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Capacidad adyuvante de la porina OmpC de Salmonella typhi sobre la vacuna
experimental hecha con la proteina P38 de Mycobacterium tuberculosis.

1.0 Resumen.

El conocimiento sobre los mecanismos involucrados en el desarrollo de la memoria
inmunoldgica constituye actualmente la base para el disefio y desarrollo de vacunas
efectivas.’ A lo largo de la evolucién el sistema inmune ha desarrollado la propiedad
denominada memoria inmunoldgica, que se ha definido como la capacidad de
responder de manera mas rapida y eficiente durante una segunda exposicion al
antigeno. La respuesta de memoria es lo que confiere inmunidad a los organismos,
entendiéndose como inmunidad al estado de proteccidn frente a la re-infeccion y siendo
estd una consecuencia muy importante del establecimiento de la memoria
inmunolégica.?

Actualmente la tuberculosis (Tb) es una enfermedad que ha resurgido y constituye un
serio problema de salud publica a nivel mundial.® Es la primera enfermedad en ser
declarada emergencia global por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
ocasionando la muerte de 2 millones de personas anualmente y se estima que un tercio
de la poblacion mundial esté infectada. Sin embargo, actualmente no se cuenta con una
vacuna eficiente que permita controlar la enfermedad, convirtiéendose en una prioridad
el desarrollo de una vacuna efectiva.*

En 1921 Albert Calmette y Camilla Guérin describieron la primera vacuna en contra de
la tuberculosis que utiliza como plataforma a Mycobacterium bovis (BCG). Esta vacuna
es utilizada a nivel mundial en un programa de vacunacioén encabezado por la OMS, sin
embargo, su eficacia es bastante variable en la poblacién. *Como parte del desarrollo
de vacunas en contra de la TB se encuentran diversas estrategias, que sugieren
emplear: cepas de BCG recombinante (rBCG), cepas de M. tuberculosis atenuadas,
subunidades del patégeno, o bien vectores virales. °Siguiendo con estas estrategias se
ha observado que la proteina de 38 kDa (P38) de M. tuberculosis es un antigeno
inmunodominante y es propuesta como un posible blanco para el desarrollo de una
vacuna en contra de la TB.” Sin embargo, es reconocido que empleo de subunidades,
aumenta la seguridad de la preparacién vacunal, no obstante la inmunogenicidad y

capacidad de generar proteccién contra el microorganismo se ven disminuidas, para



poder compensar esta desventaja se ha hecho uso de adyuvantes, siendo la alimina
uno de los mas empleados en vacunas para uso humano.

En nuestro laboratorio se han desarollado nuevos candidatos para ser empleados como
adyuvantes, tal es el caso de la porina OmpC de Salmonella entérica serovar Typhi. En
varios estudios realizados por nuestro grupo de trabajo se ha demostrado que las
porinas de S. typhi se han caracterizado como antigenos que inducen una respuesta
de anticuerpos de larga duracién.’ También se ha observado que es capaz de activar
eficientemente linfocitos B y células dendriticas y de inducir efecto adyuvante de larga
duracién sobre la respuesta de anticuerpos en contra de antigenos modelo y que esta
capacidad se conserva aun en el dia 400 posterior a la inmunizacion.
10.11Recientemente  Cervantes-Barragan y col recientemente describieron la
participacion de TLR-2 y TLR-4 en la generacion de una respuesta de anticuerpos de
larga duracién.*?

Con base en lo anterior en el presente trabajo evaluamos la capacidad adyuvante de la
porina OmpC sobre la proteina P38. Los resultados muestran un efecto adyuvante

sobre la respuesta inmune humoral en contra de la proteina P-38 y

Con respecto a la sobre-expresion de moléculas coestimuladoras se observo que la
coadministracion de la proteina P38 con la porina OmpC, incrementan la expresion de
CD80, CD 86 y CD69. Estos resultados nos indican una eficiente activacion de las
células dendriticas y macrofagos, pueden promover un ambiente de citocinas adecuado
que permita inducir y potenciar la respuesta en contra de P38 generando inmunidad
protectora que es necesaria para el desarrollo de una vacuna eficiente en contra de la
TB.



4.0 MARCO TEORICO.

4.1 Vacunas y memoria inmunolégica.

El conocimiento sobre el desarrollo de la memoria inmunoldgica es actualmente la base
para el disefio y desarrollo de vacunas efectivas.” A lo largo de la evolucion el sistema
inmune ha desarrollado la propiedad denominada memoria inmunoldégica, que se ha
definido como la capacidad de responder de manera mas rapida y eficiente durante una
segunda exposicion al antigeno. La respuesta de memoria es lo que confiere inmunidad
a los organismos, entendiéndose como inmunidad al estado de proteccion frente a la re-
infeccidn y siendo esta una de las principales consecuencias del establecimiento de la
memoria inmunoldgica.?

A consecuencia de que el ser humano observé que la exposicion a los microorganismos
favorecia la proteccion a la re-infeccion, éste se ha dado a la tarea de disenar
estrategias de vacunacion que le ayuden a protegerse de infecciones letales. Las
primeras preparaciones vacunales que se emplearon fueron elaboradas a base de
microorganismos atenuados, como la vacuna contra la viruela y la vacuna contra el
célera. Con el avance en las técnicas experimentales, se llegd a la atenuacién de virus,
permitiendo generar vacunas en contra de la polio (Sabin), sarampién y varicela.™

En la actualidad la generacion de vacunas que conduzcan al establecimiento de una
respuesta inmune protectora de larga duracion es uno de los objetivos principales en el
desarrollo de vacunas, las cuales deben cumplir ciertas caracteristicas entre las que
destacan: 1) debe ser segura, ya que las vacunas son distribuidas a grandes
poblaciones y es necesario que los individuos que la reciben no desarrollen la
enfermedad; 2) debe ser capaz de generar una inmunidad protectora y 3) la
administracién de la vacuna debe generar memoria inmunolégica. ™

Se han reportado estudios que evaluan los lapsos a los cuales aun se mantiene el
estado inmune después de la administracién de algunas de las vacunas disponibles,

observandose de manera importante la participacion de los anticuerpos (Tabla 1).



Vacuna Lapso de persistencia del Tipo de vacuna
estado inmune
Rubeola (™) Al menos 27 afios Virus vivo atenuado
Influenza (™°) Al menos 10 afios Subunidad
Hepatitis B ("',®) | Al menos 15 afios Subunidad
Rabia (™) Al menos 14 afios Virus vivo atenuado
Varicela (*°) Al menos 6 afios Virus vivo atenuado
Tétanos (°") Al menos 3 afios Subunidad
Pertussis (°") Al menos 3 afios Subunidad
Difteria (") Al menos 3 afios Subunidad
Tuberculosis (¥) | 50 a 60 afios Microorganismo vivo atenuado
Poliomielitis (*°) | Al menos 25 afios Virus inactivado (Salk)
Virus activo (Sabin)

Viruela (**) 75 afos Virus atenuado

TABLA 1. Comparacién de la duracion de la respuesta inmune protectora conferida por

algunas de las vacunas disponibles.

Asi, podemos observar que la capacidad protectora de las vacunas disponibles se basa
en su capacidad de inducir la respuesta de anticuerpos de larga duracion. La
persistencia en la produccién de anticuerpos es una de las caracteristicas de la
respuesta inmune de memoria mediada por linfocitos B. Esta, junto con la respuesta de

linfocitos T son las caracteristicas mas importantes de la respuesta inmune adaptativa.

Vacunas en contra de la Tuberculosis.

En 1921 Albert Calmette y Camilla Guérin describieron la primera vacuna en contra de
la tuberculosis que utiliza como plataforma a Mycobacterium bovis (BCG). En la
actualidad esta vacuna es utilizada a nivel mundial en un programa de vacunacion
encabezado por la OMS. Esta vacuna proporciona proteccibn en contra de la
diseminacion, en recién nacidos y nifios, sin embargo, no previene el establecimiento
de la TB latente o de la reactivacion pulmonar en el adulto, por ello hasta hoy su

eficacia es bastante variable®®
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En el rapido desarrollo de vacunas y el mejoramiento de las ya existentes en contra de
la Tb se busca establecer una correlacién con la inmunidad protectora, que puede
manifestarse por la activacion de células T CD4" y CD8" antigeno especificas que
secreten INF-y, IL-12 y TNF-a, la expresién de marcadores fenotipicos de células T
tales como CD69, MIP13, CD45RA, CD27; marcadores de memoria como CD127
(receptor de IL-12) y marcadores citotoxicos como FasL (CD95L), CD107a/b y CD3/4/8
26

Existen dos potenciales estrategias para el desarrollo de vacunas y programas de
vacunacioén en contra de la tuberculosis: 1) la vacunacion profilactica, es decir, antes de
la exposicion al patdogeno, que tiene por objeto estimular la respuesta inmune para que
controle la subsecuente infeccion de manera mas eficiente que la respuesta inmune
generada durante la infeccion sin vacunacién y 2) la vacunacion terapéutica, es decir,

después de la exposicion al patégeno.?”’

En este desarrollo se encuentran diversas estrategias, que sugieren utilizar: cepas de
BCG recombinantes (rBCG), cepas de M. tuberculosis atenuadas, subunidades del
patogeno, o bien empleando vectores virales y DNA desnudo. En la actualidad existen

vacunas experimentales en contra de la tuberculosis que se resumen en la Tabla 2 %,

Tabla 2.Resumen de los trabajos en la generacién de nuevas vacunas en contra de la
tuberculosis.

Vacuna Descripcion Etapa de desarrollo

Fase 1 de prueba en US,

S BCG Tice disefiada para completada en 2004, sin
r
sobre expresar Ag85B acontecimientos adversos
graves.

BCG Danish que escapa del  Estudios pre-clinicos en curso y

endosoma y sobre expresa produccion bajo buenas
rBCG-Areas 403. _ L o .

varias proteinas incluyendo practicas de manufacturacion.

Ag85A, Ag85B y TB10.4 (BPM). Fase clinica 1 de prueba.

rBCGUre:CHIy* BCG Pasteur que escapa del  Estudios pre-clinicos en curso y

11



BCG::RDI

BCG pro-apoptotica.

endosoma. produccion bajo buenas
practicas de manufacturacion.
(BPM). Fase clinica 1 de prueba.
BCG Pasteur con
reintroduccion del locus RD- _ o
. . Estudios pre-clinicos en curso.
1 que contiene antigenos de

proteccion.
BCG Tice con la actividad de

la enzima superoxido Estudios pre-clinicos en curso.

dismutasa disminuida.

Vacunas con micobacteria viva: Modificando a Mycobacterium tuberculosis.

M. tuberculosis
PhoP

M. tuberculosis
mc?6030

M. tuberculosis
mc?6020

Mtb72F

Hybrid-1(85B-ESAT-

Deplecion del gen de Estudios pre-clinicos en curso y
virulencia asociado a phoP de produccion por buenas practicas
la cepa Mtb MT 103. de laboratorio.

Estudios pre-clinicos en curso y
Cepa Mtb H37Rv con

deplecién de los locus panCD
y Rd-1

produccion bajo buenas
practicas de manufacturacion.

Fase clinica 1 de prueba.

Estudios pre-clinicos en curso y
Cepa Mtb H37Rv con

deplecidn de los locus lysAy
panCD.

produccion bajo buenas
practicas de manufacturacion.

Fase clinica 1 de prueba.
Vacunas de subunidades.

Fase 1 de prueba completada

Proteina de fusion en US y Europa, sin
recombinante (Mtb39 y acontecimientos adversos
Mtb32) con AS02A y AS01B graves; pruebas
como adyuvantes. adicionales en curso en
Europa.
Fusién recombinante de Fase clinica 1 de prueba
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6) Ag85-ESAT-6 con IC31 como comenzada en 2005.

adyuvante.

_ _ Estudios pre-clinicos en curso y
Fusion recombinante de
HyVac-4 (Ag85- produccion bajo buenas
Ag85-TB10.4 en IC31 como o _
TB10.4) practicas de laboratorio. Fase
adyuvante. o
clinica 1 de prueba

) Proteinas de BCG asociadas
Proteinas de ] _ o
o con proteinas de choque Estudios pre-clinicos en curso.
Choque térmico. o .
térmico purificados.

DNA desnudo y vacunas con vectores virales.

Antigeno conservado de
Hsp65 (GroEL) DNA Mycobacterium leprae por

inmunoterapia.

Cepa atenuada de vacinia ( Fase clinica 1 de prueba
MVAB85A virus vacinia modificado) completada; sin eventos
expresando Ag85. adversos graves reportados.
No replicando Ad35 y Estudios pre-clinicos en curso y
Aeras 402(Ad35.TB- espresando multiples produccion bajo buenas
S) proteinas de Tb incluyendo practicas de manufacturacion.
Ag85, Ag85B y TB10.4 Fase clinica 1 de prueba

Capsides dobles de RNA unidos.

Capsides dobles de RNA

Capsides dobles de - _ .
codificando antigenos de TB Estudios pre-clinicos en curso

RNA unidos. . .
para su liberacion oral.

A lo largo de la historia se han desarrollado diversas estrategias para poder generar
vacunas que establezcan una respuesta de anticuerpos de larga duracién, asi como
aumentar su seguridad para su uso en humanos, es por ello que en un esfuerzo por
disminuir los efectos secundarios asociados a algunos componentes de los

microorganismos, o0 bien al riesgo de recuperacion de virulencia cuando se emplean
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microorganismos atenuados, se ha optado por la deteccién, purificacion y uso de
subunidades de microorganismos. Sin embargo, aunque las vacunas a base de
subunidades presentan menos efectos adversos, la inmunogenicidad del antigeno
disminuye drasticamente perdiendo la capacidad para generar un estado protector de
larga duracién. Para poder compensar esta desventaja se ha recurrido al empleo de
adyuvantes, cuya principal funcion es incrementar la inmunogenicidad de la preparacion

vacunal. %’

4.2 Adyuvantes.

El término adyuvante se deriva del latin adyuvare que significa ayudar,
inmunologicamente se consideran como compuestos que son capaces de incrementar y
mejorar la respuesta inmune en contra del antigeno con el cual son co-administrados.
29 La idea de que algunos compuestos son capaces de mejorar la respuesta inmune,
fue reconocida hace ya varios afios con el trabajo de Wiliam Goley, quien utilizo
productos de bacterias para el tratamiento de pacientes con cancer. Posteriormente
Ramon y cols describieron que la infamacién local causada por componentes
bacterianos correlacionaba con un incremento en el titulo de anticuerpos, con lo que
acuno el término de adyuvante para describir a los compuestos que incrementaban la
respuesta de anticuerpos en contra del antigeno. En trabajos posteriores Ramon y
Goley utilizaron hidréxido de aluminio (Al (OH)3) para mejorar la respuesta de caballos y

cobayos en contra del toxoide tetanico. *

En el desarrollo de adyuvantes se busca que estos sean seguros e incrementen la
inmunogenicidad in vivo de los antigenos con los que son coadministrados, estos
compuestos han representado un componente importante de muchas de las vacunas
exitosas, particularmente las basadas en subunidades de patdégenos purificadas vy
antigenos recombinantes. Debido a su crucial funcién inmunoreguladora, la obtencién
de nuevos compuestos con propiedades adyuvantes, esta estrechamente ligado al
desarrollo de nuevas vacunas mas eficientes y seguras. *’

Los adyuvantes pueden estar incorporados al antigeno o son administrados

14



simultdneamente con él. *’Estos compuestos constituyen una familia muy heterogénea,
que pueden ser clasificados tomando en consideracion su origen, naturaleza quimica y
actividad bioldgica especifica y deben cumplir con ciertos requisitos para su empleo en
vacunas destinadas a humanos, los cuales raramente se cumplen lo que limita la

incorporacion de adyuvantes efectivos en la vacunacion. [Tabla 3].

Tabla 3. Propiedades requeridas en un adyuvante.

No ser toxico o tener una toxicidad insignificante a la dosis y rango para establecer su efecto
adyuvante.

Estimular una fuerte respuesta inmune humoral y/o de células T.

Proveer una buena memoria inmunolégica o inmunidad de larga duracion

No inducir autoinmunidad

No ser mutagénico, carcinogénico o teratogénico

No ser pirégeno.

Ser estable bajo un rango amplio de tiempo de almacenamiento, temperatura y pH.

Tabla 3. Caracteristicas que debe cumplir un adyuvante para poder ser empleado en

preparaciones vacunales para uso en humano.

El mecanismo de accidén de los adyuvantes ha sido objeto de numerosos estudios. De
acuerdo con evidencia experimental se consideran tres principales mecanismos
mediante los cuales un adyuvante puede ejercer su efecto: a)la formacion de depdsitos
de antigeno, a través de los cuales es liberado lentamente para favorecer la produccién
de anticuerpos, b) efecto sobre células presentadoras de antigeno (APC), induciendo su
reclutamiento, activacion y subsecuente presentacion de antigeno, generando la
maduracién de células dendriticas, induccion de inflamacioén y la sobre-expresion de
moléculas coestimuladoras; estos eventos mejoran la respuesta de células T y B al
antigeno. Algunos adyuvantes pueden afectar directamente la respuesta natural de
células T CD4", CD8" y linfocitos B, promoviendo su proliferacién y/o conversion a
células de memoria que es esencial para el éxito de vacunas, o bien influyendo en la
polarizacion hacia una respuesta tipo Th1 o Th2. c¢) la conversién de antigeno soluble
en particulado, para que sea fagocitado por las APC’s como macréfagos, células

dendriticas y células B. **-**
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Diversos receptores sobre la superficie de las células presentadoras de antigeno,
pueden ser blanco de adyuvantes. Es conocido que el inicio de la respuesta por los
linfocitos T requiere de tres sefiales principales. Los adyuvantes pueden ejercer su
efecto sobre estas sefales de forma directa o indirecta. La sefial 1 ocurre de la
interaccion entre el linfocito T a través de su TCR y la célula presentadora de antigeno
al presentar el péptido del antigeno en un contexto de moléculas MHC clase | o clase I,
por lo tanto aquellos adyuvantes que favorezcan la captacion del antigeno (liposomas,
microesferas y algunas emulsiones) por las APC’s, pueden actuar sobre esta sefal, al
incrementar la presentacion del antigeno a las células T. La sefal 2 se da por medio de
moléculas coestimuladoras, mediada por la interaccion entre moléculas como B7
(CD80) y B7-2 (CD86) expresadas en las APC’s y la molécula CD28 presente en los
linfocitos T, algunos adyuvantes incrementan la expresion de moléculas
coestimuladores, influyendo directamente en la sefal 2, que es absolutamente
necesaria para la eficiente activacion de los linfocitos T. La sefal 0 esta mediada por el
reconocimiento de PAMP’s a través de PRR como los receptores tipo Toll (TLR’s). Los
receptores tipo Toll son proteinas transmembrana con un dominio extracelular rico en
repeticiones de leucina y un dominio citoplasmatico similar al dominio del receptor de
IL-1

Los TLR's inducen principalmente la ruta de sefalizacion para la activacion del factor
nuclear kb (NF-kb), que resulta en la expresion de genes para la produccion de diversas
citocinas, los adyuvantes que actuen como agonistas de TLR’s pueden influir sobre la

sefal 2 al activar a las célula presentadora de antigeno.

Recientemente los estudios realizados han demostrado que un mecanismos importante
mecanismos a traveés del cual actuan los adyuvantes, es por su capacidad de activar a
la respuesta inmune innata, es decir, al estimular a las células del sistema inmune
innato estas liberan factores solubles estimulantes, que amplifican la proliferacién de los

linfocitos, lo que tiene como consecuencia una mejor activacion de los linfocitos T y B.
35
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Muchos agentes con actividad adyuvante como la endotoxina de bacterias, adyuvante
completo e incompleto de Freun’d, CpG bacteriano, monofosforil lipido A, MF59 a-
galactosilceramida, incrementan la inmunogenicidad a través de la induccion de

maduracion de células dendriticas®.

La adecuada eleccion de un adyuvante determinara si el efecto producido es benéfico,
insuficiente o dafino.9 Actualmente son pocos los adyuvante con los que se cuenta
para su uso en humanos, en America se encuentra licenciado la alumina (1926),

mientras que en Europa se han aprobado tres mas: MF59, AS05 y Alumina+ MPL.

En 1916, Le Moignie y Pinoy reportaron que la emulsidén de aceite mineral incrementaba
la respuesta inmune en contra del antigeno con el cual se coadministraba®,
posteriormente con la combinaciéon de este aceite y restos de micobacterias muertas
surgid el adyuvante completo de Freud (FCA) que ha sido utilizado durante mas de 50
afos en la producciéon de antisueros en animales y es empleado con frecuencia cuando
se disponen de cantidades limitadas de antigeno o cuando presenta baja
inmunogenicidad en modelos animales, sin embargo su elevada toxicidad es una gran
limitante para su uso en humanos; en la actualidad se esta restringiendo su uso en

animales de laboratorio dado el creciente interés por garantizar su bienestar.

La preparaciéon de aceite en agua MF59 es un adyuvante permitido en Europa
observando que promueve una respuesta de anticuerpos y una predominante respuesta
Th2.

QuilA es un extracto soluble del arbol Quillaja saponina, que contiene multiples
saponinas, aunque es efectivo, es bastante toxico, causando severas reacciones
locales como granulomas y hemolisis. QS21 es menos toxico que QuilA y genera una
eficiente respuesta Th1 y de células T CD8+, sin embargo esta respuesta es mas
exitosa cuando es combinado con el adyuvante AS02, que es una formulacion

compuesta por la emulsién aceite en agua MF59.
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La Alumina (hidroxido de aluminio [Al (OH)s]) es el unico adyuvante licenciado para su
uso en humanos, fue introducido por Glenny en 1926, sin embargo, los mecanismos
mediante los cuales ejerce su efecto adyuvante aun no han sido dilucidados. La
alumina es efectiva en la induccién de una respuesta tipo Th2 y la produccién de
citocinas como IL-4, IL-5, asi como una respuesta inmune humoral caracterizada por la
produccion de IgE e IgG1. Esta situacion puede significar un gran obstaculo en la
incorporacion de este adyuvante en vacunas en contra de enfermedades como
HIV/SIDA, tuberculosis y malaria en donde su control depende de una respuesta

inmune tipo Th1.%".

Por lo anterior actualmente el criterio mas importante para la eleccién de un adyuvante
destinado a vacunas humanas es la bioseguridad ** En la actualidad el ndmero de
sustancias con propiedades adyuvantes va en aumento, sin embargo, solo un reducido
numero cumple con las caracteristicas necesarias para su aplicacién al hombre, este
hecho se debe principalmente a la evaluacién de la relacién eficiencia/seguridad que

ofrece cada adyuvante.

Estudios recientes han demostrado que los virus vegetales son herramientas efectivas
para la expresion de antigenos de patégenos de interés en vacunacién. Tal es el caso

del virus del mosaico de la papaya [PapMV].
4.2.2 Porinas de Salmonella enterica serovar Typhi .

S. typhi es un bacilo no esporulado perteneciente a la familia Enterobacteriaceae,
Gram-negativo, movil, de flagelos peritricos, mide de 2-3 tres micras, anaerobio
facultativo, intracelular *. En su membrana externa se encuentra un grupo de proteinas
denominadas proteinas de membrana externa (Omps), las cuales forman canales o
poros que permiten el paso de pequenas moléculas hidrofilicas con limite de exclusion
de solutos aproximadamente de 600Da. Estas proteinas transmembranales se
ensamblan como trimeros de subunidades idénticas de forma cilindrica semejante a un

barril y cada homotrimero es muy estable a la accién de detergentes y proteasas *°.
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Cada subunidad consiste de 16 hojas p-plegadas antiparalelas unidas por asas con
algunas o - hélices intercaladas. Cada mondmero expone ocho asas cortas hacia el
espacio periplasmico y ocho asas largas situadas hacia el exterior de la membrana
externa. La forma cilindrica que caracteriza a las porinas se presenta al cerrarse las
estructuras B-plegadas de manera pseudociclica, mediante un enlace ionico entre el
extremo carboxilo de la hoja p-16 y el extremo amino de la hoja p-1 *° La estructura del
trimero se forma mediante el entrecruzamiento de regiones hidrofébicas de las vueltas
B-15y B-16, donde los diez residuos carboxilo de la region B-16, en particular el ultimo
(una fenilalanina conservada en las porinas) son esenciales para el ensamblaje correcto

y estabilidad de las porinas.

En E. coli y Salmonella enterica serovar Typhimurium se han identificado las porinas
OmpC y OmpF y OmpD solo presente en S. typhimurium. En condiciones de laboratorio

S. typhi sintetiza OmpC y OmpF *"

La cantidad de porinas presente en la membrana externa es relativamente constante
aproximadamente de 2x10° siendo ademas una de las proteinas mas abundantes en
términos de masa que pueden llegar a representar hasta un 2% de las proteinas totales
en la célula **. Se ha sefialado que la cantidad relativa de las porinas, son reguladas
por las condiciones del medio como son la osmolaridad, temperatura, concentracion de
fosfatos y disponibilidad de oxigeno *°.

4

.2.2.1 La porina OmpC como imnunogenos.

Las proteinas de las bacterias Gram-negativas se han utilizado como acarreadores para
mejorar la respuesta inmune a diferentes antigenos.***°.Durante la interaccion con el
hospedero, las porinas de gran parte de las bacterias Gram-negativas, incluyendo
Salmonella, activan al sistema inmune tanto innato como adaptativo y tienen

actividades bioldgicas diversas en diferentes células eucarioticas.
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Las porinas de S. typhimurium inducen aumento de TNFa, interleucina 1a (IL-1a) de

interleucina 6 (IL-6) en monocitos humanos y de IFN-y e interleucina 4 (IL-4) en
linfocitos humanos. Inducen aumento de NO en macréfagos peritoneales de raton
tratados con IFN-y*°. Utilizando células endoteliales de la vena umbilical (HUVEC) y
células de sangre periférica humana se encontré que las porinas pueden estimular la
migracion de leucocitos a través del endotelio y tienen influencia en el aumento de la

expresion de B7-2 en los linfocitos B.*'.

Galdiero et al reportaron que las porinas de S. typhimurium activan los factores de
transcripcion AP-1 y NF-kB en la linea celular U937 “®, a través de la via de
senalizacion de las proteina cinasas activadas por mitégenos (MAPK), participando de
manera muy importante p38. Esta activacidon es diferente en tiempo y elementos a la
activaciéon generada por el LPS en la misma célula, mediante la utilizacion de
inhibidores *°.Estudios en ratones demostraron que inducen el 90% de proteccion
contra el reto de hasta 500 DLsy de S. typhi °°. También se demostrd que estas
proteinas son el blanco no sélo de los anticuerpos sino también de linfocitos T en
humanos que se recuperan de la enfermedad y en individuos vacunados con la cepa
atenuada Ty21a. Resultados obtenidos en estudios realizados previamente en nuestro
laboratorio °! indican que la vacuna oral de Germanier induce respuesta inmune celular
contra porinas probablemente debida a una infeccion autolimitada producida por la cepa
Ty21a capaz de generar proteccion a través de respuestas celulares y humorales
similares a aquellas que se generan en pacientes convalecientes de fiebre tifoidea.
Estos resultados también muestran que las porinas son buenos inmundgenos y que

fungen como blanco de la respuesta inmune.

Se ha caracterizado la respuesta inmune humoral inducida por OmpF y OmpC y se
observé que ambas inducen la produccion de altos titulos de anticuerpos, de larga
duracion y de todos los isotipos, posteriormente se caracterizd la funcionalidad de los
mismos por medio de ensayos de fijacion de complemento y neutralizacién en los
cuales se encontr6 que los anticuerpos anti-OmpC tienen una mayor capacidad

bactericida y que esta se conserva a lo largo del tiempo mientras que para OmpF, no se
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obtuvo una respuesta bactericida tan marcada ni de larga duracion en cuanto a la
capacidad neutralizante, se observd que los anticuerpos inducidos por ambas poseen

esta capacidad.

Por ello en la Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica del Hospital de
Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS, se disefio una vacuna a
base de porinas de S. typhi a la que se le denominé Isipor, que ademas de inducir la
proteccion, por su naturaleza proteica, es capaz de producir memoria y no requiere de
cadena fria por ser estable a temperatura ambiente. Para estudiar los mecanismos de
protecccién inducidos por estas proteinas se identificd y cloné el gen ompC de S. typhi
dentro del plasmido pST13. La porina OmpC de S. typhi fue expresada en E. coli
(UH302) carente de sus propias porinas %2 LLa OmpCr purificada de esta bacteria fue
capaz de conferir proteccion hasta de un 40% contra el reto con 100 DL50 de S. typhi

en el modelo del raton®3,

Recientemente Cervantes-Barragan y col describieron la participacion de TLR-2 y TLR-
4 en la generacion de una respuesta de anticuerpos de larga duracion, asi como la
importancia de la activacion de estos receptores en la eficiente activacion de la

respuesta inmune adaptativo.

5.0 Proteina P38

En estudios recientes la proteina de 38 KDa de Mycobacterium tuberculosis ha sido
reconocida como un antigeno inmunodominante y propuesta como candidato para el
desarrollo de una vacuna. Hernandez-Pando y cols clonaron la proteina P38 en un
plasmido, y la sobre-expresaron en BCG Tice, para producir la vacuna recombinante
rBCG38 Tice (RBCG38). Empleando el modelo murido de infeccion progresiva se
encontré que la vacunacion con RBCG 38 incrementa la supervivencia de ratones
retados con las cepas M. tuberculosis H37Rv o bien la cepa Beijing de M. tuberculosis
en comparacion con la vacunacion con BCG Tice. Ademas se observé una disminucion
en el numero de unidades formadoras de colonias (UFC) al aislar el pulmén de los

ratones vacunados con rBCG38, asi como la induccion de una fuerte respuesta celular
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tipo Th1, caracterizada por altos niveles de IL-12 e IFN-y.También se detecto un

incremento importante en la produccion de anticuerpos de clase IgG2 y IgG1.”%.

6.0 Incidencia global de la tuberculosis.

La tuberculosis (Tb) es una enfermedad infecciosa que actualmente constituye un serio
problema de salud publica a nivel mundial; es uno de los tres principales padecimientos
infecciosos y el principal del sistema respiratorio. Esta enfermedad es la primera en ser
declarada emergencia global por la OMS y de acuerdo con reportes de esta
organizacion es la principal causa de muerte en el mundo provocada por un unico
agente infeccioso, ocasionando la muerte de 2 millones de personas anualmente,
ademas se estima que alrededor de un tercio de la poblacién mundial esta infectada y
que 1,6 millones de personas murieron por Tb en 2005. Sin embargo, la infeccidon
permanece latente sin la presencia de sintomas clinicos en el 90% de los individuos y
so6lo el 10% desarrolla la enfermedad en forma activa dentro de los primeros dos afios,
sugiriendo que esta poblacién no tiene la capacidad para desarrollar una respuesta
inmune protectora que le permita controlar la infeccién inicial y prevenir el desarrollo de
la enfermedad.® A nivel mundial la region de Asia Sudoriental registré el mayor nimero
de nuevos casos de tuberculosis, correspondiéndole el 34% de la incidencia mundial,
sin embargo, la incidencia estimada en el Africa es casi el doble. En el continente
Americano también se aprecia un aumento en el numero de casos de alrededor del
13%, presentando los mayores problemas México (49%), la regién andina (30%) y
Brasil (23%).>*

La tuberculosis ha sido a lo largo de la historia una enfermedad ligada a la emigracion,
la desnutricién severa y la pobreza, sin embargo en la actualidad paises desarrollados
han mostrado un resurgimiento de la enfermedad que se encuentra estrechamente
asociado a la epidemia causada por el HIV/SIDA, el cambio radical en el estilo de vida

de la poblacién actual y la aparicion de cepas multi-farmacorresistentes. *°
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6.1 Mycobacterium tuberculosis.

El genero Mycobacterium comprende mayoritariamente agentes saprofitos que habitan
en el suelo y en su mayoria no son patégenos para el hombre. Los patégenos mas
importantes del género se agrupan en el complejo Mycobacterium. tuberculosis,
integrado por: M. africanum, que causa tuberculosis en regiones de Africa; M. bovis,
agente causal de tuberculosis en bovinos y cabras; M. microti que infecta al ratén, M.
canetti cuya infeccidn es rara y finalmente Mycobacterium tuberculosis, agente

etiolégico de la tuberculosis en humanos.®®

Las micobacterias son bacilos rectos o ligeramente curvos, con un diametro de
aproximadamente 0,2-0,7 um y una longitud de 1-10 um. La elevada concentracién de
lipidos en su pared las hace altamente hidrofébicas y muy resientes a la accion de
agentes quimicos. Son microorganismos inmoviles, aerobios o microaerdfilicos, que no
esporulan. Su desarrollo en medios de cultivo es lento y los mas empleados son el
Lowestein-Jdensen, a base de huevo coagulado, semisinteticos como el Middlebrook

7H9 y medios que son enriquecidos con glicerol al 5%.%

6.2 Composicion estructural de la envoltura de la micobacteria.

La envoltura de la micobacteria es una estructura compleja que le permite establecer
una interaccién con su principal célula huésped: el macréfago. Esta interaccion es
determinante para establecer su destino final en organismo. Ademas, la protege y le
proporciona los mecanismos necesarios para establecer comunicaciéon con el
microambiente que la rodea.?®>® Los componentes mayoritarios de su envoltura son
lipidos asociados a carbohidratos (glicolipidos), fosfolipidos glicosilados o carbohidratos
complejos sustituidos con acido micolico y/o péptidos. Las porciones glicosiladas son
los componentes mas importantes en la interaccion con receptores del sistema inmune
innato. *®Los principales componentes estructurales de la micobacteria son: una
membrana plasmatica unida covalentemente con acidos micdlicos, b) la pared celular y

C) una capsula rica en polisacaridos.
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La membrana plasmatica tiene las caracteristicas bioldgicas y bioquimicas de
cualquier membrana (proteccién osmdética y transporte de iones y moléculas). La bicapa
lipidica esta asociada a proteinas, lipopolisacaridos y fosfolipidos como
fosfatidilinositolmandsidos (PIM), fosfatidilgliceroles, cardiolipinas y
fosfatidiletanolaminas (PE). Sus fosfolipidos estan altamente glicosilados dando lugar a

moléculas como la lipoarabinomanana (LAM) y lipomanano (LM).

LAM es un importante lipopolisacarido de la envoltura que se encuentra presente en
todas las micobacterias, esta formado por un grupo fosfatidilinositol (Pl) anclado a la
membrana plasmatica y unido de forma covalente con arabinomanano (AM). En las
cepas patogenas y de crecimiento lento se ha observado que los extremos de LAM
terminan en residuos de manosa (ManLAM), a diferencia de los residuos de las

especies de crecimiento rapido que terminan en Pl (AraLAM). 59

En la membrana de M.tuberculosis se localiza una proteina de 38 KDa, cuya funcién es
transportar fosfatos a través de la membrana y la pared celular de la bacteria. Esta
proteina se ha identificado como un antigeno inmunodominante y propuesta como

blanco para el desarrollo de una vacuna en contra de la tuberculosis. *

La pared celular de la micobacteria se localiza por debajo de la capsula separada por
un espacio periplasmico, posee un elevado contenido de lipidos (50-60%) que le
confiere un caracter hidrofébico y la hace refractaria al ataque por hidrélisis enzimatica.
Esta formada por una estructura conocida como el esqueleto de la pared celular
(mAGP), compuesto por la union covalente entre peptidoglicano (PG), arabinogalactano

(AG) y acidos micalicos.

La capsula es la capa mas externa de la envoltura y constituye la interfase entre la
bacteria y la célula huésped. La capsula controla los componentes que pueden llegar
hasta el interior de la micobacteria, la protege del ataque de agentes antimicrobianos y

participa de manera importante en la modulacion de la respuesta inmune del huésped.
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Se compone de acidos micdlicos, glucano, polisacaridos y glicolipidos. Algunos lipidos
como PIM y Pl que se encuentran mayoritariamente en la membrana también se

pueden encontrar en la capsula. &

6.3 Formas clinicas de la Tuberculosis.

Debido a que M. tuberculosis ingresa al organismo principalmente por la via
respiratoria, la infeccién se localiza generalmente en el pulmén; sin embargo, puede
producirse una diseminacién hematégena. De acuerdo con lo anterior la Tb se clasifica
en pulmonar y extrapulmonar. Las localizaciones extrapulmonares mas frecuentes son
en los ganglios linfaticos, pleura, sistema genitourinario, sistema osteoarticular,
meninges y peritoneo. Durante las primeras fases de la enfermedad, los signos y
sintomas suelen ser inespecificos y consisten principalmente en fiebre, sudoracion
nocturna, pérdida de peso, anorexia y debilidad, posteriormente se presenta tos y

expectoracion purulenta.®!

6.4 Diagnostico.

El diagnostico de la tuberculosis esta basado fundamentalmente en la identificacion
bacterioldgica del bacilo tuberculoso, el analisis radioldgico y la aplicacion de la prueba
de la tuberculina (PPD).

La baciloscopia consiste en la deteccion de bacilos acido alcohol resistente (BAAR)
mediante la tincion de Ziehl-Neelsen, esta ha sido una herramienta importante para la
deteccion del bacilo y por lo tanto para el diagnoéstico de la Tb en el laboratorio clinico,
sin embargo, debido a que todas las especies de micobacterias son acido alcohol
resistente, una prueba positiva no es evidencia suficiente para establecer la identidad
de M. tuberculosis. Es por esto que, después de la deteccion de bacilos BAAR, es

necesario realizar el aislamiento del bacilo en un medio de cultivo.
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La realizacion de pruebas bioquimicas como: acumulacion de niacina, reduccion de
nitratos, actividad piraziamidasa, resistencia a la hidracida del acido tiofeno-2-
carboxilico (THC) y actividad catalasa son utiles para establecer el diagndstico de la
enfermedad. El PPD no se describe como positivo en todos los pacientes infectados,
los resultados de la prueba dependen del tamafo de la reacciéon en la piel y del
paciente que esta siendo examinado. Lamentablemente, ésta no es una prueba
perfecta y es posible que hasta el 20% de las personas infectadas con tuberculosis no
desarrollen una reaccién en la prueba cutanea de PPD. Ademas, algunas condiciones
meédicas que afectan el sistema inmunitario, como cancer, quimioterapia reciente, SIDA
en etapa terminal, pueden provocar un resultado falso negativo en la prueba o bien la
presencia de un estado de anergia en el paciente. La radiografia de térax es un método
mas sensible para detectarla tuberculosis pulmonar pero, por su inespecificidad debe

complementarse siempre con el examen bacterioldgico del esputo.®?

Las pruebas bioquimicas tradicionales han sido reemplazadas por técnicas moleculares
de identificacién como la hibridacion ADN-RNA, las sondas de DNA y la amplificacién
de secuencias especificas (PCR). Las técnicas de amplificacion pueden detectar un
numero de bacilos inferiores a los niveles minimos detectados por cultivo a partir de una
muestra bacteriolégica, mediante estas técnicas se ha logrado una identificacién rapida,

sensible y especifica de M. tuberculosis.
6.5 Tratamiento de la tuberculosis.

Mycobacterium tuberculosis se caracteriza por ser un microorganismo de crecimiento
lento y establecer periodos de la latencia con actividad metabdlica limitada en el
huésped lo que dificulta la accion de los farmacos para su tratamiento. La micobacteria
da origen a poblaciones heterogéneas y mutantes naturales. Se debe utilizar por lo
tanto, una terapia combinada para evitar la seleccion de estos mutantes resistentes. La
tuberculosis tiene un tratamiento eficaz que asegura, en casos no complicados, una
tasa de curacion del 95%, sin embargo el régimen terapéutico es muy estricto,
prolongado y costoso. Un problema importante se produce cuando varios farmacos

administrados durante un periodo prolongado de tiempo ocasionan un elevado grado de
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incumplimiento teniendo como principal consecuencia la generaciéon de micobacterias
multifarmacorresistentes. (MRS). La decision de iniciar la quimioterapia antituberculosa
se debe basar en datos epidemioldgicos, clinicos, radiolégicos y microbiolégicos. &

Los farmacos para el tratamiento de la Tb se clasifican en 2 grupos (primera y segunda
linea) en funcidén de su eficacia, potencia, toxicidad y tolerancia. Actualmente los
farmacos de primera linea son: isoniacida (H), rifampicina (R), piracinamida (2),
etambutol (E) y estreptomicina (S)

El tratamiento de cepas de M. tuberculosis resistente a multiples farmacos es un
problema clinico de distribucion mundial, y supone una dificultad anadida para el control
sanitario de la enfermedad. Esta situacion se debe principalmente a que la poblacién
que se encuentra mas afectada con la enfermedad no cuenta con una infraestructura de
salud adecuada y los recursos econdmicos para costear un tratamiento tan prolongado
y costoso. La Tb-MR se refiere a la enfermedad producida por cepas resistentes a dos

o mas farmacos de primera linea, habitualmente isoniacida y rifampicina.

El tratamiento de la tuberculosis va mas alla de la prescripcion correcta de farmacos. El
cumplimiento adecuado del mismo es la piedra angular del control de la enfermedad. El
cumplimiento de un programa de tratamiento de la tuberculosis requiere de una

asistencia sanitaria accesible y apropiada.

6.6 Respuesta inmune innata y adaptativa del huésped contra la infeccion de

Mycobacterium tuberculosis.

Mycobacterium tuberculosis es un patdgeno intracelular que persiste en los macréfagos
alveolares ubicados en el pulmén. La principal via de infeccion es aérea, resultado de la
inhalacion de micro-gotas de secreciones respiratorias de individuos infectados que
contienen al bacilo, considerado altamente patdégeno pues se ha estimado que 3-10

bacterias son suficientes para iniciar la infeccién en un individuo sano.®
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Uno de los eventos mas importantes en desarrollo de la infeccidon es la capacidad del
microorganismo de infectar, diseminarse y persistir en un estado latente. ® La mayor
parte de los componentes estructurales de la micobacteria son reconocidos por
receptores presentes en la superficie del macréfago, algunas de estas estructuras son
las responsables de los mecanismos de evasion del patégeno. La defensa efectiva del
huésped depende de una coordinada respuesta de células del sistema inmune innato y

adaptativo. ¢

El control de la infeccidon requiere principalmente del desarrollo de una respuesta
inmune celular tipo Th1. Este tipo de respuesta incluye la participaciéon de los
macrofagos alveolares, linfocitos T CD4*, CD8" y la produccién de citocinas como IL-2,
IFN-y, IL-12, IL-18 y TNF-a.. Aunado a esto las quimiocinas RANTES, MCP-1, MIP-1ae
IL-8, juegan un papel importante en la migracion de diferentes poblaciones celulares al
sitio de infecciéon. En la infeccidn cronica se ha observado que pacientes con
deficiencias en la secrecion de INF-y y TNF-a, presentan mayor susceptibilidad a

sucumbir por la infeccion.®’°

6.7Respuesta inmune innata.

En el espacio alveolar los mecanismos de defensa de la inmunidad innata involucran
diferentes células: macrofagos alveolares (MA), células dendriticas (DC), neutrdfilos,
células epiteliales, asi como factores solubles: mucina, lisosima, lactoferrina, proteinas
surfactantes, defensinas, catelicidinas, fosfolipasa A, y proteinas del complemento,
cuya funcién es mantener la homeostasis pulmonar y eliminar particulas o bacterias que
entren en contacto con el tracto respiratorio.

La fagocitosis de M. tuberculosis es llevada a cabo por los MA a través de diversos
mecanismos. La compleja superficie de la micobacteria y el micro-ambiente generado
durante la infeccidn le permiten interactuar con receptores expresados en los
macrofagos tales como: receptores del complemento (CRs), el receptor de manosa,
receptores scavenger y receptores de Fc, dando como resultado una eficiente

internalizacion de la micobacteria.
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La inflamacion es un evento critico que se produce durante la infeccion, es mediada por
citocinas, que son secretadas por el macréfago para reclutar a las células del sistema
inmune en el sitio de la infeccion. Se ha considerado que ciertas citocinas son cruciales

para controlar la infeccion, entre las mas importantes se encuentran: "

La interleucina-12 (IL-12) es una citocina producida en la etapa temprana de la
infecciéon y su principal fuente son: monocitos, macréfagos y células dendriticas.
Constituye un potente inductor de la produccién de IFN-y por linfocitos T y células NK.,
ademas de incrementar la proliferacion de linfocitos T CD 4" y favorecer la expansion

clonal de linfocitos Th1. Incrementa la citotoxicidad de linfocitos T CD8" y células NK.
57,71

El interferén-gama (INF-y) es muy importante en el control de la infeccion por M.
tuberculosis, su principal fuente son: los linfocitos T, células NK, y macrofagos. El IFN-y
induce la formacién de especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno, acidificacién del
fagosoma, fusion fagosoma-lisosoma, aumento en la expresion de moléculas MHC
clase Il involucradas en la presentacion de antigeno, aumento de la fagocitosis, induce
la produccion de IL-12 y la expresidon de la enzima oxido nitrico sintetasa inducible
(INOS). La interaccion de IFN-y con su receptor (IFNR) activa los mecanismos
bactericidas del macrofago y la sobre expresion de moléculas co-estimuladoras. En la
Tb pulmonar humana existe una correlacion entre la produccion de IFN-y y las
manifestaciones clinicas de la enfermedad; mientras mas severa es la enfermedad, las

células mononucleares de sangre periférica producen niveles méas bajos de IFN-y."?

El factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a) es producido principalmente por los
monocitos, MA y linfocitos T activados, actua en forma sinérgica con el IFN-y para
inducir la expresiéon de la enzima iNOS. Una de las funciones mas importantes del TNF-
a es la de inducir la formacién del granuloma, que constituye un mecanismo para evitar
la diseminacién de la infeccion. " Ratones knock out para TNFa son incapaces de

controlar la infeccion con cepas virulentas de M. tuberculosis, y sucumben rapidamente
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por diseminacidén de la micobacteria, sin embargo los pacientes tuberculosos padecen

de caquexia debido a los altos niveles de TNFa. >3

6.8 Receptores tipo Toll (TLRs) en el reconocimiento de M. tuberculosis.

Las células del sistema inmune innato son capaces de identificar microorganismos
invasores a través de receptores de reconocimiento de patrén codificados en linea
germinal (PRRs), que reconocen elementos estructurales conservados sobre la
superficie de microorganismos conocidos como Patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMPs).”

Los receptores tipo Toll, son un tipo de PRR que han sido conservados a lo largo de la
evolucién en células como: macréfagos, células dendriticas y linfocitos B.”>™°. El
lipoarabinomanano, las lipoproteinas de 19kDa y 33 kDa, glicoproteinas vy
manosilfosfatidilinositol son reconocidos por estos receptores, resultando en la
activacion de las células del sistema inmune que conducen al establecimiento de
mecanismos efectores para combatir a la micobacteria. En la infeccién con
M.tuberculosis la sefializacién se da principalmente a través de TLR2 en asociacion con
TLR1/TLRG6, y por TLR4; actualmente no existe evidencia de la sefializacion a través de
otro TLR. *

6.9 Respuesta inmune adaptativa.

La respuesta inmune adaptativa es especifica y su eficiente establecimiento y evolucion
durante la infeccion depende en gran medida de la correcta activaciéon de la inmunidad
innata La inmunidad celular en la Tb es generada cuando los linfocitos T CD4" (TcR ap)
reconocen antigenos proteicos de M. tuberculosis presentados por los macréfagos
alveolares o por células dendriticas en contexto de moléculas MHC clase Il. Estos
antigenos provienen del fagosoma, el cual constituye el habitat preferido de la
micobacteria. Los linfocitos T CD4" son activados y producen IFN-y que a su vez activa

a los MA induciendo mecanismos bactericidas para eliminar a la micobacteria. "
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La IL-1 producida por MA, promueve la secrecion de IL-2 y la expresién del receptor
para IL-2, con la subsecuente expansion clonal de linfocitos T CD4 * La reaccion
inmunitaria mediada por las células T CD4" controla la diseminacién y mantienen un
estado de latencia. ""Polipéptidos de bajo peso molecular de M. tuberculosis son
liberados del proteasoma, y presentados en contexto de moléculas MHC clase |, que
son blanco dominante del reconocimiento de linfocitos T CD 8°, que mediante
mecanismos efectores citotdxicos actuan sobre las células infectadas. Otra poblacion
de linfocitos que tiene una funcién importante en la Tb son los linfocitos T yd La
subpoblaciéon Vy9+Vs2+ de linfocitos T yé ha sido implicada en la respuesta inmunitaria
protectora contra M. tuberculosis por producir citocinas que tienen la capacidad de

matar a MA infectados, mediante mecanismos de citétoxicidad. 8

6.10 Granuloma

En un intento por contener la infeccidn, células T y macréfagos se organizan dentro de
una estructura clasica de la tuberculosis denominada granuloma. Esta estructura es
mantenida y estabilizada por el huésped y la bacteria El granuloma maduro ha sido
caracterizado morfolégicamente y consiste en un nucleo central de necrosis rodeado
por capas conceéntricas de macrofagos, linfocitos T y macréfagos que se fusionan para
dar origen células multinucleadas denominadas células gigantes. En este sentido el
granuloma representa un claro ejemplo de un delicado balance que mantiene la
infeccién en latencia, en donde el huésped no presenta sintomas y la bacteria puede

vivir. ¢

6.11 Mecanismos de evasion.

La micobacteria ha desarrollado mecanismos para: 1) asegurar su entrada dentro de los
macrofagos, 2) evadir la respuesta celular y los mecanismos microbicidas después de
su entrada en el macrofago y 3) modular la funcién efectora en la respuesta inmune

celular.
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La capsula de las micobacterias patdgenas influye notablemente en la resistencia a los
mecanismos de defensa del huésped. Se presume que el contenido lipidico de la
capsula impide, la degradacion de la bacteria por las enzimas del huésped y debido a
su impermeabilidad, impide el contacto de las enzimas con las estructuras bacterianas
para poder ser degradadas.

El LAM de cepas virulentas interfiere con la produccion de IL-12 por células dendriticas
y macrofagos. También se sabe que la entrada de la micobacteria a través del receptor
de manosa inhibe la accién de la NADPH-oxidasa y como consecuencia anula el
estallido respiratorio, uno de los mecanismos microbicidas mas importantes del
macrofago.”®

In vitro el receptor 3 del complemento (CR3) esta involucrado en la fagocitosis de la
micobacteria. La captacion a través de este receptor ocurre de forma dependiente de
colesterol, permitiendo introducir a la micobacteria sin activar al macréfago Otra funcién
importante del colesterol es su participacion en la asociacion con la proteina Coronin1
(P57 o TACO Tryptophan Aspartate Containing Coat) del hospedero que esta
involucrada en la prevencion de la maduracién del fagosoma. *® El proceso de
maduracién del fagosoma se refiere a los eventos fisiolégicos a través de los cuales el
material fagocitado, es transportado al lisosoma, en donde es degradado. Sin embargo,
en el caso de la tuberculosis la micobacteria inhibe la fusion fagosoma-lisosoma,
evitando entrar en contacto con las proteasas acidas y los mecanismos bactericidas

que conduciran a su degradacion y posterior presentacion de antigenos a células T.%°

PI3P es un lipido regulador del trafico en la membrana. Esta molécula es ligando de
proteinas que contienen dominios FYVE (Fab1p, YOTB, Vac1p y EEA1) o PX que han
demostrado tener un papel importante en la fusidon fagolisosomal, ademas, regula la

2t en el

maduracién del fagosoma a través la elevacion de la concentracién de Ca
citosol, esto estimula a la PI3P-cinasa, que a su vez regula la concentracion de PI3P en

la membrana del fagosoma.
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M. tuberculosis puede inhibir la generacion de PI3P, a través de LAM, o bien al producir

la fosfatasa acida (SapM) que lo degrada °°

Actualmente se han identificado 11 proteinas cinasas (PkC) en el genoma de la
micobacteria, dos de las cuales presentan gran homologia con proteinas cinasas de
eucariontes, que corresponden a PknG y Proteincinasa. PKnG es secretada al citosol
del macrofago inhibiendo la fusion del lisosoma con el fagosoma; la deplecion del gen
PknG, reveld que las micobacterias son totalmente susceptibles a ser transportadas y

entregadas al lisosoma.

Componentes del complejo antigénico85, especificamente las proteinas de 30-31 kDa
inducen la secrecién de TNF-[J por los monocitos, que puede explicar parte de las
manifestaciones de la patologia como la formacién de granulomas, fiebre y caquexia. El
Factor Cordén o Trehalosa 6,6 dimicolato, que forma parte de la capsula actua sobre
las mitocondrias inhibiendo la respiracion y la fosforilacion oxidativa e inhibe la
migracion de leucocitos polimorfonucleares.

La micobacteria tiene un requerimiento obligado de Fe para sobrevivir, mientras que los
MA requieren de hierro (Fe**) como cofactor en la inducciéon de mecanismos
bactericidas, lo cual establece una competencia entre la célula huésped y M.
tuberculosis por la adquisicion de Fe.

(o]
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Planteamiento del problema.

En la actualidad mas de un tercio de la poblacién mundial es afectada por la TB.
Actualmente no se cuenta con una vacuna eficiente profilactica o terapéutica que
permita controlar la enfermedad. La proteina p38 se ha propuesto como un
candidato a vacuna contra esta enfermedad, sin embargo, el uso de sub unidades
como estrategia de vacunacion requiere generalmente el uso de adyuvantes en
estas preparaciones, por lo que en este estudio se plantea el uso de la porina

OmpC de S. typhi como adyuvante de esta vacuna experimental.
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Justificacién.

Aunado al desafio de generar una vacuna eficiente en contra de la Tbh, persiste la
necesidad de mejorar la seguridad y capacidad protectora de las experimentales y
las ya existentes En nuestro laboratorio hemos caracterizado las propiedades
adyuvantes de la porina OmpC sobre antigenos modelo y su eficiente contribucién
en la activacion de la respuesta inmune. Con base en lo anterior consideramos
que al coadministrar la proteina P38 reconocida como un antigeno
inmunodominante de M. tuberculosis y la porina OmpC se promovera un ambiente
de citocinas adecuado que permita inducir y potenciar la respuesta en contra de

P38.
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Hipotesis.
La porina OmpC generara un efecto adyuvante sobre la vacuna experimental en

contra de Tb elaborada con la proteina P38.

Objetivo general:
1. Estudiar la capacidad adyuvante de la prorina OmpC sobre la vacuna
experimental contra de la tuberculosis hecha con la proteina P38 de M.

tuberculosis.

Objetivos particulares:
1. Evaluar en ratones si la porina OmpC incrementa la respuesta de
anticuerpos especificos contra la P38 de M. tuberculosis.
2. Caracterizar la sobreexpresion de moléculas de coestimulacion y
marcadores de activacion generado por la inmunizacién con la P38 de M.

tuberculosis y la inmunizacion de ésta con la porina OmpC.
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MATERIALES Y METODOS.

e Biologicos.
Salmonella typhi STYF302

e Obtencion de la Porina OmpC a partir de la cepa STYF302 de S. typhi, a

través del método de Nikaido modificado.

Se cultivd S. typhi STYF302 en 10 L de medio minimo A ( 70g K;HPO4, 30g KH,PO4,
10g (NH4)2SO4, 5g citrato de sodio, 10g extracto de levadura, 50g glucosa, 0.1%
MgSQO,) hasta obtener una densidad o6ptica de 1.0 a 540 nm que corresponde a la fase
logaritmica tardia del crecimiento de la bacteria. Se cosecho centrifugando a 7,000 rpm
15 minutos a 4°C, y se lavd 2 veces con una solucion de Tris-HCI 0.05M (pH 7.7). La
pastilla bacteriana se pesé y se resuspendié en solucion de Tris-Cl 0.05M (pH 7.7)
hasta obtener 50 mL de suspensién bacteriana. Se rompid la bacteria en un molino
Dyno-mill y la suspension se centrifugd a 7,000 rpm 30 minutos a 4°C .

El sobrenadante se retiré y se traté con 25uL de DNAsa 10000 U/mL y 25uL de
RNAsa 10000 U/mL y 2.77 mL de solucién de MgCl, 1M por cada 10g de biomasa
hameda obtenida de la cosecha, por 30 minutos a 37°C 120 rpm para eliminar el DNA y
RNA.

Se ultracentrifugd a 45,000 rpm durante 45 minutos a 4°C. El boton se
resuspendié en 100ml de solucion de Tris HCI-SDS 2%, se incubé 30 minutos a 32°C
120 rpm y se ultracentrifugdé a 40,000 rpm, 30 minutos a 20°C. El botdn resultante se
resuspendié en 25 mL de solucion de Tris HCI-SDS 2%, se incubdé nuevamente por 30
minutos a 32°C 120 rpm y se ultracentrifugd a 40,000 rpm 30 minutos 20°C. El botén se

resuspendio en 20 mL de amortiguador de Nikaido SDS 1% (Tris 0.05M, NaCl 0.4M,
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EDTA 0.005M) pH 7.7. Se incubd 2 horas a 37°C 120 rpm y se ultracentrifugé a 40,000
rom 45 minutos a 20°C. Se recupero el sobrenadante.

El sobrenadante se purifico en una columna de Sephacryl S-200 (XK100 Pharmacia) a
un flujo de 5mL/min con amortiguador de Nikaido SDS 0.5% pH 7.7. Se colecto el
primer pico obtenido en el cromatograma y se dializ6 en PBS pH 7.2 durante 4 dias
para eliminar el SDS.

La porina de Salmonella typhi (OmpC) se purifico de acuerdo al método de Nikaido
modificado. La cepa de Salmonella typhi STYF302 (OmpF-) se empleo como fuente
de la porina OmpC.

e Proteina P38 de Mycobacterium tuberculosis.

La proteina P38 fue proporcionada por la Dra. Clara Inés Espitia Pinzon.
e Animales de experimentacion.

Ratones BALB/c (Harlan, Mexico) de 6-8 semanas de edad, se mantuvieron en
condiciones libres de patégenos especificos (SFP) en las instalaciones del Bioterio de
la Unidad de Medicina Experimental de la Facultad de Médicina, UNAM. Los estudios
fueron aprobados por el Comité Nacional de Investigacion Cientifica del IMSS (Project
No. 2005-785-016).

e |nmunizaciones.

Grupos de ratones hembras BALB/c de 6-8 semanas fueron inmunizados via
intraperitoneal o subcutanea con 10ug de proteina P38 o co-administraciéon de P38 +
OmpC (10ug). Los ratones control recibieron solucion salina isoténica (SSI) Muestras
de sangre se colectaron en los dias 0, 4, 12, 20, 30 obteniendo el suero. Las muestras
individuales de suero se congelaron a -20 °C hasta su analisis. El titulo de anticuerpos

especificos anti-P38 de clase 1gG total e IgM se determino por el método de ELISA.
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e Determinacion del titulo de anticuerpo por el método de ELISA.

Se fijaron placas de 96 pozos con 100uL de solucién de antigeno (1pg/pozo) en
solucion amortiguadora de carbonatos pH 9,5, incubando 1 hora a 37°C vy
posteriormente toda la noche a 4°C. Se realizaron 4 lavados con soluciéon H,O
destilada-Tween20 0.1%. Los sitios de union inespecifica se bloquearon con solucion
PBS pH 7.4-BSA 2%, incubando 1 hora a 37°C, seguido de 4 lavados con solucién H,O
destilada-Tween20 0.1%. Se adicionaron diluciones seriadas en factor de 2, iniciando
con dilucion 1/40 de los sueros inmunes (100ul/pozo), incubando 1 hora a 37°C.
Después de 4 lavados con solucién H,O destilada-Tween20 0.1% se adicion6 a cada
pozo 100uL de una dilucion 1:100 en solucién de bloqueo del anticuerpo secundario
(HRP anti-IgM, HRP anti-IgG), incubando 1 hora a 37°C se realizd una ultima serie de
lavados con solucién H,O destilada-Tween20 0.1%. Para la deteccion se agrego a cada
pozo 100uL de solucién de revelado (TMB peroxidase substrate, Fitzgerald, USA)
incubando 10minutos a 37°C, la reaccion se detuvo agregando 100uL H,SO4 2.5N. Se
determind la absorbancia a 450nm en un lector automatico de ELISA. El titulo de
anticuerpos se interpreta como 3 veces el promedio de la absorbancia de los controles
negativos

e Activacion in vivo de DC, M@y linfocitos B

Ratones BALB/c de 6-8 semanas fueron inmunizados ip con 10ug P38 o 10ug de
OmpC o 10ug/10pg OmpC/ P38 o 10ug/10ug OmpC/ P38 tratada con proteinasa K o
50ug Poly I:C en un volumen final de 500uL de solucién amortiguadora de fosfatos. Al
tiempo 3, 6, 12, y 24 horas posteriores a la inmunizacion, el bazo y los ganglios se
disectaron y se prepard la suspension celular para su analisis por citometria de flujo
empleando los siguientes anticuerpos: PE-CD11c, APC-CD11b, B220-PerCP, FITC-
CD80, FITC-CD86, FITC-CD40, FITC-CD69 y FITC-MHCII (Todos los anticuerpos
fueron obtenidos de BD Pharmingen).
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Fig.1 La porina OmpC genera un efecto adyuvante sobre la respuesta de

anticuerpos en contra de la proteina P38 de M. tuberculosis. Grupos de ratones

hembras BALB/c de 6-8 semanas se inmunizaron via intraperitoneal o subcutanea con

10ug de proteina P38 o co-administracion de P38 + OmpC (10ug) o P38 + PapMV

(30ug) y SSI como control. Se sangraron en los dias 0, 4, 12, 20, 30 obteniendo el

suero. Se determino del titulo de anticuerpos especificos anti-P38 de clase IgG total e

IgM por el método de ELISA. [A-C] Titulo de anticuerpos especificos clase IgM anti-
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P38. (Via intraperitoneal y subcutdnea respectivamente.). [B-D] Titulo de anticuerpos

especificos de clase IgG anti-P38 (via intraperitoneal y subcutanea respectivamente)
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DISCUSION

La porina OmpC genera un efecto adyuvante sobre la respuesta de
anticuerpos en contra de la proteina P38 de M. tuberculosis. Grupos de
ratones hembras BALB/c de 6-8 semanas se inmunizaron via intraperitoneal o
subcutanea con 10ug de proteina P38 o co-administracion de P38 + OmpC
(10ug) o P38 + PapMV (30ug) y SSI como control. Se sangraron en los dias 0, 4,
12, 20, 30 obteniendo el suero. Se determino del titulo de anticuerpos especificos
anti-P38 de clase IgG total e IgM por el método de ELISA. [A-C] Titulo de
anticuerpos especificos clase IgM anti-P38. (Via intraperitoneal y subcutanea
respectivamente.). [B-D] Titulo de anticuerpos especificos de clase IgG anti-P38

(via intraperitoneal y subcutanea respectivamente
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CONCLUSIONES.

La porina OmpC de Salmonella entérica serovar thypi genero un efecto
adyuvante sobre la respuesta de anticuerpos en contra de la proteina P38.

La coadministracion de la porina OmpC y la proteina P38 genero un incremento en
la expresion de moléculas co-estimuladoras tales como CD80, CD86, CD40, CD69
y MHC Il. El incremento en la expresion de estas moléculas esta relacionado con
una eficiente activacion de la respuesta inmune innata, lo que puede llevar una
eficiente activacion de la respuesta inmune adaptativa que nos puede permitir el
establecimiento de una respuesta inmune protectora, estableciendo la memoria

inmunoldgica.
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