UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

Utilizacion de péptidos inmunoterapéuticos como
herramienta preventiva ente la infeccion con
Mycobacterium tuberculosis MDR y Beijing en el modelo
murino

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

BIOLOGO
P R E S E N T A:

EDUARDO GOMEZ SEGOVIANO

DIRECTOR DE TESIS:
DR. ROGELIO HERNANDEZ PANDO

o (2014)
Mexico, D. F.


Lourdes
Texto escrito a máquina
México, D. F.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Datos del Alumno
Apellido paterno
Apellido materno
Nombre(s)
Teléfono
Universidad
Facultad

Carrera

Numero de cuenta

Datos del Tutor
Grado

Nombre(s)
Apellido paterno
Apellido materno

Datos del sinodal 1
Grado

Nombre(s)
Apellido paterno
Apellido materno

Datos del sinodal 2
Grado

Nombre(s)
Apellido paterno
Apellido materno

Datos del sinodal 3
Grado

Nombre(s)
Apellido paterno
Apellido materno

Datos del sinodal 4
Grado

Nombre(s)
Apellido paterno
Apellido materno

GOmez

Segoviano

Eduardo

59321893

Universidad Nacional Auténoma de México
Facultad de Ciencias

Biologia

304106237

Dr.
Rogelio
Hernandez
Pando

M. en C.
José Luis
Silencio
Barrita

Dra.
Yolanda
Lépez
Vidal

Dr.

Rodolfo
Pastelin
Palacios

Quim.
Viviana
Escobar
Sanchez



Agradecimientos

Quiero agradecer al grupo de trabajo del Dr. Rogelio Hernandez Pando del Instituto Nacional de
Ciencias Médicas de Nutricion Salvador Zubiran por sus ensefianzas y consejos sobre las técnicas y
procedimientos empleados en este trabajo.

Agradezco al Dr. Benito Antdn Palma del Instituto Nacional de Psiquiatria y a su equipo de trabajo
por el disefio, construccién y preparacion de los péptidos utilizados.

Por su apoyo en la realizacién de los experimentos realizados en esta tesis, agradezco a la Dra. Diana
E. Aguilar Ledn. También agradezco a los estudiantes de Maestria y Doctorado (Jorge, Camilo,
Cesar, Edgar, Lucia, Nadin, Reinier, Gabriel y Yadira) del laboratorio de patologia experimental del
Intituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran; asi como a Ere y Don Facu por
su ayuda, compaiiia y consejos.

Por ultimo agradezco a todas las personas que me apoyaron incondicionalmente durante toda la
carreray en mi posterior periodo de letargo y elaboracidn de la tesis, quienes me apoyaron en todo
momento; mis padres Gilberto y Gloria; mi hermano Roberto; mi cuiiada Gabriela; a quienes me
soportaron durante cuatro aifos; mis abuelos Lucila y Gabriel; mis tios Maricela, Lucila, Alejandro,
Gabriel, Miguel, Yolanda, Lupe y Cony por su compaiiia y apoyo; Mis mejores amigos de la carrera
Paula, Karen, Efrain, Benja, Tofio, Chuy y Roxana; y por ultimo agradezco a mis amigos de la vida
Pepe y Tania por todo su apoyo.



Lista de abreviaturas

BCG
Co2
DAF

Bacilo de Clemette-Guérin
Didxico de carbono

Diacetato de fluoresceina
Interferon gamma
Inmunoglobulina

Interleucina

Especies reactivas de nitrogeno
Multidrogo resistete

Complejo mayor de histocompatibilidad
Oxido nitrico

Sal amortiguadora de fosfatos
Solucién salina fisioldgica
Factor de necrosis tumoral alfa
Unidades formadoras de colonia



. INTRODUCCION 7

1.1. Historia de la tuberculosis 7
1.2. Epidemiologia 8

1.2.1. Tuberculosis en el mundo 8

1.2.2. Tuberculosis en México 9
1.3. Mycobacterium tuberculosis 10
1.4. Tuberculosis: la enfermedad 11
1.5. Patogenia 12
1.6. Virulencia 14
1.7. Respuesta inmune 14

1.7.1. Macréfagos, células NK y neutrofilos y su papel ante M. tuberculosis ----14

1.7.2. Linfocitos T CD4+ 16

1.7.3. Tuberculosis y la respuesta Thly Th2 18

1.7.4. Células T CD8+ y su papel ante M. tuberculosis 21

1.8. Modelos animales para el estudio de M. tuberculosis 21

1.9. Modelo murino de tuberculosis pulmonar experimental 23

1.10. Vacuna BCG 24

1.11. Utilizacién de péptidos sintéticos como inmundégenos 25

1.12. Péptidos inmunoterapéuticos: p4, p12 y p36 26

1. JUSTIFICACION 28
I1l. OBJETIVOS 29
3.1. General 29

3.2. Particulares 29

IV. HIPOTESIS 30

V. MATERIALES Y METODOS 31



5.1. Animales de experimentacién 31

5.2. Inmunizacién de animales con los péptidos (p4, p12, p36) 31
5.3. Crecimiento y preparacién de las micobacterias para el reto 32
5.4. Determinacidn de la viabilidad de las micobacterias 33
5.5. Reto de animales con Mycobacterium Tuberculosis cepas MDR y Beijing-------------- 33
5.6. Determinacién de la carga bacteriana (UFC) 34
5.7. Andlisis estadistico 35
VI. RESULTADOS 36
6.1. Sobrevidas 36
6.2. Carga bacilar 38
VII. DISCUSION 42
VIIl. CONCLUSIONES 46
IX. PERSPECTIVAS 47

X. BIBLIOGRAFIA 48




I INTRODUCCION

1.1. Historia de la tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una enfermedad que ha afectado a la humanidad desde hace muchos
siglos, las primeras referencias documentadas sobre ésta se encuentran en los jeroglificos
hallados en Egipto, Babilonia y China. También, existen evidencias morfoldgicas de lesiones
de tipo tuberculoso en fragmentos de la columna vertebral en momias egipcias que vivieron
entre 1550 y 1080 A. C. Las primeras descripciones anatomo-patoldgicas de la enfermedad
comenzaron a realizarse en el siglo XVII. En 1679, Franciscus de la Boe fue el primero en
identificar y caracterizar las lesiones macroscopicas asociadas con la enfermedad,
denominandolas tubérculos. Posteriormente, Manget en 1702, describio las lesiones

anatomo-patoldgicos de la Tuberculosis miliar [1].

En 1720, Marten fue el primero en afirmar que la tuberculosis podria ser causada por
criaturas diminutas, que serian las responsables de generar las lesiones y sintomas de la
enfermedad. El termino tuberculosis, derivado del latin tubercula (Protuberancia o nddulo
pequefio), fue utilizado desde 1839 [2]. En 1882 Robert Koch demostré que el agente causal
de la enfermedad era un bacilo, en ese tiempo se le denomind “bacilo de Koch”, y
posteriormente se le denomind Mycobacterium tuberculosis. Koch identificd al bacilo en
lesiones tuberculosas mediante la tincidn de Ziehl-Neelsen. Los primeros registros sobre las
epidemias causadas por esta bacteria aparecen en Europa y en los Estados Unidos en el
siglo XIX, Bayle y Laénec establecieron las formas y estadios de la tuberculosis como

enfermedad [2].



En 1924, Albert Calmette y Alphonse Guérin desarrollaron una vacuna denominada BCG
(bacilo de Clemette-Guérin), que es una cepa atenuada de Mycobacterium bovis. Mas tarde
se descubrieron los primeros antibidticos contra esta enfermedad, siendo la
estreptomicina, descubierta por Selman Waksman en 1944, el primer agente
quimioterapéutico especifico contra la tuberculosis. Posteriormente se descubrieron otros
agentes antifimicos como el acido pamino salicilico, la isoniacida, el etambutol y la

rifampicina [3].

1.2. Epidemiologia

1.2.1. Tuberculosis en el mundo

La tuberculosis sigue siendo un grave problema de salud publica en el mundo, a pesar de
los avances para su diagnostico, tratamiento y prevencidn. La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) estima que durante el periodo comprendido entre el 2000 al 2020 habran 1000
millones de individuos infectados con M. tuberculosis, de los cuales 200 millones
enfermaran y 35 millones moriran si no se mejora el control y el tratamiento de la
enfermedad. Las incidencias mas altas de la enfermedad se presentan en paises
subdesarrollados del continente Africano, Asiatico y América Latina (Figura 1) [4].
Actualmente la OMS estima que cada afo, 1.4 millones de personas mueren por
tuberculosis y nueve millones presentan tuberculosis activa; de estos el 95% vive en paises
en vias de desarrollo. Asi mismo, la OMS estimd que un tercio de la poblacién mundial esta

infectada por M. tuberculosis y Unicamente del 5 al 10% desarrollan la enfermedad [5]. Las



condiciones que favorecen la tuberculosis en paises en vias de desarrollo son: la pobreza,
la coinfeccidn con VIH, la falta de control y de diagndstico temprano y preciso [6]. Ademas,
se ha estimado que la incidencia mundial de tuberculosis aumenta aproximadamente 0.4%

al afo [7,8].
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Figura 1. Tasas de incidencia de tuberculosis en el mundo en el afio 2010. Estimadas por la
OMS. (Tomado del informe 2010 de la OMS).

1.2.2. Tuberculosis en México

La incidencia de tuberculosis en México es de 18 por cada cien mil habitantes siendo

inferior al promedio latinoamericano, que a mediados de los afios noventa se ubicaba en
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32 nuevos casos por cada cien mil habitantes [17]. Valdespino y Garcia analizaron las
tendencias de la morbilidad por tuberculosis las cuales mostraron un descenso desde 1941
hasta 1976, aiio en que se estabilizan [18]. Sin embargo, para 1993 la tasa de morbilidad
fue de 17.1 casos por cada cien mil habitantes y de haberse conservado la tendencia
descendente, la tasa para 1993 deberia haber sido de 12.5 casos por cada cien mil

habitantes [19].

La infeccion por tuberculosis en México se observa principalmente en jovenes y adultos de

edad media que pertenecen a la poblacién econdémicamente activa [16].

1.3. Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis pertenece al complejo homdnimo, M. tuberculosis, en el que
también se encuentran: Mycobacterium africanum, Mpycobacterium  microti,
Mycobacterium bovis, Mycobacterium bovis BCG y Mpycobacterium canettii [9]. La
tuberculosis humana es causada principalmente por tres distintas micobacterias: M.

tuberculosis, M. africanum y M. bovis, siendo M. tuberculosis la mas comun [1].

M. tuberculosis es un bacilo aerobio estricto, no esporulado, no encapsulado, con un tiempo
de generacién de 15 a 20 horas, que requiere de 2 a 6 semanas de cultivo, para observar
colonias en medios sélidos. Su desarrollo puede favorecerse con una temperatura entre 35
y 37° C en una atmosfera enriquecida con O,. Microscopicamente es un bacilo alargado
curvo de aproximadamente 0.4 x 3 um. De acuerdo a su clasificacion taxondmica, M.
tuberculosis pertenece a la clase Actinobacteridae; orden Actinomycetales; familia

Mycobacteriaceae y al género Mycobacterium [1].
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Las micobacterias se caracterizan por tener una gruesa capa de lipidos y acidos micélicos
que al ser tratadas con alcohol - acido y tefiidas con colorantes derivados de las anilinas
como la fucsina fenicada, retienen esta coloracidn, por lo que se les ha denominado bacilos
acido-alcohol-resistentes. El alto contenido lipidico de la pared celular de la micobacteria
favorece la resistencia a las defensas del hospedero y posiblemente contribuyan a la
patologia de la enfermedad. Asimismo el bacilo esta cubierto por una capa de lipidos que
le confiere la capacidad de sobrevivir en un ambiente seco durante largos periodos aunque
pueden ser eliminadas, por ejemplo, mediante rayos del sol directos o por la radiacion

ultravioleta [2].

1.4. Tuberculosis: la enfermedad

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa crdnica y debilitante en la que predominan
con frecuencia los sintomas generales como fiebre, debilidad, pérdida de peso y disnea.
Cada persona enferma infectara en promedio entre 10 y 15 personas cada afo. La
tuberculosis se transmite fundamentalmente por via respiratoria, a través de pequefas
particulas de menos de 10 um emitidas al estornudar, hablar o toser que contienen al
bacilo. Con la tos pueden emitirse unas 3 000 particulas potencialmente infecciosas e igual
numero puede eliminarse al hablar 5 minutos y muchas mas al estornudar. La mayoria de
los pacientes tuberculosos eliminan pocos bacilos, por lo que generalmente se requiere un
contacto continuo para infectarse, como sucede con la convivencia intrafamiliar. Sin
embargo, una sola bacteria es tedricamente capaz de producir la enfermedad en un

individuo inmunosuprimido [11].
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1.5. Patogenia

M. tuberculosis origina lesiones caracteristicas denominadas tubérculos. La infeccion inicial
se produce cuando los bacilos alcanzan los alvéolos pulmonares. Una vez establecida la
infeccion se afectardan los segmentos posteriores de los lébulos superiores por su

preferencia en las areas pulmonares mejor ventiladas [12].

La principal via de entrada de M. tuberculosis es la respiratoria. La ventilacion bronquial
favorece la deposicidn de los bacilos inhalados en los segmentos basales del I6bulo inferior,
medio, de la lingula, o bien el segmento anterior del I6bulo superior, llamado “segmento de
infeccion primario” [13]. Los bacilos tuberculosos inhalados son fagocitados por los
macrofagos alveolares y transportados a los linfocitos locales. Los macréfagos infectados y
los monocitos circulantes, una vez presentes en el sitio de infeccion comienzan a secretar
enzimas proteoliticas, generando una lesidon exudativa. Los fagocitos mononucleares
activados inician la formacién del granuloma con activacidon eventual de células T. El
granuloma estd formado por macrdéfagos infectados rodeados por células no infectadas
como macrofagos y linfocitos. Solamente las particulas inhaladas mas pequefas, que
contienen entre uno y tres bacilos, llegan al alveolo y son fagocitados por los macréfagos
alveolares. Unos bacilos son destruidos y otros pueden resistir los mecanismos defensivos
celulares [14]. La repercusidn sobre el pulmdn se traduce en dos situaciones patoldgicas

distintas como se aprecia en la figura 2.
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® Primoinfeccién tuberculosa subclinica: ocurre por el contacto con el bacilo
tuberculoso. Se caracteriza por la ausencia de sintomas vy signos clinicos,
radioldgicos y bacteriolégicos. Sin embargo, la prueba de tuberculina es
positiva.

e Enfermedad tuberculosa: manifestaciones clinicas, radioldgicas,

bacterioldgicas e inmunoldgicas [15].

Lesion M tuberculosis

Células T Linfonodos con lesion
primaria y sin lesion
Células infectados con
gigantes k5 micobacterias
espumosas T persistentes
:
r
5
Macréfago 1
infectado bt Enfermedad
H secundaria

Centro caseificado que inhibe el
crecimiento bactenano

Micobacteria
persistente en
tejidos sin lesion

Figura 2. Persistencia de micobacterias. Tomado de Stewart G. et al. 2003. Tuberculosis: a
problema with persistence. Nature Rev Microb. 1(2): 97-105.
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1.6. Virulencia

M. tuberculosis no posee factores de virulencia clasicos como otras bacterias patégenas
(toxinas, etc). Experimentalmente la virulencia se mide en términos de sobrevida y se
refiere al porcentaje de animales infectados que mueren debido a la infeccién. Otro
parametro importante asociado con virulencia es la carga bacteriana, es decir, el nUmero
de micobacterias encontradas en un hospedero infectado después de la infeccidn inicial. La
morbilidad es medida por analisis histopatoldgicos ya que el dafio al pulmén causado por la
bacteria produce anoxia debido a la obliteracidon de las células del parénquima pulmonar
involucradas en la captura de oxigeno, asi como la obstruccidn de bronquiolos por los
granulomas y liberacidn de sangre durante la ruptura de granulomas con licuefaccién en el

tejido adyacente. Esta anoxia lleva a la muerte [10].

1.7. Respuesta inmune

1.7.1. Macrofagos, células NK y neutréfilos; su papel ante M. tuberculosis

Aunque M. tuberculosis puede estar presente fuera de la célula, es primordialmente un
microorganismo intracelular cuyo habitat preferido es el macréfago. La fase inicial de la
respuesta ante el bacilo corresponde a lainmunidad innata y en ella participan macréfagos,

células NK y neutrdfilos [20, 21].

La internalizacidon de la micobacteria al macréfago se da a través de la interaccion de

diversas moléculas de superficie con la micobacteria. Algunas de estas interacciones
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estimulan vias de activacion, mientras que otras favorecen la supervivencia intracelular de
la micobacteria al inhibir la maduracién del fagosoma [22]. Existe heterogeneidad en los
eventos iniciales de la infeccidon por la micobacteria, aquellas interacciones que medien la

activacion de los macrdfagos permitirdn a este fagocito la destruccidn del bacilo [20, 22].

El macréfago activado tras la fagocitosis del bacilo produce IL -12, citocina importante de la
respuesta inmune innata y fundamental en la induccion de la respuesta inmune celular
adaptativa frente a micobacterias [23]. IL -12 induce en células NK la produccion de IFN- y.
El IFN-y es la principal citocina activadora de macroéfagos, y una citocina critica para el
control de la infeccidn como parte de la respuesta inmune innata inicial y mas tarde de la
respuesta celular adaptativa [22]. La estimulacion del macréfago con IFN-y promueve la
maduracion del fagosoma; a la par de la produccién de especies reactivas del oxigeno y

nitrogeno [24].

Entre las citocinas secretadas por el macréfago activado también se encuentran IL-1 vy
TNFa. Ambas son mediadores de la respuesta inflamatoria aguda que favorecen el
reclutamiento celular al sitio de la infeccidn por la micobacteria. Los macréfagos circulantes
reclutados en pulmdn mediante el efecto de estas citocinas, asi como de otros factores adn
no bien conocidos, se activan y forman agregados que posteriormente se rodearan de
linfocitos T CD4 +y T CD8 + constituyendo lo que se conoce como granulomas. Este patrén
de respuesta inflamatoria es distintivo de la tuberculosis y en él son ademas importantes

IFN-y y linfotoxina-a [25].
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1.7.2 Linfocitos T CD4+

El arribo al pulmdn de las células T CD4+ y su presencia en los granulomas marca el inicio
de la participacidén de la siguiente fase de la respuesta inmune ante la micobacteria. La

respuesta inmune adaptativa.

Ademas de los macrofagos las células dendriticas residentes en el pulmdn tienen también
contacto inicial con la micobacteria. Estos dos elementos celulares, y en particular, de forma
predominante la célula dendritica, mediante la presentacion de antigeno a células T, y
mediante la produccion de ciertas citocinas, proveen los elementos necesarios para el
establecimiento de la respuesta inmune adaptativa. Las células dendriticas han demostrado
ante estimulos inflamatorios inducidos por la inhalacion bacteriana, incrementar su
migracion a los ganglios linfaticos regionales, a la vez que son reclutados a la via respiratoria
nuevas representantes de esta poblacidon también con mayor celeridad [24, 26, 27]. Una vez
en el ganglio seran importantes en la presentacién antigénica a células Ty por ende en la
induccion de la respuesta inmune adquirida. Estos fendmenos ocurren en los primeros dias

de la infeccidn [24, 27].

Los linfocitos T, una vez activados tras la presentacidn antigénica en los ganglios hiliares,
migran hacia el pulmdn para participar en el control de la infeccién micobacteriana [27]. De
este modo, durante los primeros dias de la infeccion, mientras la Unica que opera en el sitio
de la infeccidn es la inmunidad innata, la mayoria de las células obtenidas por lavado
bronquial en ratones infectados, son macréfagos, mientras que al final de la segunda

semana y hasta el final del cuarto mes de infeccion predominan los linfocitos T [28]. La
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proporcidn de linfocitos T CD4+ es semejante a la de linfocitos T CD8+ [28, 27]. En periodos
avanzados de la enfermedad murina se ha informado también predominio de linfocitos CD8

[28].

La participacion de los linfocitos CD4 en el control de la infeccion es de primordial
importancia. Ratones C57BL/6 infectados por via intravenosa con M. tuberculosis, muestran
una fase inicial de la infeccién con incremento de la carga bacteriana e inician el control de
la infeccidn a las tres semanas, no sucumben ante la infeccién y muestran cargas bacilares
relativamente bajas [29]. Por el contrario ratones “Knock out” para CD4, son incapaces de
controlar la infeccién con TB y mueren con grandes cargas bacterianas (aproximadamente
100 veces superiores a las de animales control). La importancia de los linfocitos T CD4+ es
también evidente en el humano, en la cual pacientes infectados con el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) son mucho mas susceptibles a la infeccion por el bacilo o

su reactivacion, debido a su déficit de linfocitos T CD4+ [29].

Se considera a los linfocitos T CD4+ como la principal fuente de produccion de INF-y durante
la infeccidn por TB [29]. El IFN-y como ya se ha mencionado es un mediador central en la
proteccion frente al bacilo tuberculoso ya que activa los mecanismos microbicidas de los
macroéfagos reclutados al pulmon, en particular la produccion de intermediarios reactivos
del nitrégeno. Entre los intermediarios reactivos del nitrogeno se encuentra el éxido nitrico
(NO), que al menos en el ratdn, juega un papel central. En el contexto de la respuesta
inmune frente a microorganismos la enzima responsable de la produccién de éxido nitrico,
es la sintetasa inducible de 6xido nitrico (iNOS). En ratones “Knock out” para CD4 se ha

observado que iNOS, detectada por inmunohistoquimica, se expresa inicialmente en menor
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cantidad de granulomas que en ratones control [29]. Esta diferencia desaparece sin
embargo, hacia el fin de la tercera semana de infeccién. La formacién de granulomas
muestra un efecto semejante. Los granulomas en los ratones “Knock out” para CD4 se hallan
menos organizados y son menos que en los ratones control en los estadios iniciales. Esta
diferencia muestra una cinética semejante a la de la expresién de iNOS [29]. Asi pues el
principal papel de los linfocitos T CD4+ en el control de la infeccidn parece ser la produccién
temprana y en cantidades suficientes de IFN-y que permita la adecuada activacién
macrofagica, la promocion de los mecanismos microbicidas y el control temporal de la

infeccion [29].

1.7.3. Tuberculosis y la respuesta Thly Th2

Se ha hablado mucho al respecto de la participacién de dos poblaciones de células T CD4+
con diferente patrén de secrecion de citocinas en relacion a la respuesta inmune protectora

ante la tuberculosis, a saber, los linfocitos T CD4+ Thly Th2.

La produccién de IFN-y e IL-2 caracteriza los linfocitos Th1, mientras que la produccién de
IL-4 e IL-13 caracteriza a los linfocitos Th2 [30]. Ambas subpoblaciones se desarrollan a
partir de los mismos precursores, linfocitos T CD4+ virgenes sin polarizacion en su
produccién de citocinas, denominados ThO. El desarrollo de las subpoblaciones Th1l y Th2
depende de la forma y el microambiente en los que se lleva a cabo la presentacion
antigénica y la activacidn. La principal citocina inductora en la diferenciacion hacia células
Thl es la IL-12 [30]. El desarrollo de las células Th2 parece ser inducido por IL-4. Una vez

que las células T estimuladas han comenzado a diferenciarse hacia una de las dos
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subpoblaciones, las citocinas que estas producen amplifican su propio crecimiento vy

suprimen el de la otra subpoblacién Thl o Th2 segun sea el caso [30].

Como ya se ha comentado ampliamente el IFN-y, es una citocina esencial para el control de
la infeccion por el bacilo y su principal fuente de produccion al inicio de la infeccion por M.
tuberculosis son precisamente las células T CD4+ y especificamente la subpoblaciéon Thi.
Las células Thl favorecen ademas otras ramas de la inmunidad protectora ante la
micobacteria al promover la diferenciacion y activacion de linfocitos citotdxicos T CD8+, y
la produccion de anticuerpos de isotipo 1gG2a e IgG3 en el ratdn que activan complemento,
se unen con gran afinidad a receptores RFcy, y permiten de esta manera la opzonizacion
bacteriana vy la lisis mediada por complemento [30]. Entre los diferentes grupos de
investigacidon en tuberculosis se esta de acuerdo en el hecho de que la subpoblacién de
células T CD4+ Th1 constituye el elemento central indispensable en lainmunidad protectora

ante M. tuberculosis.

Los linfocitos CD4+ de tipo Th2, por su parte, constituyen una poblacién inadecuada para
contener a la micobacteria. Estas células producen principalmente IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-
13, y promueven principalmente una respuesta de tipo humoral, en la que predominan
ademas anticuerpos de isotipo IgG1 e IgE. Estas células no promueven de modo efectivo la
inmunidad celular requerida para el control de la micobacteria e incluso algunas de las
citocinas que producen tienen efectos antagdnicos sobre las producidas por células de tipo

Th1[31].
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No obstante lo anterior, la participacion de los linfocitos T CD4+ de tipo Th2 en la patogenia
de la tuberculosis ha sido motivo de debate. Diversos grupos de investigacion han
encontrado evidencias de la asociacidén entre la presencia de tuberculosis y una respuesta
de linfocitos Th2. En ratones de la cepa Balb/c se ha visto un incremento de la poblacién de
linfocitos Th2 tras la aparicion inicial de linfocitos Th1l y en fases tardias en la infeccidn. Este
incremento ademas se halla asociado a la reactivacion de la enfermedad en infecciones
latentes experimentales [32], a una mayor extensién de ésta [28, 33] y a datos de progresion
[28, 33, 34]. En estudios en humanos se ha asociado este patrén de respuesta en células de
sangre periférica con la extension o presencia de lesiones pulmonares en sujetos enfermos
de tuberculosis [35,36]. En contraposicidon, otros autores no corroboran estos hallazgos, y
asi empleando otras cepas de ratones, aun cuando también encuentran presente esta
poblacién de linfocitos Th2 en fases tardias, no es de igual magnitud, ni guarda correlacién
con la progresion microbioldgica de la enfermedad [37, 38, 39]. En el humano algunos

grupos también han informado ausencia de un patrén de respuesta con linfocitos Th2 [40].

Pese a la controversia en torno a la participacion de un patrén de respuesta de tipo Th2 en
la patogenia de la tuberculosis, datos recientes han permitido fundamentar de manera
contundente su participacion en el dafio tisular en la tuberculosis, en especifico en la

presencia de necrosis y fibrosis [33, 34].

Asi pues la participacion de los linfocitos T CD4+ tipo Thl constituye el elemento central

indispensable en la inmunidad protectora ante M. tuberculosis.
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1.7.4. Células T CD8+ y su papel ante M. tuberculosis

Aunque lejos de tener el papel central de los linfocitos T CD4+, los linfocitos T CD8+
participan también en el control de la infeccion. La deplecion de linfocitos T CD8+ mediante
el empleo de anticuerpos selectivos afecta el control de la infeccidn [24]. La transferencia
de células T CD8+ en ratones inmunodeficientes confieren proteccion contra la
diseminacion de micobacterias como el bacilo de Calmette-Guerin [41]. Aunado a lo
anterior, las células T CD8+ son responsables de la proteccidn transitoria observada en fases
tempranas de la infeccidén en ratones viejos [42]. Y parecen ser mas importantes que las
células T CD4+ en el control de la infeccidn en la tuberculosis en estado latente [43]. Los
linfocitos T CD8+ pueden producir IFN-y de manera semejante a los linfocitos T CD4+. Sin
embrago, la principal funcidn que se les atribuye es citotéxica. Mediante la lisis de células
infectadas del hospedero, las células T CD8+ pueden exponer bacilos que se hallen dentro
de células ineficientes para eliminarlos, como por ejemplo macréfagos inactivados.
Recientemente se ha observado que células T CD8+ que expresan granulicina y perforina

pueden lisar también directamente a la micobacteria [44].

1.8. Modelos animales para el estudio de M. tuberculosis

El uso de animales de experimentacion para el ensayo preclinico de la eficiencia de nuevos
productos antimicrobianos es de gran importancia, pues en ellos se puede evaluar la
actividad esterilizante de los nuevos antibidticos con capacidad antituberculosa, estos

idealmente, deberian eliminar la carga bacteriana mejorando el estado histofuncional de
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los tejidos afectados o deberan reducir la duraciéon de la terapia sin sacrificar su eficacia, lo
cual incrementara la culminacién exitosa del tratamiento ahorrando recursos, previniendo

recaidas y la emergencia de cepas multifarmaco-resistentes [45].

Debido a que la via de infeccidon aérea es la mds importante en la enfermedad humana, se
considera que esta es la idénea en los modelos animales de tuberculosis. Esta es mas
especifica para evaluar la enfermedad pulmonar y hay una mejor correlacién entre la dosis
empleada del medicamento y la eliminacién de la carga bacteriana evaluada por la

determinacién de unidades formadoras de colonia (UFC) [45].

Los tres mejores modelos animales para el estudio de la enfermedad son: el ratdn, los
cobayos y los conejos, cada uno tiene sus ventajas y desventajas. El raton es el mas
frecuentemente usado debido a que su genoma se encuentra bien estudiado, existe gran
disponibilidad de reactivos para medir niveles de citocinas, y su bajo costo de
mantenimiento relativo a otros animales. Otra gran ventaja para los experimentos en ratén
es que hay cepas hibridas que muestran diferentes niveles de resistencia a M. tuberculosis,
también, cuando es empleada una dosis adecuada, la micobacteria crece sin ningun
impedimento en los pulmones del ratdn en un lapso de 2 a 4 semanas [46]. Una desventaja
es que la progresién de tuberculosis en ratdn es diferente a la del humano, debido a que el
ratdn, en general, no es tan sensible a la enfermedad como otros modelos animales en los
gue se pueden estudiar infecciones crdnicas mas parecidas a las humanas. Los cobayos son
muy sensibles a M. tuberculosis, y las fases de la enfermedad, incluyendo los estadios

tempranos como formacion de granulomas, en este animal, son similares a los humanos,
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las desventajas son la carencia de cepas y reactivos asi como el alto costo de mantenimiento

[47].

El modelo de conejo tiene una gran ventaja sobre los otros modelos animales, los
granulomas pulmonares formados durante la enfermedad muestran la misma progresion
observada en casos avanzados de tuberculosis humana, las desventajas del conejo son

similares a las de los cobayos [47].

1.9. Modelo murino de tuberculosis pulmonar experimental.

Diferentes estudios realizados en humanos y modelos animales han mostrado que en
tuberculosis el balance de citocinas Thl y Th2 estd relacionado con la inmunopatogénesis
de la enfermedad. Asi, las células Th1l protegen contra la infeccion mediante la secrecion
de IFN- vy, el cual activa macrofagos para contener y aniquilar la mycobacteria intracelular
con mayor eficiencia. El IFN-y también induce la presentacion antigénica mediante la
regulacién de la expresidn de proteinas del Complejo Mayor de Hsitocompatibilidad (MHC).
Por el contrario las células Th2 estan asociadas con la fase crdnica y progresiva de la
enfermedad al secretar IL-4, IL-5 e IL-10 las cuales polarizan la respuesta hacia una

respuesta humoral, suprimiendo asi la inmunidad mediada por células [49,50].

Considerando que la tuberculosis es principalmente una enfermedad pulmonar, el grupo
de trabajo del Dr. Rogelio Hernandez Pando del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion “Salvador Zubirdn” designd un modelo murino experimental de tuberculosis
pulmonar, inducida por la inoculacion intratraqueal de bacterias vivas y virulentas de M.

tuberculosis. Ellos demostraron que cuando la tuberculosis pulmonar es inducida en el ratéon
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inoculando con bacterias vivas y virulentas de M. tuberculosis por la via natural de infeccion,
dos diferentes fases inmunoldgicas y anatdmicas toman lugar. La primera, o fase aguda se
caracteriza por un infiltrado inflamatorio intersticial, perivascular y peribronquial y la
formacién de granulomas, con un predominante patrén de citocinas Thl. La segunda o fase
crénica, esta representada por neumonia, fibrosis, necrosis y un balance de citocinas Th2

[51].

1.10. Vacuna BCG.

La vacuna BCG (bacilo de Calmette-Guérin), desarrollada por los cientificos franceses que le
dan el nombre en la ultima década del siglo XIX, es la Unica vacuna disponible actualmente
contra TB. Los efectos secundarios de esta vacuna resultan tolerables y confiere una buena
proteccion contra las formas diseminadas y meningeas de la tuberculosis, sin embargo, la
proteccion que confiere contra la forma pulmonar prevalente de la enfermedad, dista de
ser la ideal. Diversos estudios han mostrado que la proteccién conferida por esta vacuna
resulta en una eficacia de alrededor del 50%, lo cual hace de la BCG una vacuna poco

satisfactoria.

El desarrollo de una nueva vacuna no constituye un reto trivial pues, tomando en cuenta
que ratones que han sido sanados con antifimicos, no se encuentran protegidos de una
segunda infeccidn y el hecho de que, incluso en aquellos casos donde el individuo presenta
una infeccidén latente, este puede ser reinfectado. Se puede decir pues, que una vacuna
contra TB debe provocar una respuesta inmune superior a la que la misma M. tuberculosis

es capaz de inducir [52].
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1.11. Utilizacidn de péptidos sintéticos como inmundgenos.

El desarrollo de vacunas sintéticas contra enfermedades infecciosas ha alcanzado un
notable éxito en las ciencias médicas. Durante la década pasada, se desarrollaron nuevas
estrategias de vacunacidn, lo que devolvié el optimismo de que un control efectivo de los
agentes patégenos mediante la vacunacién podria ser posible. Sin embargo, las vacunas
para muchos patégenos extendidos por todo el mundo, incluyendo el VIH, el virus de la

hepatitis, la malaria y la tuberculosis, son a dia de hoy todavia inefectivas.

El arsenal de inmunizacion tradicional incluye vacunas que utilizan virus nuevos atenuados,
organismos inactivados, como es el caso de la vacuna BCG, proteinas enteras de los agentes
infecciosos y mas recientemente, ADN. Las vacunas basadas en péptidos sintéticos ofrecen
varias ventajas respecto al uso de proteinas enteras en términos de pureza, consistencia
entre distintos lotes, coste de la produccidn y una alta especificidad en la respuesta inmune
inducida. Otro beneficio de este tipo de vacunas es que al enfocarse en el uso de epitopos
definidos se eliminan las porciones antigénicas que pueden llegar a ser perjudiciales en el
desarrollo de la respuesta inmune, como es el caso de la secuencia oncogénica de la

proteina del Antigeno Nuclear del virus de Epstein- Barr (EBNA) [54].

El uso de péptidos sintéticos para vacunacidn representa una atractiva alternativa dada su

simplicidad y seguridad.

La mayoria de los estudios con vacunas peptidicas se han realizado en enfermedades

virales, sin embargo el uso estas vacunas en patégenos mas complejos como M.
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tuberculosis ha sido dificil ya que este tipo de organismos presentan numerosos epitopos

y el establecimiento de la respuesta de células T es un proceso complejo.

La utilizacidon de vacunas sintéticas formadas de péptidos fue descrita a principios de los
afios 80, Thomas P. Hopp y su grupo de investigacién encontraron que se podia obtener
una mejora significativa en la respuesta antigeno-anticuerpo cuando se utilizaban péptidos
sintetizados quimicamente conteniendo epitopos del virus de la hepatitis B conjugados a

dos cadenas de acido palmitico [53].

1.12. Péptidos inmunoterapéuticos: p4, p12 y p36.

El grupo de investigacion del Dr. Benito Antdn Palma del Instituto Nacional de Psiquiatria
caracterizdo mas de 500 secuencias peptidicas procedentes de leucocitos humanos
obtenidos de donadores sanos. Muchas de estas secuencias presentan caracteristicas
estructurales muy similares a regiones de proteinas presentes en microorganismos
patégenos incluyendo a M. tuberculosis. En base a esto se desarrollaron péptidos sintéticos
para probar su capacidad inmunogénica contra diversas enfermedades. Uno de los
primeros experimentos realizados con estos péptidos se llevé acabo en el laboratorio de
Patologia Experimental del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubirdan donde péptidos homodlogos a secuencias de proteinas presentes en M.
tuberculosis indujeron una alta produccién de IFN-y en cultivos in vitro de células
pulmonares de ratén. Los péptidos denominados p4, p12y p36 mostraron tener una mayor

capacidad de inducir la produccién de esta citocina en los cultivos. (Publicacidn en proceso).
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Es importante mencionar que la estructura quimica de los péptidos p4, p12, y p36 vy su
homologia con moléculas de la bacteria se conocen en detalle pero por cuestion del proceso

de obtencidon de una patente no son expuestas en este trabajo.
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1. JUSTIFICACION

La tuberculosis es una enfermedad reemergente a nivel mundial; aun cuando existe
tratamiento, este es abandonado en la mayoria de los casos, lo que favorece la aparicidon

de cepas MDR.

Multiples esfuerzos para frenar el creciente numero de nuevos casos de tuberculosis se
concentran especialmente en la busqueda exhaustiva de métodos diagndsticos tempranos,
procedimientos terapéuticos, y disefio de nuevas vacunas que logren superar la efectividad
de la actual vacuna BCG. Por esta razén es necesario poner énfasis en el desarrollo de

nuevas estrategias de prevencion para erradicar la enfermedad.

La administracidn en ratones con los péptidos inmunoterapéuticos: p4, p12 y p36 promete
ser una herramienta importante en la prevencion de la tuberculosis pulmonar progresiva
en el modelo murino, dada su eficacia para inducir la produccion de IFN-y en pruebas in
vitro, creemos que puede tener un papel importante en la proteccion contra la infeccion ya
gue el IFN-y es clave en el establecimiento de una respuesta protectora ante M.

tuberculosis.
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lll. OBJETIVOS

3.1. General

e Evaluarsila administracion de los péptidos inmunoterapéuticos p4, p12y p36 tiene
un efecto protector contra Mycobacterium tuberculosis cepas MDR y Beijing en un

modelo murino de tuberculosis pulmonar experimental.

3.2. Particulares

e Evaluarla sobreviday carga bacilar en los ratones inmunizados después del reto con
las cepas de M. tuberculosis MDR y Beijing.

e Comparar el efecto protector de los péptidos p4, p12 y p36 contra la vacuna BCG.
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IV. HIPOTESIS

® La inmunizacidn de ratones con los péptidos p4, pl2 y p36 conferird una mayor
proteccion ante la infeccion con M. tuberculosis MDR y Beijing, prolongando la

sobrevida de los ratones y disminuyendo la carga bacilar en pulmén.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Animales de experimentacion.

Para la realizacion de este experimento se utilizaron ratones singénicos Balb/c machos del
bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiranentre. Se
mantuvieron en un ambiente controlado con aire filtrado, con agua, alimento (Harlan,
Taklad lab) y ciclos de luz de 12 x 12 horas. La edad de los ratones fue de 6 y 8 semanas al
inicio del experimento. El protocolo de este estudio fue aprobado por el comité de ética
para la experimentacion en animales del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutriciéon

“Salvador Zubiran”.

5.3. Inmunizacion de animales con los péptidos (p4, p12, p36)

Los animales fueron distribuidos en 12 grupos de 10 ratones para ser inmunizados con los
péptidos via subcutanea una vez por semana durante un mes. La dosis administrada
semanalmente fue de 100 pul del péptido por ratdon a una concentracidon de 50ug utilizando

solucidn salina como vehiculo.

Los grupos experimentales fueron:

1y 2.- Grupos control que solo recibieron el vehiculo, solucién salina fisioldgica.

3y 4.- Grupos vacunados con BCG.

5y 6.- Grupos inmunizados con el péptido (p4).
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7 y 8.- Grupos inmunizados con el péptido (p12).

9y 10.- Grupos inmunizados con el péptido (p36).

11y 12.- Grupos inmunizados con un “pool” que incluye los tres péptidos (p4, p12 y p36).

5.4. Crecimiento y preparacion de las micobacterias para el reto

Las cepas de mycobacterium tuberculosis Beijing y MDR fueron crecidas en medio liquido
7H9 midlebrook con ADC, a 37°C con 5% de CO;, durante 28 dias. El cultivo se mantuvo
hasta una densidad dptica de 0.6 a 600nm. La biomasa bacteriana fue recolectada por
centrifugacién (2500rpm, por 20 minutos). Las micobacterias fueron resuspendidas en 10
ml de solucidén salina fisioldgica con 0.05% Tween 80 (SIGMA) y 5 ml de perlas de vidrio
estériles (0.5mm). Los agregados micobacterianos se disgregaron con agitacion vigorosa
durante 1 minuto con la ayuda de un aislador vortex, posteriormente se dejaron reposar
por otro minuto, este procedimiento se repitié 10 veces. Después, la suspension bacteriana
se centrifugd a 2500 rpm durante 10 minutos.

El proceso de disgregacion se repitio nuevamente bajo las condiciones previamente
mencionadas, pero esta vez las micobacterias fueron centrifugadas a 1500 rpm por 10
minutos, para colectar una suspension con bacterias totalmente separadas, presentes en el
sobrenadante. El sobrenadante fue colectado y centrifugado a 3000 rpm por 20 minutos. El
paquete celular fue lavado dos veces con solucion salina fisioldgica estéril (SSF) y

centrifugado a 3000rpm. Finalmente, después del segundo lavado, las micobacterias fueron
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resuspendidas en un volumen de 5 ml de SSF estéril. Esta suspension se destind para

determinar el nUmero de bacterias viables.

5.5. Determinacion de la viabilidad de las micobacterias

A partir de la suspensidon micobacteriana, se realizé una dilucién con PBS estéril, pH 7.4
(1:100). Se tomé 1ul de suspension, se adicionaron 49ul de PBS y 50ul de DAF solucion de
trabajo. El DAF (5 mg de diacetato de fluoresceina (SIGMA) disueltos en 1 mL de acetona
fria, solucién stock, la solucién de trabajo, se toman 12. 5 pl de solucidon concentrada de
diacetato de fluoresceina y se colocan en 1ml de PBS libre de Ca y Mg). Esta dilucion fué
incubada por 20 minutos en obscuridad vy después con la ayuda de una Camara de
Neubawer se realizd el conteo de las bacterias vivas, aquellas que procesaron
metabodlicamente el colorante y tomando en cuenta la dilucidon correspondiente. La

suspension de micobacterias se ajusté a una concentracion de 250 000 bacterias/ 100pl.

5.6. Reto de animales con Mycobacterium Tuberculosis cepas MDR vy Beijing

Dos meses después de concluida la inmunizacién con los péptidos y los grupos vacunados
con BCG, los animales fueron anestesiados por inhalacién con éter y posteriormente
infectados por via intratraqueal utilizando una canula ajustada a una jeringa de insulina
(1ml). Para inducir una tuberculosis pulmonar progresiva, los ratones fueron infectados con
2.5x10° UFCs suspendidas con PBS ajustado a un volumen de 100 pl para cada ratén. Los

grupos 1, 3,5, 7, 9 y 11 fueron infectados con la cepa MDR y los grupos 2, 4, 6,8, 10y 12
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con la cepa Beijing. Todo el experimento, asi como el sacrificio de los animales se realizé en

campanas de bioseguridad nivel III.

5.7. Determinacion de la carga bacteriana (UFC)

Se realizaron dos tiempos de sacrificio de los animales, a los dos y cuatro meses después
del reto. Para determinar la carga bacteriana se tomaron los pulmones por cada tiempo de
sacrificio. Después del sacrificio, por exsanguinacion, el pulmdn se colocd en un criotubo y
se congeld inmediatamente en nitrégeno liquido. Posteriormente fueron almacenados a -

70°C hasta su uso.

Para la realizacién de las UFC los pulmones fueron descongelados y homogeneizados en 3
ml de solucién salina isoténica, empleando un homogeneizador de tejidos ( Polytron,
Kinematika, Lucerna, Suiza). A partir del homogenizado inicial se hicieron cuatro diluciones
seriadas 1:10. Se sembraron por duplicado 20 ul del homogenizado inicial y de cada dilucién
en medio Middlebrook 7H10 (Difco, Difco Labs, Detroit, MI, USA) al que se agregd un aditivo
rico en acido oléico, albumina, catalasa y dextrosa (OADC) (Difco, Difco Labs, Detroit, M,
USA). Los medios se prepararon en el laboratorio y se sometieron a prueba de esterilidad
antes de su uso. Los cultivos se incubaron a 37° C en una atmdsfera de CO2 al 5% por 21
dias. A partir del dia 14 de incubacidn y hasta que transcurrieron los 21 dias, se revisaron
peridodicamente las placas y se contd en un microscopio estereoscépico el nimero de

unidades formadoras de colonias (UFC) para cada muestra, se tomd en cuanta en cada
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muestra solo la dilucién que mostrara entre 30 y 300 UFC, y en cada caso se calculd el

promedio de las cuentas obtenidas para las dos siembras de esa dilucion.

Durante todo el tiempo del experimento, a partir del reto, hasta el segundo tiempo de

sacrificio se cuantifico diariamente la sobrevida de los animales en todos los grupos.

5.8. Analisis estadistico

Se utilizé la prueba t de Student para determinar la significancia estadistica de las UFCs;

un valor de P=0.05 se consideré significativo.
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VI. RESULTADOS

6.1. Sobrevidas

Debido a que M. tuberculosis no posee factores de virulencia clasicos como otras bacterias
patogenas (toxinas, etc), Uno de los parametros utilizados para la realizaciéon de este
experimento fue medir la virulencia en términos de sobrevida y esta se refiere al porcentaje
de animales infectados que mueren debido a la infeccidn. Los ratones fueron monitoreados
diariamente durante todo el experimento, contando el nimero de ratones que murieron
a lo largo de los cuatro meses, esto en el caso de los animales retados con la cepa MDR ya
gue los infectados con Beijing enfermaron en un periodo de tiempo mas corto, por esta

razon el conteo se realizé durante 10 semanas.

En el reto con MDR, como se aprecia en la figura 3, los ratones inmunizados con los péptidos
p4 y p36 alcanzaron un 80 y 70 porciento de sobrevida respectivamente, teniendo un
desempefio importante en cuanto a sobrevida se refiere, esto considerando que el grupo

de animales vacunado con BCG se comporto de forma similar.

Se propuso la idea de introducir al experimento un coctel peptidico (pool) que englobara
al p4, p12 y p36 a manera de ser mas inmunogénico que los péptidos por separado, sin
embargo, este presentd un pobre desempeiio al acelerar la progresion de la enfermedad
ya que para el segundo mes la caida poblacional fue superior al 50% llegando a cero tres

semanas después.
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El grupo control alcanzo un 60% de sobrevida para el segundo mes, manteniéndose asi

hasta el final del experimento, sin embargo los ratones presentaban una pérdida de peso

importante vy dificultad para respirar.
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Figura 3. Porcentaje de sobrevida para animales infectados con M. tuberculosis MDR.

En el reto con Beijing (figura 4), los péptidos no presentaron resultados sobresalientes en

cuanto a sobrevida se refiere, ya que todos los ratones murieron al segundo mes, siendo

el grupo p4 el mas sobresaliente teniendo un 30% de sobrevida, manteniéndose asi hasta

el final del experimento.

El grupo inmunizado con la vacuna BCG fue muy superior a los péptidos manteniendo el

100% de sobrevida para el final del experimento, sin embrago, los animales presentaban
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sintomas severos de la progresion de la enfermedad como pérdida de peso y dificultad al

respirar.
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Figura 4. Porcentaje de sobrevida para animales infectados con M. tuberculosis Beijing.

6.2. Carga bacilar

Otro parametro utilizado para evaluar la efectividad de los péptidos utilizados en la

inmunizacion fue el conteo de unidades formadoras de colonias (UFC’s) ya que el

crecimiento bacteriano esta relacionado con la progresion de la enfermedad.

Los grupos de animales retados con M. tuberculosis cepa MDR presentan un

comportamiento similar en cuanto a la carga bacilar en pulmén para el primer tiempo de
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sacrificio (mes dos después del reto), sin embargo, como se aprecia en la figura 5, el grupo

p4 presenta un conteo muy inferior al resto manteniéndose por debajo del millén de UFC's.

as Conteo de unidades formadoras de colonia cepa MDR

3.5

2.5
2 HTl
aT2

Millones de UFC
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0 — | |

Ctrl BCG P4 P12 P36 Pool

Grupos

Figura 5. Carga bacilar para los distintos grupos de animales infectados con M. tuberculosis MDR,
donde se muestran los dos tiempos de sacrificio. Tiempo 1, dos meses post-infeccion (T1) y tiempo
2, cuatro meses post-infeccioén (T2).

Para el cuarto mes la carga bacilar en pulmén desciende de manera significativa en todos
los grupos con excepcion del grupo control donde el conteo de UFC’s alcanzd los 3
millones. El Unico grupo donde no fue posible realizar el conteo al tiempo dos fue el coctel

peptidico (pool), ya que en este grupo todos los ratones habian muerto para la semana 11
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post infeccion. Una vez mas el grupo p4 se mantuvo por debajo del resto al tener una carga

bacilar de 250, 000 UFC al segundo tiempo de sacrificio.

En el caso de los animales retados con M. tuberculosis cepa de Beijing (figura 6) los tiempos
de sacrificio se realizaron en un periodo de tiempo menor a diferencia de los retados con M.
tuberculosis MDR debido a que la progresion de la enfermedad y manifestaciones clinicas
se presentaron rapidamente, acelerando la muerte de los ratones. Los tiempos de sacrificio
se realizaron alas 5 y 10 semanas post reto. Al tiempo uno de sacrificio la carga bacilar no
es tan elevada como como en los animales retados con MDR, sin embargo, las
manifestaciones clinicas de la enfermedad se presentaron de manera mds acelerada, por
este motivo en los grupos inmunizados con: p12, p36 y el pool no fue posible realizar el
conteo bacteriano al segundo tiempo de sacrificio ya que todos los ratones habian muerto
para la semana 8. En los grupos restantes la carga bacilar aumenté de manera considerable

para el final del experimento.
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Figura 6. Carga bacilar para los distintos grupos de animales infectados con M. tuberculosis Beijing,
donde se muestran los dos tiempos de sacrificio. Tiempo 1, 5 semanas post-infeccion (T1) y tiempo
2, 10 semanas post-infeccion (T2).
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VII. DISCUSION

En base a la controversia causada por la actual vacuna BCG es de vital importancia el
desarrollo de nuevos agentes preventivos eficaces para el control de la tuberculosis en el
mundo. El uso de péptidos sintéticos para vacunacion parece una tarea dificil debido al
grado de complejidad de la respuesta inmune inducida por la M. tuberculosis, sin embargo,
es una propuesta atractiva dada su simplicidad y seguridad para el desarrollo de una futura

vacuna anti TB [54].

La optima evaluacién de la eficacia de nuevas terapias contra la tuberculosis, incluyendo
nuevas vacunas, farmacos y terapias dirigidas al hospedero, requieren un modelo animal
apropiado. En vista de la importancia de la formacion del granuloma y el mantenimiento de
la patogénesis de la TB, es claro que los modelos animales deben mostrar propiedades que
representen en gran medida las caracteristicas observadas en humanos, a pesar de que los
modelos animales actuales no son réplicas exactas de la patogénesis de la enfermedad en

humanos, cada modelo ofrece ciertos atributos.

Una de las razones para utilizar el modelo murino es el bajo costo de los animales y sus

gastos de manutencion con respecto a otras especies.

Por otro lado hay que mencionar las desventajas del modelo murino de tuberculosis, como
son la reduccién de variabilidad genética, que pueda representar a la poblacién humana. La
falta de correlaciéon en ciertos aspectos con la patogenia en humanos como la falta de
necrosis central en los granulomas de ratones infectados por el tracto respiratorio. La

localizacion de los macréfagos y células T en humano y ratdén no son idénticas [55].
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En este trabajo se puso a prueba la capacidad protectora de tres péptidos desarrollados a

partir de secuencias proteicas presentes en M. tuberculosis utilizando un modelo murino.

En cuanto al disefio experimental es importante sefialar que para los retos se utilizaron dos
cepas de M. tuberculosis con diferentes caracteristicas a nivel de virulencia,
drogorresistencia, prevalencia y distribucién en el mundo. Esto con el fin de abarcar un
amplio espectro antigénico ya que en los ultimos afios la aparicion de nuevas cepas mas

virulentas y drogorresistentes va en aumento.

El efecto protector de los péptidos se evalué mediante porcentajes de sobrevida y carga
bacilar en pulmén. La inmunizacién con la vacuna BCG se utilizé a modo de comparar si la
proteccion conferida por los péptidos, si es que la hubiese, se desempena de manera

similar, superandola o si esta por debajo a la proteccion conferida por BCG.

En el grupo de animales retados con la cepa Beijing, El desempefio de los péptidos fue
pobre, los ratones inmunizados con el p4, p12 y p36 no fueron capaces de mantener el
porcentaje de sobrevida de los animales ni de contener o disminuir la carga bacilar en
pulmén. Si bien la vacuna BCG tampoco fue capaz de contener el crecimiento bacteriano,
prolongo la vida de los animales hasta el final del experimento. A pesar de mantenerse el
100% de sobrevida para el final del experimento, la progresidon de la enfermedad fue
notable, los ratones presentaron manifestaciones clinicas importantes como pérdida de
peso y dificultad para respirar. Por otro lado no podemos considerar significativo que la
inmunizacién con BCG mantuviera el 100% de sobrevida ya que los tiempos de sacrificio

fueron muy cortos debido a la hipervirulencia de la cepa utilizada.
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En el grupo de animales retados con M. tuberculosis MDR los ratones inmunizados con p4,
pl2 y p36 mostraron un buen desempefio en cuanto a proteccidn se refiere. Si bien los
porcentajes de sobrevida oscilan entre el 35 y 80 por ciento para el final del experimento,
la carga bacilar en pulmén disminuyd de manera considerable para el segundo tiempo de
sacrificio. Este decremento en la carga bacteriana en pulmén nos indica que la
administracion de los péptidos p4, p12 y p36 confiere inmunidad protectora contra M.
tuberculosis MDR en el modelo murino. En el caso de los ratones vacunados con BCG, la
sobrevida y carga bacilar tuvo un comportamiento similar al de los animales inmunizados
con los péptidos. Si bien el desempefio de los péptidos p4, p12 y p36 estuvo a la altura de
la vacuna BCG en cuanto a porcentajes de sobrevida y carga bacilar al segundo tiempo de
sacrificio, el grupo inmunizado con p4 es sobresaliente al retrasar el crecimiento bacteriano
manteniéndose muy por debajo del resto de los grupos en el conteo de UFCs al primery

segundo tiempo de sacrificio.

Dada la capacidad de los péptidos p4, p12 y p36 para inducir altos niveles de IFN-y en
cultivos de células pulmonares de raton (publicacién en proceso), pensamos que el efecto
protector de los péptidos contra M. tuberculosis MDR en este modelo esta relacionado con
una prolongacién de la fase aguda de la infeccion al mantener un patron de citosinas thi,
la infeccidn con tuberculosis es principalmente controlada por la inmunidad mediada por
células. Citocinas detipo Thl como el IFN-y y citocinas proinflamatorias como TNFa juegan
un papel central en este proceso, mediante la activacion de macréfagos y la expresion de
(iNOS). EI Oxido nitrico producido es esencial, al menos en el ratéon, para eliminar a la

micobacteria intracelular. Esta actividad protectora disminuye si hay un marcado
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incremento de citocinas th2. Este balance de citocinas ante la infeccion con TB se ve

claramente representado en el modelo murino [51].

En ambos grupos de infeccién también se utilizdé un coctel o pool, que incluye a los tres
péptidos en conjunto, esto con el fin de potenciar la inmunidad protectora, sin embargo los
resultados no fueron los esperados. En el caso de los animales retados con MDR este grupo
tuvo el desempefio mas pobre ya que aceleré la progresion de la enfermedad en los
ratones, en cuanto a la carga bacilar no fue posible evaluarla al final del experimento ya
gue todos los animales murieron antes del tercer mes. Es posible que el uso de este coctel
promoviera una respuesta inflamatoria aguda que en este caso fue perjudicial

comprometiendo la salud de los ratones.
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VIIl. CONCLUSIONES

La inmunizacion de ratones con los péptidos p4, pl12 y p36 confiere proteccion
contra M. tuberculosis MDR disminuyendo la carga bacilar en pulmén y prolongando
la vida de los animales.

El péptido p4 presenta un desempeiio sobresaliente disminuyendo la carga bacilar
en pulmén en ratones retados con M. tuberculosis MDR.

La actividad protectora de los péptidos p4, pl2 y p36 no presenta diferencias
significativas a nivel de carga bacilar en pulmdn con respecto a BCG en ratones
retados con M. tuberculosis MDR

No existe actividad protectora por parte de los péptidos p4, pl2 y p36 ante la
infeccion con M. tuberculosis Beijing.

El pool de péptidos tuvo efectos adversos a nivel de sobrevida y carga bacilar en

pulmén, acelerando la muerte de los animales.
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IX. PERSPECTIVAS

El efecto protector de los péptidos p4, p12 y p36 promete ser una herramienta importante
en el desarrollo de futuras vacunas anti TB dada su capacidad de proveer inmunidad

protectora en el modelo murino.

Es posible aumentar la proteccién conferida de estos péptidos al ser conjugados con
moléculas acarreadoras como algunas toxinas a manera de tener una mayor presencia

antigénica.

Si bien los péptidos p4, p12 y p36 tuvieron un desempefio similar a la vacuna BCG contra
M. tuberculosis MDR en el modelo murino, es posible potenciar el desempefno de BCG al

actuar en conjunto con alguno de estos péptidos.

En base a los resultados obtenidos en este trabajo, es importante profundizar en el
conocimiento de la actividad protectora de los péptidos probados a nivel de expresion de
citocinas, pruebas histopatoldgicas y otros parametros que nos permitan caracterizar su
actividad a nivel inmunolégico para comprenderlo mejor y desarrollar nuevos disefios

experimentales que nos permitan mejorar su capacidad inmunogénica.
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