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Abreviaturas y acrénimos

Por orden alfabético:

AcMs
Acrl
ADN
AM
BCG
CD
CENPALAB
CIGB
CpG
DO
ELI

ELISA

HBHA

Hsp
IFN-y
IgA
IgG
IMA
IMC
IN
IPTG
IT
LacZ

Anticuerpos monoclonales

Proteina a-cristalina de 16 kDa de M. tuberculosis

Acido desoxirribonucleico

arabinomanano

Bacilo Calmette Guerin

Célula dendritica

Centro Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio
Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia

Dinucleotido citocina-guanina no metilado

Densidad éptica

Inmunizacion con Bibliotecas de Expresion (del inglés: Expression
Library Immunization)

Ensayo inmunoenzimatico sobre fase sélida (del inglés: Enzyme
Linked Immunosorbent Assay)

hora

Adhesina-hemaglutinina de union a la heparina (del inglés:
heparin binding hemaglutinin adhesin)

Proteina de estrés térmico (del inglés: heat shock protein)
Interferon gamma

Inmunoglobulina A

Inmunoglobulina G

Inmunidad mediada por anticuerpos
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OMS
ORF
Pb
pCMV
pLac
PsTS-1
RBS
SMC
SvV40
TB
Thl y Th2
TNF
UFC
VIH
X-Gal

Medio Luria-Bertani

Complejo Mayor de Histocompatibilidad (del inglés:
histocompatibility complex)

minutos

Organizacion Mundial de la Salud

Marco de Lectura Abierto (del inglés Open Reading Frame)
Pares de bases

Promotor inmediato temprano del citomegalovirus humano
Promotor del operén lactosa

Glicolipoproteina de 38 kDa de M. tuberculosis

Sitio de union al ribosoma (del inglés: ribosome binding site)
Sitio multiple de clonacion

Virus 40 de los simios ( del inglés: Simian virus 40)
tuberculosis

Células T colaboradoras 1y 2

Factor de Necrosis tumoral (del inglés : tumour necrosis factor)

Unidades formadoras de colonias
Virus de la Inmunodeficiencia Humana

5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D- piranésido
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SINTESIS

La tuberculosis es una enfermedad infecto-contagiosa que anualmente cobra la vida de
millones de personas. Algunos de los factores que han limitado el desarrollo de métodos
inmunoprofilacticos y terapéuticos contra la tuberculosis son la carencia de un modelo animal
que logre reproducir la enfermedad tal y como tiene lugar en humanos, unido al hecho de que
se han desestimado los mecanismos de defensa mediados por anticuerpos. En este trabajo se
desarrolld primeramente un modelo de infeccion intranasal en ratones con la cepa atenuada
Mycobacterium bovis bacilo Calmette Guerin (BCG) y se evalué en el mismo el caracter
protector de una formulacion de ganmaglobulinas humanas (Intacglobin) frente al reto con el
BCG por via intranasal (IN). En el modelo de infeccion IN propuesto en este trabajo de tesis,
se definié que la misma se debia realizar con una dosis de 0,5 x 10° bacilos contenidos en
50 uL de in6culo, para evaluar los resultados a las 24 h post-inoculacion si se desean hacer
estudios de proteccion a nivel de mucosas. Adicionalmente se demostré que cuando se utiliza
la inoculacion directa intra-traqueal (IT) se recupera un mayor nimero de bacterias en los
pulmones. Por otra parte, se demostrdé que el Intacglobin, aplicado tanto por via IN como
intraperitoneal es capaz de proteger significativamente frente al reto con el BCG por via IN.
Una vez demostrado el papel de los anticuerpos policlonales frente a la infeccion con el BCG,
se evalud la capacidad protectora de dos anticuerpos monoclonales, TBA61 y TBA84, en un
modelo en raton de infeccion pulmonar progresiva y reto IT con Mycobacterium tuberculosis.
Mediante este modelo se demostrd que a los 21 dias post-infeccion, el tratamiento de los
ratones con el anticuerpo TBA61 causé una disminucion significativa en el nimero de
unidades formadoras de colonias de M. tuberculosis en pulmén respecto a grupos controles,
asi como una menor patologia pulmonar. Este mismo modelo de reto IT se aplico finalmente
para la evaluacion del cardcter protector frente al reto con micobacterias, conferido por la
inmunizacion activa con una biblioteca genémica de expresion de M. tuberculosis. Después
del reto se obtuvo una reduccidon significativa en el nimero de unidades formadoras de
colonias recobradas de los pulmones de los animales inmunizados con la genoteca, una
menor patologia pulmonar y una respuesta de anticuerpos especificos significativamente
superior a la inducida en los animales no inmunizados. Todos estos resultados avalan el uso

de este modelo de infeccion en la evaluacion de nuevas formulaciones antituberculosas.
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I. INTRODUCCION

Durante los siglos XVIII y XIX la tuberculosis (TB) pulmonar, conocida como la peste
blanca, fue la primera causa de muerte en la Europa de aquel entonces (Kaufmann, 2003;
Nathan, 2009). A pesar del surgimiento de la vacunacion con la cepa atenuada de
Mycobacterium bovis conocida como Bacilo Calmette Guerin (BCG) y la terapia con antibidticos
como la isoniazida, la rifampicina y la estreptomicina, el nuimero de casos no ha cesado de
aumentar hasta nuestros dias, aumento que estd siempre relacionado con un empeoramiento
en las condiciones econdmicas. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que en
la actualidad aproximadamente una tercera parte de la poblacion mundial se encuentra
infectada, lo cual ha llevado a considerar la TB un problema prioritario de salud mundial.
Alrededor de 8 millones de personas adquieren TB anualmente y de ellas, 2,9 millones
fallecen, lo que representa aproximadamente una muerte cada 15 segundos (Vashishtha,
2009). Sin un tratamiento adecuado, mas del 60 % de las personas con TB podrian morir.

La actual vacuna anti-tuberculosa disponible en el mercado, el BCG, resulta eficaz en la
prevencion de formas diseminadas de TB en nifios, pero no es muy efectiva en la prevencion
de la TB pulmonar en adultos. Existen hipotesis que explican la efectividad variable en la
proteccion que ha tenido esta formulacion vacunal, de lo que se deduce la gran necesidad de
encontrar vacunas que puedan ser usadas para re-estimular la inmunidad conferida por el
BCG, tanto en individuos infectados de forma latente, como en poblaciones con un alto
indice de micobacterias ambientales (Agger y Andersen, 2002).

Para implementar estrategias que puedan conducir al desarrollo exitoso de formulaciones
vacunales, con una mayor efectividad que la alcanzada por el BCG, es necesario tener en
cuenta varios aspectos. Un aspecto muy importante radica en dilucidar por completo los
mecanismos efectores del sistema inmune frente a este patdgeno intracelular. Durante
muchos afios, se le atribuy6 un papel exclusivo a los mecanismos de la inmunidad mediada
por células (IMC) frente a la infeccion por este patdgeno intracelular. El paradigma sobre la
relacion células T colaboradoras tipo 1/células T colaboradoras tipo 2 (Th1/Th2) prevalecié
durante mucho tiempo y direcciond el desarrollo de vacunas segtn esta teoria. Con el devenir

de la tecnologia y la produccion de anticuerpos monoclonales (AcMs) se han acumulado
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evidencias claras que soportan un posible papel de los anticuerpos frente a patdgenos
intracelulares como virus, algunos hongos, parésitos y bacterias, incluyendo las
micobacterias. Con respecto a los trabajos relacionados con micobacterias, se han utilizado
AcMs anti- arabinomanano (AM), anti-lipoarabinomanano (LAM) o anti-adhesina-
hemaglutinina de union a la heparina (HBHA), de diferentes subclases de inmunoglobulina G
(IgG) o inmunoglobulina M (IgM), en general opsonizados con la micobacteria y aplicados
por diferentes vias (Glatman-Freedman y cols., 1996; Teitelbaum y cols., 1998; Pethe y cols.,
2001; Hamasur y cols., 2003; Hamasur y cols., 2004; Glatman-Freedman y cols., 2004;
Chambers y cols., 2004; Reljic, 2007). En todos estos trabajos se obtuvieron diferentes
resultados, tales como prolongacion de la supervivencia del hospedero, aumento del
aclaramiento antigénico en el suero, prevencion de la diseminacién de la micobacteria y/o
reduccion de las unidades formadoras de colonias (UFC) en pulmoén y bazo. En la mayoria de
los casos estos anticuerpos pertenecieron al isotipo IgG. En el ano 2004 se informa por
primera vez acerca de la obtencion de un AcM del isotipo IgA dirigido contra el antigeno
Acrl, conocido también como proteina a-cristalina de 16 kDa, Hsp 16.3 o Rv2031c (Yuan y
cols., 1998). Esta proteina es la mas abundante en Mycobacterium tuberculosis durante la
fase no replicativa o de latencia y no estd presente bajo condiciones de crecimiento
logaritmico. El1 AcM especifico a esta proteina se evaludé en un modelo murino de inoculacion
intranasal (IN) y reto posterior por aerosol con M. tuberculosis. Como resultado se obtuvo una
proteccion en términos de reduccion del nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) en
los pulmones de los ratones en estudio, aunque esta proteccion resultd ser de corta duracion
(Williams y cols., 2004). Este estudio sentd las bases para evaluar la proteccion de este tipo
de AcM en otros modelos de reto frente a M. tuberculosis.

Por otro lado, en el caso especifico de M. tuberculosis, no se han realizado estudios
sistematicos a gran escala para identificar candidatos vacunales potenciales que generen
anticuerpos protectores. Las modernas metodologias de pesquisa de candidatos vacunales
como la gendémica y la vacunologia reversa (Rappuoli and Covacci, 2003; Grandi and
Zagursky, 2004), bien validadas para patogenos extracelulares (Yero et al., 2005; Pizza et al.,
2000), estan todavia en sus inicios para M. tuberculosis (Talaat and Stemke-Hale, 2005). Por

tanto, cualquier acercamiento al uso de preparaciones de anticuerpos o antisueros especificos
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contra la tuberculosis o a la exploracion de nuevas plataformas de busqueda de candidatos
vacunales, contribuird a la lucha contra esta devastadora enfermedad. Entre las metodologias
de pesquisa masiva de candidatos vacunales, las bibliotecas genomicas de expresion
constituyen una alternativa apropiada, ya que permiten la evaluacion completa de cualquier
genoma dado, ya sea que este esté secuenciado o no, para identificar potenciales antigenos
vacunales (Piedrafita et al., 1999). Este método se basa en emplear el sistema inmune del
hospedero para seleccionar los mejores candidatos vacunales contra una enfermedad. En esta
estrategia, el genoma completo fraccionado es clonado en un vector de inmunizacion genética
bajo el control de un promotor eucaridtico para crear una biblioteca de genes. Los ADN
plasmidicos purificados a partir de estas bibliotecas son inoculados a animales, con el fin de
inducir una respuesta inmune contra los antigenos expresados a partir de los genes clonados.
Los animales inmunizados son retados posteriormente con el organismo patogeno, con el
objetivo de descubrir cuales clones inducen actividad protectora (Talaat y Stemke-Hale,
2005).

Cualquiera sea el acercamiento al estudio de la respuesta inmune especifica para combatir la
TB, la implementacién de modelos animales de reto con micobacterias es vital para inferir la
efectividad de los posibles candidatos en los hospedantes naturales de esta enfermedad.

El modelo animal en el que mejor se reproduce la patogenia de la TB, asi como la respuesta
inmune inducida en el hospedante es el modelo en curiel. Sin embargo, debido al alto costo
de los animales, su manutencion, asi como la falta de la disponibilidad de reactivos para
estudiar la respuesta inmune, este modelo es usado con preferencia en candidatos vacunales
que han resultado ser exitosos en las pruebas desarrolladas en el modelo animal en raton
(Mitchison and Chang, 2009). Este tltimo ha sido el mas usado, a pesar de las limitaciones de
correlacionar el curso de la infeccion con el proceso que se desarrolla en humanos.
Concerniente a la ruta empleada para los retos con las micobacterias, en el modelo en raton se
han usado diferentes vias de inoculacion. La via nasal por aerosol resulta ser la mas cercana a
la fisiologica, pero su costo y disponibilidad en paises subdesarrollados la hacen muy poco
asequible. Por otra parte, el empleo de cepas virulentas es tan solo posible en laboratorios
perfectamente equipados que permitan un nivel de bioseguridad que no implique riesgos para

el investigador (Louveau et al., 2005).
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En particular, el modelo de infecciébn pulmonar progresiva por via intra-traqueal (IT) en
ratones ha sido utilizado con multiples propodsitos, desde el estudio de la patogénesis y la
respuesta inmune en el hospedero, hasta la evaluacion de la eficacia protectora conferida por
la inmunizacién con cepas del BCG recombinante (Castillo-Rodal y cols., 2006). Este
modelo fue propuesto primeramente por Hernandez-Pando y cols. (1997) y consiste en
inocular directamente en los pulmones, a través de una inoculacion intra-traqueal, una dosis
elevada de micobacterias. La principal ventaja en el uso de este modelo es que el inoculo
llega en su totalidad a los pulmones, pudiéndose hacer estudios mas confiables desde el punto
de vista morfométrico, histopatoldogico y microbiologico. Ademas, se induce una respuesta
inmune que es similar a la inducida en humanos luego de la infeccion, por lo que lo hace
ideal para la investigacion de candidatos vacunales (Morais y cols., 2010). Sin embargo este
modelo no ha sido empleado hasta el presente en la evaluacion de candidatos vacunales
terapéuticos y profilacticos contra la tuberculosis, como el AcM del tipo IgA TBAG61 dirigido
contra la proteina de 16 kDa de M. tuberculosis. Tampoco ha sido explotado como correlato
de proteccion en métodos de pesquisa masiva de candidatos vacunales como la inmunizacion

con bibliotecas gendmicas de expresion.

Atendiendo a estos antecedentes, se formulo la siguiente hipotesis:

El modelo murino de infeccion pulmonar progresiva con micobacterias puede aplicarse en la
evaluacion de la capacidad de inducir inmunidad protectora de formulaciones de anticuerpos
monoclonales especificos contra proteinas de M. tuberculosis, asi como de bibliotecas

genomicas de expresion de este bacilo.

Para dar respuesta a esta hipdtesis, se plantearon los siguientes objetivos:
1. Evaluar el papel protector de anticuerpos anti-tuberculosis en modelos de
inmunizacion pasiva y reto con micobacterias en ratones.
2. Demostrar la utilidad del modelo murino de reto infectivo intra-traqueal en la
evaluacion del caracter protector conferido por la inmunizacion activa con genotecas

de M. tuberculosis.
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Para dar cumplimiento a estos objetivos, se plantearon las siguientes tareas:

Objetivo 1: Evaluar el papel protector de anticuerpos anti-tuberculosis en modelos de

inmunizacion pasiva y reto con micobacterias en ratones.

1. Establecer un modelo de inoculacion y reto intranasal con el BCG.

2. Evaluar de la biodistribucion de un preparado policlonal anti-tuberculosis en ratones
Balb/c después de la inoculacion sistémica y mucosal.

3. Inmunizar pasivamente ratones con el preparado policlonal por via intranasal y reto
con el BCG.

4. Inmunizar pasivamente ratones Balb/c con anticuerpos monoclonales de tipo IgA.

5. Evaluar la proteccion conferida por la inmunizacion con estos anticuerpos después del
reto intra-traqueal con M. tuberculosis.

6. Determinar de la reduccion del nimero de UFC en tejido pulmonar

7. Realizar estudios histopatolégicos y morfométricos de las secciones tisulares de los

pulmones de los animales infectados.

Objetivo 2: Demostrar la utilidad del modelo de reto infectivo intra-traqueal en la evaluacion

del caracter protector conferido por la inmunizacion activa con genotecas de M. tuberculosis.

1. Construir una biblioteca gendmica anotada de M. tuberculosis H37Rv en un vector de
expresion para células de mamifero.

2. Evaluar el reconocimiento especifico de antigenos codificados por la genoteca
expresada en Escherichia coli por anticuerpos monoclonales generados en raton
contra las proteinas de 16 y 38 kDa de M. tuberculosis y frente a sueros humanos de
donantes sanos y enfermos de tuberculosis.

3. Evaluar en ratones de la respuesta de anticuerpos especificos inducida por la
inmunizacién intramuscular con la biblioteca gendmica.

4. Evaluar la proteccion conferida contra la infeccion micobacteriana por la

inmunizacion con la biblioteca gendmica después del reto intra-traqueal con el BCG.

“Tesis en opcion al Grado Cientifico de Doctor en Ciencias de la Salud” -5-



Lic. Yamilé Lépez Herndndez, MSc. INTRODUCCION

La novedad cientifica de la presente tesis se resume en los siguientes aspectos:

1. Se estableciéo un modelo sencillo y econémico de infeccion intranasal con el BCG en
ratones que puede ser utilizado en los estadios iniciales de una investigacion donde se
evaluen candidatos vacunales o inmunoterapéuticos contra la TB.

2. Los estudios realizados con el Intacglobin frente al reto intranasal con el BCG en
ratones constituyen una nueva evidencia acerca del papel de los anticuerpos
secretorios en la defensa contra micobacterias, ademas de abrir un nuevo camino
hacia la aplicacion terapéutica de este tipo de preparados comerciales.

3. Se muestra la primera referencia en la literatura acerca de la induccion de respuesta
protectora en ratones de un anticuerpo monoclonal del tipo IgA dirigido contra la
proteina de 16 kDa de M. tuberculosis administrado por via intra-traqueal frente al
reto con M. tuberculosis inoculada por la misma via.

4. Se demuestra por primera vez la proteccion inducida en ratones por una genoteca de
expresion de M. tuberculosis usada como inmundgeno y en la que pudieran estar

involucrados los mecanismos de defensa humorales.

Valor Practico de los resultados:

Con el conjunto de resultados presentados en este trabajo se pudo contar con un modelo
animal que permitiera la evaluacion de candidatos vacunales de diversa naturaleza
(basados en anticuerpos policlonales, monoclonales, ADN) bajo las condiciones
especificas de laboratorios de paises tropicales, donde este modelo de infeccion pulmonar
progresiva resulta ideal. Por otra parte el demostrar que el AcM especifico para la
proteina de 16 kDa de M. tuberculosis resulta protector frente al reto con la bacteria,
sienta las bases para la humanizaciéon de este AcM y su aplicacion como agente
terapéutico en el tratamiento de pacientes tuberculosos. En el caso especifico de M.
tuberculosis, que es una bacteria dificil de cultivar, la metodologia de bibliotecas
genomicas de expresion constituye una alternativa rapida y efectiva en la busqueda de
aquellos genes que codifiquen para antigenos que pudieran mediar en los mecanismos de

inmunidad protectora contra M. tuberculosis.

“Tesis en opcion al Grado Cientifico de Doctor en Ciencias de la Salud” -6-



Lic. Yamilé Lépez Herndndez, MSc. INTRODUCCION

La investigacion descrita en esta tesis se desarrolld en el Instituto Finlay, presentandose ante
el consejo cientifico de esta institucion. Los resultados presentados en este trabajo se han
discutido en 9 eventos cientificos y forman parte de 5 publicaciones en revistas arbitradas.
Han formado parte de dos tesis de diploma y una tesis de maestria. Parte de los resultados de
esta tesis recibieron el Premio Anual de la Academia de Ciencias de Cuba correspondiente al
afio 2001. Esta tesis fue predefendida ante el Consejo Cientifico del Instituto Finlay, el 24 de
mayo de 2010.

Este trabajo de tesis consta de 10 capitulos: Introduccion (7 paginas), Revision bibliografica
(23 paginas), Materiales y Métodos (19 paginas), Resultados y discusion (36 paginas),
Discusion integradora (7 paginas), Conclusiones (1 pagina), Recomendaciones (1 pagina),
Bibliografia y Autobibliografia. Ademas, en las tres primeras paginas se muestra un indice
con los epigrafes y sub-epigrafes de la tesis, seguido de dos péaginas con las abreviaturas y

acrénimos empleados en la tesis y luego una sintesis de una pagina.
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II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Mycobacterium tuberculosis: caracteristicas generales

El género Mycobacterium, conjuntamente con Corynebacterium y Nocardia, forma un taxon
monofilético dentro de la familia de los Actinomicetos (Embley y Stackebrandt, 1994). Estas
bacterias Gram positivas poseen una pared celular muy rigida debido a la presencia de acidos
micolicos, lo cual les brinda la caracteristica de ser acido-alcohol resistentes, lo que las
distingue del resto de las bacterias (Kubica, 1983 ).

El género Mycobacterium es muy diverso, con alrededor de 85 especies diferentes desde la
identificacion de Mycobacterium leprae en 1873 (Rastogi y cols., 2001).

La vasta mayoria de estas especies son saprofitos ambientales (Falkinham, 1996). Se han
adaptado a una gran variedad de condiciones y crecen en el suelo y agua de varias regiones
del mundo (Collins y Yates, 1984). Pueden vivir en distintos tipos de aguas naturales, que
incluyen aguas frescas y saladas, aguas tratadas, piscinas y agua potable, a partir de las cuales
puede diseminarse mediante aerosoles. Algunas pocas especies de micobacterias, como M.
tuberculosis y M. bovis, identificadas por primera vez en humanos y ganado respectivamente,
nunca han podido ser aisladas ni identificadas en otro ambiente (Bloom y cols., 1994;
Collins, 2000), lo cual sugiere que estos organismos son parasitos obligados de humanos y
bovinos.

Los bacilos de la tuberculosis son bastoncillos rectos o ligeramente curvos con extremos
redondeados. Estos microorganismos varian en ancho de 0,2 a 0,5 um y en longitud de 1 a 4
um. Son aerobios facultativos, lo cual explica su predileccion por causar enfermedades en
tejidos muy oxigenados como el lobulo superior del pulmoén y el riién. Son inmoviles, no
esporulan ni forman capsulas y son resistentes a la decoloracioén alcohol-acida cuando son
tefiidos con fucshina basica fenicada (tincién de Ziehl-Neelsen). Tienen un crecimiento muy
lento (un tiempo de duplicacion de 18 horas), lo que contrasta con la mayoria de las bacterias,
que pueden duplicar su nimero en una hora o menos (Yegian y Porter, 1944).

Una caracteristica distintiva de estos microorganismos es el alto porcentaje de lipidos
presentes en la pared celular, que alcanza el 60% de su peso seco. Dicha cubierta, de

caracteristica impermeable, determina su gran resistencia a la coloracion, a la actividad
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bactericida del complemento y a la digestion intracelular por macrofagos (Barkan y cols.,
2009). También permite explicar la resistencia a la desecacion, propiedad esta muy
importante para la transmision, ya que permite la sobrevivencia del bacilo en esputo
expectorado seco. Por todo esto se puede plantear que los lipidos le sirven a las micobacterias
patogenas como una armazon protectora (Brennan y Nikaido, 1995; Brennan, 2003).

M. bovis, perteneciente al mismo orden, familia y género que M. tuberculosis, es el agente
causal de la TB bovina, aunque puede ocasionar casos de TB en humanos por ingestion de
leche de vacas enfermas de TB y productos lacteos contaminados (Abalos y Retamal, 2004).
Inicialmente produce lesiones intestinales o faringeas, aunque desde que se pasteuriza o se
hierve la leche y sus derivados es rara la TB por M. bovis con puerta de entrada digestiva
(Samad y cols., 1998; Beste y cols., 2009). La ausencia de crecimiento en medios que tengan
mas del 1 % de glicerina es una caracteristica diferencial de M. bovis (Beste y cols., 2009).

La infeccion inicial por M. tuberculosis suele ser asintomatica y se localiza en los pulmones
con mayor frecuencia, aunque puede afectar cualquier tejido del organismo produciendo un
amplio espectro de estados de la enfermedad. Anatomica y patoldgicamente se caracteriza
por la formacidon de granulomas o tuberculomas donde quedan encerrados los bacilos. De
estas estructuras en forma de tubérculos proviene el nombre de Tuberculosis (Samad y cols.,

1998).

2.2. Situacion de la Tuberculosis

A través de toda la historia la tuberculosis ha sido un problema de salud para la humanidad.
Posiblemente en los albores de la civilizacion esta enfermedad fue esporadica, pero con el
incremento de las densidades de poblacion, en los siglos XVII, XVIII y XIX, esta tomd
proporciones epidémicas. Como consecuencia de la revolucion industrial muchos paises
sufrieron cambios en la localizacion de su poblacion, que se movia de zonas agrarias
dispersas a nucleos urbanos concentrados (Chung y Biggers, 2001; Davies, 2008; Gradmann,
2009). Estos cambios conllevaron al empeoramiento de las condiciones de vida, pobre
sanidad y malnutricién, todo lo cual potencid la susceptibilidad de las personas y el

esparcimiento de la enfermedad.
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La tuberculosis constituye un problema de salud re-emergente en paises desarrollados, pero
es en los paises subdesarrollados donde tiene lugar el 95% de los casos y el 98% de las
defunciones. Se considera que un tercio de la poblaciéon mundial se encuentra infectada con el
bacilo y anualmente ocho millones de casos nuevos de tuberculosis se presentan, aiin a pesar
de la aparicion de farmacos antituberculosos eficaces (Brosch y Vincent, 2007). En el afio
2007 se reportaban 9,27 millones de casos nuevos y 1,8 millones de muertes debidas a esta
enfermedad (Vashishtha, 2009).

La tuberculosis ha sido asociada historicamente con las regiones y poblaciones de bajo nivel
socioecondmico, o sea, persiste y estd incrementada entre muchos grupos socialmente
definidos: ancianos que viven en asilos, personas desamparadas y sin hogar, personas
retenidas en instituciones correccionales y aquellos infectados con el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) (Nunny cols., 2005).

El conocimiento de la historia natural de la enfermedad, la mejora de los métodos
diagnosticos y la existencia de un tratamiento eficaz, llevaron a considerar en los paises
industrializados que la enfermedad se encontraba bajo control (Martin y cols., 2006). En
1993, la OMS declaré la TB como una enfermedad re-emergente de repercusion mundial,
figurando en primer lugar como causa de muerte asociada a enfermedades infecciosas en todo
el mundo (Robertson y cols., 2001).

Se estima que un tercio de la poblacion mundial esta infectada por M. tuberculosis y el 5% de
estos portadores desarrollan la enfermedad activa en el primer afio de infeccion. Cada afio
aparecen cerca de 8 millones de nuevos casos y 3 millones de muertes atribuidas a esta
enfermedad, siendo los paises en desarrollo los mas afectados (Dye, 2000). En el periodo
comprendido entre el 2000 y el 2020, cerca de mil millones de personas se infectaran por el
bacilo, 200 millones enfermaran a causa de la TB y la misma cobrara la vida de alrededor de
35 millones de personas (Parida y cols., 2005).

La resistencia a medicamentos antituberculosos es un fendmeno en crecimiento que
acompana el cuadro general de la TB en el mundo y que plantea mayores dificultades para su
futuro control (Matthys y cols., 2009). La resistencia de M. tuberculosis a los medicamentos
no es mas que un fendmeno natural que se produce por mutaciones génicas que conducen a la

aparicion de cepas resistentes al tratamiento, como consecuencia de un mal seguimiento de
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las largas terapias con antibidticos. En la actualidad se acepta que en un cultivo de bacilo
tuberculoso salvaje aparece, por mutacion espontanea natural, un microorganismo resistente a
la Isoniazida por cada 10°, uno resistente a la Rifampicina por cada 10° y para la
Estreptomicina y Etambutol uno por cada 10° (Borgdorff y cols., 2003; Bibikova y cols.,
2006; Fischbach y Walsh, 2009). En pacientes infectados con VIH las cepas de M.
tuberculosis resistentes a multi-drogas tienen un indice de mortalidad del 80%, mientras que

en pacientes inmunocompetentes es de un 50% (Menzies y cols., 2009).

2.3. Modo de transmision

M. tuberculosis tiene como principal puerta de entrada la via respiratoria, por lo que esta via
es fundamental en la transmision de la enfermedad de persona a persona. La infeccion a nivel
pulmonar se adquiere mediante la inhalacién de pequefas particulas que contienen bacilos
tuberculosos (Williams y cols., 2005).

Cuando una persona con TB pulmonar o laringea tose, estornuda, rie, habla o canta, genera
aerosoles de pequefias particulas liquidas (gotas de fliigge). Los bacilos tuberculosos (en
numero de uno a tres) forman el nicleo de estas gotas, lo suficientemente pequefias como
para evaporarse y permanecer suspendidas en el aire varias horas. Las particulas de mayor
tamaflo, aunque tengan mayor nimero de bacilos, son menos contagiosas pues caen por
gravedad, o en el caso de ser inhaladas son eliminadas por el sistema mucosal (Williams,
2006). Una persona con TB pulmonar activa puede infectar de 10 a 15 personas en un afo
(Kaufmann, 2005).

La posibilidad de que la enfermedad se transmita depende, entre otros factores, de las
caracteristicas del paciente, el entorno en que tiene lugar la exposicion, la duracion de la
exposicion y la susceptibilidad del receptor. Una vez iniciado un tratamiento correcto, en dos
o tres semanas el esputo se desinfecta y la capacidad de transmitir la enfermedad desciende
en gran medida, de ahi la importancia que tiene el control de los enfermos y el inicio del
tratamiento. Igualmente las medidas de cubrir la boca y la nariz del enfermo al estornudar o
toser, disminuyen en gran medida la capacidad de transmitir dicha enfermedad (Williams,

2006).
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2.4. Mecanismo de entrada y colonizacion

En condiciones naturales M. tuberculosis, el agente causal de la TB, es transmitido mediante
la encapsulacion de particulas de fliigge de un individuo infectado a uno no infectado. Estas
goticas contienen bacilos tuberculosos no mayores de 2 pm de diametro, que pueden
sobrevivir varias horas en ese estado, siendo capaces de penetrar en los alvéolos del tracto
respiratorio de un individuo no infectado (Dannenberg, Jr. y cols., 1994; Aoki, 2004; Barniol
y cols., 2009). El primer estado comienza con la inhalacion del bacilo tuberculoso. Los
macréfagos alveolares lo ingieren y en este momento pueden destruirlo. En este primer
estado la destruccion de la micobacteria depende de la capacidad microbicida intrinseca de
los fagocitos del hospedero y de los factores de virulencia de la micobacteria. Por otra parte,
las células dendriticas (CD) juegan un papel importante en estas etapas tempranas de la
infeccion, ya que estas son células con mayor capacidad de presentar antigenos que los
macréfagos y presumiblemente juegan un papel clave en la activacion de las células T con
antigenos especificos de M. tuberculosis (Tascon y cols., 2000b) .

Las bacterias que logran escapar de este primer estado de destruccion intracelular se
multiplican y llegan a provocar la lisis del macréfago. Cuando esto sucede, los monocitos de
la sangre y otras células inflamatorias son movilizadas hacia el pulmoén (segundo estado).
Estos monocitos se diferencian en macrofagos, que nuevamente ingieren micobacterias, pero
en este caso sin destruirlas (Clemens y Horwitz, 1995; Goxe y cols., 1998; Akagawa, 2002;
Bocchino y cols., 2005). En este estado simbiotico, la micobacteria crece logaritmicamente,
ocurriendo un pequefio dano tisular. Dos o tres semanas luego de la infeccion se desarrolla
una inmunidad mediada por células T con linfocitos T antigeno- especificos que proliferan en
las lesiones y activan a los macrofagos, para destruir las micobacterias intracelulares. En esta
fase el crecimiento logaritmico de los bacilos se detiene (tercer estado). La necrosis solida
producida en las lesiones pulmonares primarias inhibe el crecimiento de las micobacterias
extracelulares (Hirayama y cols., 2009).

Inicialmente esta respuesta se caracteriza por una respuesta inflamatoria (inmunidad innata)
que destruye a los macrofagos que contienen M. tuberculosis y a las células circundantes. La
lisis de estos macrofagos contribuye a la presentacion de la bacteria al sistema inmune del

hospedero, lo que genera una respuesta humoral especifica y una respuesta celular contra la
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bacteria. En este punto, las lesiones granulomatosas focales empiezan a formarse y estan
compuestas de células gigantes derivadas de macrofagos y linfocitos. Cuando la inmunidad
celular se desarrolla, los macrofagos que contienen bacilos son eliminados y esto conlleva a
la formacion del centro caseoso del granuloma, rodeado de una zona celular de fibroblastos,
linfocitos y monocitos derivados de la sangre (Dannenberg y cols., 1994). Como resultado, la
infeccion puede permanecer estacionaria o latente. La enfermedad puede progresar y la
diseminacion puede tener lugar inmediatamente después de la infeccion primaria o meses o
afnos después (infeccion post-primaria) bajo condiciones de inmunosupresion. La formacion
de la cavidad puede llevar a la ruptura de bronquios cercanos, lo que permite que el bacilo se
disemine hacia otras partes del pulmon y hacia el ambiente exterior (Okumura y cols., 2008;
Nedeltchev y cols., 2008; Nedeltchev y cols., 2009).

En personas con una eficiente IMC la infeccion puede quedar permanentemente en este
punto. Los granulomas cicatrizan secuencialmente y dejan pequefias fibras y lesiones
calcificadas. Sin embargo, si una persona infectada no puede controlar la infeccion inicial en
el pulmon o si el sistema inmune de una persona con latencia es debilitado por drogas
inmunosupresoras (infeccion por el VIH o malnutricion u otros factores) el centro del
granuloma se puede licuar por un proceso desconocido y sirve de medio para que la bacteria
se replique de forma incontrolada. En este punto (TB pulmonar activa) las bacterias viables
escapan del granuloma y se expanden dentro del pulmodn, incluso a otros tejidos, via sistema
linfatico y la sangre (TB extra pulmonar o miliar). Cuando esto ocurre, la persona se
transforma en infecciosa y necesita terapia de antibioticos para sobrevivir (Kamholz, 1996).
En resumen, después de la entrada en el pulmén de M. tuberculosis se produce la activacion
de diferentes mecanismos de defensa del hospedero. El resultado final depende del balance
entre la eliminacion y destruccion de la bacteria y la extension de la necrosis tisular, la
fibrosis y la regeneracion de los tejidos dafados del hospedero (Frieden y cols., 2003;

Churchyard y cols., 2009; Kopylova y Lomova, 2009).

2.5. Patogenia de la enfermedad. Manifestaciones clinicas

El primer estadio de la enfermedad dura alrededor de tres a ocho semanas. Luego de que el

bacilo de M. tuberculosis, contenido en los aerosoles inhalados, comienza a implantarse en
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los alveolos la bacteria es diseminada por la circulacion linfatica hacia los ganglios linfaticos
regionales del pulmodn, formando el complejo de “Ghon” o primario. En este momento es que
comienza la reactividad a la tuberculina. La segunda etapa dura alrededor de tres meses y esta
caracterizada por la circulacion hematdgena a varios organos de la bacteria, incluyendo a
otras partes del pulmon. En este momento algunos individuos pueden presentar formas fatales
de la enfermedad como la miliar o la meningea. La tercera etapa dura de tres a siete meses y
puede ocurrir pleurisma o inflamacién de las superficies pleurales que causa severos dolores
de pecho. Este estado puede ser retrasado por dos o mas afios. Se piensa que las causas de
esta situacion pueden ser diseminacion hematdgena o la liberacion de la bacteria en el espacio
pleural a partir de concentraciones subpleurales en el pulmoén. Las bacterias libres o sus
componentes interactuan con linfocitos T CD4+ sensibilizados que son atraidos, proliferan y
liberan citoquinas inflamatorias (Kamholz, 2000). El ultimo estado es la liberacion del
complejo primario, donde la enfermedad no progresa y puede tomar hasta tres afios. En esta
etapa es cuando mas lentamente se desarrollan las lesiones extrapulmonares por ejemplo en
huesos y articulaciones, presentdndose frecuentemente como dolores crénicos de espalda. Sin
embargo, la mayoria de las personas infectadas no exhiben progresion de la enfermedad. Una
tercera parte de los individuos infectados con VIH se transforman en infectados, y de este
niamero del 3 al 5 % desarrolla la TB en el primer afio. Estos individuos y otros
inmunosuprimidos pueden ser también nuevamente infectados y muestran rapida progresion a

la enfermedad activa (Garay y Rutkin, 1996).

2.6. Proteina a cristalina de 16 kDa

La Acrl, también conocida como Hps 16.3, HpsX, antigeno de 16 kDa o Rv2031c es una
proteina de 16.3 kDa perteneciente a la familia de las o-cristalina/hsp, encontrada en M.
tuberculosis (Horwitz y cols., 1991; Lee y cols., 1992). Esta proteina es la mas abundante en
M. tuberculosis durante la fase no replicativa o de latencia y no estd presente bajo
condiciones de crecimiento logaritmico (Cunningham y Spreadbury, 1998). La delecion del
gen acr, que codifica para la proteina Acrl, da como resultado una cepa que en medios de
cultivo crece igual que la cepa parental, pero disminuye su crecimiento dentro de macrofagos.
La expresion incrementada de este gen se ha detectado en ratones infectados con M.

tuberculosis y también en biopsias de pulmones de pacientes tuberculosos con lesiones
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cavernosas cronicas, por lo que la proteina pudiera ser un antigeno diana importante durante
el periodo de latencia (Yuan y cols., 1998). Adicionalmente se ha visto que después de un
tratamiento quimioterapéutico, aumenta la proliferacion de células T que reconocen al
antigeno Acrl (Friscia y cols., 1995; Dieli y cols., 2000). Se han encontrado anticuerpos
especificos contrra esta proteina en el suero de nifios con TB (Imaz y cols., 2001), en el suero
de personas contactos con casos de TB (Jackett y cols., 1988), en el suero de personas que
han tenido una exposicion ocupacional a la bacteria (Bothamley y cols., 1992) y también en

fluido cerebroespinal de pacientes con meningitis tuberculosa (Chandramuki y cols., 1989).

2.7. Proteina de 38 kDa de M. tuberculosis
El antigeno PstS-1, también conocido como glicoproteina de 38 kDa, es una proteina

extracelular que actiia como receptor inicial para el transporte activo de gran variedad de
nutrientes (Harboe y Wiker, 1992). Induce una fuerte respuesta inmune contra M.
tuberculosis y M. bovis y confiere inmunidad protectora en estudios realizados en modelos
animales y humanos (Senol y cols., 2007). Este antigeno juega un papel esencial en la
induccién de citoquinas pro-inflamatorias durante la infeccion con M. tuberculosis (Jung y

cols., 2006).

2.8. BCG como vacuna contra la TB

Hasta hoy la unica vacuna aprobada por el programa de vacunacion de la OMS contra la TB
es BCG, que se deriva de M. bovis, especie muy proxima a M. tuberculosis, con mas de un
99% de identidad (Garnier y cols., 2003; Andersen y Doherty, 2005). La cepa se obtuvo
después de un cultivo prolongado por numerosos pases en un medio de cultivo constituido
por glicerina, bilis de buey y papa. Se presenta como una vacuna liofilizada viva, no patdogena
que ha sido usada durante muchos afios y se le ha administrado aproximadamente a 3 billones
de personas en todo el mundo (Hirsch y cols., 1999a; Vashishtha, 2009).

La vacunacion con BCG tiene como objetivo limitar la multiplicacion y diseminacion del
bacilo tuberculoso tras la primoinfeccion mediante la estimulacion de una respuesta inmune
celular desarrollada debido a la similitud antigénica entre BCG y M. tuberculosis (Agger y
Andersen, 2002; Nieves, 2002). BCG protege contra las formas graves de la enfermedad, no

impide la infeccion pero evita la TB miliar y meningea en la infancia (Bland y Clements,
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1998; von Reyn y Vuola, 2002; Kondo y Nishimura, 2004; Sterling y cols., 2007; Brimnes,
2008). La proteccion que esta vacuna ofrece varia en dependencia de la poblacion vacunada,
y se han obtenido niveles de proteccion en estudios clinicos que van desde cerca de un 80%
hasta la falta total de proteccion (Hirsch y cols., 1999b; Cainelli y Vento, 2002; Khadeeva y
cols., 2003). Esto pudiera deberse a: variaciones de una cepa de BCG a otra, la pérdida
progresiva de la capacidad de la vacuna para estimular una respuesta inmunitaria protectora,
el estado nutricional y caracteristicas genéticas del hospedero, el envejecimiento, la presencia
de infecciones recurrentes, el amplio espectro de virulencia que existe entre las cepas de M.
tuberculosis y el nivel de exposicién a micobacterias ambientales (Hirsch y cols., 1999b;
Martin, 2005).

Otras desventajas de la vacuna son atribuidas al efecto enmascarador que tiene sobre la
prueba de la tuberculina (Lowrie y cols., 1998), a la imposibilidad de ser administrada a
individuos inmunocomprometidos, a la via de administracién parenteral y a la potencialidad
de desarrollar osteomielitis y adenitis, entre otras (von Reyn y Vuola, 2002).

A pesar de sus limitaciones, anualmente se continia vacunando con BCG a millones de
personas porque confiere proteccion contra la TB miliar y meningea en la infancia (von Reyn
y Vuola, 2002); porque tiene una baja incidencia de efectos secundarios y porque se puede
administrar al nacimiento (Jacobs y cols., 1997).

Se piensa que la exposicion natural a micobacterias ambientales ejerce una influencia
importante en la respuesta inmune, lo que puede enmascarar o inhibir el efecto de la
vacunacion con BCG en paises tropicales (Buddle y cols., 2002; Brandt y cols., 2002; de
Lisle y cols., 2005).

De uno u otro modo, un gran niimero de personas en el mundo estan expuestas a la TB, por lo
que se hace necesario el desarrollo de nuevas vacunas que deberan superar las deficiencias de

BCG (Roth y cols., 2006).

2.9. Inmunoterapia en el tratamiento de enfermedades infecciosas

La terapia pasiva con anticuerpos fue la primera estrategia antimicrobiana consistentemente
efectiva. La capacidad de anticuerpos especificos para proteger contra toxinas bacterianas se

descubrio en 1890 por Behring y Kitasato y esta observacion llevd en su momento a un

“Tesis en opcion al Grado Cientifico de Doctor en Ciencias de la Salud” -16-



Lic. Yamilé Lopez Herndndez, MSc. REVISION BIBLIOGRAFICA

rapido desarrollo de la terapia con anticuerpos para el tratamiento de varias enfermedades
infecciosas. Como todas las preparaciones de anticuerpos derivaban de los sueros de animales
inmunizados o donantes humanos, esta forma de terapia se denominé seroterapia. Esta terapia
fue efectiva, pero la administracion de grandes cantidades de proteinas animales también se
relaciond con efectos secundarios (Casadevall y cols., 1994; Casadevall y Scharff, 1995).
Hacia el ano 1930, las mejorias en los métodos de purificacion de anticuerpos permitio la
produccién de preparados de anticuerpos con toxicidad reducida, y la seroterapia fue un
medio efectivo para el tratamiento de muchas enfermedades infecciosas. Sin embargo,
después de 1935, el uso de la seroterapia declind rapidamente debido a la introduccion de las
sulfonamidas y otras clases de quimioterapias antimicrobianas. Hacia 1940 la seroterapia fue
practicamente abandonada como método antibacteriano, aunque la terapia basada en
anticuerpos aun se ha mantenido para el tratamiento contra venenos, toxinas y ciertas
infecciones virales (Hawgood, 1999).

La toxicidad y la complejidad de la seroterapia fue tal que los beneficios que aportaba no
fueron suficientes para justificar su uso continuado en el tratamiento de enfermedades para
las cuales existia terapia antimicrobiana. Sin embargo, en la segunda mitad del siglo XX, la
incapacidad para tratar ciertas enfermedades virales llevd a la preparacion de formulaciones
de anticuerpos derivados de donantes humanos inmunizados para la profilaxis y el
tratamiento de la rabia, hepatitis A y B, virus varicella—zoster y la neumonia causada por el
virus sincitial respiratorio (Buchwald y Pirofski, 2003).

En 1975, el descubrimiento del método de produccion de anticuerpos monoclonales por
células B inmortalizadas revoluciono6 la terapéutica con anticuerpos. Para este tiempo, fue
posible por primera vez la produccion in vitro de grandes cantidades de inmunoglobulinas de
especificidad definida y de un solo isotipo. Esta innovacion permitiéo la generacion de
anticuerpos homogéneos, en cantidades casi ilimitadas y elimind la necesidad de donantes
humanos o animales. Esta tecnologia se utilizd rapidamente para el uso clinico y los
anticuerpos monoclonales contra CD3 se introdujeron en la prevencion de rechazo de 6rganos
en los casos de transplantes.

En contraste con el uso de la terapia con anticuerpos monoclonales para tratar enfermedades

malignas, lo cual depende de la discriminacién entre antigenos propios expresados por
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células normales y células tumorales, la terapia pasiva con anticuerpos contra enfermedades
infecciosas se basa en las grandes diferencias que existen entre los antigenos microbianos y el
hospedero. Histéricamente, los anticuerpos han sido efectivos cuando se dirigen hacia
antigenos microbianos o sus productos, como por ejemplo, las toxinas. En algunas
enfermedades microbianas, los anticuerpos constituyen un componente de la respuesta
inmune humoral frente a infecciones naturales, mientras que la defensa contra otros tipos de
microorganismos recae principalmente en los mecanismos de inmunidad mediada por células.
Sin embargo, en la actualidad, hay un gran nimero de evidencias que indican que es posible
generar anticuerpos protectores contra microorganismos como M. tuberculosis (Teitelbaum y
cols., 1998; Pethe y cols.,, 2001), Lysteria monocytogenes (Edelson y cols., 1999),
Leishmania mexicana (Anderson y May, 1983) e Histoplasma capsulatum (Nosanchuk y
cols., 2003), para los cuales, la activacion de la inmunidad humoral no habia sido considerada
importante para el desarrollo de la resistencia a la infeccion natural. Incluso, los
microorganismos intracelulares pueden ser susceptibles a anticuerpos (Casadevall, 2003).

En la era pre-antibidtica, la terapia con anticuerpos se desarrolld contra una amplia variedad
de enfermedades infecciosas debido a que no habia una opcion alternativa. En la actualidad,
aunque existen muchas drogas antimicrobianas disponibles, la re-emergencia de
microorganismos resistentes a muchas de estas drogas y su inefectividad en individuos
inmunocomprometidos ha limitado su uso (Casadevall, 2003). En la base de las evidencias
acerca de la eficacia de los anticuerpos en la induccion o regulacion de respuestas inmunes
celulares, la terapia con anticuerpos con o sin inmunomoduladores constituye una esperanza
en el tratamiento de enfermedades infecciosas en personas inmunocomprometidas

(Casadevall, 2003).

2.10. Terapia basada en anticuerpos, ventajas y desventajas

La terapia basada en anticuerpos que usa anticuerpos humanos o humanizados posee una baja
toxicidad y alta especificidad. La alta especificidad de los anticuerpos constituye una ventaja
y una desventaja. La ventaja de la alta especificidad es que esta terapia solo sera efectiva
contra el microorganismo causante de la enfermedad, no alterando la flora del hospedero. Sin

embargo, la alta especificidad también significa que se requerira mas de un anticuerpo contra
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microorganismos con una gran variabilidad antigénica. En teoria, una desventaja de la alta
especificidad es la emergencia de variantes mutantes que mediante mecanismos de escape
viral pierdan los determinantes que son reconocidos por los anticuerpos. El uso de cocteles de
anticuerpos que son especificos para varios antigenos pudiera solucionar este problema, pero
obviamente esto incrementaria los costos de produccion y la complejidad de los elementos
regulatorios (Holle y cols., 2008).

La alta especificidad de las moléculas de anticuerpos estd complementada por su versatilidad,
lo cual radica en que un anticuerpo capaz de unirse a un solo determinante antigénico pueda
mediar varios efectos biologicos diferentes. Como productos naturales del sistema inmune,
los anticuerpos pueden interactuar con otros componentes inmunitarios. Algunos mecanismos
de accion de los anticuerpos, como la neutralizacion de toxinas y virus y la activacion del
complemento, y funciones directas antimicrobianas, como la generacion de oxidantes, son
independientes de otros componentes del sistema inmune del hospedero. Por el contrario, la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos y la opsonizacion, son dependientes de
mediadores celulares del hospedero. El reconocimiento de que los anticuerpos pueden ser
inmunomoduladores, cambiando las respuestas inmunes innata, adquirida, celular y humoral
ha revelado nuevos conocimientos acerca de como y por qué los anticuerpos son efectivos
contra microorganismos contra los cuales no ejercen un efecto biologico directo (Casadevall
y Pirofski, 2003). De hecho, existen evidencias de que las células B y los anticuerpos pueden
proteger contra enfermedades infecciosas reduciendo el dafio resultante de la respuesta
inflamatoria. Esto pudiera explicar parcialmente la eficacia de la inmunoglobulina
intravenosa, la cual es usada para tratar ciertas condiciones inflamatorias. Evidencias de que
el receptor a fraccion constante (Fc) especifico de inmunoglobulina G puede inhibir la
respuesta inflamatoria indican que la terapia con anticuerpos pudiera ser efectiva contra
ciertas enfermedades infecciosas al reducir el dafio que resulta de la respuesta inflamatoria
del hospedero (Maglione y cols., 2008).

Ademas, el uso de anticuerpos como agentes terapéuticos tiene la ventaja de que los
constituyen varios isotipos, los cuales pueden actuar terapéuticamente en su forma intacta, o
como fragmentos. En la molécula intacta, la region variable Fab enlaza al antigeno, mientras

que la region constante, Fc, determina las propiedades bioldgicas de la inmunoglobulina,
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tales como el tiempo de vida media en suero, la interaccion con receptores celulares Fc y la
capacidad para activar el complemento (Monari y cols., 1999).

Una potencial ventaja importante de la terapia con anticuerpos lo constituye el hecho de que
su efecto puede ser sinergistico o aditivo cuando se combina con quimioterapia
antimicrobiana convencional contra enfermedades virales y bacterianas, ademas de contra
infecciones causadas por hongos (Ravindran y cols., 2004).

Ademas de sus ventajas como agentes terapéuticos, los anticuerpos han tenido un papel
central en el desarrollo de vacunas, por todas las funciones asociadas a la respuesta inmune,
tal y como se muestra en la Figura 1. La terapia con anticuerpos puede resultar protectora
contra enfermedades infecciosas, lo cual sugiere que una vacuna que induzca anticuerpos
similares pudiera ser protectora contra ese patdgeno en cuestion. Por ejemplo, la exitosa
terapia pasiva con anticuerpos contra neumonia neumococcica y difteria condujo al desarrollo
de vacunas contra estos patogenos. Por otra parte, la generacion de anticuerpos monoclonales
protectores contra Cryptococcus neoformans (Cleare y cols., 1999) y Candida albicans
(Poggi y cols., 2009) identificd antigenos polisacaridicos que fueron usados en el disefio de

vacunas conjugadas efectivas.

Reduce el dafio por
respuesta inflamatoria

Actividad ant:rmcmblzma ACﬂWlicmll :13
complemento
directa : ‘, . p!
Neutralizacion de Vims
v Toxinas
Citotoxicidad celular
dependiente de Ac

Figura 1: Funciones ejercidas por los anticuerpos frente a agentes patdégenos
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La disponibilidad de nuevas tecnologias para estudiar la inmunidad mediada por anticuerpos
(IMA) y la necesidad de terapias que actiien rapido y especificamente para las enfermedades
nuevas y re-emergentes, como la TB, han impulsado el descubrimiento de nuevas funciones
de los anticuerpos que han ampliado el punto de vista clasico de la IMA. Dentro de estas
funciones podemos citar el papel de los anticuerpos como moléculas antimicrobicidas
directas (Pirofski y Casadevall, 2006; Casadevall, 2006; Woof y Kerr, 2006), como
moléculas efectoras Unicas e interactivas (Winslow y Jacobson, 2000) y que la eficacia de la
IMA es producto de la suma de las eficacias de los anticuerpos individuales en un hospedero

particular (Nussbaum y cols., 1996; Yuan y cols., 1997; Teitelbaum y cols., 1998).

2.11. Papel de los anticuerpos contra la TB

Durante los tltimos afios se han publicado multiples trabajos que demuestran la contribucion
del tejido linfoide asociado a mucosas del sistema respiratorio, intestinal, genital y urinario en
la resistencia a las infecciones (Lugton, 1999; Young y cols., 2002; Woof y Kerr, 2006;
Serbina y cols., 2008). La respuesta inmune a este nivel es importante para la proteccion
frente a patdgenos cuya puerta de entrada esta relacionada con estos sistemas. La IgA es la
clase de anticuerpo predominante en las secreciones que bafian las superficies mucosales.
Esta inmunoglobulina posee numerosas funciones, tanto directas como indirectas, que
contribuyen a prevenir que agentes infecciosos como bacterias o virus, no sobrepasen la
barrera mucosal (Kus y cols., 1977; Imaz y cols., 2001; Julian y cols., 2002). Existen ademas
evidencias experimentales de que el receptor de inmunoglobulina polimérico puede
neutralizar patégenos y antigenos intracelularmente a su paso por las células epiteliales
durante su transporte desde la zona basolateral a la apical (Phalipon y Corthesy, 2003;
Delbridge y O'Riordan, 2007). Los posibles mecanismos por lo que esto sucede involucran la
aglutinacion de los microbios, inhibicion de su motilidad, bloqueo de su anclaje a epitelios
mucosales por su union a adhesinas bacterianas, eliminacion de los productos microbianos y
activacion de las células fagociticas. De esta manera, se piensa que la IgA juegue un papel
fundamental contra patdgenos respiratorios virales, ya sea por mecanismos de exclusion

inmune o neutralizacion de la actividad viral (Reljic y Ivanyi, 2006).
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En el caso especifico de micobacterias, los niveles de anticuerpos del tipo IgA estan
asociados con la proteccion contra la lepra (Cree y cols., 1990). Por otra parte, la vacunacion
con BCG induce una respuesta sustancial de IgA, y ha sido reportado que los ratones
deficientes en IgA son menos capaces de controlar la infeccion con BCG (Rodriguez y cols.,
2005).

Existen algunas diferencias funcionales entre los AcMs inoculados pasivamente y aquellos
inducidos por la infeccion natural o por la vacunacion con BCG, que hacen considerar la
terapia con estos anticuerpos como una alternativa adecuada (Reljic y cols., 2006b).

Aspecto cuantitativo: Por la aplicacion directa del anticuerpo monoclonal purificado y
concentrado se pueden alcanzar mayores concentraciones de anticuerpos efectivos en los
lavados broncoalveolares, comparados con los producidos naturalmente.

Especificidad antigénica: A diferencia de la respuesta policlonal inducida por la bacteria
viva, los anticuerpos monoclonales son especificos para un solo antigeno y con esto se
elimina la posible interferencia de antigenos no-protectores.

Tiempo de accion de IgA: La disponibilidad instantanea de un anticuerpo monoclonal IgA
efectivo en el momento de la invasion patogénica puede tener un mayor impacto,
particularmente si el nimero de bacilos es pequefio, lo que hace adecuada la administracion
pasiva de IgA en individuos con un alto riesgo de contraer la infeccion.

Activacion de funciones fagociticas: A diferencia de la IgA secretoria, la administracion
pasiva de AcM del tipo IgA, que usualmente estd compuesto por la forma monomérica y
polimérica, puede directamente enlazarse al receptor Fco de fagocitos e inducir mas
eficientemente las funciones bactericidas en esas células (Reljic y cols., 2006a).

Algunos trabajos de laboratorios del mundo se enfocan en el papel de los anticuerpos contra
la infecciones micobacterianas. Estudios realizados con anticuerpos monoclonales contra
LAM (Teitelbaum y cols., 1998; Glatman-Freedman y cols., 2000; Briken y cols., 2004), AM
(Hamasur y cols., 2004), HBHA (Pethe y cols., 2001), MPB83 (Chambers y cols., 2004) han
demostrado los efectos beneficiosos del uso de estos anticuerpos frente al reto con cepas
virulentas, consistentes, de manera general, en una prolongacién de la sobrevivencia,
prevencion de pérdida de peso, reduccion en el nimero de UFC, cambios histopatologicos,

eliminacién del antigeno y reduccion en la diseminacion micobacteriana.
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2.12. La via mucosal para la vacunacion contra TB

La busqueda de nuevos candidatos vacunales contra la TB no esta solo dirigida a desarrollar
vacunas para proteger individuos no inmunizados, sino también para proteger una gran
proporcién (80%) de la poblacion mundial que ha sido vacunada en la infancia con BCG y
necesita una re-estimulacion para evitar contraer la TB pulmonar (Brooks y cols., 2001; Dye,
2004). Hasta hoy, se han desarrollado cerca de 200 candidatos vacunales por diferentes
grupos de investigacion (Fruth y Young, 2004; McShane, 2009; Barker y cols., 2009). Se
incluyen entre estos candidatos vacunas vivas atenuadas, vacunas vivas recombinantes
basadas en virus y bacterias (incluyendo BCG como vector), vacunas de subunidades
(proteinas de fusion y vacunas conjugadas carbohidratos-proteinas), vacunas de acidos
desoxirribonucleicos (ADN), combinadas con nuevos adyuvantes y sistemas de liberacion
(revisado por Ly y McMurray, 2008).

Dentro de este escenario actual cobra especial importancia el desarrollo de vacunas para su
administracion por via mucosal. Existen muchas ventajas logisticas e inmunologicas en este
tipo de vacunacion. En primer lugar, pueden ser administradas sin necesidad de agujas o
jeringuillas, lo cual las hace mas asequibles, seguras para campafas masivas de vacunacion.
Sin embargo, hasta la fecha, solo pocas vacunas han sido aprobadas para su administracion
mucosal en humanos: vacuna oral viva atenuada anti-polio, vacunas orales contra el colera,
vacuna nasal contra influenza y vacuna viva atenuada oral contra la fiebre tifoidea (Poland y
Barrett, 2009). La principal ventaja de la ruta de inmunizacién mucosal es la induccion de
IgA secretoria, anticuerpo que juega un importante papel en los mecanismos de exclusion
inmune de patdgenos en el sitio de entrada antes de que la invasion pueda tener lugar (Wu 'y
cols., 2009).

En la TB, debido a que la puerta de entrada del patogeno es el tracto respiratorio superior,
seguido por la colonizacion y establecimiento de la infeccion primaria en los pulmones, la
vacuna debe, ademas de inducir una respuesta sistémica, también inducir una respuesta
inmune mucosal en las vias respiratorias altas y bajas (Tjarnlund y cols., 2006). En este
sentido, algunos candidatos vacunales estan siendo evaluados como vacunas mucosales

contra TB (Doherty y cols., 2002; Goonetilleke y cols., 2003; Vipond y cols., 2006).
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2.13. Modelo animal en raton

El desarrollo y evaluacion de candidatos vacunales contra patdogenos bacterianos requiere
necesariamente de un modelo animal adecuado para evaluar la eficacia de estos candidatos.
En el caso especifico de la TB, existen varios modelos disponibles, entre los que se cuentan
los desarrollados en el ratdn, el curiel, el carnero y los primates. De todos ellos, el modelo en
raton constituye el mas econémico y facilmente manipulable (Orme, 2005b; Gupta y Katoch,
2009). Sin embargo, no se ha logrado hasta hoy en dia para la TB, un modelo animal que se
correlacione con el desarrollo de esta enfermedad a tal punto que por si solo permita aceptar o
rechazar un candidato vacunal, ya sea profilactico o terapéutico (Brennan, 2005).

Otro aspecto importante a considerar a la hora de implementar un modelo animal es simular
la ruta natural de infeccion, de manera que la enfermedad, la patologia y la respuesta inmune
asociados a ella sea lo mas cercano a lo que en realidad ocurre. En este sentido, en los
modelos murinos se han implementado varias rutas de inoculacion: nasal por aerosol, IT, IN,
intravenosa e IP, listadas aqui en orden de mayor a menor similitud fisiologica con la
enfermedad (Orme, 2005a). De todas estas vias, la via nasal por aerosol es la mas fisiologica,
pero requiere un equipamiento especializado, caro y una rigurosa validacion (Bhaskar y
Upadhyay, 2003; Williams y cols., 2005). La via IT y la IN se acercan también a las
condiciones fisiologicas pues el inoculo es depositado directamente en el tracto respiratorio
superior, con la diferencia técnica de que para la via intra-traqueal se requiere aplicar
anestesia prolongada al animal (Rook y Hernandez-Pando, 1996; Hernandez-Pando y cols.,
1997; Rook y Hernandez-Pando, 1997). No obstante esta diferencia, el modelo de infeccion
IT tiene la gran ventaja de que el indculo llega en casi un 100% a los pulmones, mientras que
en el modelo de infeccion IN se desvia una fraccion importante hacia el tracto digestivo
(Logan y cols., 2008).

Es conocida la importancia de correlacionar, en el caso de M. tuberculosis, varios marcadores
de proteccion aparte de la reduccion significativa del nimero de UFC. La reduccion de la
carga bacteriana en pulmoén (determinada por el conteo de UFC recobradas en el 6rgano
luego de la infeccion con la cepa virulenta) no es por si solo un correlato de proteccion. La
inflamacion es un parametro de crucial importancia en el control de la progresion de la

enfermedad. El crecimiento de M. tuberculosis induce una respuesta inflamatoria en el
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hospedero que es necesaria para el control de la enfermedad, pero que puede causar un
extenso darfio tisular. El crecimiento no controlado de la bacteria, tal como ocurre en los
individuos inmunocomprometidos, resulta por Ultimo en la muerte por asfixia debido a
insuficiencia de oxigeno. Esta anoxia es causada por obliteracion de las células del
parénquima pulmonar involucradas en la toma de oxigeno asi como por la obstruccion de los
espacios interbronquiales debido al crecimiento de los granulomas y por la sangre liberada
durante la ruptura de los granulomas licuados en el tejido pulmonar adyacente. Es por tal
razén que los hospederos con menor dafio pulmonar producto de la inflamacién inducida
como respuesta al crecimiento de la bacteria, tendran una mejor progresion de la enfermedad,
que puede llevar a su control (Skold y Behar, 2008; Myers y Tazelaar, 2008; Almeida y cols.,
2009).

En este sentido resulta de vital importancia el estudio histopatoldgico de tejidos,
fundamentalmente pulmén. En general, las lesiones inflamatorias en animales y personas son
similares. Las principales diferencias radican en la velocidad de progresion de la enfermedad
y el tipo de lesion. Las lesiones tuberculosas en todas las especies son una tipica mezcla de
macréfagos, linfocitos, células plasmaticas y granulocitos que se agrupan alrededor de los
elementos celulares que constituyen el parénquima pulmonar (Junqueira-Kipnis y cols.,
2006). Sin embargo, conocidos factores de riesgo como edad, habito de fumar, exposicion a
toxicos o contaminacion, estado nutricional, infecciones concomitantes, o enfermedades
cronicas como la diabetes, que afectan la progresion, patologia de la enfermedad, incluso el
nivel de respuesta, deberian también ser tenidas en cuenta a la hora de establecer modelos
animales (Martins y Aguas, 1999; Chen y cols., 2002; Sugawara y cols., 2004; Young, 2009).
Se ha demostrado que humanos y ratones son similares en varias de las caracteristicas
fundamentales de la respuesta inmune innata y adaptativa, incluyendo el papel protector de
las células T CD4+, interferon ganma (IFN-y) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)
(Caruso y cols., 1999; Emoto y cols., 1999; Lyadova y cols., 2004; Turner y Orme, 2004;
Dudani y cols., 2008). Por otra parte, existe una gran disponibilidad de recursos genéticos,
que incluyen cientos de cepas de ratones consanguineas, recombinantes, mutantes y
genéticamente modificadas, asi como una gran abundancia de reactivos inmunologicos y

metodologias que permiten un profundo analisis de la patologia de la TB en raton. Ademas,
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los experimentos con ratones son menos caros en comparacion con otras especies, debido a
que la menor variacion genética individual reduce el niimero de animales en los grupos
experimentales, y por consiguiente, los costos (Baldwin y cols., 1998; Mustafa y cols., 1999;
Mitchison y Chang, 2009).

No obstante, este modelo es adecuado solo para la comparacion histopatologica de los
cambios acontecidos en las primeras semanas de la infeccion, pues en las lesiones en la
mayoria de las cepas de ratones, a diferencia de las personas, no existen zonas de necrosis
central en los granulomas (Shkurupii y cols., 1998; Saunders y Cooper, 2000; Egen y cols.,
2008). La localizacion de los macrofagos y células T en los focos tuberculosos en ratones y
humanos no es idéntica (McMurray, 2003) y las zonas granulomatosas permanecen como
zonas aerobias en los pulmones de los ratones, sin existir zonas substanciales de hipoxia, en
contraste con humanos (Shi y cols., 2008). En el caso del raton, las lesiones son
predominantemente del tipo lesiones soélidas, sobre todo en las dos cepas de ratones mas
ampliamente usadas: C57BL/6, una de las cepas mds resistentes genéticamente a la infeccion
respiratoria con M. tuberculosis, y Balb/c, relativamente resistente (Medina y North, 1998).
Si se desea evaluar fases avanzadas de la enfermedad, como por ejemplo el estudio de
lesiones cavitarias, esto solo es posible en algunos modelos animales en primates y en
ratones, pero utilizando para esto cepas de micobacterias altamente virulentas (Converse y
cols., 2008; Manabe y cols., 2008; Converse y cols., 2009). Actualmente existen cepas de
ratones en las que varia la velocidad de crecimiento bacteriano, severidad de la inflamacion
en el pulmoén y dano tisular, como por ejemplo, la cepa C3HeB/Fel (Kramnik y cols., 2000;

Pan y cols., 2005; Yan y cols., 2007).

2.14. Inmunizacion con Bibliotecas de Expresion

Por muchas décadas, la estrategia de evaluar un solo antigeno a la vez para identificar
candidatos vacunales produjo vacunas efectivas. Sin embargo, en el escenario actual, se
necesita combatir con urgencia numerosos agentes emergentes y re-emergentes, por lo que se
requiere de técnicas de alta capacidad de busqueda o pesquizaje de candidatos vacunales. La

disponibilidad de nuevas tecnologias ha hecho posible este pesquizaje masivo.
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La inmunizacion con genotecas de expresion (ELI, del inglés Expression Library
Immunization) es un protocolo relativamente novedoso para la evaluacion completa de
cualquier genoma dado, ya sea que este esté secuenciado o no, para identificar potenciales
candidatos vacunales (Piedrafita y cols., 1999). En principio, ELI puede reducir el conjunto
de protecualquier genoma patdgeno a solo uno o varios antigenos responsables de actividad
protectora. El concepto esencial en esta estrategia es emplear el sistema inmune del
hospedero para seleccionar los mejores candidatos vacunales contra una enfermedad. En esta
estrategia, el genoma completo fraccionado es clonado en un vector de inmunizacidon genética
bajo el control de un promotor eucaridtico para crear una biblioteca de genes. Los ADN
plasmidicos purificados a partir de estas bibliotecas son inoculados a animales, con el fin de
inducir una respuesta inmune contra los antigenos expresados a partir de los genes clonados.
Los animales inmunizados son retados posteriormente con el organismo patogeno, con el
objetivo de descubrir cuales clones inducen actividad protectora (Talaat y Stemke-Hale,
2005).
Una de las principales ventajas de estas vacunas de ADN es la facilidad con que ellas pueden
ser generadas, modificadas y purificadas. La generacion dura varios meses, cuando la
producciéon de un patoégeno atenuado puede llevar anos. Ademads, son baratas, lo que
constituye un incentivo para su uso en paises en desarrollo. Son extremadamente estables.
Soélo existe una evidencia de integracion de ADN dentro del genoma de la célula hospedero
(Nichols y cols., 1995). Las reacciones autoinmunes como la estimulacion persistente de
anticuerpos contra el ADN no se han reportado, excepto en un estudio (Mor y Cohen, 1995),
sin embargo los titulos no fueron altos.
La inyeccion de ADN que codifica para antigenos inmunodominantes estimula al sistema
inmune del hospedero mediante cuatro mecanismos basicos:

e Presentacion directa por las células somaticas transfectadas (Klinman y cols., 1998).

e Transfeccion directa de células presentadoras de antigeno (APC) profesionales

(Iwasaki y cols., 1997).
e Liberacion del polipéptido codificado por el plasmidio y estimulacion del sistema

humoral (Drew y cols., 1999).

“Tesis en opcion al Grado Cientifico de Doctor en Ciencias de la Salud” -27-



Lic. Yamilé Lopez Herndndez, MSc. REVISION BIBLIOGRAFICA

e Fendémeno de estimulacion cruzada, donde el ADN transfecta células somaticas o
APC profesionales y la proteina o los péptidos son tomados por otras APC
profesionales y son presentados a las células T CD8+ (Cho y cols., 2001) mediante un
mecanismo conocido como presentacion cruzada, constituyendo las células somaticas
un reservorio para el antigeno (Shen y Rock, 2006).

El ADN inyectado en el musculo se introduce preferencialmente en los miocitos (Dupuis y
cols., 2000). Estas células exponen en su superficie moléculas del MHC I (Ulmer y cols.,
1996). EI ADN inyectado es también internalizado por células presentadoras profesionales
que se encuentran en el sitio de inoculacion y que expresan y presentan los péptidos a células
T CD8+ cuando son transportadas a los ganglios linfaticos o al bazo (Iwasaki y cols., 1997).
Las células T CD4+ pueden ser también activadas por las CPA mediante la presentacion en el
contexto del MHC II de aquellos antigenos que se encuentran en el medio extracelular y son
capturados por estas CPA. Estas moléculas localizadas extracelularmente son producidas por
las células transfectadas por la vacuna de ADN, que liberan el antigeno proteico al romperse
debido al estrés, el recambio celular o algin trauma sufrido. Este antigeno liberado es
también reconocido por los receptores de las células B. Por tanto, con la inmunizacion
genética ocurre activacion tanto de la respuesta humoral, como celular, por lo que constituye
una via de inoculacion que estimula el sistema inmune de diferentes maneras (Molling,
1997).

Las CD son las principales CPA profesionales que inician la respuesta inmune después de la
inmunizaciéon con ADN. Se demostré que las CD extraidas de ratones inmunizados con ADN
son capaces de presentar antigenos a las células T in vitro. En este estudio se estimd
adicionalmente que solo una pequena proporcion (0,4%) de las CD son transfectadas con el
ADN plasmidico (Casares y cols., 1997). El reclutamiento de las CD al sitio de la inoculacion
mediante la coadministracion de citoquinas y quimioquinas especificas durante la
inmunizaciéon con ADN, resulta en la expansion y activacion de las CD con el consiguiente
aumento de la respuesta inmune (Sumida y cols., 2004). Se ha demostrado que las CD son
una de las principales APC que participan en la estimulacion cruzada tomando antigenos

secretados por células somaticas y presentandolos en el MHC I (Kutzler y Weiner, 2004).
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Dada Ia relativa poca cantidad de proteina sintetizada después de la inmunizacion genética,
en el orden de picogramos o nanogramos, la explicacion mas convincente de la eficiente
estimulacion del sistema inmune por estas vacunas, se basa en los tipos de APC transfectadas
y en las propiedades adyuvantes que posee el ADN por si mismo (Gurunathan y cols., 2000).
Un aspecto clave en las vacunas de ADN es que el vector empleado de origen bacteriano
contiene elementos intrinsecos con caracter inmunoestimulador, constituidos por el
dinucleo6tido Citocina-Guanina no metilado (CpG). La insercion de multiples copias de
secuencias CpG en los vectores de inmunizacion aumenta los titulos de anticuerpos, la
linfoproliferacion especifica y la secrecion de IFN-y (Zhang y cols., 2005). El motivo CpG no
metilado modula la proliferacion de células B y la produccion de anticuerpos (Krieg y cols.,
1995), induce la secrecion de citoquinas por las CPA (Jakob y cols., 1998) activandose
indirectamente las células asesinas naturales y los linfocitos T (Bendigs y cols., 1999).

Segun el patron de citoquinas inducido por las secuencias CpG no metiladas, la respuesta
inmune inducida después de la inmunizaciéon con ADN es preferiblemente de células Thl
(Liu y cols., 2005). Por tanto, las vacunas de ADN pueden ser de gran aplicabilidad contra
aquellos patdogenos como los causantes de la malaria o la TB. Mediante una vacuna de ADN
se ha comprobado para algunos modelos animales y algunos inmundgenos, la induccion de
anticuerpos efectores involucrados en una respuesta inmune protectora (Massaer y cols.,
1999; Konishi y cols., 2000; Polack y cols., 2000; Hermanson y cols., 2004).

La inmunizacion genética es capaz de inducir respuesta inmune humoral y celular en estudios
realizados en diferentes modelos animales, incluyendo primates. Por demads, este tipo de
respuesta puede ser manipulada hacia un patrén del tipo Thl, Th2, o combinada si se
requiere.

Se han realizado numerosos estudios con vacunas de ADN que codifican para antigenos de
M. tuberculosis, como por ejemplo el antigeno 85B y la proteina de estrés térmico de 60 kDa
(Hsp60), en los que se han obtenido resultados prometedores en estudios de reto con el
microorganismo (Lu y cols., 1996; Huygen y cols., 1996; Fan y cols., 2003; Bahloul y cols.,
2003). También se ha experimentado con los genes que codifican para otras proteinas, como
la de estrés térmico Hsp65 y la proteina rica en prolina de 36 kDa, obteniéndose una

proteccion equivalente a la obtenida con la vacuna de BCG (Tascon y cols., 2000a). Otros
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trabajos realizados han sido la construccion de vacunas que codifican dos antigenos a la vez,
como por ejemplo el antigeno 85 con el MPT64 (Tian y cols., 2004; Luo y cols., 2004).
Ademas, los cocteles de vacunas de ADN han resultado una herramienta eficaz por su gran
efectividad en la induccion de una respuesta inmune protectora (Derrick y cols., 2004).
También se ha experimentado con rutas alternativas de liberacion como los liposomas (Bivas-
Benita y cols., 2004). Uno de los ultimos acercamientos a este tema ha sido el uso de cepas
atenuadas que transportan plasmidios recombinantes en su interior (Hess y cols., 2000; Miki
y cols., 2004; Bejon y cols., 2006).

Para aplicar la estrategia de ELI debe existir primeramente un modelo animal para la
enfermedad en cuestion y este modelo animal debe permitir experimentos a gran escala. En la
mayoria de los casos se ha usado como modelo el ratéon, aunque se ha sugerido que deberia
utilizarse un modelo mas cercano al hospedero natural (Liu y cols., 1997). Ademas del
modelo animal, otros dos aspectos muy importantes que se deben tener en cuenta a la hora de
aplicar la ELI son: el vector a emplear y el modo de construir la biblioteca genémica (Barry y
cols., 2004).

A pesar de los aportes que ha proporcionado la tecnologia de ELI a la vacunologia, muchos
elementos quedan ain por optimizar, como por ejemplo aumentar el nimero de clones
efectivos dentro de las bibliotecas, disminuir el nimero de rondas de inmunizacién para
llegar a sub-bibliotecas mas pequefias, evitar la segregacion de clones que actien
sinérgicamente y aumentar la respuesta inmune, sobre todo, de tipo humoral (Talaat y

Stemke-Hale, 2005).
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HI. MATERIALES Y METODOS

3.1. Cepas bacterianas

Se utilizo la cepa vacunal liofilizada de M. bovis BCG Tokio (Laboratorio BCG, Tokio,
Japon) en los experimentos de infeccion intranasal después de la inoculacion del Intacglobin.
Para la evaluacion del caracter protector de los AcMs TBA84 y TBAG61 se utilizo la cepa de
M. tuberculosis H37Rv, cepa de referencia criopreservada en el Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran, México, DF.

La biblioteca genémica anotada de M. tuberculosis se construyo a partir de la cepa 14323
(cepa de referencia) criopreservada en el Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”,
La Habana, Cuba.

Para los experimentos de evaluacion del caracter protector de la biblioteca frente al reto IT se
utiliz6 un liofilizado de bacilo atenuado de M. bovis (BCG), cepa bulgara producida por el
laboratorio BB-NCIPD LTd-Bulgaria y suministrada por el Programa Nacional de
Inmunizacidén, Ministerio de Salud Publica, Cuba.

En la construccion de la biblioteca gendmica también se utilizo la cepa de E. coli TOP10 [F
mcrA A(mrr-hdsRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74deoR recAl araD139 A (ara-leu)7697
galU galK rpsL endAl nupG] (Invitrogene, Burlington, Ontario, Canada).

3.2. Animales

En los experimentos relacionados con la evaluacion del caracter protector del Intacglobin y
de la biblioteca gendmica, se utilizaron ratones de la linea isogénica Balb/c, machos, de 6-8
semanas de edad, suministrados por el Centro Nacional para la Produccion de Animales de
Laboratorio (CENPALAB).

Para evaluar el caracter protector de los AcMs administrados por via IT se utilizaron ratones
Balb/c libres de patogenos suministrados por el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion, México. Estos ratones se mantuvieron bajo condiciones de contencion en
laboratorios de nivel de riesgo III.

Todos los experimentos con animales se llevaron a cabo seglin las reglas institucionales para
el cuidado y uso de animales de laboratorio. Las normas de bioética para el uso y

manipulacion de los animales se respetaron durante el transcurso de todos los disefios
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experimentales. Los animales se manipularon por técnicos entrenados y se mantuvieron en
condiciones adecuadas de distribucion y alimentacidon, con condiciones estandar de

temperatura, humedad e iluminacion durante el curso de los experimentos.

3.3. Vector plasmidico

El plasmidio pELI3.1 se construyd en colaboracion con el Centro de Ingenieria Genética y
Biotecnologia (CIGB) (Yero y cols., 2005). Se insert6 en el vector de expresion eucaridtico
pClneo (Promega, Madison WI), un cassete de expresion procaridtico que regula la expresion
de la subunidad alfa de la P-galactosidasa (LacZ’). Este disefio también incluyo la
eliminacion del cassette de resistencia a Neomicina y la region F1 de replicacion del
plasmidio pClneo. El plasmidio pELI3.1 contiene ademas el promotor temprano de
citomegalovirus humano, un intrén quimérico P-globin/IlgG y la sefal tardia de
poliadenilacion del virus SV40. El vector contiene el gen lacZ’ bajo el control de una
variante mutada del promotor lac para la seleccion de colonias blancas y azules durante la
construccion de la biblioteca genomica. El vector pELI3.1 porta ademas un gen de resistencia
a ampicillina (Figura 2).

SMC

BamHI|

Bell
pLac?4 \| Bglll

pCMV

IQ Laczmvﬂ

pELI3.1
3892 pb

Figura 2: Mapa del plasmidio pELI3.1 (Yero y cols., 2005). LacZ: subunidad alfa de la Beta-galactosidasa.
pCMV: promotor inmediato/temprano de citomegalovirus humano. 1Q: Intrén quimérico. pLac™4: promotor del
operon Lactosa mutado. polyA: sefial de poliadenilacion del virus SV40. SMC: sitio multiple de clonacion. ORI:
origen de replicacion para E. coli derivado de los vectores pUC. AmpR: gen que confiere resistencia a
ampicillina. Se sefialan los sitios de reconocimiento por aquellas endonucleasas de restriccion utilizadas en la

construccion de la biblioteca gendmica.
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3.4. Enzimas y reactivos

Las enzimas de restriccion (Sau 3AI, BamHI, Bcell, Bglll, Nhel) usadas fueron suministradas
por Promega, EUA. Se utilizaron ademas las enzimas T4 ADN ligasa y ARNasa (Promega,
EUA). Todas las enzimas se usaron segun las condiciones recomendadas por el fabricante.

Se utilizaron los antibioticos Ampicillina y Tetraciclina (Sigma, EUA).

Para la seleccion de los recombinantes por el método de colonias bacterianas blancas y azules
se empled 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido (X-gal) (Promega, EUA) y el
inductor isopropiltiol- B-D-galacto-pirandsido (IPTG) (Sigma, EUA). Se utilizaron ademas
orto-phenilendiamina (OPD) y Diamino bencidina (DAB) (Sigma, EUA) en los experimentos

inmunoenzimaticos.

3.5. Medios de Cultivo y condiciones de crecimiento

La cepa liofilizada de M. bovis BCG Tokio presentada como un bulbo de 0,5 mg de peso
humedo de BCG y equivalente a 1,5-6,0 x 10° UFC viables, se diluyo en soluciéon Sauton
(Sulfato de Magnesio: 125 pg, Fosfato dibasico de Potasio: 125 ug, Acido Citrico
monohidratado: 0,5 mg, L-aspargina monohidratada: 1mg, Citrato férrico-amonico: 12,5 pg,
Glicerol al 85%: 18,4 mg y agua para inyeccion, 1 mL).

Para el cultivo de BCG se utilizo el medio Ogawa (Griffith, 1998). Para 300 mL de medio se
esterilizaron 100 mL de solucion bésica (Glutamato de sodio: 1% (m/v), Dihidrogenofosfato
de potasio: 1% (m/v), Glicerol: 6 % (v/v) en agua destilada y se le afiadieron en condiciones
asépticas 200 mL de un homogenizado de huevos de gallina, suministrados por el
CENPALAB y 3 mL de verde de malaquita al 2% en alcohol al 70%. Se agité durante 10
minutos en agitador magnético, se filtré por gasa estéril y se dejo reposar durante 30 minutos
(min). El medio se distribuy6 en tubos de cristal de 16 x 100 (5 mL x tubo) y estos se
colocaron en posicion inclinada en un horno a una temperatura de 80-85°C durante 1 hora (h)
para su coagulacion.

La cepa de M. tuberculosis H37Rv se cultivd hasta la fase temprana de crecimiento
exponencial en el medio Middelbrook 7H9 (Difco, EUA.) enriquecido con Albumina-
Dextrosa-Catalasa (BBL, Cockeysville, Md.) y Tween 80 al 0,05% (Sigma, EUA). Los

cultivos se incubaron a 37°C en presencia de 5% de CO, y agitacion continua. Los
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microorganismos se cosecharon por centrifugacion a 5000 x g, se lavaron tres veces en
tampon fosfato salino (cloruro de sodio 140 mM, cloruro de potasio 2,7 mM,
dihidrogenofosfato de sodio 1,8 mM, pH 7,4) y se almacenaron a -70°C hasta su uso en esta
solucion. Para los experimentos de reto, se descongeld un &mpula criopreservada, se incubd a
37°C y se ajustd su concentracién en PBS hasta una concentracion final de 10° UFC/mL. Se
determind la viabilidad de la bacteria mediante microscopia optica (colorante diacetato
fluorescente, 5 pg/mL) en camara de Newbauer.

El medio Lowenstein Jensen se utilizé para el cultivo de la cepa 14323 de M. tuberculosis.
Este medio esta constituido por Dihidrogenofosfato de Potasio al 0,4%; Sulfato de Magnesio
heptahidratado al 0,04%; Citrato de Magnesio al 0,1%; Asparagina al 0,6%; Glicerol en 600
al 2%. Esta solucion se esterilizo (30 min, 121° C, 1 atm). Posteriormente, se adiciond una
solucion preparada asépticamente de verde de malaquita al 2% en agua. Por ultimo, se
adicionaron 1000 mL de un homogenizado de huevos frescos previamente lavados con
solucion de etanol al 70%. La mezcla total se dispens6 en tubos estériles y se mantuvo en
posicion inclinada durante 45 min a 80-85 °C para su coagulacion.

El medio Luria Bertani (LB) se utilizé para el cultivo de la cepa de E. coli TOP10, preparado
con Triptona al 1% (Oxoid, Inglaterra), Extracto de levadura al 0,5% (Oxoid, Inglaterra) y
Cloruro de Sodio al 1% (Oxoid, Inglaterra) por L de agua. Se prepar6 medio solido
adicionando a estos componentes agar bacteriologico al 1,5 %.

El medio 2xYT (1,6% de Triptona, 1% de Extracto de levadura y 0,5% de Cloruro de Sodio
en agua) se utilizd para la amplificacion de las subgenotecas. Las bacterias transformadas con

la genoteca se crecieron en este medio a 37°C durante 14 h en agitacion constante.

3.6. Anticuerpos policlonales, monoclonales y sueros controles
3.6.1. INTACGLOBIN®

El preparado comercial de ganmaglobulina humana INTACGLOBIN® se obtuvo en el
Centro de Hemoderivados, La Habana, Cuba. Este producto esta constituido por
Inmunoglobulinas Humanas del tipo IgG al 5% y Dextrosa anhidra al 5%, pH 7,4 en cantidad
suficiente de agua calidad inyectable (Cadiz y cols., 1999).
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3.6.2. Anticuerpos Monoclonales

Los AcMs contra las proteinas de 38 y 16 kDa de M. tuberculosis se obtuvieron segin
Falero-Diaz y cols. (2000). Los antigenos usados para la obtencién de estos AcMs fueron
variantes recombinantes purificadas de la proteina a-cristalina de 16 kDa (antigeno Acr) y la
lipoglicoproteina de 38 Kda (antigeno PstS-1) de M. tuberculosis. Los AcMs obtenidos
pertenecieron al isotipo IgA. Se denotaron TBA61 (IgA anti-Acr) y TBA84 (IgA anti-PstS-
1).

3.6.3. Sueros humanos control

Para el ensayo de reconocimiento de las proteinas codificadas por la biblioteca gendémica
expresada en E. coli se utilizaron mezclas de sueros de pacientes tuberculosos (dilucion 1/50)
donados por el Hospital Neumolédgico, Ciudad Habana, Cuba. Luego de una inactivacion a
56°C, se conservaron a -70°C hasta su uso. Estos sueros fueron previamente adsorbidos con
un lisado de proteinas de E. coli, con una concentracion estimada por el método de Lowry de
2 mg/mL mediante incubacion durante 16 h a 4°C con agitacién suave. Se usaron como
control negativo, sueros humanos provenientes de donantes sanos. Se consideré donante sano
aquella persona que no ha padecido clinicamente la enfermedad. En todos los casos la
extraccion de la sangre a los donantes sanos y enfermos se llevé a cabo respetando todas las

normas y principios éticos, por personal calificado del Hospital Neumologico.

3.7. Métodos generales de Biologia Molecular

Las técnicas de uso comun en los laboratorios de biologia molecular, tales como analisis de
restriccion, reacciones de ligamiento, purificacion de plasmidios, transformacion genética y
electroforesis en geles de agarosa se llevaron a cabo siguiendo los protocolos descritos por
Sambrook y cols. (1989). Las electroforesis de ADN se realizaron en geles de agarosa al
0,8% (p/v) en tampon TBE (Tris-borato 90 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0) a 5 V/cm. Las
variaciones particulares introducidas en cada técnica se describen en las secciones

correspondientes.
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3.8. Construccion de una biblioteca genémica anotada de M. tuberculosis
3.8.1. Obtencion y purificacion del ADN genomico

Se obtuvo el ADN genomico a partir de la cepa de referencia 14323 de M. tuberculosis, en el
Departamento de Micobacterias del Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri (IPK). La
cepa se inoculd en medio Lowenstein Jensen a 37°C durante 21 dias. Luego de la cosecha
celular se transfirieron 0,1 g de masa microbiana a un tubo limpio con tampon TE (Tris
10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,6) y se calentd6 a 80°C durante 1 h. Posteriormente, se le
afiadieron 100 pL de lisozima (10 mg/mL) (Sigma, EUA) y se incubd durante 1 h a 37°C,
luego de lo cual se le adiciond 70 uL de SDS al 10% y 10 pL de proteinasa K (10 mg/mL)
incubando a una temperatura de 65 °C durante 1 h. A la mezcla se le adicionaron 10 pL de
solucion de NaCl 5 M. Luego a esta suspension se le adiciond igual volumen de mezcla
cloroformo / alcohol isoamilico (1:1, v/v) y después de centrifugar a 5585 x g durante 5 min,
se transfirid la fase acuosa a un tubo limpio. El ADN gendémico se precipitdé con 0,6
volumenes de isopropanol y se lavo el precipitado con etanol al 70%. Posteriormente, se
seco el sedimento, se resuspendio en tampon TE y se almaceno a 4°C hasta su uso.

3.8.2. Optimizacion de la digestion del ADN genémico

Se digiriéo 1 pg de ADN genomico con varias proporciones de la enzima Sau3A (Promega,
EUA) a una concentracion en la reaccion de 1 U; 0,5 U; 0,25 Uy 0,125 U por pg de ADN.
La reaccion se incubd durante 10 min a 37°C en bafio termostatado (Pharmacia LKB
Multitemp II). Se cheque6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,6% con bromuro de
etidio (5 mg/mL) para la seleccion de la concentracion enzimatica con la que se obtuvieran
fragmentos de ADN cuya talla oscilara entre 0,5-3 kb.

3.8.3. Digestion preparativa del ADN genémico

Se digirieron 10 ug del ADN genomico de M. tuberculosis con 2,5 U de la enzima Sau3A
(Promega, EUA) y se incubd la reaccion durante 10 min a 37°C en bafio termostatado. Los
fragmentos de ADN obtenidos se purificaron con un juego de reactivos de la firma Qiagen

(QiaQuik PCR Purification Kit, EUA) siguiendo las instrucciones de los fabricantes.
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3.8.4. Construccion de la biblioteca genémica

Para la construccion de la biblioteca genoémica el vector pELI3.1 se digiri6 en tres reacciones
separadas con las enzimas BamHI, BclIl y BglIl. Para la reaccion de ligamiento se utilizaron
5 ng de ADN gendmico fragmentado, 1 pg de vector digerido y 4 U de T4 ligasa, en un
volumen final de 30 pL. Luego de una incubacion a 14°C durante 16 h, la mezcla de reaccion
se sometio a 75°C por 10 min para la inactivacion de la enzima. Con estas mezclas de
ligamiento se transformaron por electroporacion las células de E. coli TOP10. En cada cubeta
de electroporacion (E. coli Pulser Cuvette 0,2cm, Biorad, EUA) se mezclaron en frio 100 puL
de células electrocompetentes con 10 uL de la mezcla de ligamiento y se sometieron a un
pulso eléctrico de 2 500 V (Resistencia= 200 Q, Capacitancia= 25 pF) en un electroporador
(Gene Pulser II, Biorad). Se adicionaron inmediatamente a cada cubeta 900 pL de medio
2xYT y se esparcieron en placas de medio solido LB suplementado con ampicillina
(50 pg/uL), IPTG (0,5 mM) y X-gal (50 pg/pL). Se incub6 durante 16 h a 37°C y al cabo de
este tiempo se seleccionaron al azar aproximadamente 8000 colonias blancas. El nimero de
clones que se tomaron para obtener una biblioteca gendmica representativa del genoma de M.
tuberculosis se basé en la formula propuesta por Seed y col. (1982).

N =1n (1-P)/In [1-(I/G)]

Donde:

P es la probabilidad de que una secuencia de interés se encuentre representada.

I es la talla promedio de los fragmentos.

G es la talla del genoma de M. tuberculosis H37Rv, cepa de referencia secuenciada por Cole
y col. (1998).

3.8.5. Mantenimiento y replicacion de la biblioteca

De las placas de transformacion se tomaron las colonias blancas con asas estériles y se
pasaron a pocillos individuales en placas de cultivo de 96 pozos (Costar, EUA) que contenian
cada uno 100 pL de medio 2xYT con Ampicillina (100 pg/puL). Se incubaron las placas en
agitacion durante 6 h a 37°C y posteriormente se adicionaron a cada pocillo 100 pL de medio
2xYT con glicerol 30% (v/v) para su conservacion a -70°C (placas madres). Para hacer
réplicas de cada placa madre, se tomaron 10 uL de cada pocillo y se pasaron a una nueva

placa con medio 2xYT fresco con el antibidtico de seleccion. Esta placa se incubd en
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agitacion durante 6 h y se le afiadio medio 2xYT con glicerol a cada pocillo como se
describi6 anteriormente. El diagrama de obtencion de la genoteca de expresion se muestra de

forma resumida en la Figura 3.
3.8.6. Preparacion del ADN usado como inmunégeno

Para la purificacion de plasmidios a gran escala se uso el juego de reactivos EndoFree®
Plasmid Mega Kit (Qiagen, EUA), segiin lo recomendado por el fabricante. Después de la
precipitacion con isopropanol, lavado con etanol y secado al vacio, el ADN se resuspendid en
solucion tampon TE y se cuantificd por espectrofotometria a 260 nm. A esta mezcla se le
adicion6 NaCl hasta una concentracion final de 0,1 M y el doble de volumen de etanol
absoluto. La precipitacion se llevd a cabo a —20°C durante 30 min y el precipitado se
recupero por centrifugacion. EI ADN se seco al vacio y se resuspendié en solucion salina
tamponada con fosfato (SSTF) estéril hasta alcanzar una concentracion de 1 mg/mL. Durante

todo este proceso se emplearon materiales y soluciones libres de pirégenos.

3.9. Induccion de la sintesis de proteinas heterélogas en E. coli.

Se inoculd un erlenmeyer de 100 mL de medio LB suplementado con Ampicillina
(100 pg/pLl) con 100 pL de la mezcla total de las subgenotecas (obtenida mezclando
cantidades equivalentes a 4 mg/mL de cada subgenoteca) y otro erlenmeyer de 100 mL de
medio LB suplementado con Ampicillina (100 pg/uL) con 100 pL de un cultivo de la cepa
Top10 transformada con el plasmidio pELI 3.1. Se incubaron a 37°C en agitacion vigorosa
hasta que se alcanzé una absorbancia a 560 nm de 0,8. En este momento se adicion6 IPTG a
ambos cultivos a una concentracion final de 1 mM. Luego de tres horas en las mismas
condiciones de incubacion, se determind nuevamente la DO sgonm y se tomo el volumen en
mililitros correspondiente al factor 2/DO. La suspension celular se centrifugé a 5585 x g

durante 10 min. El sobrenadante se elimind y el precipitado celular se congelo hasta su uso.

“Tesis en opcion al Grado Cientifico de Doctor en Ciencias de la Salud” -38-



Lic. Yamilé Lépez Herndndez, MSc. MATERIALES ¥ METODOS

ADN gendémico digerido de M. tuberculosis

Clonaje en los tres marcos de lectura:

pELI3.1/BamHlI, pELI3.1/ Bell, pELI3.1/Bgll

Transformacion en E.coli Top10 electrocompetentes

G

Siembra en medio LB selectivo,

IPTG y X-GAL

Cuatro Subgenotecas, ~2000
clones cada una.

Figura 3: Diagrama que representa los pasos seguidos en la construccion de la biblioteca gendmica anotada.

3.10. Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE)

El precipitado celular obtenido luego de la induccién de la sintesis de proteinas descrito en el
acapite anterior (3.9) se resuspendié con 40 pL de tampodn de electroforesis desnaturalizante

en geles de poliacrilamida que contenia 2-mercaptoetanol. Las muestras se calentaron en
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agua hirviendo durante cinco minutos y se aplicaron 10 pL a un gel de acrilamida en un
sistema discontinuo (12,5% de acrilamida). La corrida electroforética se realizo a una

corriente constante de 30 mA (Laemmli, 1970).

3.11. Métodos inmunoenzimaticos

3.11.1. ELISA de células completas de BCG para la deteccion de anticuerpos humanos

contra BCG

Se utilizaron placas de poliestireno de 96 pocillos y fondo plano (MaxiSop, Nunc), las que se
recubrieron durante 16 h con una suspension celular consistente en 0,5 x 10° células de BCG
diluidas en 50 pL de PBS. Se aplicaron diluciones decimales seriadas de tres lotes de
Intacglobin. Como control negativo se utilizaron las muestras de suero procedentes de
donantes sanos diluidas 1:20 en PBS. Para todos los casos se empled como control positivo
una mezcla de sueros de pacientes enfermos tuberculosos, diluidas 1:20 en PBS. Las
muestras se aplicaron por duplicado (50 puL/pocillo) y se incubaron 1 h a 37°C. Se anadio un
conjugado humano anti-IgG-peroxidasa (Sigma, EUA) a una dilucién de 1:3000 en PBS. Tras
una nueva incubacion a 37 °C durante 1h se procedio a anadir, a razéon de 50 pL por pozo, o-
fenilendiamina (0,05 % (m/v)) en tampdn sustrato fosfato-citrato (acido citrico 25 mM,
Na,HPO,4 41 mM, pH= 5) con H,O; (0,1 % (v/v)). Se permitié6 que ocurriera la reaccion
durante 15 minutos, a 25 °C y en la oscuridad y se detuvo la reaccion con acido sulfurico 2N
(25 pL/pozo). Se leyo la absorbancia a una longitud de onda de 492 nm en un microlector de
placas de ELISA. Entre cada paso se lavaron las placas manualmente, 3 veces, con PBS mas
Tween 20 (Sigma, EUA) al 0,05% (200 puL/pozo). El titulo se determin6 como el inverso de
la dilucién que mostré el doble de la absorbancia obtenida con respecto a los sueros

controles.

3.11.2. ELISA de células completas de BCG para la determinacion de anticuerpos anti-
BCG en ratén

Se utilizaron placas de poliestireno de 96 pocillos y fondo plano (MaxiSop, Nunc), las que se
recubrieron con 50 pL/pozo de una suspensién celular consistente en 0,5 x 10° células de

BCG diluidas en PBS, y posteriormente se incubaron a 37 °C durante 16 h. Las muestras de

suero, saliva y lavado traqueobronquial se diluyeron de forma doble seriada hasta su
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titulacion partiendo de una dilucion inicial de 1:20 en PBS. Como control negativo se
utilizaron las muestras de suero, saliva o lavados traqueobronquiales respectivamente,
procedente de los animales inoculados con PBS, diluidas 1:20 en PBS. Para todos los casos
se empled como control positivo una muestra de Intacglobin diluida 1:640 en PBS. Las
placas se mantuvieron en incubacién 1 h a 37°C. A continuacion se adicion6 el conjugado
anti IgG raton-peroxidasa (Sigma, EUA) (50 uL/pozo) diluido 1:3000 en PBS. Tras una
nueva incubacion a 37°C durante 1h se procedid a afiadir, a razéon de 50 pL por pozo, se
afiadié o-fenilendiamina (0,05 % (m/v)) en tampoén sustrato fosfato-citrato (acido citrico
25 mM, Na,HPO4 41 mM, pH= 5) con H,O, (0,1 % (v/v)). Se permitid6 que ocurriera la
reaccion durante 15 min, a 25 °C y en la oscuridad, se detuvo con &cido sulfirico 2N
(25 pL/pozo). Se leyo la absorbancia a una longitud de onda de 492 nm en un lector de placas
de ELISA. Entre cada paso se lavaron las placas manualmente, 3 veces, con PBS mas Tween
20 al 0,05% (200 uL/pozo). El titulo se determindé como el inverso de la dilucion que mostrd

el doble de la absorbancia obtenida con respecto a los sueros controles.
3.11.3. Ensayo inmunoenziméatico sobre membrana de nitrocelulosa

Al finalizar una corrida electroforética de un SDS-PAGE, las bandas proteicas se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa de 0,45 um (Hybond, Amershan, Biosciences),
para lo que se utilizé un equipo de transferencia semi-seco Nova Blot II (Pharmacia, Suecia).
Se aplicd una corriente de cuatro veces el area del gel durante 1 hora. Transcurrido este
tiempo, las membranas se bloquearon con albumina sérica bovina (BSA) al 2% durante 1 h
con agitacion suave en zaranda. Se realizaron tres lavados en PBS y posteriormente se
incubaron con las muestras de suero de pacientes tuberculosos (dilucion 1/50) previamente
adsorbidos con 1 mg de lisado de proteinas de E. coli. Se incubé durante 16 h a 4°C con
agitacion suave. Se aplicaron ademds como controles sueros humanos provenientes de
donantes sanos. Luego de otra ronda de tres lavados sucesivos en PBS, se aplico el AcM anti
IgG humano conjugado con peroxidasa (Sigma, EUA) a una dilucion 1:1500. Se lavo
nuevamente con PBS y se revelo la reaccion con peroxido de hidrogeno como sustrato y

diaminobencidina (DAB) como cromégeno.
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3.12. Estudio microbiologico. Determinacion del nimero de Unidades Formadoras de

Colonias. Colecta de pulmones

En los experimentos de reto con M. tuberculosis, los pulmones de los ratones Balb/c
infectados se removieron asépticamente y se homogenizaron de forma individual mediante
homogenizador (Polytron, Brinkman Instruments, Rexleid, Canad4) en 3 mL de PBS mas
Tween 80 al 0,05 % estéril (Sigma, EUA). Se tom6 1 mL de este homogenado y se realizaron
diluciones decimales seriadas de las que se sembraron 20 pL en placas Petri que contenian
medio de cultivo Middlebrook 7H10. Las placas se sellaron en bolsas de nylon y se incubaron
durante 21 dias a 37°C para la realizacion del conteo de UFC.

En los experimentos de reto con BCG, cada pulmdén se pes6 en una balanza técnica
(Sartorius, Alemania), luego se macero el tejido en 1 mL de solucion salina estéril empleando
una jeringuilla de 1 mL. Posteriormente, se descontaminaron las muestras: se les afiadio 1 mL
de hidroxido de sodio al 4%, se agitaron durante 20 minutos a 25 °C y se les adicionaron
100 pL de acido clorhidrico al 25%. A continuacion, cada muestra se diluy6é 10 veces con
solucion salina, luego se sembraron por duplicado en medio Ogawa y se incubaron a 37°C
durante 28 dias, al cabo de los cuales se realizo el conteo de colonias.

Se calculdé el nimero de UFC por miligramo de tejido (UFC/mg de tejido) segin las

siguientes formulas:

UFC /mg de tejido = Numero de colonias x factor de dilucion

Peso del 6rgano (mg)

Factor de dilucion = Volumen del macerado x dilucion

Volumen sembrado
Volumen del macerado =1000 pL
Volumen sembrado =100 pL

Dilucion: 10

3.13. Histopatologia y estudios morfométricos

En los experimentos de reto con M. tuberculosis, el pulmon izquierdo de cada raton se

removio y se fijo en formalina al 10%, se sumergié en parafina y se procesod para examen
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histolégico. Las secciones tisulares de 4 um se tifileron con hematoxilina y eosina y cada
lamina se observd mediante microscopia Optica. Las areas de inflamacion perivascular y
peribronquial se midieron y analizaron mediante un programa de procesamiento de imagenes
(Leica Microsystem Imaging Solutions LTD, Cambridge, UK).

En los experimentos de reto con BCG, el pulmoén derecho de cada animal se fij6 en formol
neutro al 10% y se procesaron por técnicas convencionales en el Laboratorio de
Histopatologia de la Vicepresidencia de Desarrollo del Instituto Finlay. Se colorearon con
hematoxilina-eosina y se observaron al microscopio Optico. Se realiz6 ademas tincion Zielh—

Neelsen para verificar la presencia de bacilos acido-alcohol resistentes.

3.14. Modelos animales

3.14.1. Establecimiento de un modelo de inoculacion intranasal con BCG en ratones

Balb/c
3.14.1.1. Inoculacion intranasal de BCG

Se anestesio cada animal con pentobarbital sodico (IMEFA, Cuba), a razon de 0,05 g/kg de
peso corporal, inyectado por via IP. Luego se coloco el animal en posicion vertical y se le
aplico gota a gota la mitad del volumen total del indculo de BCG (25 uL) en cada fosa nasal
con una pipeta automatica, con un tiempo de descanso de 1 min entre la administracion a

cada fosa.

3.14.1.2. Estudio del efecto de la administracion de cuatro dosis diferentes de BCG por

via intranasal

Se tomaron 45 animales que se distribuyeron en cinco grupos de 9 ratones cada uno, los
cuales se inocularon por via IN con diferentes cantidades de células de BCG (1, 2, 4 y
8 x 10° células de BCG) contenidas en un volumen de 50 uL de PBS y se aplicaron 25 pL en
cada fosa nasal. El grupo 0 (tomado como control negativo) se inoculd con igual volumen de
diluente.

Se sacrificaron tres animales de cada grupo en condiciones asépticas a los 7, 14 y 21 dias
post-inoculacion y se les extrajeron muestras de higado, bazo y pulmén derecho para
estudiarlas desde el punto de vista microbiologico e histopatoldgico, segun descripcion

detallada en los acapites 3.12 y 3.13.

“Tesis en opcion al Grado Cientifico de Doctor en Ciencias de la Salud” -43-



Lic. Yamilé Lépez Herndndez, MSc. MATERIALES ¥ METODOS

3.14.1.3. Estudio de la distribucion sistémica de BCG al ser inoculado por via intranasal

Para conocer la distribucion de las células de BCG en diferentes organos a diferentes
tiempos, se inocularon por via IN 15 ratones con 1 x 10° células de BCG contenidas en un
volumen de 50 uL. de PBS. Se sacrificaron 5 animales a los 7, 14 y 21 dias después de la
inoculacion respectivamente y se les extrajeron muestras de los siguientes o6rganos: higado,
bazo, pulmon derecho, cerebro, intestino delgado y grueso, estdbmago, corazon, pancreas,
timo, ganglios lifaticos mesentéricos (GLM) y submaxilares (GS). A todas las muestras se les

realizo estudio microbioldgico segin descripcion detallada en acépite 3.12.

3.14.1.4. Estudio de relacion dosis/volumen del inoculo en la inoculacion intranasal con
BCG

Se tomaron 45 animales que se distribuyeron en tres grupos de 15 ratones cada uno. Todos
los animales, excepto los del grupo 0 (tomado como control negativo) se inocularon por via

IN tal y como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Diseno del estudio de la relacion dosis-volumen de inoculacién

GRUPO DOSIS ( x 10° células de BCG) Volumen de in6culo (nL)

0 Control Negativo -

1 0,50 50
2 0,25 50
3 0,50 20
4 0,25 20

Se sacrificaron 5 animales de cada grupo a diferentes tiempos post-inoculacion: 1, 2, 3, 7, 14,
21 dias. Se les extrajo el pulmon derecho y se le realizé estudio microbioldgico segun

descripcion en acépite 3.12.
3.14.2. Evaluacion del caracter protector del Intacglobin en ratones
3.14.2.1. Estudio de la cinética de distribucion en ratén del Intacglobin

Se anestesiaron cinco ratones Balb/c por inyeccion IP de Pentobarbital sodico (IMEFA,

Cuba) (0,05 g /kg de peso) y posteriormente recibieron 25 puL de Intacglobin (5 mg) en cada
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fosa nasal con el empleo de una pipeta automatica. Otro grupo de cinco ratones se inoculd
por via IP con 1 mg de Intacglobin/g de peso corporal contenido en un volumen de 250 pL de
PBS.

Se tomaron muestras de suero, saliva y lavados traqueobronquiales a 1, 2, 3 y 5 h después de
la inoculacion, con el objetivo de determinar la presencia de anticuerpos IgG en estos fluidos.
Toma de las muestras:

Suero: Se obtuvo a partir de la sangre recolectada por puncion en el seno retroorbital del ojo,
con un capilar de 1 mm de didmetro. La sangre se centrifugd durante 3 min a 5585 x g en una
microcentrifuga (Costar, EUA).

Saliva: Se le inocularon por via IP a cada animal 50 pL de pilocarpina al 1% (IMEFA, Cuba)
en agua destilada estéril. Al cabo de 1-2 min, la saliva producida se colecto directamente de
la boca del animal en microtubos de 1,5 mL (Eppendorf, Alemania).

Lavados traqueobronquiales: Cada animal se sacrifico por dislocacion cervical. Luego se le
practico una incision anterior en el cuello y se expuso la traquea que se perfor6 en su porcion
antero superior mediante una incision con un bisturi. Luego, con una jeringuilla se introdujo
hacia los pulmones 1 mL de solucion salina estéril al 0,87% y finalmente se extrajo todo el

contenido por aspiracion.
3.14.2.2. Evaluacion del caracter protector del Intacglobin

En este estudio se incluyeron cuatro grupos de cinco ratones Balb/c cada uno. Uno de estos
grupos se inoculd con 5 mg de Intacglobin por via IN (25 pL en cada fosa nasal). Otro grupo
se inoculd con Intacglobin a razoén de 1 mg/g de peso corporal por via IP. Se incluyeron dos
grupos que no recibieron tratamiento previo. Dos horas después de la inoculacion, los ratones
de los dos grupos tratados y un grupo sin tratar se retaron por via IN con 0,5 x 10° UFC de
BCG, mientras que otro de los grupos sin tratar se ret6 con la misma dosis de BCG por via
IN, pero pre-incubada con la preparacion de Intacglobin. Para esto se incubaron
0,5 x 10° células de BCG con 1 g de Intacglobin por g de peso corporal de los ratones. Se
agitd de forma suave durante 4 h a 25 °C. Se centrifug6 la mezcla durante 10 min a 5585 x g.
El precipitado se resuspendi6 en 500 pL. de PBS y se centrifugd de igual forma para
finalmente resuspenderlo en un volumen de 50 puLL de PBS donde la concentracion celular

fuera de 0,5 x 10° células.
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Todos los animales se anestesiaron con cloroformo y se sacrificaron por dislocacion cervical
24 h después del reto y el pulmoén izquierdo se removid asépticamente para el estudio
microbioldgico e histopatologico como se describid en acépites 3.12 y 3.13 respectivamente.

En la Figura 4 se representa el esquema experimental disefiado.

> Variante 1: IN
Intacglobin .
. Variante 2: IP
Reto con BCG Colecta de pulmones, UFC
v A\ 4
|
|
0Oh 2h 24 h

Figura 4: Representacion del esquema empleado para la inoculacion por via intranasal (Variante 1) y por via
intraperitoneal (Variante 2) del Intacglobin. Los ratones se retaron con BCG 24 h después de la inoculacion y a

las 24 h después del reto se determiné el nimero de UFC.

3.14.2. Comparacion de la inoculacion de diferentes dosis de BCG por via IN e IT
Con el objetivo de comparar los niveles colonizacién en pulmones si se varia la via de

inoculacion, se disefiaron seis grupos de cinco ratones Balb/c cada uno, que se inocularon con
tres dosis de BCG (1 x 10°, 0,5 x 10°y 1x 10°) por vias IN o IT. Los animales se sacrificaron

a los siete dias post-inoculacion y se determino el nimero de UFC en pulmones.

3.14.3. Estudio de inmunizacion pasiva con los anticuerpos monoclonales TBA61 y

TBAS84

Se anestesiaron cinco ratones Balb/c por grupo con Pentobarbital sédico (0,05 g/Kg) por via
IP. Posteriormente se realizd una incision longitudinal en la piel de la cara ventral del cuello,
exponiéndose la trdquea. Dos grupos experimentales recibieron por via intra-traqueal
5 mg/mL de cada AcM respectivamente, contenidos en un volumen de 100 uL de PBS. El
grupo control so6lo recibi6 100 pL de PBS por la misma via. Una hora después de la
inoculacion, cada raton se reté con 10° UFC de la cepa H37Rv de M. tuberculosis, contenida

también en un volumen de 100 pL. Una vez completado el procedimiento, los ratones se
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suturaron, se retornaron a sus cajas y se observaron hasta la recuperacion total en aisladores
donde se les suministrd suficiente agua y comida. Los ratones se sacrificaron a las 24 h, 72 h
y 21 dias después de la infeccion. Para el sacrificio se anestesiaron con éter etilico y se
desangraron mediante un corte en la arteria subclavia. En la Figura 5 se describe en detalle el

esquema empleado.

Tratamiento con TBA61,
TBA84 o PBS, via IT

RETO Colecta de pulmones, Determinacion de
M. tuberculosis UFC, Morfometria
A 4
\ v
-1h Oh 24h 72h 21 dias

Figura 5: Representacion del esquema empleado para la inoculacion de los anticuerpos monoclonales por via
intra-traqueal 1h antes del reto con M. tuberculosis. Los pulmones de los ratones se analizaron a las 24, 72 h y

21 dias después del reto.

3.14.4. Evaluacion del caracter protector de una biblioteca genomica de M. tuberculosis

frente al reto con micobacterias

Se utilizaron cuatro grupos de ratones Balb/c que se inocularon como se muestra en la
Tabla 2.Veintiun dias después de la tltima inoculacion los animales se anestesiaron con
pentobarbital sédico (IMEFA, Cuba) a razon de 0,05 g/Kg de peso del animal administrado
por via IP. Posteriormente se practicd una incision a nivel de traquea y una vez expuesta esta
se administraron por via IT 10° UFC de BCG contenidas en 100 uL de PBS. El esquema de

inmunizacion, asi como el tiempo de reto y de toma de muestras se describe en la Figura 6.
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Tabla 2: Esquema de inmunizacion con la biblioteca genémica

GRUPOS INOCULO ViA DE Dosis
ADMINISTRACION

1 BCG SUBCUTANEA 1 DOsIS; 100 uL CONTENIENDO 10° UFC
(CONTROL DE BCG.
POSITIVO)

2 GENOTECA INTRAMUSCULAR 3 DOSIS, INTERVALOS 21 DiAS; 100 uG

DE PLASMIDIOS RECOMBINANTES
DISTRIBUIDOS EN CADA MUSLO.

3 PLASMIDIO INTRAMUSCULAR 3 DOSIS, INTERVALOS 21 DiAS; 100 uG
(CONTROL PELI3.1 DE PLASMIDIOS ﬁﬁgEéBUIDOS EN CADA
NEGATIVO) )

4 PBS INTRAMUSCULAR 3 DOSIS, INTERVALOS 21 DiAS; 100 uL
(CONTROL DISTRIBUIDOS EN CADA MUSLO.
NEGATIVO)

Inoculacion

conBiblioteca gendmica
de expresion, 1 pg/pL,
100 pL, IM

BCG, IT

| Reto con M. bovis, |

Colecta de pulmones,
Determinacion de UFC,

histopatologia

21

42 63

77 dias

Extraccion de sangre para la
determinacion IgG en suero

Figura 6: Representacion del esquema empleado para la inmunizacion con la biblioteca gendmica. Los ratones

recibieron tres dosis de la biblioteca y se extrajo sangre 21 dias después de la ultima inmunizacion. El reto se

realizé por via intra-traqueal con BCG 21 dias después de la tercera dosis de la biblioteca. Los pulmones se

analizaron 14 dias después del reto.
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Los animales se suturaron y se regresaron a sus cajas y se observaron hasta visualizar signos
de recuperacion. Al cabo de los 14 dias fueron sacrificados por dislocacion cervical y los
pulmones fueron removidos asépticamente para realizar estudio microbiologico e

histopatoldgico tal y como se describi6 en acépites 3.12 y 3.13 respectivamente.

3.15. Analisis estadistico

La normalidad de los datos fue comprobada mediante la prueba Kolmogorov-Smirnov y la
homogeneidad de varianza mediante la prueba de Barlet (Sigarroa, 1985).

En los ensayos de proteccion los resultados de los conteos de colonias se transformaron a
valores logaritmicos para calcular el valor de la media geométrica de las UFC de cada grupo
de animales. La significacion estadistica se analizé utilizando la prueba no paramétrica
Kruskal Wallis.

Para todos los calculos relacionados con los estudios de proteccion y ELISA se utilizo el
programa GraphPad Prism, version 4.00 para Windows (GraphPad Software, EUA). En todos
los casos, un valor de p<0,05 se consider6 estadisticamente significativo. En las figuras, las
barras representan la media, mas la desviacion estandar de los valores individuales de cada
grupo experimental.

La significacion de las diferencias observadas en los estudios del efecto de la inmunizacion
con la genoteca de expresion de M. tuberculosis en la aparicion de granulomas fue analizada
mediante un ANOVA seguido de una prueba de comparaciones multiples de Fisher. Para esto

se utilizd6 el paquete de programas STATISTICA (Edicion 98) (StatSoft, Inc., 1998).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Para el estudio de la TB, se han utilizado diversos tipos de modelos experimentales, donde la

especie de raton ha permitido el estudio de la patogenia y respuesta inmune del hospedero.
Como la puerta de entrada de M. tuberculosis al hombre es la via respiratoria, los modelos
que utilizan esta via son mas representativos del fenomeno real y aportan muchos datos
acerca de la patogenia y mecanismos de defensa del hospedero. En este sentido, las
infecciones de ratones con micobacterias por via nasal por aerosol han resultado utiles y
reproducen en gran medida la dosis y forma en que las bacterias penetran a las vias
respiratorias superiores, pero requiere de un equipamiento muy costoso (Orme y cols., 2001).
Es por ello que en este trabajo se evaltan alternativas de inoculacién mas asequibles pero que
a la vez permitieran evaluar la respuesta inmune protectora en los pulmones de los animales
inoculados. Al mismo tiempo se propone demostrar que este modelo alternativo es util para

evaluar preparaciones vacunales que movilizan el sistema inmune de manera activa.

4.1. Modelo de infeccion intranasal de ratones con BCG
4.1.1. Distribucién tisular de M. bovis BCG administrado por via intranasal

En un primer experimento para establecer el modelo de infeccidn intranasal, se evalud la
distribucion tisular en ratones después de la administracion IN de diferentes dosis de células
de BCG. En la Tabla 3, se muestra que para los grupos 2, 3 y 4, inoculados con 2, 4 y
8 x 10° células respectivamente, el numero de colonias recuperadas en las muestras de
pulmoén extraidas a los 7, 14 y 21 dias, resulté incontable (mas de 10* colonias). En bazo s6lo
se aprecid crecimiento de colonias a los 21 dias para los dos tltimos grupos y en el higado no
se detectd infeccion. En el caso del grupo 1 (1 x 10° células), se recuperaron del pulmén
derecho 3,5 x 10° UFC/mg de tejido a los 7 dias; 2,8 x 10° alos 14 dias y 2,2 x 10° alos
21 dias (mediana del grupo), sin diferencias estadisticamente significativas entre estos grupos
para un nivel de significacion de p<0,05. En las muestras de higado y bazo no se observo

crecimiento bacteriano alguno después de 28 dias de incubacion.
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Tabla 3: Resultados del estudio microbiologico e histopatoldgico luego de la administracion a ratones Balb/c de

cuatro dosis diferentes de BCG aplicadas por via intranasal.

Estudio microbiologico (UFC)* Estudio histopatologico**
Grupo Tiempo Pulmén Higado Bazo Pulmén Higado Bazo
1 7 dias 3500 - - - - -

(1x10% 14dias 2800 - - - - i
21dias 2200 - . - _ -

2 7 dias >10* - - - - -
(2x10% 1l4dias  >10* - - 1+ - -
21 dfas  >10* - - 1+ - -

3 7dias  >10* - - - - -
(4x10% 14dias  >10° - - 1+ - -
21 dfas  >10* - 90 2+ - -

4 7dias  >10" - - - - -
(8x10% l4dias  >10* - - 2+ - -
21 djas  >10* - 100 2+ - -

* Mediana de cada grupo (n=9). (-) significa no conteo de UFC.
** (1+) Cambios histopatoldgicos leves: infiltrado celular. (2) cambios histopatologicos moderados: infiltrado
celular, formaciones granulomatosas incipientes. (-) no se encontraron alteraciones

Los resultados obtenidos estan en correspondencia con lo obtenido por Tree y cols. (2004), en
un estudio en el que al infectar ratones Balb/c con diferentes dosis de BCG por via IN, para
dosis mayores de 1 x 10° células, hubo un incremento en la patologia pulmonar.

Para determinar el grado de afeccion (dafio tisular) causado por la inoculacién de las
diferentes dosis de células del bacilo, se realizdé un estudio histopatologico en el cual las
muestras de higado, bazo y pulmon izquierdo se tifieron con hematoxilina-eosina, para
localizar lesiones granulomatosas caracteristicas de esta patologia. También se realizd la
tincion de Zielh-Neelsen para detectar la presencia de bacilos acido-alcohol resistentes. Estas
lesiones granulomatosas aparecieron en el pulmoén a partir de los 14 dias post-inoculacion
para las dosis de 2, 4 y 8 x 10° células, con un incremento en la proporcion de animales con
lesiones al aumentar la dosis administrada: 33% para el grupo 2; 44% para el grupo 3 y 55%
para el grupo 4. Para la dosis menor empleada (1 x 10° células de BCG) no se observé este
tipo de lesion en el pulmon a ninguno de los tiempos de muestreo. Las muestras de higado y
bazo en todos los grupos fueron negativas para el desarrollo de lesiones granulomatosas,

resultado que coincide con el del estudio microbiologico.
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A pesar de ello pudiera pensarse que algunos bacilos pudieran migrar por via linfohematica y
formar focos de infeccidon extrapulmonares, por lo que se decidi6 realizar posteriormente un
estudio tisular mas amplio en términos de conteo de UFC, de la distribucion de M. bovis

BCG después de ser administrado por via IN. Los resultados se muestran en la Figura 7.
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Figura 7: Distribucion tisular de M. bovis BCG en ratones Balb/c luego de la administracion por via IN de

1 x 10° células. Las muestras de tejido de cada o6rgano, extraidas a los 7, 14, 21 dias post-inoculacion, se
maceraron ¢ inocularon en medio Ogawa. Posteriormente los tubos se incubaron durante 28 dias y se determind
el nimero de UFC/mg de tejido. Las barras representan la media, mas la desviacion estandar de los valores

individuales de cada grupo experimental.

Como se aprecia en la Figura 7, el conteo de UFC en los tiempos estudiados reveldé que con
esta dosis de infeccion, se infectaron principalmente los pulmones. El ntimero de UFC
recuperadas a los 7 dias resultdé mayor que a los 14 y 21 dias sin diferencias significativas
entre estos grupos para una p<0,05, resultado que coincidié con el del experimento anterior
(ver Tabla 3). En este experimento se aprecid también que luego de la inoculacion por esta
via IN, una parte, aunque no significativa, del indculo, infecta otros drganos.

Los mayores recobrados de BCG fueron en pulmoén, acorde con la via de inoculacion
empleada. Sin embargo, la aparicion de algunas UFC en organos del sistema digestivo indica

que hay un desvio del ino6culo hacia este sistema. Mas importante atn significa el hecho de
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haber encontrado micobacterias en cerebro, pues una de las mayores preocupaciones de las
autoridades regulatorias acerca de la inoculacion IN, es la cercania anatomica y posible
transmision hacia sistema nervioso debido a la proximidad del bulbo olfatorio con
terminaciones nerviosas expuestas en la cavidad nasal (Kallenius y cols., 2007; Giri y
Khuller, 2008). No obstante la cantidad recobrada fue minima, no encontrandose dafio tisular
en estos Organos.

Como primer punto en la propuesta de modelo de infeccion por via IN, se seleccioné como
agente infectante M. bovis BCG debido a que ha sido reiteradamente demostrada su
reactividad cruzada con el bacilo de la TB humana (Jungblut y cols., 1999; Pym y Brosch,
2000; Agger y Andersen, 2002). Ademas es un microorganismo atenuado que no constituye
peligro para el investigador (Fine y Vynnycky, 1998; Hirsch y cols., 1999a). Se prefirio el
bacilo vacunal en una formulacion liofilizada para uso humano debido a su alto nivel de
pureza, su manera de cuantificacion mas precisa y a que su forma liquida de reconstitucion es
muy apropiada para una inoculacion IN.

Como se utilizo M. bovis BCG como agente infectante, seria necesario ademas destacar cuan
semejante es el genoma de M. bovis BCG con respecto a la cepa virulenta H37Rv de M.
tuberculosis.

El complejo M. tuberculosis esta constituido por las especies M. africanum, M. canetti, M.
microti y M. bovis. BCG forma un sub-grupo dentro de esta tltima (Brosch y cols., 2002). El
genoma de M. bovis es menor que el de M. tuberculosis H37Rv (4,32 Mb y 4,41 Mb
respectivamente). El mapa gendmico de varias especies micobacterianas es casi idéntico,
pero al menos existen 14 regiones de diferencia (RD1 a RD14) entre los miembros del
complejo (Gordon y cols., 1999). Con respecto a la cepa virulenta M. tuberculosis H37Rv y
a M. bovis, BCG contiene tres regiones de diferencia (RD1 a RD3) que no estan compartidas
y presumiblemente son responsables de la atenuacion en BCG.

Los estudios de hibridizacion de ADN gendémico de M. bovis BCG con el genoma de M.
tuberculosis H37Rv (cepa completamente secuenciada) (Cole y cols., 1998), por los métodos
de microarreglos (Behr y cols., 1999) o basados en cromosoma artificial bacteriano ordenado
(Gordon y cols., 1999), identificaron 16 deleciones en el genoma de M. bovis BCG

comparado con el genoma de M. tuberculosis H37Rv, que oscilaban en tamafios entre 2 a
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12,7 kb. Estas regiones gendmicas estan relacionadas con la codificacion de antigenos de
potencial virulencia. Sin embargo, en ambas cepas estan presentes genes que codifican para
proteinas importantes desde el punto de vista inmunoldgico, como la proteina de 38 kDa y el
antigeno 85B, cuya proteccion en modelos murinos de infeccion frente virulenta han sido
demostrados ya con anterioridad (Ulmer, 1997). A pesar de las diferencias antes
mencionadas, los genomas de las micobacterias se encuentran conservados en mas de un
99%, debido principalmente a que entre estas especies no existen mecanismos de
transferencia horizontal de material genético (Brosch y cols., 2007).

Debido a la similitud entre los dos genomas, algunos de los mecanismos inmunes
desencadenados en el hospedero para el control de la progresion de la enfermedad luego de la
infeccién con M. bovis BCG, son muy similares a lo que ocurriria frente al reto con M.

tuberculosis.
4.1.2. Relacién dosis-volumen inoculado de M. bovis BCG por via intranasal

Para el estudio de la relacion entre la dosis y el volumen, se disefid un experimento donde se
evaluo el efecto de la disminucion de la dosis de infeccion sobre la colonizacion del bacilo en

el pulmon. En la Figura 8 se muestran los resultados obtenidos.
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Figura 8: Grafico que muestra el promedio del nimero de UFC recuperadas en pulmén luego de la infeccion IN
con diferentes dosis de BCG contenidas en dos volumenes diferentes. Los grupos 1 y 2 se inocularon con 0,5 x
10°y 0,25 x 10° células de BCG respectivamente contenidas en 50 uL. Los grupos 3 y 4 se inocularon con las

mismas dosis de BCG contenidas en 20 pL.
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Si se analiza la dosis de BCG en la inoculacion, de los 60 animales inoculados con 50 uL, se
obtuvo colonizacion en 44 de ellos que equivalen al 73,3% del total. De ellos, 25 animales
(41,7%) pertenecian al grupo 1 inoculados con 0,5 x 10° células de BCG y los otros 19
(31,6%) correspondientes al grupo 2 inoculados con 0,25 x 10° células. De los 60 animales
inoculados con 20 pL se encontro colonizacién en sélo 20 de ellos, que corresponden al
33,3% del total. De ellos, 11 animales (18,3%) que pertenecian al grupo 3 que se inocularon
con 0,5 x 10° células de BCG y los otros 9 (15%) correspondientes al grupo 4 que se
inocularon con 0,25 x 10° células.

Si comparamos los resultados obtenidos teniendo en cuenta el volumen de inoculacion, los
niveles de colonizacion fueron superiores para los grupos infectados con 0,5 x 10° células,
donde de los 60 animales empleados, en el 60% de ellos (36 animales) se obtuvo
colonizacion. No obstante, el numero de colonias recuperadas en el grupo 1, inoculado con
50 puL, fue superior a las recuperadas en el grupo 3, inoculadas con 20 pL. Sin embargo, la
colonizacion tras la inoculacion de 0,25 x 10° células fue numéricamente inferior, pues de los
60 animales infectados, solo el 46,7% de ellos presentaron colonias en sus pulmones. Si
analizamos los tiempos de sacrificio post-inoculacion, el nimero de UFC obtenidas en los
dos primeros dias fue superior para todos los grupos que en el resto de los dias. En el grupo 1
el nimero de colonias muestra un comportamiento bifasico para el crecimiento de las
micobacterias sin diferencias significativas entre cada tiempo. Para el grupo 2 la infeccion se
comportd similar para todos los tiempos de sacrificio sin diferencias significativas. Sin
embargo, los grupos 3 y 4 tuvieron niveles de colonizaciéon muy bajos, encontrdndose un
crecimiento no significativo en algunos tiempos, lo cual indica que la inoculacion con 20 pL
no es recomendable. Toda la comparacion se realizd mediante la Prueba de Kruskal Wallis y
una Comparacion Multiple no Paramétrica para un nivel de significacion de p<0,05.

En cuanto a la dosis a inocular, basados en que la dosis de M. tuberculosis administrada a
ratones en forma de aerosol inicialmente por Collins y col. (1984) fue de 10° UFC, se decidio
aumentar esta dosis debido a que la comunicacion anatémica que existe entre el tracto
respiratorio y digestivo pudiera ocasionar que parte del indculo pasara organos del sistema

digestivo del animal. En este caso se trabajo con dosis de 1 x 10° células, dosis a partir de la
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cual se puede realizar un conteo seguro y reproducible de las colonias recuperadas de pulmon
varios dias después de la infeccion.

El volumen del inéculo seleccionado esta en correspondencia con un informe encontrado en
la literatura para inoculacion intranasal (Pickett y cols., 2000). Otros investigadores han
trabajado modelos similares de colonizacion nasal con otros microorganismos, utilizando un
volumen de 10 pL (5 pL/fosa) (Kiser y cols., 1999; Kurono y cols., 1999), pero en el caso de
las micobacterias, donde es imprescindible su llegada a los pulmones para la colonizacion del
tejido y el comienzo del proceso infeccioso, se debe administrar un mayor volumen. Por ello
se entendid que si se trabajaba con un volumen de in6culo tan pequefio (10 pL), se corria el
riesgo de que este no llegase a los pulmones debido a la presencia en las mucosas
respiratorias de mecanismos protectores de exclusion (Waldman y Ganguly, 1974; Reynolds,
1987; Alonso, 2008).

Este experimento permiti6 concluir, para las condiciones ensayadas, que la infeccion IN con
BCG se debia realizar con una dosis de 0,5 x 10° bacilos contenidos en 50 pL de indculo,
para evaluar los resultados a las 24 h post-inoculacion si se desean hacer estudios de

proteccion a nivel de mucosas.

4.2. Evaluacion del Intacglobin en el modelo de reto intranasal

4.2.1. Estudio en raton de la distribucion en el tiempo de los anticuerpos contra BCG

presentes en el Intacglobin

Como la poblacion cubana se encuentra vacunada con BCG, como parte del Programa
Nacional de Inmunizacion vigente en Cuba (Delgado, 1991), era de esperar encontrar titulos
de anticuerpos anti-BCG encontrados para los tres lotes de Intacglobin evaluados. Después de
titular 3 lotes de Intacglobin, se detectaron estos anticuerpos mediante ELISA con titulo de
40960 =+ 6380.

Para comprobar la presencia de anticuerpos especificos a antigenos micobacterianos
contenidos en el Intacglobin a nivel de mucosa respiratoria y suero, luego de su
administracion por via IP e IN a ratones Balb/c, se disefid un experimento para la
determinacion de la distribucion en el tiempo de estos. En este disefio experimental el grupo 1

se inocul6 por via IP y el grupo 2 por via IN con el Intacglobin. Para ambos grupos, tras la

“Tesis en opcion al Grado Cientifico de Doctor en Ciencias de la Salud” -56-



Lic. Yamilé Lépez Herndndez, MSc. RESULTADOS Y DISCUSION

administracion IP, los valores maximos se detectaron a las 2 horas post-inoculacion del
Intacglobin con titulos contra BCG de 20 480, 1280 y 80 para suero, saliva y lavados
traqueobronquiales respectivamente (Figura 9). En correspondencia con la via por la que se
inoculo el Intacglobin, en este caso la via IP, los valores mayores obtenidos estuvieron en las
muestras de suero de los ratones. A las tres horas de inoculados, en el suero el titulo de
anticuerpos presentes en esta formulacion decay6 a valores que fueron estadisticamente
similares a los de saliva y lavados traqueobronquiales para este mismo tiempo. El mismo

comportamiento se repitio a las cinco horas post-inoculacion.
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Figura 9: Dindmica de distribucién de anticuerpos especificos del Intacglobin administrado por via IP a ratones
Balb/c. Los valores representan el promedio del titulo de las muestras extraidas en cada tiempo, determinado

mediante un ELISA de células completas de BCG.

Los anticuerpos de tipo IgG, por mecanismos de difusion pasiva pueden ser transportados
hasta las mucosas (Falero-Diaz y cols., 2000b). Teniendo en cuenta esto, se supuso que si se
aplicaba una fraccion de Intacglobin por via IP, podria esperarse su presencia posterior en
saliva y tracto respiratorio, donde los anticuerpos especificos pudieran jugar algtin papel en la
proteccion contra la infeccion posterior con BCG. Por el corto tiempo en que se determind la
distribucion de estos anticuerpos en las muestras analizadas, es evidente la relacion que existe
entre los anticuerpos presentes en la saliva, en los lavados traqueobronquiales y en el suero,
ya que al estar el peritoneo ricamente vascularizado, fue posible el paso de estos anticuerpos

desde la cavidad peritoneal hacia la circulaciéon mayor y su distribucion a otros o6rganos y

“Tesis en opcion al Grado Cientifico de Doctor en Ciencias de la Salud” -57-



Lic. Yamilé Lépez Herndndez, MSc. RESULTADOS Y DISCUSION

tejidos, pasando al lumen de las glandulas salivares y de las vias respiratorias, por
mecanismos de difusion pasiva.

Luego de la inoculacion por via IN, el mayor titulo de anticuerpos se detect6 en los lavados
traqueobronquiales realizados, manteniéndose constante este valor durante las tres primeras
horas post-inoculacion, tiempo después del cual disminuy¢ el titulo hasta hacerse cero al cabo
de las cinco horas. En saliva se detectd un maximo titulo a las dos horas luego de la
inoculacion, disminuyendo este valor hasta cero, a las tres horas post-inoculacion; en el caso
de las muestras de suero, no se detecto titulo de anticuerpos en ninguno de los tiempos

evaluados en este experimento, como se aprecia en la Figura 10.
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Figura 10: Dinadmica de distribucion del Intacglobin administrado por via IN a ratones Balb/c. Los valores
representan el promedio de los titulos de las muestras evaluadas a cada tiempo, determinado mediante un ELISA

de células completas de BCG.

Los tiempos de distribucion de anticuerpos anti-BCG en suero, saliva y lavados
traqueobronquiales se corresponden con los encontrados en otros trabajos desarrollados con
anticuerpos monoclonales de isotipos IgA e IgG especificos para las proteinas de 16 y 38 kDa
de M. tuberculosis administrados por via IP e IN, donde los valores maximos se alcanzaron a
las 3 h de una dindmica de 1, 3, 5 y 8 h para la saliva y 0; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5 h para suero
(Falero-Diaz y cols., 2000b).

Los bajos titulos de anticuerpos detectados en las muestras de lavado traqueobronquial

respecto a las del Intacglobin inoculado pudieran estar dados por varios motivos, entre ellos
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la dilucion que sufre el inodculo a lo largo del arbol traqueobronquial, a la dilucién que se
produce después al obtener el lavado traqueobronquial en 1 mL de PBS y a la degradacion de
los anticuerpos bajo la accion de proteasas. Este ultimo factor pudiera ser el responsable
principal de la caida brusca de los niveles de anticuerpos que se observa entre las 3 y 5 h
post-inoculacion. Respecto a las muestras de saliva era de esperar que después de la
inoculacion IN paulatinamente los anticuerpos pasen por difusion hacia las glandulas
salivares debido a la cercania anatdmica de estas con las vias respiratorias, aunque pudiera
estar influido por un fendmeno inespecifico, dado por el arrastre mecanico por la saliva de
anticuerpos procedentes de la inoculacion IN. El experimento mostré un bajo titulo de
anticuerpos en la saliva en la primera hora, para luego hacerse indetectable a partir de la
tercera hora. Este comportamiento pudiera justificarse porque hasta las dos horas el proceso
de difusion garantiza el paso de los anticuerpos hacia el lumen de las glandulas salivales y al
ser estimuladas con Pilocarpina son arrastrados hacia la boca del animal.

Este analisis permitio llegar a la conclusion de que empleando tanto la via IP como la IN para
la administracion del Intacglobin, se detectaron en las mucosas respiratorias anticuerpos
especificos a BCG; asi como el establecimiento de los tiempos adecuados para su deteccion

en los distintos tipos de fluidos.
4.2.2. Experimento de reto con BCG

Con el objetivo de evaluar el papel de los anticuerpos antimicobacterianos en controlar, o
modular la infeccion con BCG se disefido un experimento de reto empleando el modelo de
infeccion intranasal cuyos parametros se definieron en el acapite 4.1.

La Figura 11 muestra el comportamiento de la infeccion con BCG en los cuatro grupos
experimentales. Puede apreciarse como el numero de UFC recuperadas en el grupo 1 resultd
significativamente superior (p<0,01) a las recuperadas en los restantes grupos. Sin embargo,
no se detectaron diferencias significativas entre el numero de UFC recuperadas en los
pulmones de los ratones de los grupos 2, 3 y 4, analizadas mediante la prueba no paramétrica

Kruskall Wallis.
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Figura 11: Resultados del experimento en ratones Balb/c retados con BCG administrado por via IN. Las barras
representan el promedio del niimero de UFC/érgano para cada grupo estudiado. Los animales del grupo 1
(control negativo) se inocularon con PBS por via IN, los grupos 2 y 3 se inocularon con Intacglobin por via IN e
IP respectivamente. Los animales se retaron a las dos horas post-inoculacién con BCG por via IN. Los del grupo
4 se retaron por via IN con BCG preincubado con Intacglobin. Las barras representan la media, mas la
desviacion estandar de los valores individuales de cada grupo experimental. **: Diferencias significativas para

p<0,01, mediante la prueba de Kruskal Wallis

Otros autores han utilizado la ganmaglobulina humana administrada por via IP en diferentes
modelos de reto, para prevenir otras patologias en ratones y han logrado resultados
satisfactorios, lo que nos hace pensar que en esos animales ocurri6 una distribucion adecuada
del preparado en los diferentes compartimentos corporales (Gaudin y cols., 1998; Nys y cols.,
1999a; Nys y cols., 1999b).

Las inmunoglobulinas han sido usadas en el tratamiento de personas con deficiencias de

anticuerpos y niflos con purpura trombocitopénica en dosis de 2 g/Kg/mes, dosis en la que
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actiia como agente inmunomodulador (Imbach y cols., 1981). Se ha descrito que este tipo de
formulaciones posee cuatro mecanismos de accion por separado:

1. Acciones mediadas por la region variable F(ab), : relacionadas con la presencia de un
vasto repertorio de especificidades a anticuerpos que conllevan a la neutralizacion de
un amplio rango de antigenos, incluyendo patégenos y superantigenos. Posee ademas
un efecto inhibitorio considerable en la proliferacion de células T in vitro. Aunque por
regla general estas preparaciones ejercen acciones anti-apoptdticas y causan arresto
del ciclo celular, bajo ciertas condiciones pueden inducir apoptosis. Reducen la
adhesion de células T a la matriz extracelular. Poseen anticuerpos naturales del tipo
IgG codificados por la linea germinal. Pueden también contener anticuerpos contra
importantes moléculas del sistema inmune, tales como IL-1, TNF-o e IFN-y.

2. Acciones de la region Fc sobre los receptores Fc: la union de la fraccion Fc a los
receptores Fc activadores e inhibitorios tiene multiples efectos. Uno de estos es
inhibir la maduracion de las células dendriticas y regular la concentraciéon de
citoquinas. Puede interferir ademas en la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos, asi como inhibir la fagocitosis.

3. Acciones mediadas por la union del complemento a la region Fc: Las
inmunoglobulinas endovenosas, asi como los complejos inmunes, producen la
generacion de C3b, que tedricamente, es un pro-inflamatorio. Pequeiias dosis de
inmunoglobulinas provocan la activacion de las vias clasica y alternativa. La region
Fc, por su parte, secuestra C3a y C5a. Por el contrario, altas dosis inactivan los
complejos inmunes, atenuando selectivamente la amplificacion de la cascada del
complemento.

4. Acciones debidas a otros componentes presentes en la formulacion: estas
preparaciones pueden contener citoquinas, moléculas CD4, MHC clase II y agentes
estabilizantes, como los azlcares, que pueden contribuir a la inhibicion de la
proliferacion de células mononucleares (Sewell y Jolles, 2002; Stager y cols., 2003).

En este experimento se observd que el Intacglobin, aplicado tanto por via IN como IP es
capaz de proteger significativamente frente al reto con BCG por via IN, suponiendo que la

interaccion de los anticuerpos con BCG en las vias respiratorias, o in vitro, pre-incubando la
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bacteria con los anticuerpos antes de la inoculacion, modifica el curso de la infeccion,
reduciéndola.

En un estudio realizado por otros autores, se demostré que el tratamiento de ratones
infectados con M. tuberculosis, con dosis altas de inmunoglobulinas endovenosas, redujo
sustancialmente la carga bacteriana en bazo y pulmoén de los ratones tratados cuando esta
formulacion se aplicé tanto en la etapa inicial como tardia de la infeccion (Roy y cols., 2005).
En trabajos encontrados en la literatura, se destaca que la micobacteria cubierta con
anticuerpos especificos se procesd y presentd mejor por las células dendriticas para la
estimulacion de la respuesta de linfocitos T CD4+ y CD8+ (Teitelbaum y cols., 1998; Pethe y
cols., 2001; Chambers y cols., 2004).

La adhesion microbiana a los tejidos del hospedero es un paso importante en la colonizacion
de este y el establecimiento de la infeccion. Los anticuerpos dirigidos contra determinantes de
superficie de M. tuberculosis y BCG pudieran interferir con la adhesién de las micobacterias
a los tejidos del hospedero (Glatman-Freedman y Casadevall, 1998). Otros autores
demostraron que compuestos derivados del BCG que contienen manosa se unen a macrofagos
y granulocitos. La union puede producirse a través de receptores de manosa del macrofago o
por proteinas séricas que unen a la manosa y favorecen la fagocitosis del microorganismo por
los granulocitos (Venisse y cols., 1995a; Venisse y cols., 1995b). Se demostré ademas que la
union de M. tuberculosis a los macrofagos se inhibe por la preincubacion del microorganismo
con anticuerpos monoclonales dirigidos contra componentes de su superficie (Schlesinger y
Cheng, 1994; Schlesinger y Horwitz, 1994; Schlesinger y cols., 1994a; Schlesinger y cols.,
1994b).

Teitelbaum y cols. (1998) protegieron contra la infeccion por M. tuberculosis a ratones
carentes de inmunidad celular, administrandoles anticuerpos monoclonales IgM e IgG contra
antigenos de este bacilo.

Mas recientemente, Olivares y col. (2009) demostraron que la inoculaciéon IN de la
gammaglobulina, asi como la gammaglobulina preincubada con M. tuberculosis, reduce
significativamente el nimero de UFC en pulmoén a las 24, 48, 72 h, una semana, 21 dias y dos
meses luego del reto IT con M. tuberculosis. En dicho trabajo, al utilizarse la misma fuente

de gammaglobulina que la utilizada en el presente trabajo, aunque con un modelo de

“Tesis en opcion al Grado Cientifico de Doctor en Ciencias de la Salud” -62-



Lic. Yamilé Lépez Herndndez, MSc. RESULTADOS Y DISCUSION

infeccion diferente, se refuerza el papel profilactico de los anticuerpos contenidos en esta
formulacién, asi como su capacidad para modificar el curso de la infeccion y estimular los
mecanismos de respuesta celular.

Toda esta serie de experimentos usando el modelo de infeccion IN permitieron primero
proponer este modelo para lograr la colonizacion de micobacterias en pulmones de los
ratones inoculados. Estos experimentos sirvieron de base ademas para evaluar el papel

protector a nivel de mucosa de AcMs especificos a proteinas de M. tuberculosis.
4.2.3. Comparacion de la inoculacion de diferentes dosis de BCG por via IN e IT

Con el objetivo de comparar los niveles colonizaciéon en pulmones si se varia la via de
inoculacion, se disefiaron seis grupos de cinco ratones Balb/c cada uno, que se inocularon con
tres dosis de BCG por vias IN o IT. Los animales se sacrificaron a los siete dias post-
inoculacion y se determin6 el nimero de UFC en pulmones. Los resultados se observan en la

Tabla 4.

Tabla 4: Numero de UFC recuperadas en pulmoén siete dias después de la inoculacion de tres dosis diferentes de

BCG por vias IN e IT.

Promedio de UFC recuperadas en pulmon*

Dosis de BCG Via IN ViaIT

10° 53x10° (a) 3,1x 10 (b)
0,5 x 10° 4,5x%10° (a) 2,5x 10* (b)
10° 3,5x 10° (a) 2,1 x 10* (b)

* Letras diferentes significa que hay diferencias estadisticamente significativas entre las medias, p<0,05,
evaluados por la prueba de Kruskall Wallis.

En este estudio se pudo constatar que luego de la inoculaciéon de varias dosis de BCG
contenidas en un volumen de 50 pL por via IN, al cabo de siete dias de la inoculacion se
recupera un namero de bacterias que estd en el orden de 10° y que es estadisticamente
diferente al numero de bacterias recobradas en pulmones de los animales que se inocularon
con las mismas dosis pero por via IT. Estos resultados estan en correspondencia con
resultados mostrados en el acapite 4.1.1, donde se demuestra que por via IN una parte del
in6culo pasa a sistema digestivo, diseminandose hacia pancreas, higado e intestino (ver

Figura 7).
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Al comparar los recobrados de bacterias en pulmon luego de la inoculacion de diferentes
dosis de BCG aplicadas por via IN e IT se pudo comprobar que por la via IN el recobrado fue
significativamente menor en todos los casos, lo cual corrobora el hecho de que parte de las
bacterias pasaron a sistema digestivo a partir del cual se diseminan hacia otros 6rganos.

En un estudio similar al realizado en el acapite 3.14.1.3, pero empleando la via de
inoculacion IT, se pudo constatar que luego de este tipo de inoculacion, los niveles de UFC
recuperadas en pulmon a los 7, 14 y 21 dias superaron en un orden a los valores obtenidos
por via IN. Por otra parte, se observd que ademas del pulmon, solo se obtuvieron colonias en
higado y bazo a los 21 dias post- inoculacion y no se detectaron colonias en el resto de los

organos evaluados (Figura 12).
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Figura 12: Distribucion tisular de M. bovis BCG en ratones Balb/c luego de la administracion por via IT de 10°
células. Las muestras de tejido de cada organo, extraidas a los 7, 14, 21 dias post-inoculacion, se maceraron e
inocularon en medio Ogawa durante 28 dias. En el resto de los 6rganos evaluados el conteo de UFC para
micobacterias resultd negativo. Las barras representan la media, mas la desviacion estandar de los valores
individuales de cada grupo experimental.

Con sus peculiaridades, ventajas y desventajas, las vias de inoculacién IN e IT han sido
utilizadas con relativo éxito en la evaluacion de candidatos vacunales. Por ejemplo, la
vacunacion IN con BCG vivo o inactivado o las vacunas basadas en adenovirus

recombinantes han mostrado proteccion frente al reto con M. tuberculosis (Falero-Diaz y

cols., 2000a; Haile y cols., 2004; Chen y cols., 2004; Giri y cols., 2005; Buddle y cols.,
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2005). Por otra parte, existen también antecedentes de que la vacunacion nasal es el mejor
modo para inducir una respuesta inmune robusta en los pulmones de los animales
(Goonetilleke y cols., 2003; Santosuosso y cols., 2005; Carpenter y cols., 2005; Santosuosso
y cols., 2006; Xing y Lichty, 2006). Por otro lado, a pesar de su aparicion mas reciente en la
literatura (Hernédndez-Pando y cols., 1997) la ruta de inoculaciéon IT ha demostrado ser
efectiva en la evaluacion de numerosos candidatos vacunales, drogas, asi como en la
comparacion de la virulencia de diferentes cepas de M. tuberculosis (Lopez y cols., 2003;
Aguilar y cols., 2009).

Estos experimentos en su conjunto permitieron definir y optimizar una serie de parametros
necesarios para la posterior evaluacion de candidatos vacunales o terapéuticos basados en
formulaciones de anticuerpos y su proteccion a nivel del sistema de mucosas y directamente

en pulmon.

4.3. Estudio del caracter protector de los anticuerpos monoclonales TBA61 y TBA84

ante la infeccion por M. tuberculosis en un modelo de infeccion pulmonar progresiva

Se decidio evaluar el papel protector de anticuerpos especificos antimicobacterianos en
modelos de reto por via respiratoria. Se emple6 la via IT para la inoculacion de los AcMs y la
bacteria, pues en este caso se persiguié evaluar fundamentalmente la respuesta protectora y
los cambios histoldégicos y morfométricos acontecidos en pulmon. A pesar de que la
inoculacion por via IT requiere un mayor entrenamiento del personal, y una dosis mayor de
anestesia a los animales en experimentacion, son ineludibles las ventajas en cuanto a la
administracion directa del indculo en las vias respiratorias y pulmoén. Los AcM, de tipo IgA,
denominados TBA61 y TBAS84, incluidos en este experimento, estan dirigidos contra las
proteinas de 16 kDa (antigeno Acr) y 38 kDa (antigeno PstS-1) respectivamente (Falero-Diaz
y cols., 2000a).

El conteo de UFC aisladas del pulmon de los ratones de los tres grupos evaluados fue similar
tanto a las 24 h como a las 72 h después del reto. Sin embargo, a los 21 dias post-infeccion, el
tratamiento de los ratones con el AcM TBA61 causé una disminucion significativa en el
namero de UFC de M. tuberculosis cuantificadas en pulmon respecto al grupo no tratado y el
grupo tratado con el AcM TBA84 (Figura 13).
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Figura 13: Determinacion de la carga bacteriana en pulmones de ratones tratados con AcM TBA61, AcM
TBAB84 o PBS y retados con M. tuberculosis H37Rv 1 h después de la inoculacion de los anticuerpos por via
intra-traqueal. A las 24, 72h y 21 dias post-infeccion los pulmones se removieron, procesaron y se determiné el
nimero de UFC. Solo los animales tratados con TBA61 mostraron una reduccion significativa del niumero de
UFC de M. tuberculosis (p< 0,05, prueba de Kruskal-Wallis) comparado con el resto de los grupos a 21 dias

post-inoculacion.

Consistentemente con la reduccion del niimero de bacterias viables lograda por el tratamiento
con el anticuerpo TBA61, a los 21 dias post-inoculacion, el area de inflamacion peribronquial
fue también estadisticamente menor en este grupo comparada con el grupo control. Sin
embargo, el area de inflamacion perivascular no mostr6 diferencias entre los grupos

evaluados (Figura 14 A y B).
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Figura 14: Areas de inflamacion perivascular (A) y peribronquial (B) en pulmones extraidos a 1, 3 y 21 dias
post-infeccion de ratones inoculados con M. tuberculosis. Solo se obtuvieron diferencias estadisticas en el grupo
tratado con TBAG61 a los 21 dias post-infeccion (p< 0,05, prueba de Kruskal-Wallis) comparado con el resto de
los grupos.

La eficacia protectora del AcM TBA61 administrado intranasalmente antes y después de reto
IN y nasal por aerosol con M. tuberculosis se demostr6 en un trabajo previo, pero la eficacia
protectora fue de corta duracion (Williams y cols., 2004). En el presente trabajo, se evalu¢ la
eficacia protectora de este AcM administrado intra-traquealmente frente al reto IT con la
bacteria, con el objetivo de evaluar la actividad de este anticuerpo usando otro modelo animal
relevante para el estudio de la TB pulmonar. También se empled en este estudio el AcM

TBAS84, dirigido contra otro antigeno micobacteriano. Los experimentos se condujeron con el
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objetivo de evaluar el rol de estas formulaciones en la mucosa respiratoria inmediatamente
después del encuentro con el patogeno.

El antigeno de 16 kDa es una proteina mayoritaria asociada con la membrana de M.
tuberculosis (Lee y cols., 1992) y su expresion se ha visto aumentada en bacterias que crecen
en macrofagos infectados, lo cual puede explicar el efecto protector del anticuerpo dirigido
contra dicha proteina respecto al grupo tratado con el AcM TBAS84. El bloqueo del antigeno
Acr con el AcM TBAG61 puede interferir con el crecimiento intracelular del bacilo
tuberculoso (Reljic y cols., 2005). Por otra parte, se sugiere que este anticuerpo pudiera
interactuar con la proteina Gal-3, que es una lectina de union a la B-galactosidasa, inhibiendo
la interaccion de la micobacteria con el fagolisosoma, interfiriendo por tanto en la
sobrevivencia de la bacteria en este compartimiento celular (Reljic y cols., 2006b). El
antigeno contra el cual estd dirigido el AcM TBA84 no es considerado una proteina
mayoritaria, a pesar de ser una proteina de superficie y secrecion (Devi y cols., 2002). El fallo
del anticuerpo TBA84 en la proteccion de los ratones luego de la infeccion se reportd
también por Williams y col. (2004) usando el modelo de reto IN. En otro estudio de
transmision de ambos anticuerpos a fluidos mucosales y la sangre luego de inoculacion
intranasal y endovenosa, se demostrd que la distribucion del AcM TBA84 fue diferente a la
del AcM TBAG61, teniendo el primero una mayor persistencia en lavados pulmonares y
sufriendo mas pérdida durante el transporte a la saliva (Falero-Diaz y cols., 2000b). Esto
sugiere el papel de los mecanismos mucosales sitio-especificos que involucran diferencias en
la unién de IgA al componente secretorio o en la accidon de algunas proteasas. Otros factores
pudieran estar involucrados, como por ejemplo, la densidad de ambos antigenos en la
superficie micobacteriana o la afinidad de ambos anticuerpos. La ausencia de cualquier efecto
protector antes de los 21 dias pudiera deberse a que la eliminacién de la micobacteria
opsonizada tarda mas de 24 h.

Durante muchos afios, los modelos animales para el estudio de la TB se basaron en el empleo
de vias no naturales de infeccion (IV o IP) enmascarandose el fenémeno real (Logan y cols.,
2008). El modelo de tuberculosis pulmonar progresiva usado en este trabajo permitidé hacer

un estudio acerca de la patologia de la enfermedad, debido a que se inocularon un alto
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numero de bacterias vivas y virulentas directamente en la traquea, garantizando un mejor
control de la dosis y un depdsito de estas bacterias en los pulmones.

Se decidié también examinar histopatologicamente diferentes secciones de los pulmones de
los ratones tratados y no tratados (Figura 17), con base en estudios que indican la importancia
de este tipo de estudios en la eficacia protectora conferida tras la administracion de un
candidato vacunal (Ulrichs y cols., 2004). Cuando los cortes de los pulmones se evaluaron
histologicamente, los granulomas estuvieron mejor organizados en los animales infectados
que recibieron anticuerpos contra la proteina de 16 kDa con respecto al grupo control o el
grupo tratado con el AcM TBAS84. También se observaron en este grupo menores areas de
neumonia. No se observaron reacciones inflamatorias en los pulmones de los ratones

sacrificados 24 h post-infeccion. (Figura 15).

Figura 15: Secciones histologicas de tejidos de pulmoén de ratones sacrificados a 24 h (A y B) y 21 dias (C y D)
después del reto con la bacteria. Las secciones fijadas en formalina se analizaron microscopicamente (aumento
40X). Los granulomas fueron mas evidentes a partir de las tres semanas de infeccion y estuvieron mejor
organizados en los ratones tratados con TBA61 (D) comparados con aquellos animales inoculados con PBS (C).

Las flechas indican formaciones granulomatosas.
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Por ejemplo, el AcM 9d8 dirigido contra el polisacarido de superficie arabinomanano,
previamente incubado con M. tuberculosis, prolongé la sobrevivencia de ratones
inmunocompetentes e inmunosuprimidos. En ese estudio, sin embargo, no hubo reduccion del
numero de UFC en los ratones que recibieron este AcM. El estudio histopatolégico mostré un
aumento en la formacion de granulomas y de la contencién del bacilo dentro de los
granulomas en los pulmones de los ratones tratados con este anticuerpo. Esos resultados
sugirieron que ese anticuerpo indujo una modulacion de la respuesta inmune que resultdé en
una respuesta celular efectiva (Glatman-Freedman, 2006).

En otro estudio, el AcM SMITHB14, un anticuerpo del tipo IgGl especifico al
arabinomanano, prolongé la sobrevivencia de ratones inmunocompetentes luego de
administracion local o sistémica. Este anticuerpo también condujo a la reducciéon de UFC en
organos y una disminucion de la pérdida de peso corporal. Por otra parte, la administracion
del AcM SMITHB14 previo a la infeccion, condujo a la disminucion del nimero de UFC dos
dias después de la infeccion en ratones (Hamasur y cols., 2004).

El AcM MBS43 (IgG2b especifico contra la lipoglicoproteina MPB83) preincubado con M.
bovis previo a la infeccion intravenosa, prolongd significativamente la sobrevivencia de los
ratones tratados. En este estudio, se reportd que los pulmones de estos ratones tenian el
parénquima mads preservado y una mayor contencion de los bacilos dentro de las estructuras
granulomatosas, a pesar de no haberse reportado una disminucion estadisticamente
significativa de las UFC (Chambers y cols., 2004).

Previamente se habia demostrado que la administracion de AcM anti-HBHA eran capaces de
modificar el curso de la infeccion en ratones (Pethe y cols., 2001). Ademas, recientemente se
sugirié que la inmunizacién con anticuerpos inducidos por HBHA podia proteger contra el
reto micobacteriano (Kohama y cols., 2008). Sin embargo, en un estudio aun mas reciente
realizado por Rouanet y col. (2009), en el que se realizé un régimen de estimulacion/refuerzo
con BCG/HBHA previo al reto intravenoso con M. tuberculosis, se pudo comprobar que la
respuesta humoral contra HBHA no se correlacion6 con el efecto protector observado luego
de la reestimulacion con HBHA (Rouanet y cols., 2009).

Actualmente se acepta que isotipos especificos de anticuerpos, como IgG e IgA y células T

son requeridos para la induccion de inmunidad protectora frente a patégenos intracelulares.
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Los AcM usados en este trabajo son de la clase IgA, por lo que se asumidé que su accion
pudiera involucrar un nimero de mecanismos: mediante la estimulacion de la induccion de
efectores Thl a través de la toma rapida del antigeno mediada por receptores Fc; aumento del
procesamiento antigénico; incremento de la eficiencia de las sefales coestimulatorias; la
rapida presentacion del antigeno para la activacion de una respuesta Thl elevada, un mayor
direccionamiento hacia los pulmones luego de la infeccion respiratoria y el aumento de la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (Reynolds, 1987; Regnault y cols., 1999;
Ravetch y Bolland, 2001; Robinson y cols., 2001; Casadevall y Pirofski, 2003; Monteiro y
cols., 2003; Iankov y cols., 2004). Estos resultados apoyan la idea de que algunos
anticuerpos, si estan presentes en el sitio y el momento de la entrada del patdégeno al
hospedero, pueden alterar el curso de la infeccion micobacteriana.

En los experimentos del presente trabajo, el efecto protector de este anticuerpo, evidenciado
por una reduccion en el nimero de UFC y una menor patologia pulmonar, se detectd solo a
los 21 dias post- infeccion. Teniendo en cuenta que el tiempo de vida media para las
inmunoglobulinas es de 11 a 21 dias (Roy y cols., 2005) y que la micobacteria posee tres
fases de crecimiento extracelular (al inicio de la infeccion; durante la formacion de
granulomas en el tejido pulmonar, a partir de los 21 dias; y en el momento en que ocurre la
muerte de las células infectadas), se consider6 que en este caso la accién protectora del
anticuerpo no estuvo dada por la interaccion del anticuerpo con las micobacterias, sino mas
bien por la accion modulatoria sobre la respuesta inmune celular, que pudo ser detectable al

cabo de la tercera semana post- infeccion.

4.4. Estudio del caracter protector de una biblioteca de expresion frente al reto con

BCG en un modelo de infeccion pulmonar progresiva

La metodologia de construccion de genotecas de expresion, ha sido muy empleada en la
identificacion de genes que codifiquen para antigenos posibles a ser usados como candidatos
vacunales (Piedrafita y cols., 1999; Melby y cols., 2000; Fachado y cols., 2003; Yero y cols.,
2005).

El método de inmunizacidon con bibliotecas de expresion se selecciond para este trabajo ya

que ademas es una herramienta de bisqueda de candidatos vacunales que ofrece ventajas
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adicionales sobre otras metodologias de la gendémica. Constituye un método de busqueda
basado en la interaccion directa de los antigenos con el sistema inmune, no implica que los
antigenos identificados tengan que ser necesariamente clonados, expresados y purificados
previo a los ensayos de inmunogenicidad y reto, y ademas, esta tecnologia ha demostrado ser
efectiva para detectar combinaciones de antigenos que actiian sinérgicamente en el desarrollo

de una respuesta protectora (Barry y cols., 2004).
4.4.1. Construccion de la genoteca de expresion de M. tuberculosis

Para la construcciéon de una biblioteca genomica se debe de partir del ADN genomico
completo del microorganismo en cuestion y fraccionarlo al azar con vistas a lograr la
clonacion de los fragmentos generados en vectores de expresion eucarioticos. Con la
disponibilidad de un adecuado modelo animal, es posible, mediante la inmunizacion con
estos plasmidios recombinantes, lograr identificar los genes capaces de codificar antigenos
protectogénicos.

La endonucleasa de restriccion Sau3Al, cuya secuencia de reconocimiento es GATC,
fracciona tedricamente el ADN gendmico de la cepa de M. tuberculosis H37Rv (Cole y cols.,
1998) en 31 359 fragmentos con una talla promedio de 140 pb. Como el tamafio promedio
que se requeria para la construccion de la genoteca es de aproximadamente 1750 pb, talla que
coincide con el tamafno promedio de proteinas de M. tuberculosis (Rosenkrands y cols.,
2000), se realizé una digestion parcial con la enzima y por tanto se ajusto la concentracion
enzimatica adecuada para este proposito.

Se escogié como concentracion optima 0,5 U de enzima /ug de ADN, pues con esta se
obtienen fragmentos de ADN comprendidos en el rango de 0,5-3 kb, que para el caso de M.
tuberculosis, se corresponde con el tamafio promedio de los genes que codifican para la
mayoria de las proteinas de interés, como por ejemplo, los que codifican para las proteinas
Hsp65 (1,8 kb), 38 kDa (1,053 kb), la proteina de secrecion 27 kDa (0,75 kb), la superdxido
dismutasa de 23 kDa (0,6 kb) y las proteinas de transporte a través de membrana (3,0 kb)
(Schmidt y cols., 2004).

Los fragmentos de ADN generados al azar por corte enzimatico, se clonaron en el vector
pELI3.1 en condiciones apropiadas para favorecer la insercion de dichos fragmentos en el

sitio especifico de este vector de expresion. Para verificar la insercion de fragmentos
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genémicos en los plasmidios fue necesario realizar una doble digestion a algunos plasmidios
purificados a partir de colonias blancas seleccionadas al azar.

Como se muestra en la Figura 16, en el andlisis de restriccion realizado a los plasmidios
purificados a partir de las 12 colonias seleccionadas al azar, se pudo evidenciar la presencia
de bandas de menor tamaio (0,5-1 kb) correspondientes probablemente a los fragmentos del
genoma de M. tuberculosis insertados y una banda de mayor tamafio (alrededor de 3 kb)
correspondiente al plasmidio pELI3.1 linealizado. Este resultado demostré que los
fragmentos genodmicos se insertaron en el plasmidio y en esta muestra de colonias, escogidas

al azar, la insercion ocurrid para un 83% de frecuencia de recombinantes.

1T 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 11 12
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Figura 16: Electroforesis en gel de agarosa al 0,8% donde se muestra el resultado de la doble digestion (EcoRI /
Nhel) de algunos plasmidios purificados al azar a partir de colonias blancas obtenidas durante la contruccion de

la biblioteca gendmica de M. tuberculosis. Lineas 1-12: plasmidios digeridos.

A partir de cada subgenoteca obtenida, cada una en un marco de lectura diferente con el
objetivo de aumentar la probabilidad de que el inserto gendémico fuera traducido
correctamente, se purificaron los plasmidios. Con estos plasmidios se elabor6 el inmunogeno,
constituido por 4 mg de la mezcla total de estos grupos de plasmidios en los tres marcos de
lectura, de manera que de cada subgenoteca se tomd 1 mg de la mezcla de plasmidios, tal y

como se muestra en la Tabla 6.
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Tabla 6: Composicion de las subgenotecas construidas y de la genoteca total. Se muestra ademas el nivel de

pureza de las preparaciones en cuanto a la relacion de absorbancia a 260 y 280 nm.

INMUNOGENO NoO. DE MARCO BIOMASA CANTIDAD RELACION
CLONES DE DE DEADN ABSORBANCIA
INDIVIDUALES LECTURA E. coLi (MG) 260/280 NM
(POR 1,5
L
DE
MEDIO)
1 1920 +1 6,9G 1,05 1,71
2 1825 +1 72G 2,45 1,74
3 2112 +2 79 G 2,79 1,73
4 2400 +3 7,4 G 3,42 1,79
PELI 3.1 - - 8,0G 5,35 1,75
GENOTECA 8257 +1,+2, - 4,00 1,76
TOTAL +3

Previamente se habia incursionado por otros autores en el uso de bibliotecas de expresion
para identificar antigenos relevantes de especies del genero Mycobacterium. El trabajo
pionero en el que se usaron bibliotecas de expresion de M. tuberculosis fue un estudio
realizado en el que se inmunizaron ratones con una genoteca no anotada del microorganismo.
Se demostré mediante Western blott el reconocimiento de bandas especificas en el sonicado
de BCG y en el derivado proteico precipitado de M. tuberculosis (PPD) frente al suero de los
animales inmunizados con la genoteca (Acosta, 2001). Por otro lado, Delcayre y cols. (2003)
desarrollaron una estrategia para identificar polipéptidos micobacterianos fuertemente
inmunogénicos. En un primer paso, una biblioteca gendémica de expresion de M. vaccae se
evaluo in vitro para identificar plasmidios que codificaran polipéptidos que estimularan
esplenocitos obtenidos a partir de ratones inmunizados y de células T de donantes sanos
positivos a PPD. En un segundo paso, se seleccionaron los plasmidios capaces de inducir una
inmunidad protectora en un modelo murino de TB luego de la inmunizacién con ADN. Como
resultado, se aislo exitosamente una seleccion de plasmidios a partir de la biblioteca
gendmica, que codifican polipéptidos antigénicos con habilidad para reestimular la respuesta
Thl inducida en individuos previamente expuestos a micobacterias y que inducen una
inmunidad protectora en un modelo murino de TB, pudiendo constituir posibles candidatos

vacunales para el desarrollo de una vacuna multiepitopica. Huntley y cols. (2005)
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demostraron proteccion frente al reto con M. avium subespecie paratuberculosis, llegandose a
identificar 26 antigenos responsables de esta proteccion.

Por otra parte, existe un estudio reciente en el que a partir de una genoteca construida de M.
tuberculosis (cepa Erdman), se enfrentd esta a lineas celulares T CD4+ y se detectaron
algunos antigenos, que se secuenciaron y uno de ellos se evalu6 en un modelo de
inmunizacion y reto, constituyendo este reporte una evidencia mas, acerca de la invaluable
utilizacion de genotecas de expresion en la evaluacion del genoma del patdgeno con el
objetivo de encontrar candidatos vacunales (Coler y cols., 2009).

Uno de los aportes del presente trabajo radica también en el disefio que se realizé durante la
construccion de la genoteca, algo hasta ahora llevado a cabo por muy pocos autores. En este
sentido se utilizo el vector de expresion eucaridtico disefiado por Yero y cols. (2005), que,
ademas del cassette clasico para la expresion en células superiores, contiene el gen que
codifica para la subunidad o de la enzima [-galactosidasa con el objetivo de lograr una
precisa seleccion de los plasmidios recombinantes basada en el método de seleccion de
colonias blancas y azules. En el estudio realizado anteriormente por Acosta y cols. (2001), la
frecuencia de aparicion de recombinantes en la genoteca no anotada de M. tuberculosis al
analizar una muestra aleatoria de igual tamaio, fue del 75%. Sin embargo, el vector usado en
esa oportunidad fue el pcDNA3, que no contenia el gen lacZ que codifica la subunidad o de
la enzima 3 galactosidasa, por lo que la frecuencia de clones recombinantes obtenida en ese

estudio fue menor.

4.4.2. Evaluacion de la expresion de proteinas de M. tuberculosis en la cepa Top10 de E.

coli transformada con la genoteca

Previo a evaluar en un estudio in Vvivo el caracter protector de esta genoteca frente al reto con
micobacterias, se evalué mediante un estudio in vitro la expresion de proteinas de M.
tuberculosis codificadas por genes contenidos en esta biblioteca. Para ello se determind si
algunas de estas proteinas codificadas podian ser reconocidas por anticuerpos monoclonales
asi como anticuerpos presentes en sueros de donantes sanos y enfermos de TB y que en
alguna medida han sido reconocidos como mediadores en la induccion de una respuesta
inmune efectiva frente a M. tuberculosis. El vector pELI3.1 utilizado durante la construccion

de la genoteca, ademas del promotor para células superiores, contiene un promotor para
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expresion en bacterias (pLac) que regula la expresion de los mismos genes insertados en ¢l
(Yero y cols., 2005). La sintesis de proteinas bajo el promotor pLac se induce suplementando
el cultivo con el inductor IPTG. Los resultados del Western Blot se muestran en la Figura 17.

1T 2 3456 78
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Figura 17: Western Blot donde se muestra el resultado de la expresion de la sintesis de proteinas de M.
tuberculosis por la cepa Topl0 de E. coli transformada con la genoteca (lineas 2,3,5,6,7,8) y con el plasmidio
control (linea 4). Linea 2: E. coli transformada con genoteca y enfrentada a sueros adsorbidos* de pacientes
tuberculosos. Linea 3: E. coli transformada con genoteca y enfrentada a sueros sin adsorber de pacientes
tuberculosos. Linea 4: E. coli transformada con el vector vacio y enfrentada al anticuerpo monoclonal TBA61.
Linea 5: E. coli transformada con la genoteca completa sin inducir con IPTG. Linea 6: E. coli transformada con
genoteca y enfrentada a sueros de donantes sanos. Linea 7: E. coli transformada con la genoteca completa y
enfrentada al anticuerpo monoclonal TBA61. Linea 8: E. coli transformada con la genoteca completa y

enfrentada al anticuerpo monoclonal TBA84. * Sueros adsorbidos frente a lisado de E. coli

De los resultados obtenidos en la Figura 17 se puede deducir como primer elemento
importante, que la induccidn de la sintesis de proteinas con IPTG fue efectiva. Debido a que
se escogid suero humano para evaluar el reconocimiento de las proteinas, fue necesario
adsorber la mezcla de sueros con un lisado de E. coli para neutralizar los anticuerpos que
contra muchas proteinas de este microorganismo, se encuentran normalmente presentes en el

suero humano. En la linea 2 se observa una banda en la region de 66 kDa y otra cercana a los
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40 kDa. Estas bandas pudieran corresponderse con la proteina de 65 kDa o estrés térmico,
que es una proteina constitutiva citoplasmatica que incrementa su sintesis frente a estimulos
estresantes. La otra banda puede corresponderse con la proteina de 38 kDa. Esta proteina es
constitutiva de la pared celular, presente en M. tuberculosis y en menor medida en M. bovis.
La linea 5 se corresponde con la cepa de E. coli transformada con la genoteca, pero sin
inducir con IPTG. Acorde con esto, no se observa ningin reconocimiento frente al anticuerpo
monoclonal. De igual manera ocurri6 al inducir la expresion de las proteinas en el cultivo de
la cepa Top 10 transformada con el plasmidio pELI3.1 (linea 4) donde al enfrentarse al AcM
TBAG61, no hubo ninglin reconocimiento.

En la linea 6 se puede apreciar también reconocimiento de al menos una proteina, aunque en
menor grado, debido a que las membranas se enfrentaron con suero humano (donante sano).
Esta banda coincide en tamafio con la proteina de 38 kDa, que se ha reportado como
marcador diagnostico de la TB. Los anticuerpos presentes en este suero pueden deberse a la
inmunizacién con BCG, que en Cuba se realiza desde edades tempranas a toda la poblacion
(Marrero Figueroa, 1998).

Las lineas 7 y 8 se corresponden con la cepa de E. coli transformada con la genoteca,
inducida y enfrentada a los anticuerpos monoclonales TBA61 y TBA84 (los mismos que se
usaron en los experimentos relacionados con la determinacion del caracter protector de estos
frente al reto con la micobacteria por via IT). Se pudo apreciar reconocimiento de bandas por
estos dos anticuerpos. De esto pudiera interpretarse que en la genoteca debian estar
contenidos genes que codifican para estas proteinas.

Teéricamente, en la biblioteca se encuentra representada una parte importante del genoma
completo del microorganismo, pero debe de tenerse en cuenta que durante la clonacion de
estos fragmentos en el vector, muchos genes pueden no haberse insertado en la posicion
correcta, lo cual afecta la sintesis de las proteinas que codifican dichos genes. Como el
fraccionamiento del genoma se realizo al azar, es posible ademas que se truncaran muchos
genes que codifiquen para proteinas relevantes de M. tuberculosis, lo que impide su
expresion. Otro factor que puede afectar la expresion de proteinas de M. tuberculosis es la
diferente utilizacion de codones por los dos microorganismos. Es posible por tanto que se

esté subestimando la efectividad de esta genoteca a través de los estudios de expresion en E.
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coli. Sin embargo, este estudio constituye un paso importante para corroborar la expresion
funcional de los genes clonados en el vector de expresion.

En este estudio se pudo constatar el reconocimiento inmune por parte de los AcM TBAG61 y
TBAS84 contra las proteinas de 16 kDa y 38 kDa, respectivamente. Esto sugiere que al menos
in vitro estas proteinas estan siendo expresadas en la cepa de E. coli transformada con la
genoteca, por lo que en la mezcla de genes obtenida por fraccionamiento al azar se
encuentran presentes los genes que codifican para estas proteinas o al menos polipéptidos que
portan los epitopes reconocidos por estos AcM.

En un estudio reciente, una linea de células T CD4+ obtenida a partir de la sangre de nueve
donantes sanos PPD+, fue usada para evaluar una biblioteca genomica de M. tuberculosis
expresada en E. coli. Con este ensayo se identificaron numerosos antigenos de M.
tuberculosis, incluyendo el antigeno de 16 kDa (Coler y cols., 2009).

Una vez demostrado que la biblioteca construida contenia clones que expresaban proteinas
inmunogénicas de M. tuberculosis y para demostrar la utilidad de los modelos animales
propuestos en este trabajo, se evalud el efecto protector que la mezcla total de plasmidios que
conforman la genoteca pudiera tener frente a la infeccion con micobacterias. Para ello, se
llevo a cabo la inmunizacion de ratones Balb/c con la genoteca total, por ser el raton el

modelo animal ampliamente descrito en el estudio de nuevos candidatos contra la TB.

4.4.3. Evaluacion de la respuesta de anticuerpos de tipo IgG después de inmunizar con

la genoteca de expresion de M. tuberculosis

En la Figura 18 se aprecia, que en los animales inmunizados con BCG (control positivo), el
titulo de anticuerpos IgG que se obtuvo fue significativamente mayor que con el resto de los
animales en estudio (p<0,05). En el caso de los animales inmunizados con la genoteca, se
obtuvo una respuesta de anticuerpos que fue estadisticamente superior (p<0,05) a la de los
animales inmunizados con el plasmidio pELI3.1 y con PBS (grupos control negativo), pero
menor que la de los animales inmunizados con BCG. Este resultado constituye una evidencia
acerca de la presencia en el suero de los animales inmunizados con la biblioteca, de

anticuerpos especificos contra antigenos micobacterianos.
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Figura 18: Respuesta de anticuerpos en los sueros de los ratones inmunizados con PBS, Plasmido pELI3.1,
Genoteca y BCG, tres semanas después de la ultima inmunizacion. La respuesta de anticuerpos del tipo IgG se
determind mediante un ELISA de células completas de BCG. Los valores representan el promedio de las D.O de
las muestras de suero correspondientes a cada grupo. Se encontraron diferencias significativas para un a =0,05
en test de Kruskal-Wallis entre los grupos tratados con BCG y la genoteca. La respuesta obtenida en estos dos
grupos, fue a su vez, estadisticamente superior que la obtenida en animales inmunizados con PBS y el vector
vacio. Las barras representan la media, mas la desviacion estandar de los valores individuales de cada grupo

experimental. Letras diferentes significan que hubo diferencia estadistica entre las medias geométricas de cada

grupo.

La inmunizacion con bibliotecas de expresion tiene su basamento en las vacunas de ADN
(Koide y cols., 2000). Las vacunas de acidos nucleicos representan un método para expresar
antigenos in Vvivo con la consiguiente generacion de respuesta inmune humoral y celular.
También se ha demostrado que son capaces de inducir inmunidad protectora en un nimero
considerable de modelos preclinicos (Donnelly y cols., 1997b). Esta forma de inmunizacién
ha mostrado ser efectiva en la generacion de anticuerpos contra algunos antigenos y
microorganismos. Sin embargo, numerosos autores han realizado la evaluacion satisfactoria
mediante la técnica ELISA de la respuesta inmune humoral conferida tras la inmunizacion de
ratones con vacunas de acidos nucleicos. En un trabajo previo, en el que se realizo la

inyeccion intramuscular en ratones con ADN pladsmidico que contiene el gen que codifica
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para el antigeno 85B, se detecté en un ELISA la presencia de anticuerpos IgGl, IgQG2a,
IgG2b especificos paraa antigenos de M. tuberculosis. En ese trabajo, se indujo un nivel alto
y persistente en el tiempo de anticuerpos del tipo IgG2a especificos a este antigeno
comparado con la vacunacion con BCG (Tollefsen y cols., 2002).

En otro trabajo realizado por Fan y cols. (2001), se demostrd (mediante ELISA y dot blot), la
induccion de un alto titulo de anticuerpos contra el antigeno 85B de M. tuberculosis en
ratones Balb/c, 4 semanas después de haber sido vacunados con un plasmidio que portaba el
gen que codifica para dicho antigeno. En otro trabajo realizado por Tian y cols. (2004), se
inmunizaron ratones C57BL-6 con tres dosis de una vacuna divalente, que contenia los genes
que codifican para los antigenos Ag85B y MPT64 de M. tuberculosis fusionados y clonados
en un vector de expresion eucariotico. Mediante la técnica ELISA, los autores evaluaron la
respuesta humoral especifica a estos antigenos y se demostr6 la induccion de un alto titulo de
anticuerpos del tipo IgG especifico a estos antigenos.

En este estudio en particular, las variaciones de la respuesta observada entre distintos
animales del grupo inmunizado con la genoteca, reflejan que aunque la composicion y la
dosis de los indculos suministrados a los animales fue la misma, los plasmidios que lograron
transfectar los miocitos y expresar el polipéptido codificado por el gen que contenian, debid
ser diferente en cada animal inmunizado. Sin embargo, otro factor muy importante a tener en
cuenta en este caso es que el ELISA se realizd con células completas de BCG. En este caso,
serian reconocidos solamente anticuerpos contra aquellas proteinas de superficie que
estuvieran presentes tanto en M. tuberculosis como en BCG. Por tal motivo, es de gran
importancia en futuros trabajos estandarizar un ELISA recubriendo con un sonicado de
células de M. tuberculosis, lo cual brindaria mas posibilidad de detectar anticuerpos contra
proteinas intracelulares o aquellas proteinas que se conoce son inmunodominantes y estan

presentes en M. tuberculosis pero no en M. bovis BCG.

4.4.4. Evaluacion del caracter protector de la genoteca de M. tuberculosis frente al reto
con BCG

Una vez construida la genoteca de expresion, evaluada su expresion in vitro y la respuesta de
anticuerpos inducida tras la inmunizacion con esta, se procedio a evaluar el caracter protector

de la misma frente al reto con micobacterias. Se decidié emplear como via de reto la via IT.
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Los ratones se retaron con BCG y se sacrificaron 21 dias post- inoculacion para evaluar el
nivel de proteccion conferido por la genoteca mediante la evaluacion de la reduccion del

nimero de UFC, mostrado en la Figura 19.
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Figura 19: Se muestra el resultado del experimento de reto frente a la infeccion intra-traqueal con BCG. Los
valores representan los logaritmos de las UFC/mg de tejido recuperado en cada grupo estudiado. A los animales
del grupo control negativo se les administré6 PBS. Los animales inmunizados con BCG recibieron una sola dosis
(10° UFC) por via subcutanea. Los animales inmunizados con la genoteca de M. tuberculosis y plasmidio
(vector vacio) recibieron tres dosis de 1 pg/ulL contenidas en 100 pL por via intramuscular. Las barras
representan la media, mas la desviacion estandar de los valores individuales de cada grupo experimental.

**: Diferencias significativas para p<0,01, mediante la prueba de Kruskal Wallis

En este estudio, los animales se inmunizaron con tres dosis de la genoteca administrada por
via intramuscular, a diferencia del grupo control positivo, que se inmunizé con 10° UFC de
M. bovis BCG administradas por via subcutanea. Se utilizaron diferentes vias de inoculacion
de acuerdo con lo informado en la literatura para cada tipo de formulacion en particular. En el
caso de la genoteca, se trata de una formulacion semejante a una vacuna de ADN, que ya ha
sido informada la induccion de una respuesta inmune efectiva cuando es administrada por via
intramuscular en dosis de 100 pg contenidos en 100 pL de ino6culo (Donnelly y cols., 1997a).

En el caso especifico de M. tuberculosis, se inform6 que las vacunas de ADN combinadas
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que codifican los antigenos Ag85B y MPT64 eran capaces de inducir una respuesta inmune
mayor que la inducida luego de la inmunizacién con cualquiera de las dos vacunas por si
solas, y se han desarrollado varias vacunas de ADN constituidas por dos, tres, cuatro e
incluso 10 plasmidios diferentes que expresan varios antigenos (Kamath y cols., 1999; Morris
y cols., 2000; Delogu y cols., 2002; Cai y cols., 2002; Cai y cols., 2003). En un estudio
realizado por Delogu y cols. (2002) se demostro que luego del reto con una cepa virulenta de
M. tuberculosis, en el grupo de los ratones inmunizados con la combinacioén de 10 vacunas de
ADN, hubo una mayor reduccion de la carga bacteriana en pulmén e higado, una menor
patologia pulmonar y un incremento en la produccion de citoquinas con respecto al grupo
control.

En la Figura 19 se muestra que hubo una reduccion estadisticamente significativa (p<0,05) de
las UFC recobradas de los pulmones de los animales que se trataron con la genoteca y con
BCG (control positivo) con respecto a aquellos que se trataron con el vector vacio y PBS. La
magnitud de la proteccion conferida por la genoteca de expresion se midid por la reduccion
en el nimero de UFC en el pulmon, la cual fue comparable con la proteccion inducida por la
vacuna basada en M. bovis BCG. Aunque no se conoce en este estudio el componente
especifico de la mezcla de plasmidios responsable de conferir proteccion, este resultado
indica que al menos uno de estos plasmidios o una fraccion de ellos codifica para antigenos.
Con este experimento se demuestra que estos clones se expresan también in vivo. Por otra
parte, consistentemente con la presencia de anticuerpos en el suero de los animales
inmunizados con la genoteca, se puede inferir que al menos, si no es el unico factor, debido a
que no se deben excluir los mecanismos de respuesta celular, los anticuerpos desempefian un

papel protector en la defensa contra la TB.

4.4.5. Estudio Anatomopatologico de los pulmones de ratones inmunizados con la

genoteca.

Debido a que no siempre la disminuciéon en el nimero de UFC en pulmén luego de la
infeccion con M. tuberculosis constituye por si solo un correlato de proteccion, era necesario
evaluar otros aspectos importantes, tales como la patologia pulmonar. En la Tabla 7 se

muestran los resultados del estudio histopatologico, reflejandose la proporcion de animales
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que desarrollaron lesiones granulomatosas en cada grupo, asi como la composicion del

infiltrado inflamatorio observado en los cortes histologicos de pulmon.

Tabla 7: Cambios histopatolégicos en los pulmones de los animales 14 dias después del reto con BCG.

Grupo Proporcion de animales con | Infiltrado perivascular | Tincion de Zielh-

granulomas (%) Neelsen**
BCG 22%* Discretos acumulos de +
células redondas
Genoteca  25% (granulomas muy bien Algunos neutréfilos +
organizados) acumulados.
Plasmido 50% Infiltrado mononuclear ++
PBS 75% Actmulo de células +++
inflamatorias, lifocitos y
neutrofilos.

*: Diferencias con respecto al grupo tratado con PBS para p = 0,028 (Prueba Exacta de Fisher)

**. Presencia de bacilos acido-alcohol resistentes. La cantidad de + indica la abundancia relativa.

Se pudo observar, tal y como se resume en la Tabla 7, que la aparicion de granulomas fue
mas generalizada en los ratones inmunizados con PBS y el vector vacio, que con respecto a
los animales inmunizados con BCG y la genoteca. Al realizar la observacion al microscopio
optico de los cortes de pulmon tefiidos con hematoxilina-eosina, se pudo detallar la apariencia
y composicion general de los granulomas desarrollados en cada grupo. Todas estas lesiones
se consideran incipientes, pues los animales se sacrificaron a los 14 dias, tiempo en el cual
estas lesiones comienzan a desarrollarse.

La Figura 20 representa los cortes de pulmon a los 14 dias luego del reto IT con BCG luego

de una tincion con hematoxilina-eosina y Zielh-Neelsen.
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Figura 20: Secciones histologicas de los pulmones de ratones inmunizados con los diferentes grupos y retados
21 dias después con BCG por via IT. A: Raton inmunizado con BCG (formaciones granulomatosas incipientes,
HE 80X). B: Raton inmunizado con vector pELI 3.1. (formacién granulomatosa alrededor de una arteriola, HE
80X), C: Raton inmunizado con la genoteca de expresion ( infiltrado inflamatorio perivascular, HE 120X), D:
Ratén inoculado con PBS (varias formaciones granulomatosas diseminadas en el parénquima pulmonar, HE
80X), E: Raton inoculado con PBS (vista mas ampliada de una formacion granulomatosa donde se observa el
infiltrado de células fagociticas y mononucleadas, HE 180X), F: Ratén inoculado con PBS (tincion de Zielh

Neelsen donde se aprecian los bacilos contenidos en el tejido granulomatoso , 220X).

En cuanto a la evaluacion histopatologica, en este caso, se observa un menor nimero de
granulomas en los ratones vacunados con la genoteca y con BCG. Estos aspectos repercuten
en un mejor control del crecimiento bacteriano y coincidentemente, en estos dos grupos se
obtuvieron menores valores de UFC recobradas en pulmon, una menor inflamacion del tejido
en general y por tanto una mejor respuesta protectora. El hecho de que el reto se haya
realizado con BCG no es contradictorio con estos resultados, pues ya ha sido demostrado en
estudios anteriores que, administrado incluso por distintas vias, este microorganismo se
biodistribuye de manera similar en ratones y causa lesiones granulomatosas ¢ infiltrado

celular similar a los inducidos por M. tuberculosis (Acosta y cols., 1994).
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Los resultados obtenidos, en los que se refleja una reduccion significativa en numero de UFC
recobradas de los pulmones de los animales inmunizados con la genoteca, una menor
patologia pulmonar y una respuesta de anticuerpos significativamente superior a la inducida
en los animales no inmunizados, sugieren que en esta genoteca se encuentran genes que
codifican para proteinas de M. tuberculosis capaces de estimular una respuesta inmune

protectora en el modelo animal estudiado.
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V. DISCUSION INTEGRADORA

En el periodo comprendido entre el 2000 y el 2020, cerca de mil millones de personas se
infectaran por el bacilo, 200 millones enfermaran a causa de la TB y la misma cobrara la vida
de alrededor de 35 millones de personas (Parida y cols., 2005). Por otro lado una vez
desarrollada la enfermedad es dificil combatirla y existen contados farmacos con efectividad
relativa capaces de aclarar la infeccion en el hospedero (Vashishtha, 2009). Los principales
mecanismos de defensa contra este patégeno son los relacionados con la respuesta inmune
innata y celular (Salgame, 2005; Reece y Kaufmann, 2008; van y cols., 2009) y el papel de
los anticuerpos en la respuesta inmune contra esta bacteria fue subestimado durante décadas
de estudio de las defensas del hospedero hacia este bacilo. Esta generalizacion proviene del
paradigma Th1/Th2, que domin6 durante las tltimas dos décadas no solo el conocimiento
acerca de la inmunidad hacia agentes infecciosos, sino también la proyeccion hacia el
desarrollo de vacunas. Sin embargo, en los Gltimos 5 afos se acumularon datos que apuntan a
que la proteccion contra patdégenos intra y extracelulares no es estrictamente del tipo Thl o
Th2 (Kidd, 2003; Gor y cols., 2003; Chaouat, 2007).

En un estudio reciente, se analizaron las muestras de suero que contenian anticuerpos
especificos antimicobacterianos, obtenidas a partir de voluntarios que se vacunaron dos veces
con BCG por via intradérmica (frecuencia semestral). En estas muestras se encontraron
titulos significativos de anticuerpos del tipo IgG especificos contra LAM, y se encontré una
mayor internalizacién de BCG por parte de las células fagociticas. Ademas, hubo un aumento
significativo del efecto inhibitorio de neutrofilos y macréfagos en el crecimiento
micobacteriano provocado por los anticuerpos inducidos por BCG. Estos anticuerpos ademas,
indujeron produccion significativa de IFNy por parte de las células T CD8+ y CD4+. Este
estudio es Uinico hasta el momento en demostrar que los anticuerpos anti-micobacterianos
estimulan la respuesta del tipo Thl en vez de disminuirla, tal como se planteaba
anteriormente (paradigma Th1/Th2) (de Valliere y cols., 2005).

Contrario al dogma actual acerca del papel inefectivo de los anticuerpos contra patdgenos
intracelulares, durante los Gltimos afios se ha acumulado una serie de evidencias acerca de la
importancia de mediadores humorales en la activacion de importantes mecanismos inmunes

para controlar la progresion de la enfermedad causada por patdégenos intracelulares, como es
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el caso de M. tuberculosis (Igietseme y cols., 2004; Moore y Hutchings, 2007).
Principalmente en el caso de patdgenos intracelulares que son facultativos, los anticuerpos
pueden ser decisivos en los estadios tempranos de la enfermedad, durante la fase extracelular,
o pueden ser capaces de penetrar en células recientemente infectadas para unirse al patdogeno
internalizado y aumentar su procesamiento antigénico (Grosset, 1999; Reljic y Ivanyi, 2006).
Actualmente se postula la necesidad de obtener vacunas basadas en anticuerpos, los cuales
reconozcan patdgenos inmediatamente después de su entrada en el hospedero,
fundamentalmente en las superficies mucosales donde tales anticuerpos deben ser
estratégicamente inducidos. De esta manera, Kaufmann y cols. (2009) aseveran que tales
vacunas deben inducir anticuerpos del tipo IgA que:

¢ Inactiven componentes bacterianos esenciales para la sobrevivencia bacteriana en el

hospedero.
e Activen el complemento para lisar directamente la bacteria.
e Opsonicen la bacteria para promover su captura por fagocitos, neutro6filos, monocitos
y macro6fagos.

Por otra parte, el papel de las células B permanece ain como un enigma en el campo de la
TB. Han surgido observaciones recientes acerca de la presencia de agregados similares a
foliculos de células B en los pulmones de pacientes tuberculosos. Estas células B, durante la
fase de infeccion aguda, se piensa que son requeridas para una respuesta granulomatosa
Optima y una respuesta inmune efectiva contra el reto pulmonar con M. tuberculosis.
(Maglione y cols., 2007). En ausencia de estas células, se produce una desregulacion de la
formacion granulomatosa, resultando en un incremento de la inflamacién pulmonar. Durante
la fase cronica, cuando los bacilos son contenidos, los clusters de células B activos
promueven la perpetuacion de la respuesta inmune local del hospedero y puede ayudar en la
prevencion de la reactivacion de la enfermedad (Ulrichs y cols., 2004). El papel de los
foliculos de células B en los pulmones en modular la inflamacién y respuesta de citoquinas,
es demasiado importante para ignorar (Cooper, 2009). No obstante, se requeriran futuros
estudios para dilucidar muchas preguntas ain sin responder. Por otra parte, se requieren
esfuerzos para optimizar los modelos animales en raton, dada la correlacion limitada entre la

patologia en raton con respecto a la de la enfermedad en humanos (Maglione y Chan, 2009).
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Con respecto a los modelos animales, el modelo mas apropiado para el estudio del posible
papel protector de las células B y de anticuerpos del tipo IgA debe ser preferentemente el que
involucra la via respiratoria. Como bajo las condiciones de este estudio resulta practicamente
imposible contar con modelos de reto nasal por aerosol, el establecimiento de un modelo IN
por instilacion y el ajuste de parametros para su evaluacion, constituyd un inicio de gran
importancia en este trabajo de tesis. Con este modelo, sencillo, econémico, y de poco riesgo
para el operador, se logrd por aplicacion directa del agente infectante en las fosas nasales de
los ratones, una infeccion especifica en pulmones. Se conoce que en la vacunacion IN
participan mecanismos efectores mediados por células T y B en tejidos mucosal nasal y
asociado a bronquios, los cuales difieren de otros tejidos linfoides asociados a mucosas
(Rodriguez y cols., 2005).

Por otra parte, el hecho de que un preparado comercial de gammaglobulinas humanas
obtenido en Cuba, administrado a ratones Balb/c por via IN e IP proteja contra el reto con
BCG abre las puertas a nuevos tratamientos inmunoterapéuticos, sobre todo en el caso de
individuos inmunocomprometidos y pacientes con SIDA, en los que la infeccion tuberculosa
cobra cada vez mas mayores indices de morbi-mortalidad (Manosuthi y cols., 2009; Tieu y
cols., 2009).

Sin embargo, las reacciones inmunes mucosales en los pulmones son mucho menos
comprendidas y sus méritos necesitaran ser considerados no solamente por la eficacia
protectora, sino también por el posible riesgo para la funcion respiratoria de la infiltracion
inflamatoria de los pulmones (Rodriguez y cols., 2005).

El modelo de reto IT para el estudio de una TB pulmonar progresiva se describid por primera
vez por Hernandez-Pando y col. en el afio 1997. En la Tabla 8 se muestran las principales
aplicaciones que ha tenido este modelo en el estudio de numerosos aspectos relacionados con
la patologia pulmonar causada por la TB, asi como la evaluacion de numerosos candidatos

vacunales.
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Tabla 8: Aplicaciones que hasta el afio 2008 tuvo el Modelo de Infeccion Pulmonar Progresiva en ratones.

Aplicacion modelo de reto I'T con micobacterias

Referencia

Correlacion entre la cinética de células Thl y Th2 y
patologia pulmonar

Cinética de citoquinas luego de infeccion pulmonar
Estudio de patogénesis en modelo pulmonar progresivo
Efecto de androstenodiol

Efecto de glucocorticoides 'y  esteroides anti-
glucocorticoides

Estudio de interaccion entre hormonas y vacunas

Rol de prostaglandina E2

Factores de transferencia combinada con quimioterapia
Comparacion de virulencia diferentes cepas de M.
tuberculosis

Comparacion de 10 subcepas de BCG

Administracion de antagonistas de TGF-3

Estudio de expresion génica de B-defensinas

Vacuna subunidades antigeno Rv1759¢ de M. tuberculosis
Candidatos vacunales basados en BCG recombinante
Adenovirus recombinante expresando [FN-y

Tomate transgénico expresando I1-12

Tratamiento con Metoxyestradiol en modelo de asma
Administracion oral de M. vaccae

Mutante de M. tuberculosis PhoP inactivado

Eficacia de Rifabutin contra M. avium, H37Rv, MDR

(Rook y Hernandez-Pando, 1996)

(Rook y Hernandez-Pando, 1997)
(Hernandez-Pando y cols., 1997)
(Herndndez-Pando y cols., 1998)
(Rook y Hernandez-Pando, 1998)

(Hernandez-Pando y cols., 2000)
(Rangel y cols., 2002)

(Fabré y cols., 2004)
(Garcia-Romo y cols., 2004)

(Castillo-Rodal y cols., 2006)
(Rios-Barrera y cols., 2006)
(Rivas-Santiago y cols., 2006)
(Campuzano y cols., 2007)
(Hernandez-Pando y cols., 2007)
(Mata-Espinosa y cols., 2008)
(Elias-Lopez y cols., 2008)
(Huerta-Yepez y cols., 2008)
(Hernéndez-Pando y cols., 2008)
(Gonzalo-Asensio y cols., 2008)
(Figueiredo y cols., 2008)

Hasta el momento de la discusion de este trabajo de tesis, nuestro estudio fue el primero en

utilizar este modelo de reto IT para la evaluacion de AcM y una biblioteca gendomica de

expresion de M. tuberculosis.
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Con el uso de este modelo de inoculacion IT, otros investigadores ensayaron varias dosis de
inoculo de M. tuberculosis por esta via y evaluaron los cambios histopatologicos y
morfométricos que tuvieron lugar en los pulmones, asi como la respuesta de citoquinas y
anticuerpos en suero. En este modelo, con altas dosis de in6culo, los ratones desarrollaron
una respuesta inmune similar a la descrita en humanos. Inicialmente ocurridé una activacion
de las células Thl y con la progresion de la enfermedad, se activaron ademas las células de
tipo Th2 y células T regulatorias. Con ese trabajo se demostrd que el modelo experimental
de infeccion pulmonar progresiva usando altas dosis de indculo es apropiado para entender la
interaccion patdégeno- hospedero, asi como para evaluar candidatos inmunologicos
profilécticos y terapéuticos (Morais y cols., 2010).

En este trabajo se ha demostrado que el modelo de infeccién pulmonar progresiva es util en la
evaluacion del papel de los anticuerpos protectores en la defensa contra M. tuberculosis, no
solo cuando estos son administrados pasivamente, sino también cuando pueden ser inducidos
luego de la inmunizacién activa con genotecas de expresion. No obstante, no se descarta en
lo absoluto los mecanismos inmunes de respuesta celular, que, para el caso de patogenos
intracelulares desempefian un papel fundamental.

El contar con un AcM del tipo IgA especifico a la proteina de 16 kDa de M. tuberculosis que
ha resultado protector en dos modelos de reto con micobacterias, sugiere la posibilidad de
humanizar este anticuerpo. Gracias a la disponibilidad de herramientas de ingenieria genética,
es posible combinar los dominios constantes de la molécula de IgG humana con las regiones
variables murinas por fusion transgénica de los genes de inmunoglobulinas manteniendo la
especificidad epitdpica, con lo que se eliminan los posibles efectos adversos de la inoculacion
de anticuerpos provenientes de especies diferentes (Morrison y cols., 1984). Actualmente
numerosos anticuerpos quiméricos humanizados estan siendo aplicados en el tratamiento de
diferentes tipos de neoplasias (Dadachova y cols., 2007; Cavarga y cols., 2009; Wu y cols.,
2009a), lo cual pudiera ser extrapolado al tratamiento de agentes infecciosos tales como M.
tuberculosis.

Por otro lado se continua la busqueda de vacunas de subunidades recombinantes o basadas en
ADN para prevenir la TB. Después de la secuenciacion de varios genomas de esta especia

(Djelouadji y cols., 2009; Comas y cols., 2009; Garza-Gonzalez y cols., 2009; Huang y cols.,
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2009) se han abierto las puertas para el pesquizaje rapido de muchos candidatos. Igualmente
para ello se necesitan modelos animales Optimos que permitan agilizar estos pasos de
seleccion de candidatos. En este trabajo se hizo un primer acercamiento al empleo de un
nuevo modelo de reto mucosal para evaluar un inmunégeno complejo que es el punto de
partida para una metodologia de busqueda masiva de candidatos vacunales. Esta metodologia
es la inmunizacion con bibliotecas genomicas. Como los clones se encuentran almacenados
de manera individual y registrada (biblioteca anotada), es posible a partir de este punto
comenzar a subdividir la genoteca en facciones cada vez mas pequefias para identificar el gen

o los genes involucrados en la proteccion contra la enfermedad, como se muestra en la Figura

21.
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Figura 21: Esquema que representa la estrategia general para la generacion, almacenamiento y evaluacion de
una biblioteca gendémica en el modelo de reto intra-traqueal para la determinacion de posibles antigenos

protectogénicos.
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En una estrategia nueva de pesquizaje de genes protectores y para enfatizar ain mas en las
evidencias acerca del papel de los anticuerpos en la defensa contra M. tuberculosis, los sueros
de los animales inmunizados con esta genoteca, cuyo caracter protector ha sido demostrado
en este trabajo, podrian ser administrados a ratones Balb/c pasivamente con el objetivo de
evaluar su caracter protector frente al reto con M. tuberculosis. Teniendo ya construida esta
biblioteca genémica anotada de M. tuberculosis se tiene la posibilidad de realizar futuros
estudios encaminados a la busqueda y seleccion de nuevos candidatos vacunales contra la
TB, usando el modelo de reto IT con micobacterias desarrollado bajo nuestras condiciones.

Finalmente con este trabajo se aportaron nuevas evidencias acerca del papel que desempenan
los anticuerpos en la defensa contra micobacterias en un modelo de infeccion pulmonar que
hasta el momento de la realizacion del trabajo de tesis, no habia sido explorado con este
propdsito. Con estos resultados, se aportan nuevas evidencias acerca de la factibilidad del uso
de este modelo de infeccion pulmonar progresiva en la evaluacion de candidatos
inmunoprofilacticos y terapéuticos contra la TB. Estos resultados, en conjunto con los
acumulados hasta la fecha acerca de los mecanismos inmunes involucrados en la defensa
contra la TB, deberan ser considerados para el desarrollo racional y efectivo de vacunas de

nueva generacion contra la TB.
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VI. CONCLUSIONES

1. La preparaciéon farmacéutica de gammaglobulina humana Intacglobin aplicada a
ratones resulta protectora, en términos de reduccion del nimero de UFC en pulmones,

frente al reto con BCG por via intranasal.

2. En el modelo de infeccion pulmonar progresiva, el anticuerpo monoclonal TBA61,
dirigido contra la proteina de 16 kDa de M. tuberculosis, y administrado por via intra-
traqueal, reduce la colonizacion bacteriana y disminuye la patologia pulmonar luego

del reto intra-traqueal con M. tuberculosis.

3. La inmunizaciéon con una genoteca de expresion de M. tuberculosis induce una
respuesta inmune protectora contra micobacterias en este modelo de infeccion
pulmonar progresiva, lo que demuestra la factibilidad del uso de este modelo animal
en la evaluacion de la proteccion conferida por la inmunizacién con genotecas de

expresion.
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VII. RECOMENDACIONES

1. Determinar el papel de la respuesta celular inducida luego de la administracion de las

diferentes preparaciones evaluadas en este trabajo de tesis.

2. Aplicar de forma pasiva los sueros de los ratones inmunizados con las diferentes

preparaciones y evaluar su proteccion frente al reto infectivo con micobacterias.

3. Subdividir la genoteca en fracciones mas pequefias y evaluar el caracter protector de
las distintas subgenotecas en un modelo murino frente al reto con M. tuberculosis y

asi secuenciar los genes involucrados en la proteccion contra M. tuberculosis.
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Presentaciones en Congresos

Congreso Internacional Biotecnologia Habana, 1999

e Development of an animal model to study mucosal immunity against BCG in Balb/c mice.

I Congreso Internacional de la Sociedad Cubana de Inmunologia, Habana, 1999

e Development of a biomodels for the study of mucosal immunity against Mycobacteria by

intranasal infection with BCG in Balb/c mice.

V Congreso Latinoamericano de Inmunologia, Uruguay, 1999

e Evaluation of protection at mucosal level of IgA monoclonal antibody specific to 16 kDa protein

of M.tuberculosis.

VI Congreso Latinoamericano de Inmunologia, Cuba, 2002

e Humoral Immune response of Cuban population vaccinated with BCG against 38 kDa protein of
M.tuberculosis

e Evaluation of protection effect of human gammaglobulins administered by intranasal route

against BCG infection in Balb/c mice.

Congreso Internacional Biotechnologia Habana 2003
e Evaluation of therapeutic effect of human gammaglobulin administered by intranasal route to

Balb/c mice.
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e Induction of protective immune response in Balb/c mice after immunisation with genomic

expression library of Neisseria meningitides B.

TB Vaccines for the world, Montreal, Canada, 2003

e Evaluation of the effect of the administration of human gammaglobulins in a model of

infection with BCG in mice.

12 Congreso Internacionalde Inmunologia, Montreal, Canada, 2004.
e Immunisation with an optimised genomic expression library of Neisseria

meningitides B elicits specific lymphoproliferative response in mice.

Taller Internacional Tbhvaccines, Varadero, Cuba, 2005.
e Immunization with M. tuberculosis expression library elicits a protective response in mice

after challenge with BCG.

Global Vaccine Research Forum, Bamako, Mali, 2009
e Application of the intratracheal model of progressive pulmonary infection for
preclinical evaluation of new therapeutic and prophylactic formulations against

Mycobacterium tuberculosis.
Patentes

Compositions for the treatment of Mycobacterial infections. European Patent
Specification, WO 2004/047865(10.06.2004 Gazette 2004/24)

Distinciones y Premios

Premio Anual de la Academia de Ciencias de Cuba, 2002.
“Un nuevo enfoque en los mecanismos protectores de defensa contra la tuberculosis. Papel de

los anticuerpos especificos”

Destacado Provincial XVI Forum de Ciencia y Técnica, 2005
“La inmunizacion con una biblioteca gendémica de expresion de M. tuberculosis resulta

protectora en un modelo de infeccion pulmonar progresiva en ratones.”
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