la
inmunidad celular constituye un reto probado y TB no es la excepcion. La propia
historia natural de esta enfermedad resulta la primera limitante para la busqueda de una
Unica solucién capaz de prevenir la infeccién, la latencia y/o reactivacion (Ottenhoff &
Kaufmann, 2012). Por esta razon se ha experimentado un incremento significativo en las
investigaciones de nuevos candidatos vacunales, en los Ultimos 20 afios. Estos
comprenden desde las vacunas de &cido desoxirribonucleico (ADN), las de subunidades,
aquellas que emplean cepas de BCG recombinantes (BCGr) hasta las vacunas vivas
atenuadas obtenidas a partir de la induccién de mutaciones en genes que codifican para
importantes factores de virulencia de M. tuberculosis o mediante del uso de

micobacterias no tuberculosas (MNT) (van Helden & Hoal, 2013).

Las vacunas vivas constituyen potentes estimuladores de la respuesta inmune protectora
contra la TB. Su principal ventaja radica en la expresion de todo el arsenal de antigenos
micobacterianos y la capacidad de estos de estimular combinaciones de diferentes
poblaciones de células T. El principal obstaculo en el desarrollo de este tipo de
inmundgeno radica en lograr un nivel razonable de atenuacion de las cepas sin afectar su
inmunogenicidad. Algunas MNT como Mycobacterium indicus pranii (Mycobacterium
w) (Gupta et al., 2009) y Mycobacterium vaccae se han convertido en blanco de las

investigaciones en el desarrollo de nuevas vacunas (Martin & Gonzalo-Asensio, 2010).

Mpycobacterium “habana’ se aislé por primera vez en Cuba, por Valdivia, Sudrez &

Echemendia (1971), a partir de esputos provenientes de pacientes con enfermedad
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pulmonar indistinguible de una TB. A pesar de que su perfil bioquimico y seroldgico es
similar al de Mycobacterium simiae serotipo | (Meissner & Schroder, 1975) existen
diferencias antigénicas (Mederos et al., 1998) e inmunogénicas (Gupta et al., 1979) que
permanecen sin explicacion, por lo que en la literatura se mantiene la denominacion M.
“habana” para aquellos aislamientos originales de Cuba (Mederos, Valdivia & Valero-
Guillén, 2008).

Diversos estudios experimentales apuntan a que la vacunacion de modelos
experimentales con M. "habana” TMC (del inglés, Trudeau Mycobacterium Collection)
5135 confiere proteccion contra la infeccion por M. tuberculosis (Gupta et al., 1979),
Mycobacterium ulcerans (Singh et al., 1981), Mycobacterium leprae (Singh et al., 1989)
y Leishmania donovani (Anuradha et al., 1995). A pesar de estos hallazgos relevantes,
poco se conoce acerca de la virulencia, la respuesta inmunogénica y la seguridad de la
aplicacion de M. "habana” como vacuna en modelos animales apropiados para el estudio

de estas variables.

Los antecedentes del uso experimental de esta micobacteria como inmundgeno frente a
la TB, asi como poder contar en el Laboratorio Nacional de Referencia de TB, Lepra y
Micobacterias (LNR-TBLM) del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri™ (IPK),
con mas de 30 cepas de M. “habana” motivaron el analisis de la virulencia,
inmunogenicidad y proteccion conferida por M. "habana” en respuesta a la TB murina
experimental. La demostracion de la atenuacion de M. "habana” en diferentes modelos
animales, asi como el aporte de evidencias que relacionen la vacunacion con esta
micobacteria con la activacion de una respuesta inmune relacionada con la proteccion
frente al reto con M. tuberculosis, permitiran la evaluacion preclinica posterior de

M. “habana” como candidato vacunal contra la TB.

1.2. Hipdtesis

La vacunacion experimental con cepas vivas de M. "habana” es segura y genera una

respuesta protectora en un modelo murino de TB pulmonar progresiva.
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1.3. Objetivos

Objetivo general

»  Determinar el potencial vacunal de M. "habana” contra la TB experimental.
Objetivos especificos

1. Evaluar la virulencia de M. "habana” empleando un modelo de TB pulmonar

progresiva.

2. Determinar la inmunogenicidad y la biodistribucion de diferentes dosis de cepas
vivas de M. "habana” en ratones BALB/c.

3. Comparar la seguridad de la administracion de las dosis mas inmunogénicas de
cepas vivas de M. "habana” con la seguridad de la vacunacion con BCG en ratones
inmunodeficientes.

4. Evaluar la proteccion conferida por la vacunacion con M. “habana” durante el reto

experimental con M. tuberculosis.

1.4. Novedad Cientifica

Se demuestra la seguridad, inmunogenicidad y proteccion que confieren maltiples cepas
de M. "habana” frente a la TB experimental, con el empleo de nuevos modelos animales,
el uso de técnicas morfométricas automatizadas y la determinacion de factores
inmunoldgicos, no antes descritos en la infeccidn por este agente. La introduccion del
reto intratraqueal (i.t.) con M. tuberculosis supone una novedad con respecto a los
estudios previos que explotan el reto endovenoso con este agente, permitiendo simular la

via natural que emplea este patdgeno para producir la infeccion.

1.5. VValor Tedrico

Se aportan nuevos conocimientos acerca de la biologia y la respuesta inmune a

M. "habana’, entre los que se encuentran:
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 Se sugiere la atenuacién natural de cepas de M. "habana” en un modelo murino de TB
pulmonar progresiva y la seguridad de la vacunacién con las mismas en comparacion
con BCG, tras inmunizar animales inmunodeficientes.

» Se estudia, por primera vez, la induccién de respuesta inmune cruzada, tras la
vacunacion con M. “habana’, contra antigenos relevantes para la proteccién frente a

M. tuberculosis, la cual superé a la promovida por la vacunacién con BCG.

» Se sugiere la ausencia de los genes que codifican para el antigeno de secrecion
temprana (6 kDa) estimulador de células T (ESAT-6, del inglés 6 kDa Early Secreted
Antigenic Target) en cepas de M. "habana’”.

* Se demuestra que la vacunacién con M. "habana” TMC 5135, detiene la progresién

de la TB murina experimental, de la misma forma que BCG.

1.6. Valor Préctico

Se cierra una primera etapa en la evaluacion de la seguridad, inmunogenicidad y
proteccién conferida por M. "habana” como inmundgeno vivo contra la TB; de acuerdo
al flujograma de la Agencia de Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA, del
inglés Food and Drugs Administration) lo que permite el avance a etapas posteriores del

desarrollo preclinico de nuevos candidatos vacunales.
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Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

I1.1. Situacién Mundial de la TB

Una década después de que la OMS declarara a la TB como una emergencia sanitaria
mundial, esta enfermedad se reafirma como un critico problema de salud de dificil
manejo, control y erradicacion. La TB constituye la segunda causa de muerte por
enfermedades infecciosas, luego de la infeccion por el VIH. Los Gltimos estimados de la
OMS revelan una elevada incidencia con la aparicion de casi nueve millones de casos
nuevos y 1,3 millones de defunciones por esta causa (320 000 entre pacientes VIH
positivos). A este dificil panorama se afiade el hecho de que un tercio de la poblacion
mundial se encuentra infectada, de forma latente, con M. tuberculosis, condicion que

presupone un importante reto para la erradicacion de la enfermedad (WHO, 2013).

11.2. Hacia la eliminacion de la TB en Cuba

ElI PNC-TB en Cuba se inici6 en el afio 1962 y se ha caracterizado por cinco etapas que
transitan desde el tratamiento dispensarial con ingreso sanatorial, la implementacion del
tratamiento ambulatorio controlado en 1971, la adopcién en 1982 del esquema acortado
estrictamente supervisado (DOTS, del inglés Directly Observed Treatment Short-
Course) con el uso de rifampicina en la primera fase; en 1987, el uso de esta droga en
ambas fases; hasta la introduccion, en 1997, de acciones especificas para reducir la
fuente de infeccidn en los contactos de casos de TB pulmonar con baciloscopia positiva
(Marrero et al., 2009).



I1. Revision Bibliografica

En el afio 2009, luego de 48 afios del funcionamiento ininterrumpido y exitoso del PNC-
TB en Cuba, se establece la etapa de eliminacién de esta enfermedad en el pais (< 5 x
100 000 habitantes). Esta cuenta con indiscutibles ventajas, entre las que se encuentran:
La voluntad politica, la presencia de un Sistema Nacional de Salud potente con una
extensa red de servicios gratuitos, un PNC fortalecido con una red nacional de
laboratorios microbioldgicos, la estrategia DOTS, la baja incidencia de casos nuevos y
recaidas y muy baja frecuencia de circulacion de cepas de M. tuberculosis MDR y XDR,
asi como un control estricto de la coinfeccion VIH-TB, todo esto desarrollado en un

marco de participacion social y comunitaria (Gonzalez & Armas, 2012).

11.3. Etiopatogenia de la TB

La TB es una enfermedad infecto-contagiosa producida por cualquiera de las cinco
especies pertenecientes al complejo M. tuberculosis. M. tuberculosis, propiamente
dicho, produce mas del 99% de los casos de enfermedad en el mundo. Mycobacterium
bovis, causa enfermedad fundamentalmente en animales, y puede tener una importancia
relativa en aquellos lugares donde se consume leche cruda o sin pasteurizar;
Mycobacterium africanum, muy similar a M. tuberculosis, se relaciona con enfermedad
en el Africa Occidental; Mycobacterium microti, que causa la enfermedad en roedores y
es responsable de casos aislados de TB en el hombre y el de mas reciente inclusion,

Mycobacterium caneti (Caminero, 2006).

M. tuberculosis pertenece al orden Actinomicetales, a la familia Mycobacteriaceae,
género Mycobacterium (Rastogi, Legrand & Sola, 2001), al cual pertenecen otras casi
100 especies, conocidas como MNT. Todas ellas resultan menos virulentas pero muy
resistentes a los farmacos antituberculosos, y son capaces de producir enfermedad, sobre

todo en individuos inmunodeficientes (Caminero, 2006).

Muchas son las caracteristicas intrinsecas de M. tuberculosis que permiten su
diferenciacion del resto de las bacterias, sin embargo, ninguna tan importante como la
presencia de una pared celular muy rica en lipidos (Figura 1), particularmente en acidos

micolicos. Estos son los principales responsables de sus propiedades de acido-alcohol
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resistencia (AAR), fundamento en que se basa la tincion de Ziehl-Neelsen (ZN), que se
emplea para su identificacion. Adicionalmente, la pared micobacteriana, le confiere

resistencia a las agresiones externas, incluyendo a la mayoria de los antimicrobianos

(Brennan & Crick, 2007).

Acyl Complejo )
glicolipidos lipidos libres Porina

o

9P Y90 Y0009 T
MAN-LAM
| Acidos micélicos d M & i i ! ‘ "
k oxigenados //

o- éciéos micoélicos \ ( ) ' i : ‘ (
g U IRLINE
. =0 1N =l

7
'
Arabinogalactano  / ‘:/V\/V‘W\/V SASARASANS /

B

NN ™~

. . P A CASASAAS SASRAS AN
Péptido glicano /.

G NS P A S S A A S A S S5 S e e R S o ey S e

AU R AR AR e AR AR AR AR AN
P ERREN R PR VRSV YT T )
| s ik
Proteinas de Lipoproteinas.
membrana plasmatica transportadoras de lipidos

Figura 1. Esquema general de la pared celular de M. tuberculosis. Adaptado de Brennan

& Crick 2007

M. tuberculosis es aerobio estricto, por lo que su crecimiento esta subordinado a la
presencia de oxigeno y al valor del pH circundante. Parece existir una interdependencia
entre la disposicion anatomica de la enfermedad y la tension de oxigeno disponible en la
zona, lo cual explica la propension al progreso de la enfermedad en los I6bulos
pulmonares superiores, a partir de las siembras posprimarias. En cualquier caso, las
condiciones ideales de multiplicacion del bacilo las encuentra a un pH de 7,4 y a una
presion de oxigeno entre 100 y 140 mm de Hg. Sin embargo, aln bajo estas condiciones,

su multiplicacién es muy lenta, oscilando entre las 14 y 24 h (Caminero, 2010).
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11.3.1. Cronologia de eventos en la patogénesis de TB

Posterior a su entrada al pulmoén, M. tuberculosis, sostiene una serie de encuentros con
diferentes mecanismos inmunes del hospedero. El resultado final de la infeccién
depende del balance entre el crecimiento y la muerte de M. tuberculosis y entre la

extension de la necrosis/fibrosis en el tejido y la regeneracion.

La primera fase comienza con la inhalacion de M. tuberculosis. Los bacilos se
transmiten desde un paciente con TB pulmonar a traves de pequefias gotas de
secreciones respiratorias y saliva aerosolizadas por la tos, el estornudo o el habla, las que
permanecen suspendidas en el aire durante periodos prolongados. La infeccidén ocurre
por la confluencia de factores exdgenos como el contacto con un paciente infectante y su
duracion, el grado de intimidad con el mismo, la infectividad de la fuente y el ambiente

donde se produce (Garcia, Sarmiento & Acosta, 2009).

La llegada de M. tuberculosis hasta el espacio alveolar significa que ha superado la
barrera mucociliar del tracto respiratorio superior. En este escenario los macrofagos
(M¢), fagocitan los bacilos y, habitualmente, los destruyen. El proceso de muerte
bacteriana depende de las caracteristicas microbicidas intrinsecas de los fagocitos del
hospedero y de los factores de virulencia del microorganismo. Los bacilos dotados de
mecanismos de escape a los efectos bactericidas iniciales, se multiplican y salen de los
M¢. Cuando esto ocurre, los monocitos sanguineos y otras células inflamatorias resultan
atraidos hacia el sitio de infeccion (Segunda fase). Estos monocitos se diferencian en
M¢, fagocitando rpidamente los bacilos pero sin destruirlos. En esta fase simbidtica se
produce el crecimiento logaritmico de M. tuberculosis y la acumulacion de M¢
derivados de monocitos sanguineos, sin embargo el dafio que se detecta en el tejido es
minimo (Dheda et al., 2010).

Entre las 2-3 semanas posteriores, se desarrolla la inmunidad de células T, con el arribo
al sitio de infeccion de linfocitos T antigeno-especificos, los cuales proliferan en el
interior de la lesion temprana y luego activan a los M¢, para la eliminacion de las
bacterias intracelulares. Seguidamente a esta fase, se detiene el crecimiento logaritmico

del bacilo (tercera fase).

11
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La necrosis solida central presente en las lesiones primarias inhibe el crecimiento
extracelular de M. tuberculosis y como resultado la infeccidn se convierte en
estacionaria o latente. La enfermedad puede progresar y producirse una diseminacién
hematogena inmediatamente después de la infeccion primaria o0 en los meses o afos
posteriores (TB posprimaria), bajo condiciones de fallo en la vigilancia inmunolégica.
En este proceso, la licuefaccion del caseum, provee de condiciones excelentes para el
crecimiento extracelular de las micobacterias. La formacion de cavidades puede
conllevar a la ruptura de los bronquios cercanos, permitiendo que el bacilo se disemine,
a través de las vias respiratorias, a otros sitios del pulmén y al ambiente exterior (Figura
2) (van Crevel, Ottenhoff & van der Meer, 2002; Dheda et al., 2010).
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Figura 2. Espectro de la infeccion por M. tuberculosis y su ciclo de vida. Adaptado de
van Crevel, Ottenhoff & van der Meer (2002); Dheda et al. (2010).
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I1.4. Respuesta inmune a la infeccion por M. tuberculosis
11.4.1. Respuesta inmune innata

A pesar de que la informacidn disponible acerca de los mecanismos de la inmunidad
innata a M. tuberculosis es incompleta, estos resultan esenciales para limitar el
crecimiento bacteriano en la fase inicial de la infeccion. Tan temprano como en 1964,
Lurie demostrdé que los conejos genéticamente susceptibles a la infeccion por
M. tuberculosis mostraban 20 veces mayor numero de bacilos en los siete dias
posteriores a la infeccion, que los genéticamente resistentes. Estos hallazgos fueron
indicativos del papel protector de la respuesta innata, una vez que se conoce que la
respuesta de células T no controla el crecimiento bacilar en estadios tan tempranos
(Lurie, 1964). Posteriores a este descubrimiento, estudios genéticos poblacionales, asi
como la demostracion de que contactos intradomiciliarios de pacientes con TB
permanecen saludables y negativos a la prueba de intradermoreaccion a la tuberculina
(PPD), sugieren el efecto de factores genéticos relacionados con la inmunidad innata en

el control de la infeccién (van Crevel, Ottenhoff & van der Meer, 2002).

11.4.1.1 Reconocimiento de M. tuberculosis por las células del hospedero: El primer

encuentro

La funcion central del M¢ en la TB se encuentra solidamente establecida sobre la base
de estudios histologicos en modelos animales. En este punto, los M¢ actian como la
primera barrera de defensa a la infeccion y, de forma paradojica, como el centro de
replicacion de la misma, contribuyendo posteriormente a su diseminacion (Pieters,
2008).

La superficie micobacteriana es altamente compleja, lo que le permite interactuar con
diversos receptores de los M¢ residentes, confiriéndole una gran capacidad de
adaptacion a la vida intracelular (Trejo et al., 2003; Pieters, 2008). El primero y mas
critico de los pasos asociados a la entrada de M. tuberculosis, es la adhesion del
patogeno a la superficie de las células del hospedero. Seguido de este primer encuentro,

las células dendriticas (DC, del inglés Dendritic Cell) y los M¢ derivados de monocitos,

13
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también forman parte del proceso fagocitico (van Crevel, Ottenhoff & van der Meer,
2002).

La endocitosis de M. tuberculosis involucra diferentes receptores en las células
fagociticas, los cuales pueden unirse a las bacterias no opsonizadas o reconocer
opsoninas unidas a la superficie bacteriana (van Crevel, Ottenhoff & van der Meer,
2002). Sin embargo, los receptores mejor caracterizados son aquellos que median la
fagocitosis independiente de opsoninas, entre los que se encuentran los receptores de

manosa (MR, del inglés Manose Receptor).

Existen evidencias de que la interaccion entre M. tuberculosis y los M¢ humanos se
produce a través del reconocimiento de los residuos de manosa (MAN) unidos al
lipoarabinomanano (LAM) de la pared celular bacteriana. Por otra parte se reconoce su
papel mediador en la transferencia de LAM a los compartimentos endociticos para
facilitar la presentacion antigénica de los acidos micélicos y antigenos lipoglicanos a
través de las moléculas del cluster de diferenciacion (CD) 1, a las células T (Dheda et
al., 2010).

Cuando la internalizacion por MR se encuentra bloqueada, los M¢ pueden fagocitar a las
micobacterias a través de los receptores de desecho (del inglés, Scavenger) (Schafer et
al., 2009). De igual forma, los receptores de la fraccion cristalizable (Fc) de la
inmunoglobulina (Ig) G, pueden reconocer a las micobacterias opsonizadas,
favoreciendo la produccion de intermediarios reactivos del oxigeno (ROI, del inglés
Reactive-Oxygen Intermediates) y la fusion fagosoma-lisosoma (Herrera-Barrios et al.,
2005).

Paralelamente a estos mecanismos de reconocimiento micobacteriano, los M¢ y las DC
emplean los receptores tipo Toll (TLR, del inglés Toll-like Receptor). Estas son
proteinas filogenéticamente conservadas capaces de unirse a los patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMP, del inglés Patogen-Associated Molecular Pattern),
resultando en la activacion de factores nucleares de transcripcién. Estos regulan la

produccion, por los M¢, de citoquinas, quimiocinas y moléculas coestimulatorias

14
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responsables de la activacion del sistema inmune (Montafio & Chavez, 2008; Kawai &
Akira, 2010).

Como podemos apreciar existen mdaltiples mecanismos involucrados en el
reconocimiento e internalizacion de M. tuberculosis. La mayoria de ellos dilucidados a
partir de experimentos in vitro y su importancia relativa in vivo permanece sin
esclarecer. Las diferentes rutas de entrada de M. tuberculosis pueden marcar la
diferencia en la transduccion de las sefiales, la activacion inmune y la supervivencia

intracelular de este patdgeno (van Crevel, Ottenhoff & van der Meer, 2002).

11.4.1.2. Mecanismos microbicidas de los M¢

Los M¢ estan disefiados para la eliminacion de los patdgenos, a través de una plétora de
mecanismos microbicidas presentes en el interior de los fagosomas. Estos se forman
luego de procesos seriados de invaginacion de membrana, crecimiento y fusion. La
estructura resultante experimenta una sucesion de eventos de fusién con la via
endocitica, lo que se conoce como maduracién fagosomal, adquiriendo propiedades
antimicrobianas (Koul et al., 2004).

Entre los principales mecanismos microbicidas presentes en el fagosoma maduro se
incluyen la acidificacibn de su medio interno, la produccion de péptidos
antimicrobianos, la activacion de las enzimas NADPH oxidasa y 6xido nitrico sintasa
inducible (iNOS, del inglés Inducible Nitric Oxide Synthase) (Welin & Lerm, 2012). La
INOS se expresa en varios tipos celulares, incluyendo M¢, neutrofilos, células epiteliales
y hepatocitos y produce cantidades excesivas de 6xido nitrico (NO) durante los procesos
de infeccidn, inflamacion o en estados de estimulacion fisioldgica. Su sintesis ocurre a
través de una reaccion enzimatica de dos pasos, a partir de una molécula de L-arginina
obtenida de forma exdgena (alimentacién), de fuentes enddgenas (degradacion de
proteinas) y, en menor medida, a través de la sintesis de novo (a partir de la accion de la
enzima arginosuccinato sintasa renal, empleando como sustrato la citrulina) (Chul-Su,

Jae-Min & Eun-Kyeong, 2009).
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Las citoquinas del tipo Thl (del inglés T helper): interferon gamma (IFN-y),
interleuquina (IL) 1B y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a, del inglés Tumor
Necrosis Factor Alpha) estimulan la expresion de iNOS por los M¢; mientras que,
cuando estas células se encuentran bajo la influencia de citoquinas del perfil Th2 (I1L-4,
IL-10 e IL-13), ocurre la deplecion de la arginina, por las arginasas (Chul-Su, Jae-Min &
Eun-Kyeong, 2009).

El NO es uno de los muchos intermediarios reactivos del nitrégeno (RNI, del inglés
Reactive Nitrogen Intermediates) con actividad antimicrobiana. Presenta funciones
pleiotrépicas en los procesos patofisioldgicos, entre las que se incluyen la modificacion
del ADN, los lipidos y las proteinas bacterianas. Particularmente, el NO, puede
desaminar y dafar directamente el ADN de las micobacterias generando sitios abasicos
y rotura de cadenas. Otro de los mecanismos microbicidas incluye la interaccion con
blancos especificos en las proteinas accesorias, resultando en la inactivacion de enzimas

y/o el mal funcionamiento de las mismas (Nathan, 2002).

La importancia de los mecanismos, antes sefialados, en la proteccion contra
la TB, estd ampliamente demostrada en modelos murinos. Los ratones knock-out para
INOS o0 los modelos animales inmunodeficientes infectados con M. tuberculosis
presentan un riesgo significativamente mayor de que ocurra diseminacion microbiana y

muerte, al compararlos con grupos controles (Chul-Su, Jae-Min & Eun-Kyeong, 2009).

En contraste con los modelos murinos de TB, existe controversia alrededor del papel del
NO en la muerte o inhibicion de M. tuberculosis en humanos. Se ha demostrado que la
inhibicion temprana del crecimiento micobacteriano en M¢ alveolares humanos es
independiente del NO (Azad, Sadee & Schlesingera, 2012). No obstante, un creciente
cuerpo de evidencias sugiere que su produccion por los monocitos/ M¢ humanos, lineas
celulares de M¢ y células epiteliales, infectadas con M. tuberculosis, inducen actividad
bacteriostatica contra este agente, por lo que no se excluye su participacion en los
mecanismos de defensa del hospedero (Liu & Modlin, 2008; Chul-Su, Jae-Min & Eun-
Kyeong, 2009).
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El material generado en estos procesos degradativos, se distribuye a través del trafico de
vesiculas a la ruta de presentacion, donde los fragmentos antigénicos se unen a las
moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC, del inglés Major
Histocompatibility Complex) clase Il. Estas transportan los antigenos micobacterianos
hacia la superficie celular donde se reconocen por los receptores ofi+ de las células T
CD4", las cuales producen citoquinas del tipo Thl, como el IFN-y. Este proceso esta
reconocido como el elemento mas importante en la proteccion contra M. tuberculosis
(Pieters, 2008) y la razon que explica la elevada ocurrencia de la coinfeccion VIH-TB,

en los cuales este mecanismo no resulta funcional (Douek, Roederer & Koup, 2009).

La IL-12, producida por las células presentadoras profesionales (APC, del inglés
Antigen-Presenting Cells), M¢ o DC, es la mayor inductora de la polarizacion de las
células Thl, mientras que la diferenciacion celular Th2 ocurre en ausencia de esta
citoquina y se sustenta en la produccion de IL-4. La importancia de la IL-12, en el
control de la infeccion por M. tuberculosis se ha comprobado a través del uso de ratones
deficientes del gen-IL-12p40. Cuando estos animales se infectan, muestran una carga
bacteriana elevada y una disminucién del tiempo de sobrevida en relacién con los
ratones del grupo control, lo cual se explica por una reduccidn sustancial en la
produccion de IFN-y. En los humanos, la presencia de mutaciones en los genes IL-12p40
0 en el receptor de IL-12 se traduce en una disminucion en la produccion de IFN-y por
las células T y en un aumento en la susceptibilidad a la diseminacion de BCG y a las

infecciones por Mycobacterium avium (Kaufmann, 2010).

11.4.2. Inmunidad adaptativa: Paradigma Th1/Th2

Tradicionalmente se considera que la inmunidad mediada por células (IMC) es la
responsable de ofrecer una proteccion elevada contra la infeccion por M. tuberculosis.
Este concepto se basa en el paradigma clasico Th1/Th2, el cual apoya la hipétesis de que
frente a los patdgenos intracelulares se desarrolla exclusivamente una respuesta inmune
celular, de tipo Thl, mientras que frente a los patogenos extracelulares se desarrolla una
respuesta inmune humoral, de tipo Th2. Sin embargo, en la actualidad es ampliamente

aceptado que no existe una respuesta exclusiva de un tipo u otro frente a los patdgenos,
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sino que se establece una combinacion de ambas, donde una suele prevalecer sobre la
otra (Dheda et al., 2010).

11.4.2.1 Restriccion MHC y estimulacion de células T CD4" y CD8"

El fagosoma es el sitio intracelular de residencia y procesamiento de M. tuberculosis y
esto explica la profunda estimulacion de las células T CD4", durante la TB. Los
antigenos procesados en los compartimentos fagosomales pueden cargarse rapidamente
en las moléculas del MHC II, responsables de la estimulacion de dicha subpoblacién
linfocitaria. No obstante, las células T CD8" también son estimuladas, probablemente a
través de dos mecanismos que no resultan excluyentes. Primero, los antigenos
producidos por M. tuberculosis pueden alcanzar el citosol, donde se cargan en el surco
del MHC 1. Segundo, los M¢ infectados con M. tuberculosis pueden sufrir apoptosis,
fendmeno que conlleva a la formacién de vesiculas cargadas con antigenos
micobacterianos. Estas son fagocitadas por APC ubicadas en su vecindad y luego
presentados los antigenos, en contexto MHC | y Il, promoviendo la estimulacion de
células T CD8" y CD4", respectivamente (Figura 3) (Kaufmann, 2010).

Fagocitosis

= Bactena

Figura 3. Presentacion antigénica efectuada por APC a diferentes subpoblaciones de

células T: Presentacion directa y crospresentacion. Adaptado de Kaufmann (2007)
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El reconocimiento antigénico de las subpoblaciones de células T no convencionales, no
se encuentra restringido al contexto MHC. Algunos glicolipidos micobacterianos se
presentan en contexto CD1, a una subpoblacion de células T restringida a CD1, todas
ellas dotadas de receptores con combinaciones de cadenas o/p. Un receptor alternativo
de células T, compuesto por cadenas Y/ reconocen antigenos no Proteicos ricos en
fosfatos, sin necesidad de que estos se presenten en el contexto de una molécula

conocida (Meraviglia et al., 2011).

11.4.2.2 Mecanismos efectores de la respuesta adaptativa mediada por células

Cuando ocurre la presentacion de los antigenos micobacterianos a las células T CD4" y
CD8", estas se expanden y migran de regreso a los pulmones y luego, a través del tejido
pulmonar, hacia el foco de infeccion, presumiblemente en respuesta a sefiales
quimiotacticas producidas por las células infectadas o en respuesta a estas (Cooper &
Khader, 2008).

Las células T CD4" median el control del crecimiento bacteriano a través de la liberacion
de IFN-y, citoquina responsable de la activacion de los M¢ infectados. Esta via de
control se basa en datos experimentales que muestran que el correlato primario del
control bacteriano es la expresion, en los pulmones, del acido ribonucleico mensajero
(ARNmM) que codifica para esta citoquina y que el arribo de las células T CD4" antigeno-
especificas, ocurre a la misma vez que el cese del crecimiento bacteriano en este 6rgano
(Cooper & Khader, 2008).

Las células Thl producen, ademés, TNF-a, IL-2, linfotoxina y factor estimulador de
colonias de granulocitos/monocitos, los cuales promueven la rapida estimulacion de las
ceélulas Thl, de los linfocitos T citotoxicos (CTL, del inglés Cytotoxic T Lymphocytes) y
la maduracion y activacion tanto de los M¢, como de los granulocitos (Dheda et al.,
2010)

Existen evidencias concluyentes de que la combinacién de TNF-a con IFN-y, induce la
actividad antimicrobiana en M¢, a través de la induccion de RNI. En concordancia, los

ratones deficientes de TNF-a producen cantidades insuficientes de estos radicales
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durante la TB y fracasan en el control de la infeccion. Otras de las funciones principales
del TNF-o abarcan, el reclutamiento de monocitos y linfocitos T circulantes hacia el
sitio de infeccion y la modulacion de la migracion de linfocitos B. Los mecanismos por
los cuales el TNF-o dirige la migracion leucocitaria incluyen su accion sobre el
endotelio y la capacidad de establecer gradientes para las quimiocinas, a través de la

induccion en la expresion de sus ligandos (Stenger, 2005).

Por otra parte, los CTL secretan moléculas efectoras con bioactividad perforadora de
membranas (perforinas y granulisinas), encargadas de lisar las células diana. Para la TB,
estas moléculas tienen una importancia relevante ya que pueden destruir al bacilo,
incluso cuando se encuentra presente en el interior de las células del hospedero (Stenger,
2005).

La migracion de los diferentes tipos de celulas mencionadas anteriormente, hacia el sitio
de infeccion culmina en la formacion del granuloma, caracteristica que distingue a la
TB. Este esta formado, mayoritariamente, por M¢, células epitelioides y células gigantes
multinucledas (también conocidas como células gigantes de Langhans), rodeadas de una
corona de linfocitos T (Silva et al., 2012). La proporcion relativa de los diferentes tipos
celulares varia segun el estadio del granuloma y su funcion principal se relaciona con la
segregacion de la bacteria, en el interior de esta estructura, apartandola del resto del
tejido pulmonar y limitando su diseminacién. Ademas, los granulomas funcionan como
un microambiente inmune que facilita la interaccion entre las células T, los M¢ y las
citoguinas. Sin embargo, esta estructura, también provee de un nicho para la
supervivencia de M. tuberculosis por extensos periodos, ya que algunas bacterias pueden
evadir su eliminacion dentro de los granulomas, entrando en un estado conocido como

latencia (Lugo-Villarino et al., 2013).

11.4.3. Papel de las células T reguladoras en el equilibrio de la respuesta inmune, la

persistencia o latencia de M. tuberculosis

Ademas de la activacion de las células T que proveen de funciones efectoras protectoras,

M. tuberculosis también induce la activacion y expansion de poblaciones de células T
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reguladoras (Treg). Estas abarcan desde aquellas mayoritariamente reactivas, que se
presentan de forma natural y que muestran un fenotipo CD4" CD25" FoxP3", las Treg
CD4" inducidas de manera especifica por un antigeno y las Treg CD8", de reciente
identificacion en la respuesta inmune humana a las micobacterias. Las Treg presentan
multiples efectos inhibitorios, entre los que se encuentran: La supresion directa de las
células T CD4" a través de la secrecion de 1L-10, CCL4, o la expresion del factor
transformador del crecimiento B (TGF-B); la desactivacion de las APC y por
consiguiente la inhibicion de la respuesta de las células T CD4"; y la inhibicion del
influjo de estas en los ganglios linfaticos y/o el bloqueo de su proliferacién y expansion,
lo que resulta en un retardo o impedimento para el inicio de la respuesta inmune

adaptativa a M. tuberculosis (Singh et al., 2012).

Una multitud de células y mecanismos interconectados estan involucrados en la
respuesta inmune a la infeccibn por M. tuberculosis, incluyendo funciones
activadoras/efectoras e inhibidoras/reguladoras. El balance de la respuesta y su habilidad
para eliminar de manera efectiva las células diana infectadas con M. tuberculosis dicta
como la respuesta del hospedero permitird controlar la infeccion y la posible
erradicacion bacteriana o como la infeccion pudiera progresar con un incremento en el
namero de bacterias, el dafio pulmonar y la transmision de M. tuberculosis a nuevos
hospederos susceptibles. M. tuberculosis es el moderador principal de los circuitos
inmunes regulatorios. Este induce una fuerte respuesta de Treg CD4" y CD8" que
suprime la respuesta Thl y Th17. La micobacteria explota estos mecanismos que se
usan, normalmente, en la prevencion de la respuesta inflamatoria excesiva y modula
negativamente las rutas claves en la proteccion, como son: la apoptosis, la autofagia y la
produccion de IFN-y. Los probables efectos sinergicos del bloqueo de multiples vias a
diferentes niveles unido al retardo que se produce en su transporte desde los pulmones
hasta los ganglios linfaticos y el subsecuente retardo en la activacion de las celulas T
crean, colectivamente, un ambiente donde el microorganismo puede establecerse en un
nicho seguro de infeccion, desde el cual, puede diseminarse. (Ottenhoff & Kaufmann,
2012).
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Las vacunas que restringen la induccién de Treg o los agentes inmunoterapéuticos que
modulen negativamente o eliminen, de forma temporal, las poblaciones de Treg
presentes durante la infeccion latente con M. tuberculosis pudieran dar como resultado
una respuesta inmune capaz de prevenir la infeccion crénica o conducir a la eliminacion
de la infeccion latente (Hoft, 2008).

I1.5. Infeccidn latente por M. tuberculosis

El término de latencia se utiliza desde 1927 y se propuso, inicialmente, por Opie y
Aronson. Estos reportaron la presencia de micobacterias vivas en casi el 50% de
muestras de tejido pulmonar, provenientes de sujetos fallecidos por causas ajenas a TB.
A diferencia de los pacientes con TB activa, los individuos con TB latente no
representan un riesgo inmediato a la salud publica al no ser transmisores del agente
infeccioso. La importancia de esta entidad radica en el riesgo de reactivacion de la
infeccion, favorecida por condiciones como la coinfeccién con VIH y los trastornos
metabolicos como diabetes, obesidad y malnutricion, que suprimen al sistema

inmunoldgico propiciando la reactivacion de la infeccion (Barrios-Payan et al., 2010).

Poco se conoce acerca de la transicion entre el control de la infeccién aguda y el
establecimiento de la infeccion latente. La fisiologia de M. tuberculosis durante este
estado no se encuentra esclarecida totalmente debido a la ausencia de modelos animales
apropiados que reproduzcan las condiciones que se ponen de manifiesto durante la
latencia (Alvarez et al., 2009; Lin & Flynn, 2010).

La capacidad que posee M. tuberculosis para sobrevivir dentro de las células es el
resultado de un complejo y exquisito control de su regulacion genética. La expresion
diferencial de algunos genes regulatorios puede ser determinante en la infeccion por el
patdgeno o para su capacidad de persistir dentro del hospedero. En los ultimos afios se
realizan numerosas investigaciones que constatan la correlacion entre los diferentes
reguladores transcripcionales y la diversidad de condiciones ambientales que pueden
originar un estrés celular. Evidencias clinicas y experimentales sugieren que la

micobacteria persiste en presencia de diferentes situaciones de estrés, entre los que se
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encuentran los cambios bruscos de temperatura, hipoxia, ausencia de hierro o zinc,

presencia de NO y estrés oxidativo (Alvarez et al., 2009).

Estudios de expresion genética revelan el papel de algunos genes presentes en el regulon
dosR de M. tuberculosis expresados durante las condiciones de hipoxia (Leyten et al.,
2006). Hampshire et al. (2004), sefialaron cuatro genes sobreexpresados en este estado y
que se relacionan con la respiracion anaerobia (narG, cysH, nirA y fdhF). Por otra parte,
se conoce que los factores sigma sigB, sigE y sigH modifican la expresién de un
subgrupo de genes necesarios para la adaptacion al estrés in vivo. El estudio de los
niveles de expresion de rpoA, cuyo incremento sugiere que el funcionamiento de las
polimerasas del ARN es vital en la supervivencia de la poblacion estacionaria, indica

que el bacilo tuberculoso persistente es transcripcionalmente activo (Arraiz, 2002).

I1.6. Mecanismos de evasién de la respuesta inmune desarrollados por
M. tuberculosis

El sistema immune ha evolucionado para combatir y eliminar a los micoorganismos
patdgenos. Sin embargo, algunos de ellos pueden subvertir de forma exitosa la respuesta
inmunoldgica para establecer su sobrevida intracelular a través de diferentes estrategias.
Estas comprenden el enmascaramiento o secuestro de antigenos, mimetismo molecular,
inmunosupresion, evasion de la cascada de citoquinas y factores del complemento,
bloqueo de la presentacion antigénica, escape de los mecanismos de apoptosis Yy
autofagia y modulacion de las sefiales coestimulatorias. Algunos de estos mecanismos se

muestran en la tabla 1 (Webb & Kahler, 2008; Khan et al., 2012).
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Tabla 1. Mecanismos relacionados con la persistencia de M. tuberculosis en los tejidos

infectados.
I\/Iecanls_r,no de Moléculas relacionadas Referencia
evasion
Detoxificacion de los Catalasa-peroxidasa (katG) Newton, Buchmeier &
ROl y los RNI durante +  Superoxido dismutasa (SOD) Fahey, 2008
el estallido respiratorio  Peroxidasa NADH-dependiente Ehrt & Schnappinger, 2009
Peroxinitrito reductasa
Reparacion de Metionina sulfoxido reductasa Ehrt & Schnappinger, 2009
proteinas
Reparacion del ADN, ADN polimerasa (DnaE2) Boshoff et al., 2003

proteccién y
mutagénesis

Interferencia en la Proteina de membrana externa Ehrt & Schnappinger, 2009
acidificacion del (OmpATD).

fagosoma

Bloqueo de Liberacion de NH, LAM, Houben, Nguyen & Pieters,
maduracion fagosoma Serina/treonina quinasas, 2006

lisosoma tirosina-fosfatasas Welin et al., 2008

Meena & Rajni, 2010

Inhibicion de MAN-LAM Briken & Miller, 2008
apoptosis Rao & Meena, 2011

11.7. Vacunas contra la TB
11.7.1. BCG

BCG se corresponde con una cepa atenuada de M. bovis y constituye, en la actualidad, la
unica vacuna disponible contra la TB. Esta se administra, cada afio, a una cifra
aproximada de 100 millones de recién nacidos, basado en la consistencia de la
proteccidn que confiere contra la meningitis tuberculosa de la infancia, asi como frente a
la TB miliar (Dye, 2013).
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En contraste a lo planteado anteriormente, las evidencias de proteccion contra la forma
pulmonar en adolescentes y adultos, oscilan en un rango de eficacia entre el 0-80%. Esta
elevada variabilidad no se encuentra totalmente dilucidada, no obstante, se han
planteado varias hipotesis, entre las que se encuentran: i) Las diferencias entre las cepas
vacunales que se emplean en los estudios clinicos; ii) La exposicion de la poblacién en
estudio a MNT; iii) Las diferencias genéticas y nutricionales de las poblaciones; iv) La
desigualdad en el disefio de los ensayos y v) La variabilidad entre los diferentes

asilamientos clinicos de M. tuberculosis. (Liu et al., 2009).

Este panorama plantea la necesidad urgente de contar con una vacuna efectiva para el
control de la TB. Tomando en consideracion que alrededor de dos mil millones de
personas se encuentran presumiblemente infectadas con M. tuberculosis y solo el 10%
desarrolla la enfermedad activa, resulta obvio que las estrategias de vacunacion deben ir
encaminadas en dos direcciones: Vacunacion de preexposicion, dirigida a impedir el
establecimiento de la infeccion, en individuos que no se han expuesto a M. tuberculosis
y la vacunacidon posexposicion, cuyo objetivo radica en prevenir la enfermedad, en
aquellos infectados, en forma latente, con el bacilo tuberculoso. Hasta el momento, la
mayor parte de los nuevos candidatos vacunales contra la TB pertenecen al primer grupo
(Thaiss & Kaufmann, 2010).

11.7.2. Desarrollo de nuevos candidatos vacunales contra la TB

Segun recoge la publicacion anual de la OMS en 2013; 10 candidatos vacunales para la
prevencion de la TB se encuentran en fase I, Il o Ilb y dos alternativas
inmunoterapéuticas se ubican en las fases Il y Il de los ensayos clinicos (Figura 4). El
disefio de estos candidatos responde a diferentes estrategias, entre las que se encuentran

los vectores virales, las vacunas de subunidades, BCGr, entre otras (WHO, 2013)
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Figura 4. Linea de desarrollo de nuevos candidatos vacunales contra la TB. Julio, 2013.
Adaptado de WHO Global Tuberculosis Report 2013

11.7.2.1. Vacunas de ADN

Las vacunas de ADN consisten en genes que codifican para antigenos de TB, insertados
en vectores plasmidicos, los cuales se amplifican en bacterias y posteriormente se
purifican para administrase en individuos inmunocompetentes (Romano & Huygen,
2010). Entre las principales ventajas de estos candidatos se encuentran, su féacil
manipulacion, efectividad, seguridad y bajo costo de produccion (Gao et al., 2009).
Adicionalmente estos vectores plasmidicos pueden manipularse para lograr la expresion
de méas de un antigeno o la fusion de numerosos de ellos, para obtener vacunas mas
eficientes (Romano & Huygen, 2012).Varios de estos candidatos se han probado en
modelos animales. Estos incluyen la proteina de choque térmico (HSP, del inglés Heat-
Shock Protein) de 65 KDa, complejo antigeno 85 (Ag85), la proteina de 38 kDa, ESAT-
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6, proteinas del filtrado de cultivo 10 (CFP-10, del inglés Culture Filtrate Protein),
MPT64, MPT83 (Gao et al., 2009).

Numerosos estudios evallan la respuesta protectora inducida por la vacunacion con
ADN. Estos demuestran que tras la inmunizacion, se produce el material antigénico en
los miocitos, keratinocitos y en el interior de las APC y tanto los antigenos enddgenos
como los exdgenos se procesan, en la mayoria de los casos, de la misma forma que
ocurre tras la infeccién con un patogeno intracelular. La respuesta inmune restringida al
MHC I, inducida por este tipo de inmunizacion, resulta muy atractiva como agentes
iniciadores en las estrategias de vacunacion prime/boost, donde este tipo de inmunidad

correlaciona con la proteccién (Romano & Huygen, 2012)

11.7.2.2. Vacunas de subunidades

Las vacunas de subunidades necesitan considerar la complejidad del ciclo de vida de
M. tuberculosis. La fase aguda de la infeccion se caracteriza por un crecimiento
bacteriano réapido y el desarrollo de una respuesta inmune inicial dominado por el
reconocimiento de los antigenos de secrecidon bacterianos. Sin embargo, cuando las
bacterias entran en estado de latencia, se producen alteraciones drasticas en su
metabolismo, lo que se traduce en un cambio en la expresion de sus genes (Dietrich &
Doherty, 2010). Esta peculiaridad hace que se disefien candidatos segun la estrategia de
preexposicion, empleando antigenos de secrecién temprana de M. tuberculosis o
combinaciones de estos: ESAT-6 (Randt et al., 2000), Ag85, ESAT6-Ag85hb
(Langermans et al., 2005), TB 10.4, Ag85b-TB10.4 (Duffy et al., 2009), Rv1196—
Rv0125) (Mustafa, 2009) y aquellos que se insertan en la estrategia de posexposicion
empleando antigenos propios de la fase de latencia, entre los que se encuentran: HSP X
(Rv2031c) (Dietrich & Doherty, 2010).

Las vacunas de subunidades ofrecen ventajas significativas, entre las que se encuentran:
La posibilidad de seleccionar antigenos con un reconocido potencial inmunogénico y la
combinacion de este con otros antigenos o con adyuvantes, que su efectividad no se

afecta por la sensibilizacién previa del individuo con MNT vy la seguridad que presupone
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su administracion en individuos inmunodeprimidos. Este Gltimo aspecto las convierte en
una opcidn apropiada para los programas de vacunacion de las regiones endémicas de

TB, donde la coinfeccion VIH-TB es cada vez mayor (Dietrich & Doherty, 2010).

11.7.2.3. Vacunas vivas atenuadas

Los candidatos vacunales clasicos deben mimetizar la infeccion natural lo més fielmente
posible sin llegar a causar la enfermedad. Estos deben reunir una serie de principios
bésicos, entre los que se encuentran: la seguridad, inmunogenicidad, la induccion de
protecciéon duradera y contra aislamientos clinicos hipervirulentos de M. tuberculosis
como los pertenecientes al genotipo Beijing, asi como frente a cepas MDR y XDR
(Martin & Gonzalo-Asensio, 2010).

11.7.2.3.1. Mejoramiento de BCG a través de métodos de recombinacion

La principal motivacién para el uso de BCG como vector de expresion de antigenos
heter6logos se basa en su capacidad adyuvante y de replicacién en el interior de las
APC. Estas células son capaces de presentar antigenos propios de BCG o heterdlogos,
iniciando la respuesta inmune (Bastos et al., 2009). Varios candidatos vacunales de
BCGr se han probado en ensayos preclinicos, entre los cuales podemos citar:
BCG::RD1, el cual contiene la region de diferencia (RD) 1 perdida en el proceso de
atenuacion de BCG (Locht, 2010), BCGr sobreexpresando la enzima L,D-
transpeptidasa (Nolan & Lamichhane, 2010) y BCGr32-kDa, que sobreexpresa las
proteinas del complejo Ag85 (Sai-Priya et al., 2010).

La vacuna BCGr VPM1002 lleva insertados los genes que codifican para la listeriolisina
de Lysteria monocitogenes y sufre delecion del gen de la ureasa, con el objetivo de
fortalecer su inmunogencidad. Recientemente esta variante concluy6 el ensayo clinico
fase Il en Sudafrica, al cual le seguira la demostracion de su seguridad e
inmunogenicidad en neonatos infectados con VIH, que hayan estado expuestos o0 no a
M. tuberculosis (WHO, 2013).
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11.7.2.3.2. Empleo de cepas mutantes de M. tuberculosis

Existen numerosos genes de M. tuberculosis que pudieran emplearse como dianas para
la obtencion de cepas mutantes con potencial vacunal. Una de las principales
dificultades que enfrenta este tipo de disefio es la seleccion del gen o los genes blancos,
de un total de 4000, presentes en el genoma de M. tuberculosis (Martin & Gonzalo-

Asensio, 2010).

La eliminacion de genes esenciales para la biosintesis de algunos aminoacidos o de
acidos nucleicos se emplea para la obtencion de mutantes auxotroficos de
M. tuberculosis. Las cepas M. tuberculosis AproC AtrpD, auxotrofas para prolina y
triptéfano (Smith et al., 2001); AdleuD ApanCD, auxétrofas para la leucina y pantotenato
(Sampson et al., 2011) se han probado en diferentes modelos animales, confiriendo una

proteccidn variable contra la TB experimental (Martin & Gonzalo-Asensio, 2010).

Otros de los mecanismos empleados en la atenuacion de aislamientos clinicos de
M. tuberculosis, se basan en la induccion de mutaciones en genes que codifican para
factores de virulencia importantes (Astarie-Dequeker et al., 2009; Kalscheuer et al.,
2010). De esta forma podemos citar la obtencién de la cepa fadD26, deficiente en la
biosintesis de tiocerol dimicoceratos (DIM) (Quintero-Macias et al., 2010) y mce-2 y
mce-3, deficientes de los genes que codifican para las proteinas que median la entrada a
las células de mamiferos (mce, del inglés Mammalian Cell Entry) (Aguilar et al., 2006),

entre otros (Martin & Gonzalo-Asensio, 2010).

El candidato MTBVAC, exhibe dos deleciones independientes en los genes phoP, sin
marcadores de resistencia a antibidticos, los cuales codifican para factores de
transcripcion claves en la regulacion de la virulencia de M. tuberculosis y en fad26,
esencial en la sintesis de DIM. Arbues et al. (2013) demostraron recientemente, que esta
cepa presenta perfiles de seguridad y biodistribucion, similares a BCG, con niveles
superiores de proteccion al evaluarla en estudios preclinicos. Estos atributos permitieron
que MTBVAC se convirtiera en la primera vacuna viva atenuada en pasar a la

evaluacion clinica.
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11.7.2.3.3. MNT como inmundgenos contra la TB

M. vaccae, en su forma inactivada por calor, es el Gnico agente inmunoterapéutico
recomendado por la OMS en el Plan Estratégico de Desarrollo contra la TB. Su uso
promueve el funcionamiento de la IMC a través de la induccién de Treg, por una parte y
la promocion de las funciones efectoras de los M¢, por otra, modulando el balance
Th1/Th2. Metaanalisis acerca del uso de M. vaccae como terapia adyuvante al
tratamiento con drogas antituberculosas demuestran que su uso contribuye a disminuir la
duracion del tratamiento antibidtico, induce una respuesta inmune capaz de eliminar los
bacilos persistentes, acelera la conversion del esputo y promueve la absorcion de las
lesiones y la reparacion de las cavidades (Xiao-Yan et al., 2011). En la actualidad se
encuentran en ejecucion los ensayos clinicos fase Ill, para demostrar su eficacia como

agente inmunomodulador (WHO, 2013).

Otra de las variantes exploradas se basa en el uso de Mycobacterium smegmatis, como
vector estable de la expresion de genes foraneos (ej. Ag85), capaces de desatar respuesta
inmune celular y mucosal. A diferencia de otras micobacterias y de BCG, que son
capaces de sobrevivir en las células del hospedero por largos periodos a través de la
inhibicidn de la maduracion del fagosoma, M. smegmatis se destruye rapidamente por la
accion de las proteasas fagolisosomales de las células infectadas. No obstante, su
presencia, induce a los M¢ a producir una mayor cantidad de citoquinas, en comparacion
con las especies patdgenas. Adicionalmente, M. smegmatis, tiene la potencialidad de
inducir la maduracion de MHC | y de las moléculas coestimulatorias, asi como de
facilitar el rapido reconocimiento de los antigenos expresados y la crospresentacion
(Taylor et al., 2012).

11.8. M. "habana’

M. "habana’ se aislo por primera vez en Cuba, por Valdivia et al., en 1971, a partir de
esputos provenientes de pacientes con enfermedad pulmonar indistinguible de TB.
Treinta y cinco de estos pacientes se correspondian con casos cronicos, hospitalizados en
centros del pais y con diagndéstico anterior de TB pulmonar. El resto (10 pacientes)

provenian de casos nuevos detectados en policlinicos, gracias a la adopcion de la
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estrategia de busqueda bacterioldgica de casos, en el marco del nuevo PNC que se ponia

en préactica por aquella época (Valdivia, Suarez & Echemendia, 1971; Valdivia, 1973).

Las caracteristicas tintoriales de M. "habana” mostraron su propiedad de AAR, formas y
dimensiones similares a las especies pertenecientes al género Mycobacterium. Su
crecimiento lento y no cromogenicidad la ubicaron en el grupo Il de Runyon. El
hallazgo mas trascendental durante su clasificacion bioguimica lo constituy6 su intensa
positividad a la niacina, de 18-25 veces mayor que en M. tuberculosis, caracteristica que
hasta el momento, se consideraba exclusiva de este Ultimo. Por otra parte, estos
aislamientos resultaron positivos en la prueba de termoestabilidad catalasa a 68°C,

caracteristica propia de las MNT (Valdivia, Suarez & Echemendia, 1971).

Teniendo en cuenta estas caracteristicas y otro grupo de pruebas bioguimicas,
fisioldgicas y bioldgicas, los aislamientos se propusieron como una nueva especie dentro
del género Mycobacterium. Afios mas tarde, el Grupo Internacional de Taxonomia de
Micobacterias, la clasificé como M. simiae (serotipo 1) debido a la similitud bioquimica
y serologica con esta especie (Meissner & Schroder, 1975). No obstante, existen
diferencias antigénicas e inmunogénicas que permanecen sin explicacion y se ha
mantenido, en la literatura, la denominacién M. "habana” para aquellas cepas aisladas

originalmente en Cuba (Mederos et al., 1998).

11.8.1. Potencial inmunogénico de M. “habana” en la infeccion tuberculosa

experimental

A menos de una década del reporte inicial de M. “habana’, un grupo de investigadores
de la India estudi6 el potencial inmunogénico de la cepa TMC 5135 en comparacién con
el inducido tras la vacunacion subcutdnea con 19 cepas de diferentes especies de
micobacterias, empleando un modelo experimental murino. Gupta et al. (1979),
demostraron la habilidad de M. "habana” de proteger a los ratones vacunados luego del
reto con M. tuberculosis H37Rv, detectando valores de sobrevida superiores en un 20%

a los mostrados tras la vacunacion con BCG, en las mismas condiciones experimentales.
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Contrariamente a la similitud serolégica demostrada por Meissner & Schroeder (1975)
entre M. "habana” y M. simiae serotipo I, los experimentos de inmunogenicidad
evidencian que esta ultima no confiere proteccion frente a la infeccion tuberculosa
experimental (Gupta et al., 1979), por lo que probablemente M. “habana” presenta

caracteristicas antigénicas distintivas que expliquen este comportamiento.

En este sentido, Mederos et al. (1998) y Mederos, Valdivia & Valero-Guillén (2008)
reportaron diferencias en la composicion de las fracciones de glicopeptidolipidos (GPL)
y acidos micolicos (Mederos, Valdivia & Valero-Guillén, 2007) entre ambas especies
micobacterianas, las cuales pudieran estar involucradas con sus diferencias
inmunogénicas. Esta hipltesis se sustenta en la evidencia de que cepas de
M. tuberculosis con mutaciones a nivel de los &cidos micoélicos difieren de las cepas
salvajes en sus propiedades patogénicas e inmunogénicas (Rao et al., 2005; 2006).
Recientemente Mederos et al. (2010), mostraron la existencia de diferencias
estructurales en el “Factor Cuerda” entre cepas de M. "habana” y M. simiae, sin embargo
estas no parecen ser relevantes en la induccion de la produccion de TNF-a en lineas

celulares de M¢ (Mederos, Montoro & Valero-Guillén, 2010).

De igual manera, se han explorado otras alternativas al uso de la cepa viva como vacuna,
entre las que se encuentran la potencialidad de sus antigenos de secrecién de conferir
proteccién contra la TB experimental (Jyothi, Garg & Singh, 2000). Paralelamente, se
han llevado a cabo diferentes ensayos, tanto en animales como en humanos, donde se

asocia, la inmunizacion con este agente, con proteccion frente M. leprae.

11.8.2. Proteccion conferida por M. "habana” en la lepra experimental y humana

Singh et al. (1989) investigaron el efecto de la vacunacion con células de M. “habana’
vivas e inactivadas, en la proteccion experimental contra M. leprae. Los resultados
demuestran que la misma protege contra la lepra, incluso cuando se administra de forma
inactivada. Afios mas tarde se reportd que la vacunacion con esta micobacteria, en todos

sus estados fisicos, es capaz de generar una respuesta de hipersensibilidad retardada
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contra antigenos homologos (habanina) y heterdlogos (lepromina) mayor que la
vacunacion con BCG (Singh et al., 1997).

Los principales antigenos inmunoreactivos de M. "habana” se determinaron en un
estudio realizado por Chaturvedi et al., tras enfrentar fracciones celulares de esta
micobacteria contra sueros de pacientes con lepra (Chaturvedi, Singh & Sinha, 1995).
Por su parte, Bisht et al. (1996), demostraron la existencia de una proteina citosolica
mayoritaria (23 KDa), con actividad SOD, que era reconocida por las células T de
pacientes con lepra, de forma similar al reconocimiento que se produce con su analogo

en M. leprae.

Singh et al. (1997) demostraron que los antigenos de esta micobacteria estimulan una
fuerte respuesta linfoestimulatoria al ser enfrentados con monocitos de sangre periférica
de monos sensibilizados con M. leprae. De igual forma, se conoce que la vacunacion
con M. "habana” puede producir inmunidad adoptiva al transferir células provenientes

de ratones previamente inmunizados a ratones singénicos.

Wakhlu et al. (2001) reportaron la vacunacion de pacientes con lepra lepromatosa y sus
contactos domiciliarios con dosis Unica de una cepa inactivada de M. "habana’. A través
de este ensayo se demostrd la conversion de la totalidad de los pacientes y contactos
lepromina-negativos, asi como un aumento de la reactividad en aquellos que presentaban
una reaccion positiva anterior a esta prueba. A pesar de existir algunos efectos
colaterales sistémicos, las principales reacciones adversas se encontraron restringidas al
sitio de vacunacién e incluyeron la induracion, ulceracion, prurito, dolor y linfadenitis
local no complicada, los cuales remitieron espontaneamente. Estos resultados
demuestran la utilidad de la vacunacién con M. “habana” en la estimulacion especifica
de la respuesta IMC contra M. leprae. Los efectos colaterales minimos y su buena
aceptacién entre los sujetos participantes en el estudio, suponen su alta tolerabilidad
(Wakhlu et al., 2001).
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11.9. Un puente entre las investigaciones in vitro y los estudios en humanos:

Modelos animales en el desarrollo preclinico de candidatos vacunales contra la TB

El uso de modelos animales para el estudio de diversas enfermedades es
extremadamente importante en el progreso cientifico de la Medicina. Muchas de las
observaciones cruciales para descifrar la etiopatogénesis de diferentes enfermedades,
entre ellas las infecciosas, se han obtenido con el empleo de esta herramienta. Estos son
esenciales en la evaluacion de nuevas drogas y su toxicidad, asi como en la estimacion
de la eficacia de nuevos candidatos vacunales en los estudios preclinicos (Orme, 2005;

Herndndez-Pando, Aguilar & Hernandez, 2010a).

Existe un amplio rango de especies animales que pueden infectase experimentalmente y
muchas de ellas se han empleado como modelos animales que simulan la infeccion
natural. Sin embargo, algunas resultan favoritas para el desarrollo de una infeccion
exitosa con M. tuberculosis y reproducen al menos parcialmente, la enfermedad en el
humano. La principal dificultad de estos experimentos radica en que no existe un
modelo animal Unico, capaz de replicar la complejidad del comportamiento humano y
los factores ambientales que influyen en el desenlace de la infeccion o de la intervencion
terapéutica. A pesar de esto, los experimentos en modelos animales de TB son una
herramienta valiosa en la comprension de los mecanismos de patogenicidad de las
infecciones micobacterianas y en el progreso hacia un nuevo candidato vacunal

(McShane & Williams, 2010).

11.9.1. Ratones

No existe un modelo murino Unico para el estudio de la infeccion/enfermedad y la
respuesta inmune inducida por M. tuberculosis. Las lineas C57BL6 y BALB/c se
destacan como las mas empleadas en el estudio de la eficacia protectora de las nuevas

vacunas contra la TB (Hernandez-Pando, Aguilar & Hernandez, 2010a).

Las principales desventajas del uso de modelo murinos se asocian a que la naturaleza de
la proteccion no puede ser extrapolada totalmente a los humanos. Este hecho se basa,

fundamentalmente, en las diferencias que se observan en la constitucién celular de los
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granulomas y su apariencia histoldgica entre ambas especies. Esta desigualdad se
explica por la resistencia natural de los ratones a la TB, que los hace controlar, de forma
parcial, el crecimiento bacteriano asi como la progresion a la enfermedad (McShane &
Williams, 2010).

No obstante, existen ventajas irrefutables en el uso de los modelos murinos. Entre estas
se encuentran: La posibilidad de contar con lineas isogénicas, lo cual aumenta la
reproducibilidad de la respuesta a la vacunacién y al reto y la existencia de lineas knock-
out para diferentes genes que codifican importantes factores involucrados en la
inmunidad celular ante M. tuberculosis (McShane & Williams, 2010). Desde la
perspectiva practica, los ratones son mas baratos, se pueden albergar en un alto nimero
y son faciles de mantener en facilidades con un nivel de bioseguridad (BSL, del inglés
Biosafety Level) 3, ademas de que se cuenta con todo un arsenal de reactivos
inmunoldgicos para el estudio de vacunas, drogas antibacterianas y mecanismos

inmunes (Dharmadhikari & Nardell, 2008).

11.9.2. Cobayos

En el comienzo del estudio de la TB, Robert Koch empled cobayos en la descripcion del
bacilo. Estos animales resultan altamente susceptibles a dosis pequefias de
M. tuberculosis, particularmente cuando se emplea la infeccion por aerosol y esto
sugiere su capacidad de simular la infeccién en el humano (Dharmadhikari & Nardell,
2008).

El modelo de cobayos representa un papel importante en el proceso de desarrollo de
vacunas y constituye un medio mas exigente que el modelo murino, en la determinacion
del potencial del nuevo candidato (McShane & Williams, 2010). Este es capaz de
replicar muchos de los aspectos de la infeccion tuberculosa en humanos, especialmente
de la TB infantil y la que se desarrolla en individuos inmunocomprometidos. Entre estos
se encuentran: La formacion de granulomas, las lesiones pulmonares primarias y
hematogenas, la diseminacién y la necrosis caseosa. Sin embargo, la falta de

disponibilidad de reactivos inmunologicos para estudiar la respuesta inmune que se
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produce en la vacunacion constituye, sin dudas, una de las desventajas més citadas, con

respecto al uso de este modelo experimental (Dharmadhikari & Nardell, 2008).

11.9.3. Primates no humanos

Los primates no humanos constituyen el modelo de eleccion para los estudios de TB.
Ellos reproducen la mayoria de las caracteristicas de la infeccion en humanos y poseen
los elementos de la respuesta inmune del hospedero, que se encuentran ausentes en la

mayoria de los modelos animales pequefios (McShane & Williams, 2010).

La mayoria de los estudios se producen en macacos rhesus o cynomolgus, los cuales
presentan diferente susceptibilidad a la infeccién con M. tuberculosis. En dependencia
de la dosis infectante, ambas especies pueden desarrollar un espectro de sintomas
clinicos que incluyen la propension a desarrollar una TB latente capaz de reactivarse

bajo un estrés natural o quimico (Hernandez-Pando, Aguilar & Hernandez, 2010a).

Muchos de los reactivos que se emplean en los estudios en humanos son aplicables a
este modelo animal, por lo que resulta posible realizar ensayos idénticos en ambas
especies. No obstante a las ventajas expuestas, resulta obvio que los estudios en primates
no humanos solo se justifican para aquellos candidatos que ofrezcan resultados
promisorios tras su evaluacion en otros modelos preclinicos. El alojamiento de estos
animales en condiciones BSL 3, unido al el muestreo y procesamiento de las muestras es

muy costoso (McShane & Williams, 2010).

A pesar de la valiosa informacion que reporta el uso de estas especies animales en los
estudios preclinicos, no existen regulaciones que exijan la realizacion de los mismos
previo a la entrada del candidato en ensayos clinicos fase I. Es por esto que muchas
investigaciones en este campo optan por evaluar, en paralelo, la inmunogenicidad,
eficacia y seguridad de sus candidatos en los primates no humanos y en el hombre,
(McShane & Williams, 2010).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

Las investigaciones que forman parte de este trabajo se desarrollaron en el periodo
comprendido entre enero de 2006 y septiembre de 2012, en la Unidad de Patologia
Experimental del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”
(INCMNSZ), México. Las mismas pertenecen al Proyecto Nacional “"Desarrollo de
vacunas de nueva generacion y de métodos de diagndstico para el control de la
Tuberculosis™ del Ministerio de Ciencia, Tecnologia y Medio ambiente de Cuba
(CITMA, Cddigo PNCT-05), asi como al proyecto “Caracterizacion microbioldgica e
inmunoldgica de cepas de Mycobacterium “habana” como posible inmundgeno contra la
Tuberculosis™ financiado por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT,
Cddigo J200.754/2004) de México.

e Cepas bacterianas

M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294 se obtuvo de la Coleccion Americana de Cultivos
Tipo (ATCC, del inglés American Type Culture Collection. Rockville, MD EUA). La
misma se emple6 como control en el experimento de virulencia, mientras que en el

experimento de proteccion se empleé como reto.

M. "habana” IPK-220, IPK-337 y TMC 5135, pertenecen a la coleccion de micobacterias
del LNR-TBLM del IPK, Cuba. La seleccion de estas cepas se baso en la clasificacién
realizada por Mederos et al., 1998, de acuerdo a la composicion de los GPL polares
(Grupos A-D). Las cepas M. "habana” IPK-337 y TMC 5135 (pertenecientes al Grupo
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A) se caracterizan por la presencia de los GPL-I, Il y 1l y M. "habana” IPK-220 (grupo
D), la cual carece de estos compuestos. Adicionalmente, la cepa M. "habana” TMC 5135
se encuentra depositada en la coleccion internacional para Micobacterias Trudeau
(Trudeau Institute, Saranac Lake, NY 12983, EUA). Mycobacterium bovis BCG
subcepa Filadelfia (BCG Phipps), donada gentilmente por el Dr. Marcel A. Behr (McGill
General Hospital, Montreal, Canada), se empled como cepa control en los experimentos

de vacunacion.

e Animales de experimentacion

En los experimentos de virulencia, inmunogenicidad y proteccion se emplearon ratones
BALB/c machos, de 8 semanas de vida, con un peso entre los 15-25 g. Adicionalmente,
se utilizaron ratones desnudos (nude, nu/nu’) para comprobar la seguridad de la
vacunacion con las cepas de M. "habana” en un modelo experimental inmunodeficiente.

Todos los animales provenian del bioterio del INCMNSZ.

I11.1. Determinacion de la virulencia de cepas de M. "habana” en un modelo

experimental de TB pulmonar progresiva
111.1.1. Obtencion del inoculo bacteriano

Las cepas M. "habana” IPK-220, IPK-337, TMC 5135 y M. tuberculosis H37Rv se
cultivaron en medio Middlebrook 7H9 (DifcoLabs, Detroit, EUA) enriquecido con un
suplemento de Albumina-Dextrosa-Catalasa (ADC, DifcoLabs, Detroit, EUA) (Anexo 1)
y se incubaron a 37°C durante tres semanas. La biomasa se resuspendié en tampdn
salina-fosfato (PBS, del inglés Phosphate Buffered Saline) (Anexo 2) con Tween-80
(Merck, Alemania) al 0,05%. Los agregados celulares se dispersaron empleando 10
ciclos de vortex de un minuto. Las suspensiones bacterianas se centrifugaron a
1500 rpm durante 15 min y se colectaron los sobrenadantes. En estos se realiz6 el conteo
y chequeo de la viabilidad celular, en camara de Neubauer, empleando diacetato de
fluoresceina (DAF) (Sigma) (Anexo 3). El inoculo final, para cada una de las cepas, se
ajusté a 2,5 x 10° bacterias/100 pL de PBS.
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111.1.2. Infeccidn experimental

Se sigui6 el modelo experimental de TB pulmonar progresiva descrito por Herndndez-
Pando et al. (1996). Se emplearon cuatro ratones BALB/c por cepa para cada uno de los
tiempos de sacrificios previamente establecidos (ver acépite 111.1.3.). Estos se
anestesiaron intraperitonealmente con pentobarbital sodico (Sedalphorte, México) a
razon de 56 mg/Kg. Se practic6 una incision en la parte anterior del cuello hasta lograr la
exposicion de la traguea, a traves de la cual se inyect6 directamente el inoculo de cada
cepa. El grupo control se infectd6 con M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294.
Posteriormente, se suturd la incision con hilo de seda estéril y se mantuvieron los ratones
en cajas acopladas a un microaislador y conectadas a presion negativa (Allentown caging
equipment Co. inc, USA). Los animales se mantuvieron bajo una humedad relativa de
88-90%, una temperatura de 20°C, con ciclos de 12 h luz : 12 h oscuridad. Para la
construccion de la curva de sobrevida se registro la muerte de un grupo adicional de 10
ratones por cepa, inoculados con igual carga bacteriana, durante las 17 semanas

posteriores a la infeccion.

111.1.3. Eutanasia y obtencién del tejido pulmonar

Se sacrificaron cuatro ratones por cepa empleando el método de exanguinacion (Close et
al., 1996) luego de 1, 3, 15, 21, 28, 60 y 120 dias posteriores a la infeccién i.t. Los
pulmones se perfundieron a través de la traquea, con 1 mL de etanol 100% (High Purity
A1695, México). Estos se removieron de forma alterna (derecho o izquierdo) y se
colocaron en frascos con etanol absoluto o en tubos secos estériles para realizar el
analisis morfometrico del tejido infectado o la determinacion de la carga bacteriana y
citoguinas, respectivamente. Estos ultimos se conservaron inmediatamente a -70°C hasta

Su procesamiento.

I11.1.4. Determinacion de la carga bacilar en los pulmones de ratones infectados

Los pulmones se homogeneizaron, por accion mecanica, en 1 mL de solucion salina (SS)
fisiolégica estéril, empleando un homogenizador de tejidos Polytron (Kynematica,

Luzern; Switzerland) a una velocidad de 3000 rpm. Se realizaron cinco diluciones
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decimales seriadas y se sembraron, por duplicado, 10 uL de cada una, en placas de
cultivo con medio Middlebrook 7H10 (DifcoLabs, Detroit, EUA) suplementado con
Acido oleico-Alblimina-Dextrosa-Catalasa (OADC, DifcoLabs, Detroit, EUA) (Anexo
1). Las placas se incubaron a 37°C en atmdsfera enriquecida con 5% de CO,. Las

lecturas se realizaron a los dias 14 y 21 posinoculacion.

Se contaron las colonias compatibles morfolégicamente con M. “habana” o
M. tuberculosis (en dependencia del grupo de ratones infectados al cuél pertenecia el
homogeneizado). El calculo de unidades formadoras de colonias (UFC) se realizé de la

siguiente forma:

UFC = NUmero colonias x Factor dilucion

I11.1.5. Analisis morfométrico automatizado del tejido pulmonar de ratones

infectados

Se realiz6 un corte parasagital de los pulmones y estos se procesaron segun los
protocolos de rutina establecidos para los estudios histopatoldgicos (Smith & Warfield,
2005). Se prepararon cortes por duplicado de 3 pum de espesor empleando micrétomo
(Leica, EUA). Los mismos cortes se tifieron en paralelo con Hematoxilina-Eosina o ZN
(Smith & Warfield, 2005) para registrar la evolucion de la infeccién en términos
histologicos y demostrar la presencia de bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR),

respectivamente.

El area total de neumonia se calcul6 como la sumatoria del area ocupada por todas las
zonas de neumonia observada en cada corte. Para determinar el porcentaje del area
neumodnica se tomd como referencia el area pulmonar total. En ambos casos no se
considero la superficie correspondiente a los espacios ocupados por los vasos sanguineos
principales y bronquios. La talla de los granulomas se expresd como el promedio de la
talla de todos los granulomas observados en el mismo corte. Los calculos morfométricos
se realizaron con el empleo de un sistema automatizado de analisis de imagenes (LEICA
Qwin standard, Leica, EUA).
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111.1.6. Andlisis de la expresion pulmonar de citoquinas y de la enzima iNOS.
111.1.6.1. Aislamiento del ARNm de los pulmones de los ratones infectados.

Se emplearon los pulmones de cuatro ratones por cada cepa para el aislamiento del
ARNmM empleando el estuche comercial RNeasy Mini Kit (Qiagen Inc, EUA), de
acuerdo a las recomendaciones del fabricante (Qiagen RNeasy® Mini Handbook
09/2010) (Anexo 4). Se evalud la calidad y cantidad de ARN a través de espectrometria
(260/280) y sobre geles de agarosa (Sigma) con bromuro de etidio (Sigma).

111.1.6.2. Transcripcion reversa del ARNm

La transcripcion reversa del ARNm total se realizé empleando 5 pg de ARN, oligo-dT y
el juego de reactivos comercial Omniscript (Qiagen Inc, EUA), de acuerdo a las
exigencias del fabricante (Qiagen Omniscript™ Reverse Transcriptase Handbook)
(Anexo 5)

111.1.6.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés Polymerase Chain
Reaction) en tiempo real para el andlisis de citoquinas e iINOS en los pulmones de

los ratones infectados

Se empled el sistema 7500 Real Time PCR system (Applied Biosystems, EUA) y el
estuche Quantitect SYBR Green Mastermix kit (Qiagen Inc, EUA) (Anexo 6). Las curvas
patrones de los productos de PCR cuantificados y diluidos asi como los controles
negativos se incluyeron en cada corrida de PCR. Los cebadores especificos se disefiaron
empleando el programa Primer Express (Applied Biosystems, EUA) para los blancos que

se muestran en la tabla 2:
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Tabla 2. Cebadores empleados en la cuantificacion de la expresion del ARNm

codificador de citoquinas e INOS en pulmones de ratones infectados con cepas de

M. "habana” y M. tuberculosis H37Rv

Proteinas Blanco

Secuencia de los Cebadores

GAPDH*

TNF-a

IFN-y

IL-4

INOS

5"-cattgtggaagggctcatga 3
5"-ggaaggccatgccagtgage 3
5"-tgtggcttcgacctctacctc 3
5"-gccgagaaaggctgcettg 3°
5"-ggtgacatgaaaatcctgcag 3
5"-cctcaaacttggcaatactcatga 3
5"cgtcctcacagcaacggaga 3
5gcagcttatcgatgaatccagg 3
5"-agcgaggagcaggtggaag-3,
5"-catttcgctgtctccccaa-3”.

*Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GADPH)

Condiciones de la amplificacién: Después de la desnaturalizacion inicial durante 15 min
a 95°C, se aplicaron 40 ciclos de 20 s a 95°C, 20 s a 60°C y 34 s a 72°C. Se

cuantificaron las cantidades de ARNm especifico para cada uno de los blancos, en la

muestra, de acuerdo al gen estandar correspondiente.

El ARNm que codifica para la enzima GAPDH se emple6 como control interno

invariante para normalizar la expresion de los genes de las citoquinas en estudio. Los

resultados se expresaron como la media * la desviacion estandar (DS) del namero de

copias de ARNm especifico para cada citoquina por 10° copias de ARNm especifico

para GAPDH, de cuatro ratones diferentes para cada tiempo (Aguilar et al., 2006).
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I11.2. Inmunogenicidad y biodistribucion de cepas vivas de M. "habana” empleadas

como vacunas en ratones BALB/c
111.2.1. Preparacion del inéculo

Las cepas M. "habana” TMC 5135 y M. "habana” IPK-337 se sembraron en medio
liquido Middlebrook 7H9 suplementado con un 5% de ADC vy se incubaron a 37°C
durante tres semanas. La preparacion del indculo se realizo6 siguiendo el procedimiento
descrito en el acapite I11.1.1. Las suspensiones bacilares se ajustaron con PBS a 2500,
5000 y 8000 bacterias por indculo. La cepa BCG Phipps se emple6 como control del
experimento, a una densidad de 8000 bacilos/indculo, segun lo establecido por Castillo-
Rodal et al. (2006), para los experimentos de vacunacion con esta ultima cepa.

I11.2.2. Inmunizacion y eutanasia de los ratones

Se inmunizaron cuatro ratones por cepa por cada tiempo de sacrificio, empleando la via
subcutanea (en la base de la cola), con un volumen de 100 pL. El sacrificio se realizd
por exanguinacion (Close et al., 1996) al cabo de los 15, 30 y 60 dias posvacunacion
(p.v.). En cada tiempo se colectaron los pulmones, bazos, ganglios linfaticos inguinales

y una porcion del tejido celular subcutaneo del sitio de vacunacion.

111.2.3. Preparacion de las suspensiones celulares

Los drganos colectados se depositaron inmediatamente en 2 mL de medio RPMI
(Instituto "Roswell Park Memorial™) 1640 (GIBCO, invitrogen co., EUA) suplementado
con 0.5 mg/mL de colagenasa tipo 2 (Worthington, NJ, EUA) y se incubaron por 1 h a
37°C. Posteriormente estos se maceraron a traves de un tamizador de tejidos (FALCON,
Becton-Dickinson, 70 um, nylon 35-2350, EUA) y se lavaron tres veces empleando el
mismo medio de cultivo. Las suspensiones celulares se centrifugaron a 1500 rpm
durante 5 min y se desechd el sobrenadante. Los globulos rojos presentes en las
suspensiones celulares de pulmones y bazo se eliminaron con solucién de lisis para
eritrocitos (Anexo 2), durante 20 min a 37°C. Posterior al lavado, la masa celular se

resuspendio en medio RPMI 1640 suplementado con L-Glutamina 2 mM, 100 U/mL de
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penicilina, 1 pg/mL de estreptomicina y suero fetal bovino 10% (todos de Sigma). Las
células se contaron con azul tripan 0.4% (Sigma), se ajustaron a 10° células viables/mL y
se distribuyeron 100 puL/pozo. Cada suspension se coloco por duplicado en placas de 96
pocillos de fondo plano (BD Falcon TM, EUA).

111.2.4. Estimulacion celular

Los cultivos celulares se enfrentaron a tres antigenos de M. tuberculosis: Antigeno
soluble (CFA, del inglés culture filtrate antigens), ESAT-6 y Ag85b, todos a una
concentracion de 5 pg/mL (Aguilar et al., 2006). Como controles positivo y negativo de
estimulacion se empled la Concanavalina A (Con A), a razon de 4 pg/mL (Sigma) y

medio RPMI (Sigma) sin estimulantes, respectivamente.

111.2.5. Produccion de IFN-y

111.2.5.1. Determinacion del tiempo 6ptimo de exposicion antigénica de los cultivos

celulares provenientes de los ratones vacunados con M. “habana’.

Se emplearon los érganos colectados a partir de los ratones vacunados con la dosis de
8000 bacilos, correspondientes a la cepa M. “habana” TMC 5135, el dia 15 p.v. Se
cuantifico la produccién de IFN-y en el sobrenadante de los cultivos celulares luego de
24, 48 y 72 h de aplicado el estimulo antigénico, a través del sistema inmunenzimatico
(ELISA, del inglés Enzyme linked immunosorbent assay) comercial BD OptEIAtm (BD
Biosciences Pharmingen, San Diego CA, EUA), siguiendo las instrucciones del
fabricante (Anexo 7). El experimento se realiz6 por duplicado. La concentracion de
IFN-y se calculd empleando la funcién correspondiente a cada curva patron de IFN-y
recombinante. Esta se expresd como la concentracion media (pg/mL) + DS. En el tiempo
de exposicion correspondiente a la mayor produccion de IFN-y se calcul6 el indice de
estimulacion antigénica con respecto al control (E/C).Una relacion E/C mayor que tres
se consider6 como una respuesta positiva al estimulo (Al-Attiyah et al., 2006).

E/C = Concentracion de IFN-y en presencia de estimulacion antigénica
Concentracion de IFN-y en ausencia de estimulacion antigenica
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11.2.5.2. Produccién de IFN-y en los 6rganos de los ratones vacunados con
M. "habana”

Una vez establecido el tiempo 6ptimo de exposicion al estimulo antigénico en el acapite
111.2.5.1, este se empled en los tiempos posteriores de sacrificio (dias 30 y 60 p.v.) y con
el resto de las dosis, siguiendo los procedimientos descritos en los acapites 111.2.3 y
I11.2.4. Se establecieron como las mejores dosis de vacunacion aquellas en las que se
detectaron los mayores valores de produccion de IFN-y. Los cultivos celulares de los
ratones vacunados con BCG Phipps se estimularon con los mismos antigenos durante
72 h (Infante et al., 2005).

111.2.6. Biodistribucion de las cepas M. "habana” TMC 5135 e IPK-337 empleadas

como vacuna subcutanea en ratones BALB/c.

Luego de 15, 30 y 60 dias p.v. se determind la multiplicacion bacilar en el tejido celular
subcutaneo del sitio de vacunacion, asi como la biodistribucion a ganglios linfaticos

regionales, pulmones y bazo, siguiendo la metodologia descrita en el acapite 111.1.4.

I11.3. Analisis de la seguridad de cepas de M. "habana” empleadas como vacuna

viva en ratones inmunodeficientes.

Dos grupos de 20 ratones inmunodeficientes (nude, nu/nu’) (Carbone & Maschi, 2006)
se vacunaron subcutaneamente, en la base de la cola, con las cepas M. "habana” IPK-337
y TMC 5135 con el objetivo de confirmar la atenuacion natural de las mismas en
comparacion con BCG Phipps. Las dosis empleadas se correspondieron con aquellas que
lograron una mayor produccion de IFN-y, en el experimento descrito en el acapite
I11.2.5.2. Para la vacunacion con la cepa BCG Phipps se empled una dosis de 8000
bacterias, reportada previamente para experimentos de este tipo (Castillo-Rodal et al.,
2006). Se registraron los datos de mortalidad en el tiempo y se construy6 la curva de

sobrevida.
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I11.4. Proteccidén conferida por la vacunacién con cepas vivas de M. "habana” en

ratones BALB/c tras el reto con M. tuberculosis H37Rv

Se emplearon dos grupos experimentales de 20 ratones BALB/c. Cada grupo se
inmunizo6 subcutaneamente, en la base de la cola, con las dosis mas inmunogenicas de
cada cepa de M. "habana’, obtenidas tras la realizacion del experimento descrito en el
acapite 111.2.5.2. Luego de 60 dias p.v., se retaron por via i.t (ver acapite 111.1.2.) con
2,5 X 10° células de M. tuberculosis H37Rv. El grupo control de vacunacién recibi6

8000 células vivas de la cepa BCG Phipps.

El sacrificio de los ratones se establecio a los 60 y 120 dias posteriores al reto (p.r.),
empleando el método de exanguinacion (Close et al., 1996). Un grupo adicional de 10
ratones por cepa se uso para la construccién de la curva de sobrevida y a un grupo de
igual nimero de animales se les administré SS fisioldgica estéril. Este ultimo funciond

como grupo control de animales sin vacunar.

La proteccion conferida por la vacunacion se determind a través de la cuantificacion de
UFC en los homogeneizados pulmonares, la sobrevida y la medicion automatizada del
area pulmonar afectada por neumonia y el area total de granulomas, segun se describe en

el acapite 111.1.5.

111.5. Andlisis estadistico

En el experimento de estandarizacion del tiempo de estimulacion (ver acapite 111.2.5.1)
se calcul6 la DS para cada uno de los estimulos antigénicos, en los diferentes tiempos de
estimulacion y se realiz6 la prueba T para muestras pareadas (IC 52.31-100.25; IC
100.25-126.53).

Las curvas de sobrevida se construyeron por el método de Kaplan-Meier y la
comparacion de las distribuciones de supervivencia se realizd empleando la prueba de
logaritmos de rango (logrank) (Pita, 1995). La prueba T-student se empled para
determinar la significacion estadistica de las UFC y el anélisis histopatologico. Se

consider6 significativo la obtencion de una p<0,05, entre los grupos de ensayo y los
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controles. El andlisis estadistico se realizé mediante el sistema NCSS 2004 (del inglés,
Number Cruncher Statistical Systems, Kaysville, Utah).

111.6. Normas de Bioseguridad.

Las cepas de M. “habana’, M. tuberculosis y BCG se manipularon en cabinas de
seguridad bioldgica clase Il (BSC 11, del inglés Biosafety Cabinet class Il). Todos los
procedimientos con animales se realizaron en BSC 11, ubicadas en instalaciones BSL3
para animales de laboratorio. Se emplearon todos los medios de proteccidn disponibles,
entre los que se encontraron los uniformes quirdrgicos, guantes y mascarillas de
proteccion con filtros N95 (3M 8511 NIOSH, EUA). Las carcasas de los animales
sacrificados se colocaron en bolsas para desechos biol6gicos, debidamente rotuladas y se

pusieron a disposicion del Departamento de Eliminacion de Desechos del INSMNSZ.

111.7. Consideraciones éticas en el uso de animales de laboratorio

En el disefio de los experimentos con animales se siguié el principio de las 3 Rs
(Reemplazo, Reduccion y Refinamiento) enunciado por Russell & Burch (1959). El
protocolo experimental estuvo en concordancia con las regulaciones internacionales para
el manejo y cuidado de los animales de experimentacion (National Research Council,
2002) y las buenas précticas de Laboratorio para estudios preclinicos (WHO/TDR,
2009). Obtuvo la aprobacion del Comité de Etica de la Investigacion del INCMNSZ
(Cddigo: CINVA 190) (Anexo 8).

Principio del Reemplazo: Se realiz6 una extensa revision bibliografica en las principales

bases de datos internacionales para revistas biomédicas. Esto permitio seleccionar el
modelo animal a emplear, asi como las dosis de vacunacion para la cepa control,

evitando la repeticion innecesaria de experimentos.

Principio de Reduccion: Se emplearon animales con status genético (BALB/c y nude) y

calidad microbiologica conocidos (Chackerian & Behar, 2003). La interpretacion de los

resultados experimentales se avalé con la introduccién de grupos controles cuyo
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comportamiento se encuentra reportado en la literatura (Hernandez-Pando et al., 1996;
Castillo-Rodal et al., 2006).

Principio de Refinamiento: Se tuvieron en cuenta las principales necesidades bioldgicas

de los animales: encamado, confinamiento social, alimentacion y suministro de agua
(Guittin & Decelle, 2002). Los procedimientos quirargicos se realizaron bajo el empleo
de anestesia y en los experimentos de vacunacion subcutanea se emplearon técnicas
adecuadas para la restriccion del animal (Morton et al., 2001). El investigador que llevd
a cabo el trabajo con animales cuenta con la Categoria C de la Federacion de Sociedades
Europeas para la Ciencia de los Animales de Laboratorio (FELASA), la cual lo acredita
para disefiar, conducir y ejecutar este tipo de experimentos (FELASA Working groups,
2001). Se empled como método de eutanasia la exanguinacion (Close et al., 1996) previa

induccidn de anestesia en cadmaras con sevoflurano.
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IV. RESULTADOS

IV.1. Virulencia de cepas de M. "habana” en un modelo experimental de TB

pulmonar progresiva

La figura 5 muestra el comportamiento de la sobrevida de ratones infectados con
diferentes cepas de M. "habana’. La infeccidn experimental con M. “habana” IPK-337 y
TMC 5135 permitié un 100% de sobrevida, mientras que los animales inoculados con
M. “habana” IPK-220 comenzaron a morir a partir de la semana nueve p.i., mostrando
un 80% de sobrevida al término del experimento. En contraste, la muerte de los animales
pertenecientes al grupo control infectado con M. tuberculosis H37Rv, comienza a
registrarse tempranamente y para la novena semana del experimento todos los animales
habian muerto, mostrandose diferencias significativas entre este y todos los grupos

infectados con M. "habana” (p<0,05).

La multiplicacién bacilar en los pulmones de los animales infectados (Figura 6) se
correspondiod con los resultados de sobrevida. De esta forma aquellos que recibieron las
cepas de M. "habana” mostraron valores significativamente menores de UFC que los
pertenecientes al grupo control (p<0,05). Los ratones infectados con la cepa IPK-220
mostraron la mayor carga bacilar al compararlos con el resto de los grupos inoculados
con M. "habana’, aunque estos resultados solo presentaron diferencias significativas en
el dia 120 p.i. Para esta fecha no fue posible obtener resultados de la cepa H37Rv, pues

todos los animales habian muerto.
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Figura 5. Curvas de sobrevida de los animales infectados con M. "habana” IPK-220,
IPK-337 y TMC 5135. El grupo control se inoculé con M. tuberculosis H37Rv. * p<0,05

entre el grupo control y los grupos infectados con M. “habana’.
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Figura 6. Carga bacilar en los pulmones de los ratones infectados i.t. con M. "habana’
IPK-220, IPK-337, TMC 5135 y M. tuberculosis H37Rv. * p<0,05 entre los grupos

sefialados.
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La presencia de BAAR, se demostrd en el 58% de los tejidos pertenecientes a los
animales infectados con M. “habana” y en el 100% de los que formaban parte del grupo
control. Como se observa en la figura 7, estos se localizaron, fundamentalmente, en
pequefias zonas de infiltrado inflamatorio situadas en los espacios perivasculares y
peribronquiales. Esta localizacion coincidid con las primeras manifestaciones de
reaccion histologica, en la fase temprana del experimento (primer mes), la cual se

caracteriz6 por infiltrado inflamatorio constituido por linfocitos y M¢.
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Figura 7. Demostracién de BAAR en el tejido pulmonar de un ratbn BALB/c infectado
i.t con M. "habana” IPK-337, a través de la tincion de ZN. B: Bronquio  V: Vénula

El porcentaje de superficie pulmonar afectado por neumonia se tom6 como indicador del
dafo provocado por la infeccion con micobacterias. Como se muestra en la figura 8A las
areas de neumonia comienzan a aparecer luego de 28 dias de administrado el inéculo.
Estas se caracterizaron por la presencia de abundantes M¢ vacuolados intraalveolares
con algunas células gigantes multinucleadas y numerosos linfocitos alveolares e

intersticiales rodeando las areas perivasculares y peribronquiales (Figura 8B).
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Los ratones infectados con las cepas IPK-337 y TMC 5135 mostraron un porcentaje de
consolidacién pulmonar significativamente menor que el observado en el grupo control
inoculado con M. tuberculosis H37Rv (p<0,05). En esta Gltima la neumonia abarcd,
aproximadamente, un 40% del area pulmonar, luego de 2 meses de la infeccion. Para
este mismo tiempo la inoculacion con M. “habana” IPK-220 indujo los mas altos
porcentajes de neumonia, resultados que difieren significativamente (p< 0,05) de los
observados en los grupos que recibieron el resto de las cepas de M. "habana” (Figura
8A).

Por su parte, en los pulmones de los ratones infectados con M. "habana” IPK-337 y
TMC 5135, los granulomas comenzaron a aparecer tempranamente (7 dias) y su talla se
increment6 de manera significativa a través del experimento (Figura 8C). El acmé de la
respuesta inmune se alcanzo el dia 21 p.i., cuando los granulomas adquirieron su plena
maduracion. Estas estructuras se caracterizaron por un &rea central rica en M¢ y una
capa de infiltrado linfocitario limitante alrededor de los M¢ infectados y activados
(figura 8D). Al finalizar el experimento los animales que recibieron la cepa TMC 5135

mostraron granulomas tres veces mayores que el grupo control (p<0,05) (Figura 8C).
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Figura 8. Morfometria del tejido pulmonar de ratones infectados con M. “habana” y
M. tuberculosis. (A). Porcentaje afectado por neumonia. (B) Area neumonica observada
en un raton infectado con M. tuberculosis H37Rv (dia 60 p.i.) (C) Talla de los
granulomas. (D) Granuloma desarrollado en un raton infectado con M. “habana’

TMC 5135 (dia 21 p.i.). * p< 0,05 entre los grupos sefialados.
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Se cuantificd la expresion de ARNm especifico para varias citoquinas e iNOS durante la
infeccion con diferentes cepas de M. “habana” y la cepa de referencia M. tuberculosis
H37Rv, empleada como control (Figura 9 A-D).

Como se muestra en la figura 9A, el grupo control experimentd un incremento
progresivo en la expresion del ARNm especifico para IFN-y. El valor maximo, en este
grupo, se alcanzo el dia 21 p.i., siendo este significativamente mayor que el inducido por
las cepas de M. "habana’, seguido por un decremento pronunciado en los dias 28 y 60.
En contraste, M. "habana” IPK-337 indujo un aumento progresivo en la expresion de
IFN-y, con un pico de expresion el dia 60 p.i. Dos meses mas tarde, este valor disminuyo
solamente el 5% con respecto al nivel maximo alcanzado, resultando mayor que el
inducido por la cepa H37Rv durante la etapa tardia de la infeccion. Por su parte
M. "habana” TMC 5135 e IPK-220 indujeron la menor expresion de IFN-y, sin embargo

esta fue estable durante todo el experimento.

La infeccion con M. "habana” TMC 5135 e IPK-337 provocé una expresion de TNF-a
significativamente mayor que la inducida por M. tuberculosis H37Rv (p<0,05), mientras
que los ratones infectados con la cepa IPK-220 mostraron los menores valores de

expresion para esta citoquina (Figura 9B).

Como se muestra en la figura 9C, la maxima expresion de iNOS se observé en los
primeros tres dias del ensayo, seguido por una disminucién progresiva de los mismos a
lo largo del experimento. Los animales inoculados con M. "habana” TMC 5135 e
IPK-337 indujeron valores similares y los méas elevados de esta enzima, resultados

estadisticamente significativos, al compararlos con el resto de los grupos estudiados.

Luego de dos semanas de producida la infeccion, los ratones receptores de
M. tuberculosis H37Rv y M. "habana” IPK-220 mostraron un incremento progresivo de
la expresién de IL-4, siendo estos, significativamente diferentes al resto de los grupos

infectados con cepas de M. "habana” (p<0,05) (Figura 9D).

56



IV. Resultados

20000 - 2500 1

16000 - 2000 -

12000 - 1500 -

1 1000 -
L 8000
o
a
<
O 4000 - 500 -
(5]
o
w
8
o
S  o0- 0 -
o 1 3 7 14 21 28 60 120 1 3 7 14 21 28 60 120
i
% 1200 C 5000 -
4
<
4000 -
900 - |
3000 -
600 -
2000 -
300 4 1000 -
0 - 0 -
1 3 7 14 21 28 60 120 13 7 14 21 28 60 120

Dias posinfeccion
HIPK-220 ®IPK-337 wWTMC 5135 @Mt H37Rv

Figura 9. Expresion cuantitativa de ARNm codificador de factores inmunolégicos en
pulmones de ratones infectados con cepas de M. "habana” y M. tuberculosis H37Rv.
A: IFN-y, B: TNF-a, C: INOS, D: IL-4. * p<0,05 entre los grupos sefialados.
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IV.2. Inmunogenicidad y biodistribucion de cepas vivas de M. "habana” empleadas
como vacunas en ratones BALB/c

IV.2.1 Tiempo Optimo de exposicion antigénica de los cultivos celulares

provenientes de los ratones vacunados con M. "habana” TMC 5135.

Como se muestra en la figura 10, la mayor produccion de IFNy (p< 0,05) en todos los
organos analizados, se observo luego de 72 h de exposicion a los estimulos antigénicos,
cuando se compard con el control sin estimular. Dicho tiempo de exposicion se

selecciond para la cuantificacion de IFNy en los restantes sacrificios.
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Figura 10. Produccion de IFN-y (pg/mL) por los cultivos celulares de pulmoén, bazo y

ganglios linfaticos de ratones inmunizados con M. “habana” TMC 5135 sometidos a

estimulacion con antigenos de M. tuberculosis en intervalos de 24, 48 y 72 h. * p< 0,05

con respecto al cultivo sin estimular.

Los E/C correspondientes a las 72 h de estimulacion antigénica, se muestran en la

Tabla 3. Se registraron indices de estimulacion frente al mitdgeno ConA acordes a los

reportados en este tipo de estudio (E/C > 20) (Pérez et al., 2000). Los menores valores

de E/C se encontraron en el sobrenadante de los 6rganos estimulados con ESAT-6, los

cuales resultaron menores que 3, en todos los 6rganos estudiados. Los cultivos de

ganglios linfaticos mostraron los mayores E/C tanto frente a CFA como al Ag85b,

siendo estos de 40,4 y 32,8; respectivamente.
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Tabla 3. E/C, expresado como produccion de IFN-y en cultivo de células de pulmon,
bazo y ganglios linfaticos de animales vacunados con “M. habana” TMC 5135, tras 72 h

de estimulacion con antigenos de M. tuberculosis

IFN-y
Estimulo -
o Pulmon Bazo Ganglio
antigénico
Media (pg/mL)+ DS  E/C  Media (pg/mL)+ DS E/C  Media (pg/mL)+ DS
Sin antigeno 6,5+1,2 7213 72+13
CFA 141,7+ 16,0 21,8 122,0 + 14,3 17,2 281,5+ 23,8
ESAT-6 1232+15 1,9 14,17 +5.3 2,0 9,33+2,7
Ag-85b 132,8 £ 26,2 20,5 110,7 £ 19,5 15,7 233,6 £ 34,3

'E/C=Concentracién de IFN-y en cultivos estimulados / Concentracion de IFN-y en

cultivos sin estimular.

IV.2.2 Inmunogenicidad inducida por la vacunacion con M. “habana” TMC 5135 e
IPK-337.

En la figura 11 se muestran los valores de concentracion de IFN-y para aquellas dosis
que resultaron las mayores inductoras de esta citoquina. Estas dosis se correspondieron
con 2500 y 8000 bacterias para las cepas IPK-337 y TMC 5135, respectivamente (Datos

no mostrados).

Las celulas de ganglios inguinales, bazo y pulmones de los animales vacunados con
M. "habana” y estimulados con CFA o con Ag85b produjeron niveles significativamente
mayores de IFN-y que los inmunizados con BCG, al finalizar el experimento. La mayor
produccién de esta citoquina se observl en los ratones que recibieron M. “habana’
TMC 5135.

La estimulacion antigéenica con ESAT-6 indujo valores inferiores a los 15 pg/mL de
IFN-y en los tres organos ensayados durante todo el experimento. Estos valores no

mostraron diferencias significativas al compararlos con el grupo control.
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Figura 11. Cuantificacion de IFN-y en el sobrenadante de cultivos celulares de pulmon, bazo y ganglios linfaticos de ratones vacunados
con cepas de M. "habana” y posteriormente estimulados con CFA, Ag85b y ESAT-6, en comparacion con un grupo control inmunizado

con BCG. * p< 0,05 entre los grupos sefialados.
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I1VV.2.3. Biodistribucion de las cepas M. "habana” TMC 5135 e IPK-337 empleadas
como vacuna subcutanea en ratones BALB/c.

Se constatd diseminacion de las cepas hacia todos los sitios analizados. Los animales
receptores de IPK-337 mostraron la menor carga bacilar en el sitio de inoculacion,
mientras que los vacunados con TMC 5135 o con BCG mostraron una carga bacteriana
similar a los 15 y 30 dias p.v. Para el dia 60 del experimento se observaron valores trece

veces mayores en los ratones inmunizados con BCG (Figura 12).
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Figura 12. Carga bacilar en pulmones, bazos, ganglios linfaticos inguinales y sitio de
vacunacion pertenecientes a ratones BALB/c inmunizados con cepas de M. "habana” o
BCG. * p<0,05 entre los grupos indicados.
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Los ganglios linfaticos cercanos al sitio de vacunacion (inguinales) provenientes de los
animales inmunizados con M. “habana” IPK-337 revelaron la mayor carga bacilar en los
15 y 30 dias posteriores a la inmunizacion, sin embargo al finalizar el experimento no se

observaron diferencias significativas entre los grupos de ratones vacunados (Figura 12).

La multiplicacion bacilar esplénica fue similar tanto en los ratones vacunados con las
cepas de M. "habana” como con BCG, mientras que en los pulmones se observo una
carga bacteriana significativamente menor en los animales que recibieron M. "habana”

con respecto al grupo control (Figura 12).

IV.3. Seguridad de la vacunacion con cepas de M. "habana” empleadas como

vacuna viva en ratones inmunodeficientes.

La figura 13 muestra que los animales inoculados con M. “habana” TMC 5135
sobrevivieron méas tiempo que los que recibieron BCG, lo cual pudiera sugerir una
mayor atenuacion de la primera. Por su parte, M. "habana” IPK-337 indujo una
mortalidad ligeramente superior a la producida en el grupo control, no obstante estas

diferencias no resultaron significativas.
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Figura 13. Curvas de sobrevida de los ratones desnudos (20 animales / cepa) vacunados
subcutaneamente en la base de la cola con 2500 UFC de M. “habana” IPK-337,
8000 UFC de M. "habana” TMC 5135 y 8000 UFC de BCG Phipps.

63



IV. Resultados

IV.4. Proteccion conferida por la vacunacion con cepas vivas de “M. habana” en
ratones BALB/c tras el reto con M. tuberculosis H37Rv.

Grupos de cuatro ratones recibieron la vacunacion subcutanea con 2500 y 8000 bacilos
de M. "habana” IPK-337 y TMC 5135, respectivamente. Estas dosis se correspondieron
con las que indujeron una mayor produccion de IFN-y en el experimento de

inmunogenicidad (ver acapite 1V.2.2).

Todos los animales vacunados con M. “habana” TMC 5135 o con BCG Phipps
sobrevivieron al reto con M. tuberculosis H37Rv. En cambio los ratones que recibieron
M. "habana” IPK-337 y los que funcionaron como control sin vacunar (SS) mostraron un

60% Yy 75% de sobrevida, respectivamente (Figura 14).
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Figura 14. Curvas de sobrevida de los ratones vacunados subcutaneamente con
M. “habana” IPK-337, TMC 5135 y BCG Phipps, luego del reto experimental con
M. tuberculosis H37Rv. Paralelamente se empled un grupo al que se le administré SS
estéril, el cual funciondé como control de no vacunacién. * p< 0,05 entre los grupos

vacunados y el grupo control.

La figura 15 muestra la carga bacilar pulmonar de los ratones vacunados y retados,

posteriormente, con M. tuberculosis H37Rv. Para el primer tiempo de sacrificio se
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cuantificaron valores similares de UFC en los ratones inmunizados con M. "habana” y el
grupo sin vacunar. Solo los animales inmunizados con BCG mostraron valores
significativamente menores. Sin embargo, hacia el final del experimento, se pudo
constatar una ligera disminucién en la carga bacteriana en los animales que recibieron
las cepas de M. "habana’, la cual contrasta con la elevada multiplicacion encontrada en
el grupo control sin vacunar, diferencias que resultaron estadisticamente significativas.
En este punto no se registraron diferencias entre la vacunacién con M. "habana” y con
BCG.
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Figura 15. Cuantificacion de la carga bacilar en los ratones inmunizados con
M. “habana” IPK-337, TMC 5135 y BCG Phipps y retados con M. tuberculosis H37Rv.
Las barras violetas se corresponden con el grupo que no recibié vacunacion (SS).

* p< 0,05 entre los grupos sefialados.

De manera general y a lo largo del experimento (Figura 16), todos los ratones que
recibieron algun tipo de vacunacién mostraron menor porcentaje de neumonia en
comparacion con aquellos inoculados con SS. En el tiempo correspondiente al primer

sacrificio (2 meses) el porcentaje de consolidacion pulmonar en los animales vacunados
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con M. "habana” TMC 5135 fue menor que en aquellos que recibieron BCG Phipps,
aunque esta diferencia no tuvo significacion estadistica. Las observaciones finales (4
meses) no revelaron diferencias significativas entre los diferentes grupos de animales

inmunizados.
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Figura 16. Porcentaje de consolidacion pulmonar en los animales vacunados con cepas
de M. "habana” y BCG, después del reto con M. tuberculosis H37Rv. Las barras violetas
se corresponden con el grupo al que se le administrd SS estéril (como control de no

vacunacion). * p< 0,05 entre los grupos sefialados.

La talla de los granulomas, constituyd otra de las variables medidas durante el analisis
morfométrico y sus resultados se muestran en la figura 17. A pesar de que en los dos
meses p.r. no se observaron diferencias significativas entre los grupos inmunizados y el
control sin vacunar, se observa una menor talla en los granulomas correspondientes a
este ultimo grupo. En el segundo tiempo de sacrificio los mayores granulomas se

correspondieron con el grupo de ratones que recibieron M. "habana” TMC 5135.
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Figura 17. Talla de los granulomas observados en el tejido pulmonar provenientes de
animales vacunados con cepas de M. “habana” y BCG, después del reto con
M. tuberculosis H37Rv. Las barras violetas se corresponden con el grupo al que se le

administrd SS estéril. * p< 0,05 entre los grupos sefialados.
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V. DISCUSION

Las vacunas profilacticas constituyen una de las herramientas mas Utiles y costo-
efectivas en la reduccion de la morbi-mortalidad asociada a las enfermedades infecciosas
(Martin & Gicquel, 2011). A pesar de la aversion inicial hacia el desarrollo de
inmundgenos vivos, el grupo de expertos en vacunas antituberculosas de la OMS,
defiende enérgicamente el uso de este tipo de vacunacién (Ho et al., 2010). Estos
inmundgenos constituyen potentes estimuladores de una respuesta inmune protectora
tomando como ventajas el amplio espectro de expresion antigénica asi como la habilidad
para estimular una combinacién de diferentes subpoblaciones de linfocitos T (Kaufmann
& McMichael, 2005; Baumann, Eddine & Kaufmann, 2006). Adicionalmente, estos
candidatos, pueden administrarse a través de la via mucosal, la cual juega un papel
central en la TB, proporcionando un blanco valioso para la proteccidn contra patdgenos

de transmision respiratoria (Li et al., 2012).

Entre los candidatos vacunales vivos contra la TB, se destacan aquellos que introducen
diferentes variaciones genéticas en BCG, produciendo recombinantes capaces de i)
sobreexpresar antigenos con inmunogenicidad probada (ej. Ag85 a y b) (Romano &
Huygen, 2012) o antigenos propios del estado de latencia (ej. enzima L, D-
transpeptidasa) (Nolan & Lamichhane, 2010) y ii) expresar el gen de la listeriolisina de
L. monocytogenes y mutar el gen de la ureasa para mejorar su inmunogenicidad (ej.
VPM 1002) (WHO, 2013). De igual forma, se han probado en modelos preclinicos y
ensayos clinicos Fase I, cepas de M. tuberculosis, genéticamente inactivadas para los

genes reguladores de la transcripcién de phoP y fad26 (Romano & Huygen, 2012).
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Las MNT también forman parte de las propuestas de nuevos candidatos vacunales. Estas
se han empleado tanto en su forma natural, inactivadas por calor o radiaciones, como
portando genes de M. tuberculosis, responsables del aumento de su inmunogenicidad.
Entre ellas se destacan los estudios que emplean M. smegmatis (Romano & Huygen,
2012), M. w (Gupta et al., 2009) y M. "habana” (Gupta et al., 1979). Un preparado
inmunomodulador que emplea una cepa inactivada de M. vaccae, se encuentra en la
actualidad en fase Ill de ensayos clinicos, como adyuvante de la terapia con drogas
antituberculosas (WHO, 2013).

Analisis bioguimicos han llevado a considerar a M. "habana” como sindénimo de
M. simiae serotipo 1 (Meissner & Schroder, 1975; Weiszfeiler, Karaseva & Karczag,
1981). Sin embargo, la presencia de diferencias serologicas y la composicion de GPL
permiten diferenciarlos (Kay-Hooi et al., 1996; Mederos, Valdivia & Valero-Guillén,
2008).

En particular M. “habana” TMC 5135 se ha propuesto, en diversas formas (viva,
proteinas secretorias, irradiada, muerta por calor) como candidato vacunal contra la TB
y otras micobacteriosis (Gupta et al., 1979; Chaturvedi et al., 1999a; Raj et al., 2003).
Esta cepa ofrece proteccion contra aislamientos virulentos de M. tuberculosis,

mostrando mayor eficacia que BCG, en modelos murinos (Gupta et al., 1979).

A pesar de estas evidencias experimentales, poco se conoce acerca de la virulencia, la
respuesta inmunolégica y la seguridad de la aplicacion de M. “habana” como vacuna en
modelos animales apropiados para el estudio de estas variables. Nuestros resultados
confirman y enriquecen los datos disponibles, a través de la caracterizacion de tres cepas
de M. "habana” en términos de patogenicidad, inmunogenicidad y potencialidad como

vacuna contra la TB.

V.1 Virulencia de cepas de M. "habana” en un modelo experimental de TB

pulmonar progresiva

La seguridad constituye una de las grandes preocupaciones y el mayor reto en el

desarrollo de vacunas vivas en virtud de proveer suficiente garantia para su posterior
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aplicacion en humanos (Sadoff & Hone, 2005; Singhal, Bisht & Joshi, 2010).
Tradicionalmente, estos estudios emplean la evaluacion del candidato en diferentes
modelos experimentales, los cuales involucran desde cultivos celulares, animales
susceptibles o resistentes a la enfermedad, hasta el uso de animales inmunodeficientes
(Martin & Gonzalo-Asensio, 2010; Herndndez-Pando et al., 2012). Por otra parte, el
conteo de la poblacion bacteriana en los pulmones, la sobrevida de los animales tras la
infeccion con dosis letales, asi como la evaluacion histopatoldgica de los principales
organos dianas constituyen herramientas importantes para comprobar la virulencia de las
micobacterias (Smith, 1981). En el presente trabajo se observo una buena correlacion

entre estos tres parémetros.

Nuestros resultados sugieren la atenuacion natural de las cepas M. "habana” IPK-337 y
TMC 5135, permitiendo la sobrevida total de los animales, luego de cuatro meses de
infeccion. Estos hallazgos se correspondieron con cargas bacilares significativamente
menores asi como con dafios minimos en el tejido pulmonar, al comparar estos grupos

de animales con los que recibieron la cepa virulenta M. tuberculosis H37Rv.

En nuestra opinion los estudios de sobrevida, a pesar de no ser los ideales, constituyen
un requisito imprescindible en el andlisis de enfermedades letales como la TB. Estos
permiten obtener representaciones graficas de la probabilidad que tiene un animal de
experimentacion de sobrevivir en funcion del tiempo (Luis & Boffi, 1991). Para la
interpretacion de los resultados, el método de Kaplan-Meier resulté especialmente (til,
dado el pequefio nimero de ratones por grupo de ensayo. Este nos permitié obtener una
curva de sobrevida confiable al poder incluir todas las observaciones realizadas en
funcion del célculo de los animales que sobrevivieron y su probabilidad de hacerlo en

cada momento en el que se produjo una muerte eventual.

La carga bacilar en los pulmones de los animales infectados se correspondié con los
resultados de sobrevida. El conteo de UFC/pulmon (en el orden de los millones de
bacterias) en todos los grupos de ensayo, responde a las caracteristicas propias de los
modelos animales que utilizan altas dosis infectantes de micobacterias por via i.t.

(Hernandez-Pando et al., 1996; Rook, Hernandez-Pando & Zumla, 2009). Este modelo
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se encuentra concebido para paises en vias de desarrollo, donde la exposicion previa a
micobacterias ambientales resulta muy elevada demandando el requisito de un indculo
potente para inducir la enfermedad progresiva (Hernandez-Pando et al., 2004; Rook,
Hernandez-Pando & Zumla, 2009).

Durante la primera fase del experimento (1* mes) se observd una multiplicacion
bacteriana en forma de meseta en los grupos de animales infectados con M. “habana’.
Posteriormente (2% fase), se registré un aumento en la proliferacién bacteriana, pero este
fue significativamente menor con respecto al grupo control y a los animales que
recibieron la cepa IPK-220. En estos Ultimos este comportamiento se acompafio de una
amplia diseminacion de la neumonia, lo cual correlaciona con la muerte de los animales.
Del analisis de estos resultados parece evidente que los animales infectados con las
cepas M. “habana” IPK-337 y TMC 5135 controlan con mayor eficiencia la
multiplicacién bacteriana pulmonar, registrandose un menor conteo de UFC

acompariado del aumento en la talla de los granulomas pulmonares.

Es interesante destacar el registro de un 20% de mortalidad en los ratones infectados con
M. “habana” IPK-220, al término del experimento. Estos resultados se correspondieron
con la alta carga bacilar y con un dafio pulmonar que alcanzo, aproximadamente el 30%
de la superficie de este 6rgano. De igual manera la induccion de una respuesta del tejido
ante la infeccion por esta cepa fue significativamente menor, expresada en granulomas
que aparecieron de manera retardada cuyas tallas promedio fueron menores que las

calculadas en los ratones infectados con el resto de las cepas de M. "habana’.

La literatura internacional refiere un amplio espectro de virulencia al infectar modelos
experimentales con diferentes especies de micobacterias. Collins & Watson (1981)
reportan que el patrén de crecimiento de estos microorganismos en pulmones, higado y
bazo de ratones infectados puede variar desde una rapida eliminacion (en aquellas cepas
completamente avirulentas) hasta la persistencia continua, lo cual provoca la muerte de
un numero importante de animales. En dicho estudio se demostré una reduccion lenta y
progresiva de las cargas bacilares en los pulmones de ratones infectados con

M. "habana” TMC 5135 y escasas pistas de diseminacion hacia higado y bazo.
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Nuestros resultados se corresponden con los reportados por Raj et al. (2003), los cuales
demuestran la seguridad de la inoculacién endovenosa de 10°® UFC de M. “habana” TMC
5135. Este experimento muestra una sobrevida total con reduccion paulatina de la carga
bacilar y tendencia a la esterilizacion de los diferentes érganos infectados, lo que queda
evidenciado a partir de la tincién especifica para estos bacilos asi como el recobrado de
pocas UFC (Raj et al., 2003).

A pesar de que nuestra investigacion coincide con el empleo de la cepa M. "habana”
TMC 5135 y un indculo similar, que en el estudio referido anteriormente, la cinética de
multiplicacion bacteriana difiere de uno al otro. En opinidn de la autora este fenémeno
pudiera estar mediado por las diferencias en las rutas de inoculacién. Cuando la
infeccion se realiza por la via aérea, como en nuestro estudio, se requiere de un periodo
mayor para que las micobacterias o sus antigenos se diseminen desde los pulmones a los
ganglios linféticos regionales y al bazo, donde se genera la respuesta inmune. Por su
parte, en los ratones infectados por la via endovenosa, el bazo se infecta de forma
inmediata lo que resulta en la generacion de una respuesta inmune mas temprana y en
consecuencia la estabilizacion de la infeccion no solo en este 6rgano sino también en los

pulmones.

Por otra parte Jung et al. (2008) demuestran que cuando las micobacterias llegan a los
pulmones a través de la via sanguinea necesitan ser transportadas por los fagocitos
sanguineos, primero, a través del endotelio vascular y luego a través del epitelio
respiratorio, para poder entrar, finalmente, en los alveolos pulmonares. En contraste con
lo que sucede en la via respiratoria, donde las bacterias alcanzan directamente los
alveolos pulmonares, lo que facilita la instalacion de la infeccion y la multiplicacion

bacteriana.

La apariencia microscépica de los pulmones constituye un parametro evaluador de la
severidad de la infeccidn. Esta reporta grandes ventajas cuando deja de ser una simple
descripcion cualitativa para convertirse en parametros cuantificables. EI empleo de
morfometria automatizada, en nuestro trabajo, permitié ponderar el dafio pulmonar
provocado por la infeccién, asi como la respuesta del tejido a la invasion

micobacteriana.
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Se demostro la presencia de BAAR en el 58% de los animales que recibieron las cepas
de M. "habana” y en la totalidad de los infectados con M. tuberculosis H37Rv, lo cual
corrobora que los cambios histolégicos observados se producen en respuesta a la

infeccion experimental.

Algunos autores reportan la baja sensibilidad de la tincion de ZN en la TB experimental,
oscilando entre cero y 44% (Goel & Budhwar, 2007). Nuestros resultados superan estas
cifras, a la vez que demostramos que, a pesar de que ambos grupos de ratones reciben
igual carga infectante, aquellos inoculados con M. “habana” muestran una menor
positividad de BAAR, en esta tincion. Este comportamiento pudiera encontrar su
explicacion en que solo los bacilos intactos son capaces de tefiirse con el colorante, por
lo que en aquellas &reas paucibacilares o con presencia de abundantes detritos celulares,
como lo puede ser el interior de los granulomas, se dificulta su deteccion, ambos

aspectos se demuestran tras la infeccion con M. "habana’.

En la actualidad el empleo de técnicas inmunohistoquimicas que incluyen anticuerpos
monoclonales  dirigidos a diversos antigenos  micobacterianos, aumentan
considerablemente la posibilidad de deteccion de bacterias en los tejidos. Su positividad,
tanto en la TB experimental como en la clinica, fluctia entre el 69-100% Yy permite la
localizacion de los bacilos integros o la presencia de sus detritus, los cuéles retienen sus

propiedades antigénicas (Goel & Budhwar, 2007).

En general, la calidad y la cinética de la respuesta inflamatoria, particularmente en los
pulmones, es un buen predictor del desenlace de la infeccion y la inmunopatologia de
este 6rgano puede emplearse como indicador de virulencia de diferentes cepas de
micobacterias (Mehrad & Standiford, 1999). Los ratones infectados con las cepas
M. "habana” IPK-337 y TMC 5135 mostraron los menores porcentajes de consolidacion
pulmonar y los mayores granulomas. Ambos aspectos apuntan a favor de una mayor

atenuacion de las mismas.

En este sentido, Manabe et al., en Estados Unidos de América (2002), demuestran la
seguridad de la infeccion experimental con M. microti, especie perteneciente al complejo

M. tuberculosis. Esta aseveracion tiene como base la demostracion de una baja carga
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bacteriana, asi como la ausencia de dafios histolégicos luego de la administracion
endovenosa o intraperitoneal de altas dosis de esta micobacteria, en ratones BALB/c
(Manabe, Scot & Bishai, 2002).

Mycobacterium indicus pranii (Mycobacterium w) constituye un ejemplo del uso
experimental de MNT como candidatos vacunales contra la TB. Gupta et al., en un
estudio realizado en la India, en 2009, proveen evidencias acerca de que la infeccién
murina con esta micobacteria, empleando diferentes vias de inoculacion, es autolimitada
y de corta duracién, lo cual resulta crucial para evaluar su seguridad y la induccién de

respuesta de memoria (Gupta et al., 2009).

La introduccion e implementacion de la ingenieria genética en las micobacterias abri6 la
posibilidad de obtener cepas atenuadas de M. tuberculosis. Sin embargo resulta
extremadamente dificil la seleccion de los blancos genéticos, entre los aproximadamente
4000 genes que integran el genoma de este microorganismo. Por esta razén se han
empleado diferentes estrategias para llevar a cabo este propésito (Martin & Gonzalo-
Asensio, 2010).

Los mutantes auxotroficos para la sintesis de aminoacidos (proC o trpD, auxétrofos para
la sintesis de prolina o triptéfano, respectivamente) o de &cidos nucleicos exhiben ciclos,
limitados de replicacion del microorganismo en el interior de las células del hospedero.
El empleo de estos mutantes en modelos animales, muestra diversos grados de
atenuacion y de potencial vacunal, sin superar, en la mayor parte de los casos, el

reportado para BCG (Martin & Gonzalo-Asensio, 2010).

A pesar de los multiples intentos por conseguir cepas atenuadas de M. tuberculosis
persiste la preocupacion relacionada a la posibilidad de ocurrencia de reversién de las
mutaciones. Por esta razon se ha llegado al consenso de que los candidatos deben
presentar al menos dos mutaciones irreversibles e independientes. Las estrategias mas
recientes pretenden la combinacion de una transformacion que confiera auxotrofia con

otra que afecte la virulencia del agente (Delogu & Fada, 2009).

Hsu et al. demuestran que M. tuberculosis mutante de RD1, induce una proteccion

similar a BCG pero posee la limitante de mantener una virulencia residual y en
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consecuencia una menor atenuacion que esta Gltima (Hsu et al., 2003). En esta linea
pensamiento, se han propuesto diferentes mutantes de M. tuberculosis para los genes
mce, que codifican para proteinas encargadas de la entrada del patdgeno a las células del
hospedero (Aguilar et al., 2006). Otra de las estrategias se basa en la inactivacion de
secA, gen responsable de codificar uno de los componentes del sistema de secrecion de
proteinas micobacterianas involucradas en la inhibicion de la apoptosis de las células
infectadas. Consecuentemente, este promueve la supervivencia de M. tuberculosis en el
interior de la célula hospedera. Por el contrario la inactivacion de secA, resulta en un
incremento de la apoptosis con el razonable aumento de la respuesta especifica de
células T CD8" (Hinchey et al., 2007). Por otra parte Martin et al. reportan la
inactivacion de factores de transcripcion esenciales en M. tuberculosis, como phoP,
logrando obtener un fenotipo completamente atenuado en modelos celulares y animales
(Cardona et al., 2009).

En nuestro estudio, al realizar un anélisis integral de la respuesta del tejido a la
infeccion, podemos observar que la maduracion de los granulomas asi como el
incremento paulatino de su talla en el tiempo, el que llega a ser significativo en los
ratones infectados con las cepas TMC 5135 e IPK-337, constituye un obstaculo en la
progresion de la neumonia en estos animales. Estos resultados constituyen hallazgos
interesantes si tenemos en cuenta que, en el modelo animal empleado, la extensién de la
neumonia correlaciona con la progresion y severidad de la enfermedad, mientras que el
tamafo de los granulomas correlaciona con resistencia y proteccion (Hernandez-Pando
et al., 2005).

Manabe et al. (2002) a pesar de demostrar la atenuacion natural de M. microti, tras la
infeccion experimental en modelos murinos, detectan la ausencia de granulomas durante
los estadios tempranos de infeccién lo que pudiera constituir una limitante para su
empleo como candidato vacunal. La no aparicion de estas estructuras imposibilita el
analisis de los mediadores que participan en la respuesta inmune, sobre todo de aquellos
que resultan criticos en la inmunidad inducida por la vacunacion (Thaiss & Kaufmann,
2010).
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El granuloma tuberculoso es el resultado de la interrelacion entre las bacterias y las
células del hospedero, en el sitio de infeccion. El control de este proceso se asocia,
comdnmente, al hospedero, en su objetivo por limitar el crecimiento bacteriano y
prevenir la diseminacion. En la actualidad este punto de vista es cuestionado y existe la
tendencia creciente a considerar el granuloma como una estructura altamente dinamica,
donde la bacteria desempefia un papel activo (Russell et al., 2009; Kondratieva et al.,
2010).

A pesar de que diversos reportes destacan que M. tuberculosis puede dirigir la formacion
y maduracion de granulomas, como parte de su ciclo de vida, se ha demostrado que en
ausencia de estas estructuras no existe proteccion, al menos en los humanos. Los
granulomas garantizan una yuxtaposicion unica entre las células T activadas y los M¢
cargados de micobacterias. Por otra parte, la coincidencia temporal de la diferenciacion
de las células T, la consolidacién del granuloma y la reduccion del crecimiento
micobacteriano en aquellos modelos animales que simulan la enfermedad en los

humanos, sugiere causalidad entre estos fendmenos (Ehlers & Schaible, 2013).

Por esta razon, la autora coincide con los criterios esgrimidos por Ehlers & Schaible
(2013), quienes consideran que a la luz de las nuevas consideraciones focalizadas en el
papel de los granulomas desde la dptica del patdgeno, no se pueden obviar las evidencias
existentes a favor del papel protector de estas estructuras en la contencion de la
infeccion, entre las que se encuentran: i) Las células T transfieren inmunidad protectora
y estimulan la formacion de granulomas (Orme & Collins, 1983); ii) La acumulacion de
M¢ (granulomas innatos) no elimina eficientemente a las bacterias hasta que no ocurre
la activacion por las células T (North & lzzo, 1993; Smith et al., 1997) y iii) Los
individuos infectados con VIH muestran una pobre inflamacién granulomatosa y un

pobre control del crecimiento micobacteriano (Lawn, Butera & Shinnick, 2002).

La fagocitosis mediada por M¢, es uno de los eventos mas importantes que se produce
en la respuesta inmune innata ante la llegada de las micobacterias a los pulmones. Sin
embargo, para que se desaten los mecanismos microbicidas, estos necesitan activarse,

para lo cual requieren del IFN-y liberado por las células T CD4". Por lo tanto, de
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acuerdo al paradigma Th1/Th2, la inmunidad mediada por células T frente a la TB esta

dominada por el primero.

La elevada expresion de factores inmunoprotectores (IFN-y, TNF-a e iNOS) en los
ratones infectados con las cepas M. “habana” IPK-337 y TMC 5135, sugieren que ambas

desatan una fuerte respuesta inmune celular.

Como resultado de la infeccidn respiratoria con micobacterias se producen una serie de
eventos de la inmunidad, que promueven la expansion de células T efectoras liberadoras
de IFN-y, citoquina encargada de la activacion de los M¢ infectados (Mata-Espinosa &
Hernandez-Pando, 2008). Este proceso induce la expresion de mas de 200 genes que
codifican para proteinas involucradas en la respuesta inmune. Entre sus efectos se
encuentran la produccion de ROl y RNI, la acidificacion del fagosoma y la autofagia
(Dheda et al., 2010; Castillo et al., 2012), la produccion de o y B defensinas (Rivas-
Santiago et al., 2008), aumento en la expresién de moléculas MHC | y MHC I
involucradas en la presentacion de antigenos proteicos, asi como la expresion de la
enzima iNOS (Herbst, Schaible & Schneider, 2011).

La mayor produccion de iNOS se observd durante la primera semana p.i. en todos los
grupos de ratones. A partir de este momento se registraron diferencias significativas
entre aquellos que recibieron las cepas M. “habana” IPK-337 y TMC 5135 vy los
infectados con M. “habana” IPK-220. La iNOS es responsable de la produccion de NO a
partir de L-arginina como sustrato. Este reacciona con los ROI, producidos en gran
cantidad y al mismo tiempo, resultando en la formacion de peroxinitrilos, compuestos
muy inestables que se asocian rapidamente a diferentes constituyentes bioguimicos
celulares, especialmente a las proteinas (en particular al aminoacido tirosina). Las
proteinas nitrosiladas experimentan cambios conformacionales con pérdida irreversible
de sus funciones lo que contribuye a la muerte celular (Welin & Lerm, 2012). Fue,
precisamente, en aquellos animales en los que observamos una mayor produccién de
esta enzima, los que registraron una menor multiplicacion bacilar, resultados que

repercutieron en una sobrevida maxima al finalizar el experimento.
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Por otra parte, la mayor expresion de TNF-a en los ratones infectados con M. "habana’
IPK-337 y TMC 5135 se correspondio con la aparicion temprana de granulomas y con el
aumento de su talla durante el experimento. Suficientes evidencias indican que la
generacion y el mantenimiento de los granulomas tuberculoides requieren de la
presencia de TNF-o (Stenger, 2005; Fallahi-Sichani et al., 2010). Publicaciones
recientes demuestran que la reactivacion tuberculosa por el uso terapéutico de un agente
blogueador de TNF, en las patologias de naturaleza autoinmune, est4 asociado a la
ruptura de la arquitectura del granuloma, provocando la diseminacion de las

micobacterias en el tejido circundante (\Wong et al., 2008; Beham et al., 2011).

En contraste a lo planteado anteriormente, la cepa M. "habana” IPK-220 mostr6 una
menor atenuacion, indujo una baja expresion de factores inmunoprotectores y una mayor
expresion del ARNm que codifica para la IL-4. Esta citoquina promueve la activacion
inadecuada de los M¢ (Gordon, 2003), disminuye la expresion y la sefializacion a través
de los TLR 2 (Rook et al., 2004) y regula negativamente la expresion de iNOS (Bogdan
et al., 1994). Estos fendbmenos redundan en un control ineficiente de la multiplicacién
bacilar tras la infeccion experimental, lo cual se encuentra relacionado con extensos
dafios en el tejido pulmonar y muerte; aspectos todos demostrados en nuestra

investigacion.

En este sentido North (1998), demuestra que el aumento de la expresion de IL-4
promueve el anclaje del receptor de esta citoquina en la membrana de las células T
CD4", lo cual constituye una sefial para el comienzo de la transcripcion de los genes que
codifican para citoquinas del tipo Th2, patron que se reconoce como no protector frente
a la TB. Posteriormente Fletcher et al. (2004), demuestran que los niveles de expresion
de ARNm de la IL-4 correlacionan proporcionalmente con la gravedad de la enfermedad

en humanos.

Rook et al. (2004) realizan una amplia revision de la literatura para dar a conocer las
implicaciones de la IL-4 en el disefio de vacunas antituberculosas. Estos reportan la
aparicién, en pacientes tuberculosos, de algunos fenémenos dependientes de IL-4, un
incremento de la expresion del ARNm para esta citoquina y de las células T positivas

para ella. Estos hallazgos correlacionan, de forma significativa, con la presencia sérica
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de IgE, CD30 y con la extension de la cavitacion. De la misma forma, cuando se trata de
modelos experimentales, se relaciona la presencia de IL-4 en la fase tardia de la
infeccion con la regulacion negativa de la respuesta Thl y la deteccion de citoquinas
Th2 (Rook et al., 2004).

La variabilidad del curso de la infeccion bacteriana depende de la compleja interaccion
de diversos factores, los cuales no se encuentran completamente dilucidados.
Determinados defectos genéticos que afectan la relacion IFN-y/IL-12, asi como factores
ambientales que generan microambientes nutricionales deficientes, se encuentran
asociados a una mayor susceptibilidad a la infeccion tuberculosa (Hernandez-Pando et
al., 2012). El uso de un modelo animal con uniformidad genética bajo condiciones
ambientales controladas nos permite afirmar que las variaciones encontradas en
respuesta a la infeccién con diferentes cepas de M. "habana” responden a diferencias

intrinsecas entre las mismas.

Estudios recientes acerca de la diversidad de GPL en cepas de M. “habana’, empleando
técnicas avanzadas de espectrometria de masa, demuestran la ausencia de GPL-Il y
GPL-IIl en M. "habana” IPK-220 (Mederos, Valdivia & Valero-Guillén, 2008). Los
GPL son parte integral de la envoltura celular en algunas micobacterias y pudieran estar
involucrados en funciones bioldgicas importantes, a la vez de ser antigénicos debido a su

cadena oligosacaridica.

La pared celular micobacteriana consiste en un complejo arreglo de lipidos distintivos y
proteinas, a muchos de los cuales se les conoce su actividad inmunomoduladora.
Algunas de estas funciones se atribuyen a la interaccion de los componentes de la
superficie bacteriana con los M¢, durante el proceso de fagocitosis e involucran
receptores de reconocimientos de patrones (PRR, del inglés Pattern Recognition

Receptor) como son los TLR (Rocha-Ramirez et al., 2008).

Bhatnagar & Schorey (2007), demuestran que los exosomas liberados por M¢ infectados
in vitro, con M. avium, contienen GPL. Estas vesiculas interactian con M¢ sin infectar e
inducen una respuesta proinflamatoria. Estas evidencias sugieren el papel potencial de

los GPL en la modulacion de la respuesta inmune in vivo. Probablemente, las diferencias
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en términos de virulencia e induccion de respuesta inflamatoria encontradas durante la
infeccion experimental con cepas de M. "habana” encuentren su explicacién en su
desigualdad de GPL, previamente demostrada (Mederos, Valdivia, Valero-Guillén &
2008). Como consecuencia de estos resultados decidimos descartar la cepa M. “habana”
IPK-220 y continuar hacia el experimento de inmunogenicidad con las cepas IPK-337 y
TMC 5135.

V.2. Inmunogenicidad y biodistribucion de cepas vivas de M. "habana” empleadas

como vacuna subcutanea en ratones BALB/c.

Los correlatos de proteccion constituyen variables inmunoldgicas con valor predictivo
de resistencia al desarrollo de la enfermedad (Parida & Kauffmann, 2010). Existe
consenso internacional en cuanto a la dificultad para encontrar pardmetros Utiles que
puedan ser correctamente extrapolados desde el modelo experimental hasta los humanos.
Esta situacion se hace aun mas dificil para los candidatos vacunales vivos, los cuales
expresan una multitud de antigenos y estimulan diferentes combinaciones de células T
(Kaufmann & Stenger, 2009). El establecimiento de un potente biomarcador subrogado
de punto final pudiera reducir drasticamente la necesidad de ensayos clinicos
prolongados y a gran escala, agilizando el descubrimiento de nuevas vacunas y su
comprobacion clinica (Kaufmann & Parida, 2008; Ottenhoff & Kaufmann, 2012).

Aaggaard et al. (2009), teniendo como antecedente un modelo experimental de infeccion
con Leishmania major, analizan la potencialidad de varios biomarcadores como
correlatos de proteccion contra M. tuberculosis, tras vacunar ratones con el candidato de
subunidades Ag85B-TB10.4/IC31H. Los resultados de este estudio les permiten concluir
que la cantidad y calidad de la respuesta T de memoria, particularmente aquellas que
presentan un fenotipo polifuncional, o sea que expresan a la vez IFN-y, IL-2, TNF-a,
funcionan como un potente correlato de proteccion. Estudios posteriores plantean la
posibilidad de adicionar, a la expresion de IFN-y, la presencia de perforinas y
granulisinas como potenciales correlatos. Estas Gltimas, constituyen marcadores de una
respuesta citotoxica mediada por linfocitos T CD8", reconocida como protectora frente a
la TB (Scherer et al., 2009).
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A pesar de que la medicién de un Unico factor, como es la produccién de IFN-y, pudiera
no reflejar todo el potencial funcional de las células Thl y la habilidad de las células T
de memoria de coexpresar multiples citoquinas que induzcan un respuesta superior ante
un nuevo llamado de la inmunidad, estd ampliamente demostrado que el control de la
infeccion micobacteriana se caracteriza por la participacion de células T CDA4+,
productoras de citoquinas tipo I, en particular IFN-y (Doherty, Wallis & Zumla, 2009).
La produccion de esta citoquina constituyo el biomarcador, empleado en nuestro estudio

para medir la inmunogenicidad inducida por los candidatos en investigacion.

La estimulacion con CFA de M. tuberculosis H37Rv indujo los més altos niveles de
IFN-y en los animales inmunizados con M. “habana’. Malen et al. demostraron, a través
de varias técnicas cromatogréaficas, que este filtrado antigénico se encuentra altamente
enriquecido con las proteinas de secrecion (Malen, Sgfteland & Wiker, 2008). Esta
observacién sugiere una estrecha relacion entre las proteinas secretadas por ambas
especies de micobacterias y constituye, sin dudas, una ventaja cuando se intenta

estimular una respuesta inmune heterdloga.

Los antigenos solubles, en su conjunto, constituyen estimuladores tempranos de la
inmunidad, debido a su rapida aparicion en el curso de la infeccion. La produccion
ascendente de IFN-y durante el transcurso del experimento sostiene la hipotesis de que
los bacilos vivos funcionan como inductores poderosos de la respuesta inmune celular
(Jyothi, Garg & Singh, 2000).

Chaturvedi et al. (1999a) estudian el potencial inmunogénico de proteinas secretorias de
M. “habana” TMC 5135 y demuestran que en la fase exponencial esta micobacteria
secreta proteinas de 19, 22, 29, 30, 31/32, 50 y 54-58 kDa, las cuales también se
reportan en el filtrado de cultivo de M. tuberculosis (Malen, Sgfteland & Wiker, 2008).
Resulta interesante destacar que algunas de estas proteinas de M. ‘habana’ son
reconocidas por sueros de pacientes tuberculosos, lo cual ademés de corroborar la
similitud antigenica entre estas micobacterias, les confiere la potencialidad de emplearse

en técnicas de serodiagnostico de TB (Chaturvedi et al., 1999a).
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La menor respuesta de IFN-y encontrada en los ratones inmunizados con BCG pudiera
estar relacionada con el hecho de que esta subcepa, en particular, no presenta la RD1 ni
la RD2, las cuales codifican para antigenos de secrecidén con un reconocido potencial
inmunogénico. La seleccién de BCG-Phipps como control de inmunogenicidad se debid
a la demostracion previa de su mayor capacidad de generar proteccion contra
M. tuberculosis al compararla con otras 10 subcepas de BCG (Castillo-Rodal et al.,
2006).

Por su parte, la respuesta inducida con el Ag85b resulté maés eficiente en los animales
que se inmunizaron con M. “habana” que en los vacunados con BCG Phipps. El
complejo Ag85 esta conformado por tres proteinas (30-32 kDa) con actividad transferasa
de &cidos micolicos que intervienen en la biogénesis de la pared micobacteriana: Ag85a,
Ag85b y Ag85c y es el Ag85b el componente mayoritario en este complejo (Malen,
Sgfteland & Wiker, 2008). Estudios experimentales demuestran que este constituye una
fraccion relevante dentro de las proteinas secretadas por M. tuberculosis y que resulta
muy inmunogénico por contener numerosos epitopos para células T CD4" y CD8". Esta
caracteristica representa una ventaja obvia para el desarrollo de cepas recombinantes de
BCG superproductoras de los diferentes componentes de este complejo.

Dhar et al., demuestran que la vacunacion de ratones BALB/c con BCGr
sobreexpresando Ag85a provoca un incremento en la inmunidad humoral, en
comparacion con la cepa parental, asi como una respuesta Thl caracterizada por la
produccion de altos niveles de IFN-y (Dhar, Rao & Tyagi, 2004). Por otra parte la cepa
BCGr para la expresion de Ag85b fue el primer candidato en entrar en fase de ensayo

clinico (Tyagi, Nangpal &Satchidanandam, 2011).

Chaturvedi et al. (1999a) y Jyothi et al., en 2000; coinciden al afirmar que el Ag85b
constituye la proteina de secrecion temprana mas importante al purificar sobrenadante de
cultivo, en fase exponencial, de M. "habana” TMC 5135. La respuesta de los 6rganos de
los ratones inmunizados con M. “habana’, estimulados in vitro con este antigeno nos

permite inferir, que este constituye un potente inductor de la respuesta inmune tras la
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vacunacion con las cepas vivas, generando una respuesta de memoria detectable frente a

un nuevo enfrentamiento antigénico (Jyothi, Garg & Singh, 2000).

La estimulacion con ESAT-6 indujo valores inferiores a los 15 pg/mL de IFN-y en los
tres Organos ensayados durante todo el experimento. Estos valores no mostraron

diferencias significativas al compararlos con el grupo control.

ESAT-6, es una proteina pequefia involucrada en la modulacién de la respuesta inmune
(Hall et al., 2009). Se conoce que esta constituye uno de los blancos principales de las
celulas T de memoria, en ratones infectados con M. tuberculosis y que el reconocimiento
no se encuentra influenciado por la composicion genética de la especie animal empleada
(Brodin et al., 2006).

Brodin et al. (2006) demostraron que en cinco de seis lineas de ratones genéticamente
diferentes, las células T de memoria, son capaces de reconocer a ESAT-6, durante una
re-exposicion a este antigeno. Ademas, estas constituian entre el 25-35% del repertorio

de células T reactivas a TB, en la primera fase de la enfermedad.

Estudio realizados en humanos, empleando el ensayo de puntos por inmunoabsorcion
unida a enzimas (ELISPOT, del inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Spot), detectan
respuesta especifica a este antigeno en un 96% de los pacientes con TB. Esta frecuencia
de reconocimiento no se habia registrado con anterioridad para ningun antigeno
micobacteriano en particular. Investigaciones experimentales demuestran que las
vacunas que contienen este antigeno proveen de una fuerte proteccién contra la TB y lo
sitlan como un candidato promisorio en el desarrollo de vacunas contra esta enfermedad
(Hall et al., 2009). ESAT-6 esta codificado por un grupo de genes que se encuentran en
la RD1. En la vecindad de estos operones, se encuentran localizados al menos otros siete
genes, agrupados en cluster que codifican para antigenos del tipo T, hecho que sugiere
que esta region pudiera constituir una isla de inmunogenicidad, con implicaciones

vacunales (Brodin et al., 2004a).

Desde nuestro punto de vista, la escasa producciéon de IFN-y por los érganos de los
ratones vacunados con M. "habana” en respuesta a la estimulacién con ESAT-6 pudiera

obedecer a factores inherentes a la micobacteria, al propio antigeno o a la respuesta
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inmune del hospedero. Los genes responsables de ESAT-6 no estan presentes en BCG,
ni en M. microti, ni en la mayoria de las MNT (Brodin et al., 2004a). La ausencia de
respuesta de los ratones inmunizados con M. “habana” a la estimulacion con este
antigeno, sugiere aunque no concluye, que estas cepas también carecen de la

informacion genética que lo codifica.

Brodin et al. en un intento por mejorar la inmunogenicidad de M. microti, construyen la
cepa recombinante M. microti OV254::RD1-2F9, resultante de la introduccién de la
RD1. Esta region codifica para potentes antigenos estimuladores de la respuesta T
(ESAT-6 y CFP-10) resultando en una mayor expresion de los marcadores de activacion
de los linfocitos T sin perder la seguridad demostrada en experimentos anteriores
(Brodin et al. 2004b). Teniendo en cuenta el papel inmunogeénico probado de ESAT-6, la
obtencion de cepas de M. "habana” recombinantes para este antigeno, podria constituir

una alternativa interesante para elevar su inmunogenicidad.

Por otra parte, existe una serie de evidencias acerca de que las células T efectoras de
memoria (humanas) producen IFN-y en respuesta a ESAT-6 y, de hecho, dos pruebas
sanguineas utilizan esta respuesta para diagnosticar la infeccion tuberculosa latente y la
TB activa. lgualmente, esta demostrado que las vacunas de subunidades basadas en
ESAT-6 inducen proteccion contra M. tuberculosis en ratones y que la construccién
vacunal que codifica para ESAT-6 y Ag85 reduce la carga bacilar luego del reto con
M. tuberculosis en primates no humanos. Sin embargo, aunque ESAT-6 es altamente
inmunogénico, la secrecion de esta proteina se requiere para la virulencia de
M. tuberculosis en modelos animales. Recientemente, se ha relacionado a ESAT-6 con
efectos adversos en las células de mamiferos, los cuales incluyen la citolisis y la
reduccion de la produccién de IL-12 por los fagocitos mononucleares, lo cual puede
originar una disminucién de la produccion de IFN-y y por consiguiente de la inmunidad
contra la TB (Barnes et al., 2009).

Hallazgos recientes demuestran que concentraciones elevadas de ESAT-6 inhiben
marcadamente la produccion de IFN-y por las celulas T, estimuladas con

M. tuberculosis. Esta proteina inhibe, también, la proliferacion y la expresién de los
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marcadores tempranos de activacion CD25 y CD69. Presumiblemente, la union de
ESAT-6 a los ligandos de superficie de las células de mamiferos transmite sefiales
intracelulares que inhiben el desarrollo de la inmunidad de células T (Barnes et al.
2009). Este efecto inhibitorio pudiera constituir otra de las explicaciones de la ausencia
de respuesta encontrada, frente a este antigeno, en los modelos animales vacunados con
M. “habana’.

Adicionalmente, esta demostrado el efecto supresor de las células Treg en la produccion
especifica de IFN-y por las células T mediado por la liberacion de IL-10 (Li & Wou,
2008). A pesar de que este aspecto no se exploré durante la ejecucion del presente
estudio, pudiera ser otra de las causas, de la pobre respuesta de IFN-y de los érganos de

los ratones vacunados con M. “habana” frente a la estimulacién con ESAT-6.

Paralelamente al estudio de inmunogenicidad de M. ‘habana’, se estudié la distribucion
bacteriana y se pudo constatar la diseminacion de las cepas vacunales a todos los
organos estudiados, asi como la multiplicacion en el sitio de vacunacion. Los estudios
limitados en el tiempo tienen como desventaja la imposibilidad de monitorear un
parametro una vez que se sacrifica el animal. Sin embargo, fue posible cuantificar, bajas
cargas bacilares, con una perfecta tendencia a la esterilizacién en el tejido celular
subcutaneo del sitio de vacunacién. Este hecho garantiza una estimulacién antigénica
sostenida en el tiempo, promoviendo la liberacion de IFN-y por los linfocitos T (Dubos
& Pierce, 1956).

A pesar de que el criterio expuesto anteriormente goza de varias décadas de vigencia, en
la actualidad, diferentes autores coinciden al afirmar que las cepas vivas atenuadas
empleadas como candidatos vacunales necesitan retener la habilidad limitada de crecer y
diseminarse en el hospedero, con el objetivo de inducir inmunidad protectora (Liu et al.,
2009). Este aspecto se corroboro6 en nuestro estudio y viene a reforzar las razones por las
cuales, las vacunas disefiadas a partir de bacterias muertas, resultan menos efectivas
contra los patdgenos intracelulares, que las basadas en el uso de microorganismos vivos
atenuados (Frankel, 2005).
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El analisis integral de los resultados de este experimento conllevé a la formulacion de

las siguientes interrogantes:

- ¢La vacunacion con cepas vivas de M. ‘habana’ resultard segura en animales

inmunodeficientes?

- ¢Lainmunogenicidad demostrada tras la vacunacion con cepas de M. ‘habana’ sera

capaz de generar proteccion ante el reto con M. tuberculosis?

Ambos aspectos constituyeron la base para la realizacion de los experimentos

posteriores.

V.3. Seguridad de la vacunacion con cepas vivas de M. ‘habana’ en animales

inmunodeficientes

El solapamiento geogréafico entre las epidemias de TB y VIH es evidente, al igual que lo
es la devastadora sinergia que ambas presentan. Estas constituyen importantes razones
que justifican el estudio, en fase preclinica, del efecto que produce la inmunodepresion

en la seguridad de las vacunas vivas atenuadas (Kaufmann & Stenger, 2009).

Existen un sinnimero de modelos murinos disponibles, portadores de diferentes tipos de
inmunodeficiencias o de sus combinaciones. Los ratones desnudos (nu/nu’) exhiben una
mutacion en un alelo que pertenece al grupo linkage VII del cromosoma 11. Estos
presentan un fenotipo desnudo (sin pelo) y carecen de un timo funcional, el cual
permanece rudimentario, por lo que producen un nimero reducido de células T maduras
(Carbone & Maschi, 2006). Como consecuencia de este defecto genético se ven
imposibilitados de montar la mayoria de los eventos que tienen lugar en la IMC y que
resultan cruciales en el desarrollo de una respuesta protectora contra las bacterias
intracelulares (Dheda et al., 2010).

El presente estudio demostré que la supervivencia de los ratones desnudos vacunados
con M. "habana” TMC 5135 e IPK-337, fue similar a la registrada en el grupo
inmunizado con BCG. Este hecho apunta a que la vacunacién con ambas cepas presenta,

al menos, el mismo nivel de seguridad que la vacuna BCG.
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Raj et al. (2003) demuestran la seguridad de la administracion endovenosa de
M. "habana” TMC 5135 en ratones inmunodeficientes SJL/J. Estos presentan un defecto

en el receptor de células T, inducido por la produccion de IL-4.

Nuestros resultados muestran similitud con los reportados por Hernandez-Pando et al.
(2010Db), al evaluar la seguridad de M. tuberculosis mutante de SigE, empleando el
mismo modelo de animal inmunodeficiente. En este trabajo se demuestra que los ratones
desnudos vacunados con este candidato sobreviven por un tiempo de 15 semanas,

mostrando mayor seguridad que la cepa BCG Phipps.

Por el contrario, Manabe et al. manifiestan que la infeccion endovenosa, con dosis
elevadas de M. tuberculosis, en ratones con inmunodeficiencia severa combinada (SCID,
del inglés Severe Combined Immunodeficiency), promueve la muerte rapida de los
animales, cuya sobrevida alcanza una media de solo 32 dias (Manabe, Scot & Bishali
2002).

El Il Consenso de Ginebra para el monitoreo del avance en las investigaciones que
emplean candidatos vacunales vivos contra la TB, publicado en 2010, establece como
requisito obligatorio, la demostracion de que los nuevos candidatos sean, al menos,
iguales o0 més seguros que BCG (Kamath et al., 2005; Walker et al., 2010). Las cepas de
M. “habana” evaluadas en el presente estudio se adhieren a este requisito, lo que

permitié proseguir su evaluacién, hacia el experimento de proteccion.

V.4. Proteccidn conferida por “M. habana” tras el reto con M. tuberculosis H37Rv

En los experimentos de validacién de candidatos vacunales se emplea el modelo de reto
por aerosol, como instrumento preferido para evaluar la proteccion contra
M. tuberculosis. No obstante, la instilacion i.t. es una alternativa razonable cuya
complicacién radica en el empleo de procederes quirdrgicos pero ofrece resultados mas

eficientes que la inoculacién intranasal (Orme, 2005).

El experimento de proteccion, empleando como reto la infeccion i.t. con M. tuberculosis
H37Rv no mostro diferencias significativas entre la vacunacion con M. ‘habana’

TMC 5135 y BCG Phipps en términos de sobrevida, carga bacilar y extension del dafio

88



V. Discusion

en el tejido pulmonar. Estos resultados nos permiten afirmar que ambas cepas detienen

la progresion a la enfermedad experimental, en la misma medida.

El modelo experimental empleado en nuestro trabajo constituye el soporte preclinico de
cuatro candidatos vacunales vivos contra la TB: (i) M. tuberculosis 4phoP, capaz de
inducir proteccion similar que BCG (Aguilar et al., 2007); (ii) M. tuberculosis A fadD26,
el cual confiere buena proteccion (70% de sobrevida) pero muestra una atenuacion
parcial (Infante et al., 2005); (iii) M. tuberculosisAamce2, que muestra una severa
atenuacion e induce una sobrevida elevada tras el reto con M. tuberculosis genotipo
Beijing (Aguilar et al., 2006) y (iv) M. tuberculosis sigE, que exhibe similar atenuacion

gue mce2 pero induce una mayor proteccion (80% de sobrevida) (Hernandez-Pando et
al., 2010b).

La sobrevida del 100% registrada en el grupo vacunado con M. “habana” TMC 5135, no
solo la sitGa en el mismo nivel de proteccion que el inducido por una cepa vacunal de
BCG,; sino que resultan superiores a los valores registrados por el grupo de candidatos
vacunales vivos referidos anteriormente, tras el empleo de similar modelo de evaluacion

preclinica.

Los reportes internacionales que valoran el poder protector de M. ‘habana’ TMC 5135
en modelos experimentales de TB, toman como premisa el uso de la cepa viva, muerta o
de algunas de sus subunidades protéicas. El primer hallazgo de la actividad protectora de
esta micobacteria, empleada como vacuna viva, fue reportado por Gupta et al. (1979).
Este grupo de investigadores demostraron que los ratones vacunados con M. “habana”
TMC 5135 y retados con M. tuberculosis H37Rv, mostraban una probabilidad 20%
superior de sobrevivir al reto, que los vacunados con BCG o con otras 18 especies de
micobacterias, entre las que se incluian M. tuberculosis H37Ra y M. simiae. A pesar de
gue esta Gltima se encuentra estrechamente relacionada con M. "habana’, las diferencias

inmunogénicas resultan evidentes durante este experimento.

Afos més tarde Raj et al. demuestran la capacidad que tiene la vacunacion endovenosa
con M. "habana’, para restringir la multiplicacion de M. tuberculosis, en los pulmones,

bazo e higado de ratones inmuncompetentes (AKR) e inmunodeprimidos (SJL/J), en
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relacion con los animales no vacunados. De igual forma, el examen del tejido pulmonar
de los animales vacunados con M. “habana’, sefiala que el dafio se limita a una pequefia
proporcion del parénquima, con ausencia de areas necroticas e incremento de linfocitos.
En términos de sobrevida, el estudio reporta un incremento del 50% en los ratones
vacunados con relacién al grupo control sin inmunizar. Estos resultados, les permitieron
sugerir que una vacuna basada en esta MNT pudiera representar un modo seguro de

inmunizacion en individuos inmunocomprometidos (Raj et al., 2003).

Otra de las alternativas exploradas, en el uso de M. "habana’, se basa en el estudio de
sus principales antigenos, con el objetivo de explicar la capacidad protectora de esta
micobacteria. Chaturvedi et al., llevaron a cabo el aislamiento y la localizacion
subcelular de estos antigenos, demostrando que estos se encuentran, en una alta
densidad, en la fraccibn de membrana externa. Adicionalmente, el hallazgo mas
interesante consistié en la coincidencia en los patrones de separaciéon de las proteinas
periféricas y de membrana de M. “habana” y M. tuberculosis, lo que pudiera constituir
una explicacion a la respuesta protectora inducida por esta micobacteria (Chaturvedi et
al., 1999b).

Otros autores reportan el empleo de proteinas secretorias de M. "habana’, en presencia o
no de adyuvante, como inmundégenos frente a dosis elevadas de M. tuberculosis H37Rv
(Chaturvedi et al., 1999a). La ausencia de signos clinicos (pérdida de peso, letargo,
piloereccion), unido a una elevada sobrevida y la recuperacién de pocas UFC en
pulmon, y bazo evidencian la proteccion inducida por estos componentes. Mas tarde
Jyothi et al. investigan los mecanismos involucrados en la proteccion conferida por estas
proteinas y demuestran un incremento en la actividad de las enzimas lisosomales de los
M¢ peritoneales de los animales vacunados, asi como de los niveles de NO y H,0,
(Jyothi, Garg & Singh, 2000).

Resulta extremadamente dificil establecer comparacion entre nuestros resultados y los
reportados por otros grupos de trabajo dedicados a la investigacion de vacunas vivas,
debido a la gran diversidad de modelos animales empleados, dosis y rutas utilizadas en

la vacunacion y el reto. A esta dificultad se le afiade que, la mayoria de los ensayos
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preclinicos realizados con MNT, explotan las variantes de inactivacion por calor o por
radiaciones. Los mecanismos por los cuales una u otra estrategia induce una respuesta

inmune protectora distan de los descritos en el uso de los candidatos vacunales vivos

La totalidad de los estudios que involucran a M. “habana” como candidato vacunal,
emplean el reto endovenoso con M. tuberculosis, aspecto que, como habiamos discutido
anteriormente, discrepa de la via natural que emplean las micobacterias para producir la
infeccion en el huésped susceptible. Este aspecto hace limitado el andlisis de los

resultados provenientes de estos experimentos.

En opinién de la autora, la incorporacion del modelo de reto i.t. con micobacterias
virulentas constituye un aporte, del presente estudio, al conocimiento del potencial
vacunal de M. "habana” contra la TB. Los resultados sientan precedente para estudios
futuros con este candidato, los cuales deben tener en cuenta diferentes modelos
animales. La incorporacién de aquellos que emplean el reto por aerosol con bajas dosis
de M. tuberculosis, nos permitira, evidenciar si el uso de cepas vivas de M. "habana”

como inmundgeno, es capaz de prevenir la infeccién con M. tuberculosis.

V.5. Consideraciones Generales.

Los candidatos vacunales tienen la obligatoriedad de atravesar seis fases principales para
alcanzar la autorizacion de mercadeo. Estas incluyen: Descubrimiento, desarrollo
preclinico, Fase | y Fase Il/llb para la prueba de concepto, Fase 1l de ensayo clinico,
aplicacion de mercadeo y licenciamiento (Marinova et al., 2013).

La decision de continuar a la fase siguiente tiene lugar en la puerta existente entre ambas
fases, empleando multiples criterios en el proceso de seleccidon. Estos criterios se
encuentran definidos de acuerdo a las caracteristicas propias de cada candidato y se
dividen entre la calidad del producto, la seguridad, inmunogenicidad, eficacia,
caracteristicas clinicas, proceso de produccion, estrategias regulatorias, impacto
financiero y en la salud, novedad, entre otros (Martin & Gicquel, 2011; Marinova et al.,
2013).
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El criterio general para la calidad del producto es su pureza, estabilidad y potencia como
vacuna. La seguridad, inmunogenicidad y criterios de eficacia requieren de los datos que
se obtienen a partir del uso de modelos animales relevantes, asi como de los ensayos
clinicos, en dependencia de a las puertas de que fase, de las mencionadas, se encuentre
el candidato (Marinova et al., 2013).

Los experimentos que aseguran la conformidad con la fase preclinica resultan
demorados y extremadamente caros, no solo por los reactivos y animales involucrados
sino por la obligatoriedad de que se realicen en facilidades BSL3 para animales de
laboratorio, instalaciones presentes en pocos paises, a nivel mundial y en solo dos paises

de nuestra region.

En este largo camino, la modesta contribucién de esta investigacion radica en la
demostracion de la atenuacion de M. “habana” en animales inmunocompetentes e
inmunodeprimidos, asi como la evaluacion de la inmunogenicidad y proteccién frente al
reto con M. tuberculosis, garantizando la continuidad de su estudio en fases posteriores

del desarrollo preclinico como candidato vacunal contra la TB.

En los ultimos 20 afios se ha visto un renacer de las investigaciones en este campo. La
blasqueda de alternativas vacunales mejoradas ha resurgido gracias al esfuerzo y soporte
financiero de muchos gobiernos e instituciones filantropicas. Las vacunas
experimentales mas efectivas se han probado en ensayos clinicos Fase I/11'y Fase I11. Sin
embargo, debido a la complejidad de estos estudios, se puede anticipar que los
resultados de los ensayos Fase Ill, no estaran listos hasta los afios 2014-2015 (WHO,
2013).

Algunos cientificos prominentes argumentan que no existen evidencias cientificas que
sugieran el desarrollo de una vacuna antituberculosa completamente protectora,
arrojando escepticismo sobre la busqueda de nuevos candidatos. Sin embargo, es
importante recordar que la obtencidn de una vacuna que funcione mejor que BCG o que
muestre “solo” un 50% de eficacia en los adultos pudiera salvar millones de vidas en el

transcurso de pocos afios, aliviando la dramatica carga de salud, social y econémica que
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impone la TB sobre los paises de escasos recursos y en vias de desarrollo (Delogu &
Fada, 2009).
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VI. CONCLUSIONES

v' La sobrevida total, la baja carga bacteriana, el escaso dafio pulmonar, la
respuesta del tejido a la infeccion, asi como la produccién de factores
inmunoprotectores en los ratones infectados con M. “habana” IPK-337 y
TMC 5135 sugieren la atenuacion natural de dichas cepas y su posible uso como

candidato vacunal contra la TB.

v' Los dafios que provoca en el receptor la inoculacion intratraqueal de
M. “habana” IPK-220 no recomiendan su uso como candidato vacunal en

estudios posteriores de la fase preclinica.

v' La respuesta inmune generada en los ratones vacunados con M. “habana’
IPK-337 y TMC 5135 frente a antigenos relevantes de M. tuberculosis confirma
la relacion antigénica entre ambas especies y sugiere la posibilidad de induccion
de respuestas protectoras contra M. tuberculosis luego de la inmunizacién con

estas cepas.

v La diseminacion de las cepas vacunales a los principales érganos relacionados
con la respuesta inmune, asi como el mantenimiento de una carga bacilar baja y
sostenida promueven la estimulacion antigenica de los linfocitos T, lo que se
corrobora a través de la produccion de IFNy como citoquina considerada
marcadora de proteccion contra la TB. M. "habana” TMC 5135 mostro ser méas
inmunogénica que la tradicional BCG Phipps en el modelo experimental

empleado.
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v La escasa deteccion de IFN-y en los ratones inmunizados con M. "habana” frente

a la estimulacion con ESAT-6 pudiera estar relacionada con la ausencia de los
genes que codifican para esta familia de proteinas en M. "habana’; con el efecto
inhibitorio del antigeno sobre la produccion de IFN-y por las células T o por la
activacion de Treg, responsables de la liberacién de IL-10, con inhibicién de un

patron de respuesta Thl.

La administracion de la dosis vacunal de las cepas vivas M. "habana’IPK-337 y
TMC 5135 es igual de segura que BCG en modelos experimentales de
inmunodeficiencias lo que permitiria su evaluacion futura en poblaciones donde

se utiliza la vacuna BCG.

La vacunacion con M. "habana” TMC 5135 garantiza la sobrevida total de los
animales e impide la progresion de la enfermedad tuberculosa, en la misma
manera que BCG, aspecto que garantiza la continuidad de su estudio como

candidato vacunal en etapas posteriores del desarrollo preclinico.
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VIl. RECOMENDACIONES

v Determinar la virulencia, inmunogenicidad y proteccion de las cepas
M. “habana” IPK-337 y TMC 5135 empleando cobayos como modelo

experimental

v' Disefiar estudios que permitan esclarecer el papel de las subpoblaciones
linfocitarias que participan en la inmunidad generada por la vacunacion con

cepas vivas de M. "habana’, asi como su contribucion a esta respuesta.

v Modificar genéticamente cepas de M. "habana” a través de la introduccion de
genes micobacterianos que codifiquen para proteinas altamente antigénicas con

el objetivo de aumentar su inmunogenicidad.
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ANEXOS

Anexo 1.Descripcion de los medios de cultivo

Medio Middlebrook 7H9 enriquecido con ADC

Medio Middlebrook 7H9 deshidratado 4,79
Glicerina 4 mL
Agua destilada 900 mL
ADC 100 mL

Se resuspendid el medio Middlebrook 7H9 en el agua destilada con glicerina. Se
esteriliz6 a 121°C durante 10 min. Una vez que el medio alcanzé una temperatura de
45°C se agreg0, asépticamente, el ADC. Se verifico el pH final a 6.6 + 0,2. Se realizo el
control de esterilidad a 37°C por 72 h. El medio se conservo a 4°C hasta su utilizacion.

Medio Middlebrook 7H10 enriquecido con OADC

Medio Middlebrook 7H10 deshidratado 199
Glicerina 5mL
Agua destilada 900 mL
ADC 100 mL

Se resuspendio el medio Middlebrook 7H10 en agua destilada con glicerina y se calentd,
con agitacion, hasta la total disolucion del medio. Se esterilizd a 121°C por 10 min. Una
vez que el medio alcanzé una temperatura de 50-55°C, se agregd, asepticamente, el
OADC. Se verificé el pH final a 6.6 + 0,2. Se distribuy6 en placas de Petri, a razon de
20 mL/placa. Una vez solido, se realizo el control de esterilidad a 37°C por 72 h. El
medio se conservo a 4°C hasta su utilizacion.
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Anexo 2. Preparacion de soluciones

PBS

Fosfato disodico anhidro 1,15¢
Fosfato monopotéasico 0,29
Cloruro de sodio 849
Cloruro de potasio 0,29
Agua destilada 1000 mL

Se disolvieron los reactivos en agua destilada y se ajusto el pH a 6,8. Se esterilizd
durante 15 min a 121°C y se conservo a 4°C hasta el momento de su utilizacion

Solucién de lisis para eritrocitos

Cloruro de amonio 0,829¢
Acido etilendiamino tetraacético 0,037 ¢
Hidrogeno carbonato de potasio 0,19

Se disolvieron los componentes en agua destilada y se ajusto el pH a 7,2. Se afor6 a un
volumen de 100 mL y se conservo a 4°C hasta el momento de su utilizacion
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Anexo 3. Protocolo para el conteo bacteriano con DAF

e Se prepar6 una solucién madre de DAF (2.5 mg de DAF en 500 pL de acetona
fria).

e Setomaron 6.5 pL de la solucién madre de DAF y se diluy6 en 500 pL de SS

e Se realiz6 una dilucién 1:100 de las bacterias con la solucion de DAF, preparada

anteriormente y se esperd de 15-20 min para realizar el conteo.

e El conteo bacilar se realiz6 en cdmara de Neubauer bajo microscopio de
fluorescencia (filtro de excitacion: 460-490 nm, Filtro de emision; 510IF)

Nota: Las bacterias viables son capaces de metabolizar el colorante por lo que el conteo

final del indculo se realiza en base a las bacterias vivas existentes en la suspension.
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Anexo 4. Diagrama de flujo para el aislamiento y purificacion del ARNm a partir
de tejidos animales empleando el estuche comercial RNeasy Mini Kit (Qiagen)

Adicion del reactivo de
estabilizacion

Lisis, homogenizacion del
tejido y adicion de etanol

Union del ARN total a la
/ columna RNeasy

% Elucion del ARN en un volumen
s ~
pequefio

*Adaptado de Qiagen RNeasy® Mini Handbook 09/2010
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Anexo 5. Protocolo para la transcripcion reversa del ARNm empleando el juego de

reactivos comercial Omniscript (Qiagen, Inc)

1. Se descongeld la solucion que contenia el ARNm, en hielo. Los cebadores, el

tampon RT 10X, la mezcla de dNTP y el agua libre de ARNasas se descongelaron a

temperatura ambiente. Estos se colocaron en hielo

homogeneizaron empleando vortex.

inmediatamente y se

2. Se diluyo el inhibidor de ARNasas a una concentracion final de 10 U/uL en

solucion tampén RT 1X fria. Se mezclo cuidadosamente en vortex y se centrifugo

brevemente para colectar los residuos liquidos de los lados del tubo.

3. Se prepard la mezcla de reaccién de acuerdo a las siguientes proporciones

Componentes Volumen/reaccion Concentracion final

Mezcla de reaccion

Tampon RT 10X 2,0 uL 1X

Mezcla de dNTP (5mM cada dNTP) 2,0 uL 0,5 mM cada dNTP

Cebadores (10 uM) 2,0 uL 1uM

Inhibidor de ARNasas (10 units/pl) 1,0 uL 10 U / 20 uL
reaccion

Reverso transcriptasa Omniscript 1,0 uL 4 U /20 pL reaccion

Agua libre de ARNasas variable

Molde de ARNm

ARNmM molde, afiadido en el paso 4 variable Hasta 2 pg / 20 puL
reaccion

Volumen Total 20,0 pL -

Se mezclaron gentilmente en vortex por un tiempo no mayor de 5 s y se centrifugaron

brevemente para colectar los residuos liquidos de los lados del tubo. Se mantuvieron en

hielo en hielo.
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4. Se adiciond el molde de ARN a la mezcla de reaccion y se mezclé cuidadosamente
empleando vortex por un tiempo no mayor de 5 s. Posteriormente se centrifugd
brevemente para colectar los residuos liquidos de los lados del tubo y se mantuvo en
hielo.

5. Se incub¢ a 37°C por 60 min.

*Adaptado de Qiagen Omniscript™ Reverse Transcriptase Handbook. 09/1999
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Anexo 6. Protocolo del PCR en tiempo real para el andlisis de citoquinas e iNOS
empleando el estuche Quantitect SYBR Green Mastermix kit (Qiagen)

1. Se descongel6 la mezcla de reaccion QuantiTect SYBR Green PCR 2X, el molde de
ADN, los cebadores y el agua libre de ARNasas y se mezclaron individualmente las
soluciones.

2. La mezcla de reaccion se prepar6 de acuerdo a las siguientes proporciones

Volumen/ o
Componentes y Concentracion final
Reaccion
2x QuantiTect SYBR Green PCR 25 ul 1X
Mezcla de reaccion*
Cebador A variable 0,3 uM
Cebador B variable 0,3 uM
Agua libre de ARNasas variable -
Opcional: Uracil-N-glycosylasa variable 0.5 U/ reaccién
Molde de ADN (afadir en el paso 4) variable <500 ng / reaccion
Volumen Total 50,0 pL -

* Provee de una concentracion final de 2.5 mM de MgCl..

3. Se homogeneizo6 la mezcla de reaccidn y dispensaron los volimenes apropiados en

las placas de PCR.

4. Se afadio el ADN molde (<500 ng/reaction) a los pozos que contenian la mezcla de

reaccion.
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Anexo 7. Protocolo para la realizacion del ELISA de cuantificacion de IFN-y en
sobrenadantes de cultivo celulares

. Se recubrieron los pozos con AcM anti IFN-y de raton. Se sellaron las placas y se
incubaron toda la noche a 4°C.

. Se lavaron las placas tres veces con tampon de lavado (volumen > 300 pL/pozo).

. Las placas se bloquearon con el diluente del ensayo (volumen > 200 pL/pozo) y se

incubaron a temperatura ambiente (T.A) por 1 h.
. Se repitid el paso 2.

. Se prepard la curva patron y las diluciones de las muestras en el diluente del ensayo.
La curva se elabor6 a partir del patron suministrado con el estuche (IFN-y
recombinante de ratdn 2000 pg/mL). Se realizaron diluciones seriadas adicionando
300 pL de cada estandar al siguiente tubo y agitando entre cada transferencia. El

diluente del ensayo se empleé como blanco (0 pg/mL).

. Se afadieron 100 pL de cada uno de los puntos de la curva patrén, las muestras y

controles en los pozos apropiados. La placa se incub6 por 2 ha T.A.
. Se repitid paso 2 (cinco veces)

. Se afiadieron, a cada pozo, 100 pL de la solucién de deteccion: AcM anti IFN-y de
raton biotinilado / conjugado avidina-peroxidasa de rabano picante. Las placas se
incubaron 1 ha T.A.

. Se repiti6 el paso 2 (10 veces).

Se afiadieron 100 pL del sustrato TMB (BD OptEIA, BD Biosciences
Pharmingen). Las placas se incubaron sin sellar por 30 min a T.A. y oscuridad.

Se detuvo la reaccion con 50 pL de la solucién de parada (H,SO, 1M), a cada

pOZO.

La lectura se realizo en espectrofotdmetro a una absorbancia de 450 nm dentro de

los primeros 30 min después de detenida la reaccion
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INSTITUTO NACIONAL BE CIENCGIAS MEDICAS Y NUTRIGION
INCMINGZ, SALYADOR ZUEBIRAN

México D.F., 11 de febrero, 2005
Dr, Rogelio Herndndez Pando
Departamento de Patologia

Estimado Dr. Hernéndez,

En relacién con el proyecto de investigacion:

“Caracterizacién microbiolégica e inmunoldgica de cepas de Mycobacterium habana
como posible inmunégeno contra la tuberculosis™

Registro CINVA: 190

2da. Revisién: 28 de enero, 2005

El Comité de Investigacién en Animales (CINVA) ha revisado su respuesta a las
observaciones emitidas en la primera revision y después de conocerlas ha resuelto
APROBAR su proyecto de investigacion con las siguientes observaciones las cuales le
solicito incluya en su solicitud de revisi6n de proyecto en futuras ocasiones para agilizar
la respuesta a su solicitud.

Observaciones.

1. Los documentos que los investigadores envian para revisién del proyecto son
revisados por los miembros del Comité los cuales no necesariamente conocen
los trabajos anteriores del investigador. Si bien el trabajo de los investigadores
puede ser conocido por algunos de los miembros, no ¢s conocido por todos, por
lo que no es suficiente referirse solamente al modelo descrito por ellos mismos
sin especificar datos importantes en el protocolo. En un futuro debera incluirse -
un pérrafo donde brevemente resuman la forma como setdn manipulados los
animales (inoculacién subcutdnea, sitio, intra-traqueal, cantidades, sedacidn-
anestesia). Debe justificarse y especificarse la carga bacteriana que seri
inoculada. También se debe mencionar la forma en la que serén cuidados los
animales posteriormente (alimentacion, atencién médica, otros cuidados) v los
criterios para terminacién de los experimentos individuales en caso de no
“alcanzar llegar” a los tiempos predeterminados (signos de dolor, insuficiencia
respiratoria, desarrollo de ulceraciones crénicas, etc.).

2. Debe recordarse que ¢l CINVA es independiente del Departamento de
Investigacién Experimental y Bioterio.

Investifdnéatro particular y en espera de su respuesta me despido de usted deseandole éxi.to n .

su proyecto de investigacion. Fasco de Quirega 15,
Tradicién  Servicio «+ Delegacién Tlalpan
« CP. 14000 México, D.FE

M V.?./.,,M..a ael [lernandez Gonzalez . Tels. 55-73-12-00
20007700 - Coordinador del CINVA . 55-73-06-11

Asistencia  Docencia






