uNNERSlDAD NACIONAL AUTONOMA p MEXICY
49 W >

'n”"ﬂn,._‘\. . ~ 1N 70U “
i i ‘

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

Evaluacién del potencial adyuvante de las
microparticulas de almiddn a la vacunacion con

BCG.
T E S I S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
Bidloga

P R E S E N T A

Alejandra Elizabeth Barrera Rosales

Dra. Silvia Andrea Moreno Mendieta
CONACYyT. Instituto de Investigaciones Biomédicas

Ciudad Universitaria, Cd. Mx., 2017




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.



EVALUACION DEL POTENCIAL ADYUVANTE DE LAS
MICROPARTICULAS DE ALMIDON A LA VACUNACION CON BCG.

Hoja de datos del jurado

1. Datos del alumno
Barrera
Rosales
Alejandra Elizabeth
5591917901
Universidad Nacional Autébnoma de México
Facultad de Ciencias
Biologia
309021889

2. Datos del tutor
Dra.
Silvia Andrea
Moreno
Mendieta

3. Datos del sinodal 1
Dra.
Dulce Adriana
Mata
Espinosa

4. Datos del sinodal 2
Dra.
Beatriz
Ruiz
Villafan

5. Datos del sinodal 3
Dra.
Romina Maria de la Paz
Rodriguez
Sanoja

6. Datos del sinodal 4
Dra.
Mayra
Silva
Miranda

7. Datos del trabajo escrito.
Evaluacion del potencial adyuvante de las microparticulas de almidén a la vacunacion con BCG
64 paginas
2017



Para mi abuelita Amelia Martinez Maldonado, quien me ha ensefiado que el
optimismo siempre abre puertas y que la fuerza interior puede con todo. Eres la

persona mas fuerte que he conocido.

Para mis padres y hermano, que son la luz de mi vida.



RECONOCIMIENTO

Este proyecto se desarroll6 en las instalaciones del Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la UNAM, con apoyo del proyecto PAPIIT IN209316 y en la
seccion de Patologia Experimental del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutriciéon “Salvador Zubiran”, con apoyo de los proyectos de CONACyT,
Frontera de la Ciencia 2015, codigo 115 e IMUNOCANEI contrato: 253053,
agradezco a ambas sedes y al apoyo recibido por parte de los programas

mencionados.



AGRADECIMIENTOS

Quiero agradecer a mi amada familia, por su apoyo incondicional y por creer en
mi tan fervientemente en cada paso que doy. A mi madrecita Dominga Rosales
Martinez, por ensenarme que el amor es lo mas importante en esta vida, por tu
apoyo desde que escribi mis primeros garabatos y por estar dia a dia con mi
hermano y conmigo preparandonos para la vida. A mi pasito Salvador Barrera
Monroy, porque ti has sido mi mas claro ejemplo de constancia,
responsabilidad y dedicacion, por ensefiarme que todo lo puedo lograr si me
esfuerzo y por ensenarme con amor que siempre debo mirar hacia adelante. A
mi pechocho Eduardo Salvador Barrera Rosales, por ser el mejor regalo que la
vida pudo darme, por todas las ensenanzas que me has dado y por todas tus

palabras en cada momento.

A Alejandro Miguel Cisneros Martinez, por todo el apoyo intelectual que me has
brindado, por enriquecernos mutuamente y crecer. Por la paz que me da el estar
a tu lado y porque a partir de ti, veo de otro modo la vida. Gracias por todo tu

amor, que ha sido fundamental en esta etapa de mi vida.

A Luz Maria Martinez Mejia y Miguel Cisneros Ramirez, la familia que elegi, les
agradezco con todo el corazon por todo el apoyo que me han brindado, por su
carino incondicional y por cada consejo que me han dado. Su apoyo ha sido un

pilar muy importante tanto en mi vida como en el desarrollo de este proyecto.

A mis amigos de la carrera, en especial a Angélica Arroyo Bahena, Carlos
Antonio Gonzalez Palma, Andrea Yasmin Lopez Chavez y Armando Rodriguez
Velazquez, por su amistad que hizo de la Facultad un lugar mas acogedor y

divertido.

A mis amigos del Bioterio, profe Agus, Geny, Fanny y Monse, les agradezco
enormemente su amistad y su trato siempre amable y paciente, por hacer de mi

servicio social una experiencia inolvidable.

A mis queridos macacos del Laboratorio de Origen de la Vida, les agradezco

enormemente su amistad y sus palabras de aliento en momentos dificiles. A mi



querido Dr. Tofio Lazcano, por todo tu apoyo siempre y por hacerme sentir

parte del grupo.

A mi querida tutora, la Dra. Silvia Andrea Moreno Mendieta, de manera muy
personal quiero agradecerle por todo su apoyo. Agradezco de verdad haberla
encontrado, ya que su guia ha sido el punto clave de todo este proceso. Gracias

por toda su paciencia en este camino y por seguirme guiando hacia el futuro.

A mis compaieros del Laboratorio C-034 del Instituto de Investigaciones
Biomédicas: Zai, Nathaly, Joce, Alma, Daniel, Silvia, Carlos, Lupita, Lety, Aidé y
Brenda por su compaiia y preguntas que han sido muy importantes para este

proyecto.

También quiero agradecer a mis companeros del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”, por su compaiiia y apoyo en los largos
procesos experimentales, sobre todo a Mayda, Bety, Carlitos, MaFer, Jaquie

Barrios, Yadi, Octavio y Ledn.

Ala Dra. Dulce Mata Espinosa, que con tanta amabilidad y paciencia nos apoy6

en el aprendizaje de los procesos experimentales.

Gracias a la Dra. Romina Rodriguez Sanoja por permitirme estar en su

laboratorio, por todas sus preguntas y valiosos comentarios.

A la Dra. Mayra Silva Miranda y la Dra. Beatriz Ruiz Villafain por sus

comentarios y valiosas retroalimentaciones.

Al Dr. Rogelio Herndndez Pando por permitirme trabajar y aprender en su

laboratorio.



"La vida es una unién simbidtica y cooperativa que permite triunfar a los que
estan asociados”

-Lynn Margulis

“La gente que evita el fracaso, también evita el éxito”

-Robert Kiyosaki

“La ciencia es el alma de la prosperidad de las naciones y la fuente de vida de
todo progreso”
-Louis Pasteur.



Contenido

LISTA DE FIGURAS ...ttt sss s st sss e s s s se s s s as s s sne s naesenasans 10
LISTA DE TABLAS ...ttt sssssasessssssssssssssssssssasssssssassssssssssssssasssssssanssssssanasssssnns 11
RESUMEN ....oooiiiiiiiiiiiiiinniiiistiiiisesiissssissssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssessassssssssssssssssssssssasssssssnns 12
1. INTRODUCCION.......cooiumiuiueeneuesssessstssessstssssssessstssesss s tssessssssssssessstssesasessssssessssssesssessesans 13
2, ANTECEDENTES ........oiiiiiiiinnnninnnnsistssssasssssssssssssss s s sass s sssssssssssssssssssansssessasases 15
2.1 TUBERCULOSIS ......ootiitiiiitieitet ettt sttt ettt et saesr st e et e sa e b sae bt et et eaesa e b e saeere et eaenneneenes 15
2.1.1 Vacunacion COM BOCG................oeceeeeieiieeisisiessieiessieiesssesssssssssssssessssseessssesssnses 17
2.1.2 Modelo Experimental de Tuberculosis Pulmonar Progresiva..................... 17

2.2 ADYUVANTES.......coiiitiitiieiertetetertet et st et es st e e st ns e st sa e s bt s s e s e bt s bt s eb e sa e s st s b et esess e s esesn e nesenaenenes 19
2,21 ClAST ICACION...............ooeeeee ettt ae e anae e 21
2.2.2 Microparticulas de pOIIMEeros........................cocoouneeeneeeseeisseeseeeseesese s 21
2.2.2.1 Microparticulas de almidon modificado .......................oeoevevoesveenennn. 24

2.3 MICROPARTICULAS DE ALMIDON CRUDO COMO VEHICULO DE ANTIGENOS .........c.ccc....... 25
2.4 MICROPARTICULAS COMO REFUERZO Y ADYUVANTE DE LA VACUNA BCG........................ 27

3.  JUSTIFICACION E HIPOTESIS........cosvuueemeumeeneessessesssssssssssesssesssessssssssssssesssesssesssssenss 30
31 JUSTIFICACION......c.uoouiiieiiieiteetesteesteseestetestestesseasesseessensessessessessessssssessensensessessessesssensensensessenses 30
BeZ o HIPOTESIS ...ttt ettt ettt et e et e e teeaaesaaesaeesbeebeeaeeeabeebeesbeesbeeteentesanesaeesaeereenns 30
TR 0.0 33§ N V40 1 30
4.1 OBJIETIVO GENERAL........ooiiiittiitieiteiteeteettesieesteesteetessaesaeesseesseensesnsesssesseessesnsessesnsesnsesseesseensesnes 30
4.2 OBJETIVOS PARTICULARES........cccoteitiiiietieniteieeteetestesueesaeesseesessesssesssesseessesssesnsessesseesseensesnes 31

5. MATERIALES Y METODOS........ccosutniuneisiensansssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssassasssens 31
5.1 DISENO DE GRUPOS Y VACUNACIONS: .......cccviitiiiieieiteeiteeiteesteeireereessesseesseesseesseensesssesssesseessesnns 31

5.2 RETO CON M. TUBERCULOSIS 9005186 GENOTIPO LATINOAMERICANO-

MEDITERRANEO (ILAIM) ...ttt ettt st ete e eteets et e et et e eteenteentesnaesaeesaeesssenseenseensesrnesaeens 33
5.3 OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS.........cccvetitetiiiietiestessseesessssesesessesesessenes 34
5.3.1 Determinacion de carga bacteriana en pulmonm........................cceveveverennnen. 35
5.3.2 Determinacioéon de area afectada por neumonid........................cccoecveveuvnen.. 36
5.4 ANALISIS ESTADISTICO ..........ccoitiitieitieeietieeteeeteeeteeiteeaeseesteesseeeseeseesseeseesteeteesesnsesasesseesseeseenns 36



6. RESULTADOS ......cooiiiiiitiitiitiitisniseiseississississsississsisseisseissesssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssns 37

6.1 PROTECCION CONFERIDA CON LA VACUNA BCG Y LAS MICROPARTICULAS DE ALMIDON

............................................................................................................................................................... 37
6.1.1 CUTVAS A€ SUPCTVIVCIICIA ..............ooeeeieieieeieeeistesie e et ts e et ssssasssessseseaen 37
6.1.2 Carga bacteriana en PUlIMON....................covoveeeiseieieeeeeeeteee e 38
6.1.3 Presencia de MEUIMIOTUI ....................ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeieesseeeessaseseeeessessseses 41

7. DISCUSION w...ucotiimiimniinisssiss s ssssssssss s ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 43
8. CONCLUSIONES Y PROSPECTIVAS ......cttitirttinnnensssnrssssssssssssessssssasssssssssssssesassssasases 48
8.1 CONCLUSIONES ......ooiiiiiiiiiiinieie ettt s s st 48
B2 PROSPECTIVAS .....c.ouiiiiiiiiiitiit ittt sttt bbbt 48
9. BIBLIOGRAFTA ...ttt sssss s s sssssssssssssssssssssssssssssesssses 49
ANEXO I: ANALISIS ESTADISTICOS .......covvvereurerretessssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssens 58



LISTA DE FIGURAS

Fig. 1. MPAs con y sin antigeno como refuerzo de la vacuna BCG.............. 28
Fig. 2. MPAs como adyuvante de la vacuna BCG via S.C........ccccvveeeeeunnnennn. 29
Fig. 3. Estrategia Experimental General.............cccccceoviiieieiiieeiccieeeceee. 32
Fig. 4. Diluciones de UFC para conteo en placa.........ccceceeeveeriiinieniennnene 35

Fig. 5. Supervivencia a la infecciéon con la cepa de virulencia muy alta

9005186 genotipo LAM de M. tuberculosis...........c.eeecueeeecueeecveeecveeecnreeennes 37
Fig. 6. Carga bacilar en pulmones de ratones vacunados por via s.c.......... 39
Fig. 7. Carga bacilar en pulmones de ratones vacunados por via i.n.......... 40

Fig. 8. Comparacién de la carga bacilar en pulmoén por tiempo

Y Via d€ VACUNACION. ...couiiiiiieieiiieeieete ettt ettt ettt sae e e e e s 40
Fig. 9. Porcentaje de neumonia en ratones vacunados por via

SR o < 1N s O USRS RUUUUUURUUUUPRPRRPRt 41-42
Fig. 10. Comparacion del porcentaje de neumonia por tiempo

Y Via d€ VACUNACION........eeeiviieeiieeciie et et ceee e e s e e e aeeevaeeeeaaeeseaneeeans 43

10



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Polimeros generalmente utilizados para la fabricacion

de MICropartiCulas..........ceeeeeiiiiieeiie et e 23
Tabla 2. Almidones modificados para la administracién de antigenos........ 24
Tabla 3. Almidones modificados utilizados como adyuvantes..................... 25
Tabla 4. Diseno experimental..........ccccceveieiriiiiiiiiieiienieeeee e see e 32

Tabla 5. Diluciones para la determinacion de unidades formadoras

de colonias POr PUIMON........cccuiiiiiieiiiiecieeciee e et eeevre e eaeeeaes 36
Tabla 6. Cepas y dosis utilizadas para la vacunacion s.c. con BCG............. 45
Tabla 7. Comparacion de cepas y dosis de vacunaciéon por

A2 5 5 s O U O SURRU U SUURUPRPSRURN 46

11



RESUMEN

La tuberculosis pulmonar es una enfermedad infecto-contagiosa de
importancia global que durante muchos afios ha causado miles de muertes en
todo el mundo. Tan solo el ano pasado se reportaron segin datos de la OMS 10
millones de nuevos casos y 1.8 millones de muertes. Si bien la vacunacion con
BCG ha resultado imprescindible para controlar la enfermedad y disminuir el
nimero de muertes producidas por esta causa, su eficacia protectora en el
adulto es muy variable, por lo que resulta necesario buscar alternativas para
optimizarla. Dentro de estas opciones se encuentra el uso de adyuvantes para
reforzar y mejorar su eficacia protectora. En nuestro grupo de trabajo, se
desarroll6 un sistema para la administracion de antigenos a base de
microparticulas de almid6n cuyo potencial inmunogénico se probd en animales
sanos. De igual forma se demostr6 que el uso de las microparticulas como
refuerzo intranasal posterior a la vacunacion con BCG mejoran la eficacia
protectora de la vacuna en ratones infectados con cepas de mediana y muy alta
virulencia de M. tuberculosis, por lo que a partir de estos resultados se probo la
eficacia de las microparticulas como adyuvante, al ser administradas de manera
simultdnea con la vacuna por via subcutdnea, en animales retados
posteriormente con la cepa H37Rv de M. tuberculosis de mediana virulencia.
Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar el potencial adyuvante de las
microparticulas de almidon, tanto por via intranasal como subcutdnea, a la
vacunacion con BCG en un modelo de proteccion basado en el modelo
experimental de tuberculosis pulmonar progresiva, en el que los ratones se
retaron con la cepa de muy alta virulencia 9005186 genotipo LAM. En contraste
con los resultados obtenidos con la cepa H37Rv, la coadministracion de las
microparticulas de almidén con BCG, no mejor6 la eficacia protectora de la
vacuna frente al reto con la cepa 9005186 de muy alta virulencia, por ninguna
de las dos vias de administracion evaluadas. Por otro lado se observo que la via
de administracion de la vacuna por si mima, sin importar la presencia de las
microparticulas, tiene un impacto en la eficacia protectora de la misma. Por via
intranasal se observd, al menos en este modelo y en contraste con algunos

reportes, que la vacuna BCG no brinda protecciéon, mientras que por via
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subcutdnea la vacuna protege igual sin importar la presencia o no de las
microparticulas. Considerando los resultados obtenidos en el presente estudio y
los antecedentes de la linea de investigacion, se recomienda continuar
explorando las propiedades inmunoestimulantes de las microparticulas y
especialmente su caracterizacion mediante ensayos in vitro con el fin de

orientar los futuros experimentos in vivo.

Palabras clave: tuberculosis, microparticulas, adyuvante, almidon

1. INTRODUCCION

La enfermedad causada por Muycobacterium tuberculosis es de las
infecciones bacterianas mas importantes a nivel mundial. Se estima que un
tercio de la poblacion mundial esté infectada con estos bacilos y a pesar que de
estos portadores latentes solo un 10% padecera la enfermedad activa, factores
como la comorbilidad con enfermedades como la diabetes, la infeccion con VIH
y el surgimiento de cepas multidrogo-resistentes e hipervirulentas contribuyen a
que el nivel de protecciéon de la vacuna BCG en adultos varie del 0% al 80%
(Martin, 2005). Circunstancia que demanda la busqueda de estrategias
alternativas para reforzar el efecto protector de esta vacuna, y que justo
representa uno de los objetivos del Programa Mundial para el Control de la

Tuberculosis (Global Tuberculosis Report, 2015; Behr et al., 2014).

Una estrategia precisamente es el uso de adyuvantes, moléculas que se
requieren para reforzar la inmunogenicidad de vacunas de subunidades
preparadas con proteinas, péptidos o DNA, o que potencialmente pueden usarse
también para mejorar la eficacia protectora de vacunas vivas atenuadas
(Hogarth et al., 2003). Actualmente existe una amplia variedad de adyuvantes
en evaluacion, sin embargo, existen preocupaciones relacionadas con la relacion

inversa entre su potencia y su inocuidad por lo que la posibilidad que estos
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adyuvantes sean usados en humanos es baja. Por esta razén se buscan nuevos
adyuvantes que sean mas seguros y que sean de facil aplicacion (O’Hagan, 1998;

Rydell et al., 2005).

Es asi como el uso de adyuvantes hechos de carbohidratos, representa
miultiples ventajas derivadas especialmente de las propiedades de éstas
moléculas tales como como biocompatibilidad, biodegradabilidad e inocuidad,
ademas de un protocolo sencillo de produccion (Petrovsky & Cooper, 2012;
Moreno & Rodriguez, 2016). Previamente en el grupo de trabajo se desarrolld

un sistema compuesto por un dominio de fijacion al almidén (DFA.g) y

microparticulas de almidon (MPAs) que permite la inmovilizacion no covalente
de antigenos y su posterior administracion via mucosas. El sistema fue probado
inicialmente con el fragmento C de la toxina tetanica, administrado por via oral,
lograndose la induccién de anticuerpos especificos contra la toxina (Guillén et
al., 2014). Posteriormente, este sistema utilizado para administrar la proteina
alfa cristalina (Acr) de M. tuberculosis, por las vias oral y nasal también
permiti6 la induccion de anticuerpos especificos contra este antigeno que en su
forma recombinante es pobremente inmunogénico. Adicionalmente se observd
que el proceso de inmovilizacion y la presencia del almidon fueron factores
determinantes para modular la respuesta hacia un fenotipo celular, sugiriendo
un efecto adyuvante que no habia sido descrito para microparticulas de almidén
sin modificaciones quimicas (Moreno-Mendieta et al., 2014). Estos resultados,
dieron lugar a experimentos para evaluar el efecto inmunoestimulante del
sistema utilizando un modelo de proteccién basado en un modelo experimental
de tuberculosis pulmonar. En este estudio se administré a ratones BALB/c
vacunados con BCG, tres refuerzos intranasales con intervalo semanal tanto el
sistema con la proteina inmovilizada (pAcrDFAtwg) como las MPAs solas. Dos
meses después del udltimo refuerzo los animales fueron infectados con M.
tuberculosis (se evaluaron tres cepas con diferentes niveles de virulencia) y dos
meses después de la infeccion se evalud la eficacia protectora de la vacuna y de
los refuerzos. Para esto se analizo la supervivencia de los ratones, la carga
bacilar y la presencia de neumonia en pulmoén. Los ratones vacunados y

reforzados vivieron por mas tiempo y tuvieron menos carga bacilar y neumonia
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en comparacion con los que solo recibieron la vacuna sin refuerzos (Moreno-
Mendieta et al., 2017). Dado que no se encontraron diferencias significativas
entre el grupo al que se reforzd con pAcrDFAtag y el grupo con refuerzo de MPAs
se evidencio la importante contribucion de las MPAs para reforzar la proteccion
conferida por la vacuna por lo que se plante6 la importancia de evaluar la
eficacia de estas microparticulas ahora como adyuvante de BCG al ser

administradas directamente con ésta.

En el presente trabajo se evaluo la capacidad de las MPAs para ejercer un
efecto adyuvante cuando son administradas simultaneamente con la vacuna
BCG (bacilo Calmette Guérin), tanto por via intranasal como subcutanea, en un
modelo de proteccion basado en un modelo experimental de tuberculosis
pulmonar progresiva, con el fin de probar si se puede optimizar el efecto

protector de la vacuna contra micobacterias de muy alta virulencia.

2. ANTECEDENTES

2.1 TUBERCULOSIS

La tuberculosis es una enfermedad infecto-contagiosa de importancia
nacional y global, causada por Mycobacterium tuberculosis, un bacilo Gram-
positivo perteneciente a la familia Mycobacteriaceae, que junto con
Mycobacterium africanum, Mycobacterium bovis y Mycobacterium microti
conforman el grupo de bacterias causantes de la enfermedad pulmonar (TBP).
En la actualidad, a més de un siglo del descubrimiento del bacilo por el Dr.
Robert Koch, la infeccion con M. tuberculosis no ha podido erradicarse. Se
estima, que aproximadamente un tercio de la poblacion mundial esta infectada
con el bacilo (OMS, 2015), y que alrededor del 5 al 10% de estos portadores
latentes desarrollara la TBP, muchos de los cuales sera por bacterias resistentes.
Es asi como en el afio 2015 segin datos de la OMS, de los 10.4 millones de

nuevos casos que se reportaron a nivel mundial, 480 000 personas
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desarrollaron tuberculosis multirresistente y segin el Informe mundial sobre la
tuberculosis, en el afo 2016 se registraron 1.8 millones de fallecimientos. Es
decir, el nimero de personas que enferman y mueren a causa de la tuberculosis,
ha ido en aumento, siendo una de las 10 causas principales de mortalidad en el
mundo, causando mas defunciones que la infeccibn por el virus de

inmunodeficiencia humana (VIH) y el paludismo.

A nivel nacional, segin informacién de la Plataforma Unica de
Tuberculosis, en el afio 2015 se registraron 16,080 casos de TBP. De acuerdo al
boletin epidemiologico de 2017, hasta la semana 29 se han reportado 8798 casos
en el pais, de los cuales en la CDMX se reportaron 368 casos (235 en hombres y
133 en mujeres). Estas cifras dejan en evidencia el aumento de casos reportados

siendo que el nimero acumulado en el afio 2016 fue de 9758.

La infeccion se transmite de persona a persona a través del aire, cuando
las personas con la enfermedad tosen o estornudan, expulsan a los bacilos, los
cuales pueden ser inhalados por otras personas. La enfermedad se caracteriza
por afectar principalmente a los pulmones, sin embargo el bacilo se puede
diseminar y afectar otros 6rganos como el higado, bazo, cerebro, rifones,

huesos, entre otros (Sharma et al., 2005).

Como se mencion6 previamente un 10% de las personas infectadas con el
bacilo tuberculoso tienen a lo largo de la vida un riesgo de padecer la
enfermedad pulmonar. Sin embargo, este riesgo es mucho mayor para las
personas cuyo sistema inmune se encuentra debilitado, como ocurre en casos de
desnutricion, diabetes, tabaquismo, alcoholismo, falla renal o en quienes tienen

infeccion con VIH (OMS, 2015; Narasimhan et al., 2013).

La deteccion temprana del bacilo o de la enfermedad y la terapia
profilactica siguen siendo las herramientas méas importantes para reducir el
riesgo de progresion de la enfermedad entre los individuos de alto riesgo como
personas que estuvieron en contacto con individuos infectados, personas con
VIH y trabajadores de la salud, entre otros (Narasimhan et al., 2013). Sin
embargo, su control y erradicacion se ha dificultado también por la existencia de

cepas multidrogo-resistentes (MDR), que no responden al tratamiento con
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isoniazida y rifampicina, que son los dos medicamentos de primera linea mas

eficaces contra la tuberculosis (Gandhi et al., 2010; Caminero et al., 2010).

2.1.1 VACUNACION CON BCG

La vacunacion con el bacilo Calmette-Guérin (BCG), desarrollada por
Albert Calmette and Camille Guérin, en el Instituto Pasteur, en Francia entre los
afios 1905 y 1921, es una vacuna obtenida a partir de una cepa atenuada de
Mycobacterium bovis, que protege contra las formas mas severas de la
enfermedad. En ninos menores de 5 anos ha reducido la mortalidad hasta en un
90%, sin embargo, su nivel de protecciéon contra la TBP en el adulto, resulta
hasta la actualidad muy variable (del 0 al 80%). Esto debido a factores como la
comorbilidad con diabetes y SIDA, factores ambientales como el tabaquismo, la
desnutricion, el hacinamiento y la pobreza, y entre los factores mas importantes,
la aparicion de cepas multidrogo-resistentes (MDR) (Martin, 2005; Gupta et al.,
2007), lo cual ha contribuido al incremento de la morbilidad y mortalidad por

esta enfermedad.

Dado que muchos prototipos de vacunas disefiados para reemplazar la
vacuna BCG no han logrado pasar exitosamente las evaluaciones en fase clinica
y preclinica, y que como tal BCG tiene las moléculas inmunoestimulantes mas
importantes para una adecuada activacion del sistema inmune, es claro que la
vacuna resulta irremplazable, por lo que de acuerdo a uno de los objetivos del
programa mundial para el control de la enfermedad, se requiere desarrollar
estrategias para reforzar su eficacia protectora (Global Tuberculosis Report,

2015; Behr et al., 2015)

2.1.2 MODELO EXPERIMENTAL DE TUBERCULOSIS PULMONAR
PROGRESIVA

El grupo de investigacion del Dr. Rogelio Herndndez Pando, ha
desarrollado un modelo de tuberculosis pulmonar progresiva en ratones

genéticamente idénticos de la cepa BALB/c, los cuales se infectan mediante la
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via intratraqueal, con el fin de asegurar que todas las bacterias lleguen al punto
de infeccion principal, que es el pulmon, y se desarrolle la enfermedad cronica

para ser estudiada a fondo.

Desde el punto de vista inmunologico, el modelo ha permitido demostrar
que son los macrofagos y los linfocitos Th-1 los principales elementos que
protegen contra del bacilo tuberculoso (Rook et al., 1996; Hernandez-Pando et
al., 1996). En la enfermedad, el bacilo infecta a los macrofagos ocurriendo dos
posibles eventos: la eliminacién del bacilo o la inactivacion de los mismos por
modificaciones morfo-funcionales muy importantes, pues el citoplasma celular
se llena de bacterias y de numerosas vacuolas con contenido lipidico bacteriano,
en particular lipoarabinomanano, que se encuentra en la pared bacteriana y es

muy eficiente para desactivar a los macréfagos (Hernandez-Pando et al., 1997).

En el modelo experimental la progresion de la enfermedad se evidencia
en dos fases; la primera conocida como fase temprana, que corresponde al
primer mes de infecciéon y que histolégicamente se caracteriza por la presencia
de infiltrado inflamatorio constituido por macréfagos y linfocitos T CD4+ de tipo
1 (Th1) en el intersticio alveolo-capilar, que forman granulomas pasadas dos
semanas de la infeccion (Hernandez-Pando et al., 1996). En cuanto a citocinas,
hay una mayor producciéon de interferon gamma (INF-y), IL-2, asi como de
TNF-a e IL-18 (Hernandez-Pando et al., 1996; Hernandez-Pando et al., 1997),

los cuales controlan la infeccién de manera temporal.

La segunda fase (avanzada o progresiva), inicia en el dia 21 post-
infeccion, donde el nimero de micobacterias vivas en pulmones aumenta, asi
como las areas progresivas de consolidacion neumonica con focos de necrosis y
de extensa fibrosis intersticial, lo cual finalmente lleva a la muerte por
insuficiencia respiratoria (Hernandez-Pando et al., 1995). Inmunol6gicamente
hay un aumento en la presencia y actividad de linfocitos T CD4* de tipo 2 (Th2)
y por lo tanto mayor produccién de citocinas antiinflamatorias (IL-4, IL-10, IL-

13, TGF-P) que son eficientes antagonistas y supresoras de la inmunidad celular,
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contrarrestando asi la proteccion conferida por las células Th1 y favoreciendo la

progresion de la enfermedad (Hernandez-Pando et al., 1997).

A partir de este modelo con el perfil inmunologico de cada fase ya
establecido, se han podido ajustar modelos de proteccion para la evaluacion de
vacunas, adyuvantes y tratamientos, cuyos efectos pueden ser caracterizados
mediante analisis de supervivencia, carga bacteriana en pulmén, porcentaje de
area afectada por neumonia y determinacion de citocinas entre otros, por lo que

resulta un modelo ideal para el objetivo del presente proyecto.

2.2 ADYUVANTES

La vacunacion es la administracion de microorganismos vivos atenuados,
microorganismos muertos o inactivos, o una parte de estos (ya sean proteinas,
péptidos o DNA, sintéticos o recombinantes) conocidos como subunidades, que
funcionan como inmundgenos no patégenos que al ser inoculados, inducen una
respuesta inmune protectora en el hospedero, frente a un agente infeccioso

especifico (Riese et al., 2013; Lee & Nguyen, 2015).

Las vacunas de subunidades son especialmente aptas para su uso en
personas inmunocomprometidas, debido a que sus efectos secundarios son
menores en comparacion con las vacunas de microorganismos atenuados,
inactivos o las vacunas conjugadas. Sin embargo, su inmunogenicidad es muy

baja por lo que requieren del uso de adyuvantes (Coffman et al., 2012).

Los adyuvantes son moléculas o complejos de macromoléculas, que se
administran simultineamente con un antigeno (Ag) para aumentar su
inmunogenicidad incrementando la potencia, la calidad y la duracion (memoria)
de la respuesta inmune (Coffman et al., 2012). Se utilizan con el objetivo de
disminuir la cantidad de Ag o el nimero de dosis, ademéas de ampliar el objetivo
poblacional (recién nacidos, adultos mayores inmunocomprometidos e

inmunosuprimidos) y optimizar las vacunas ya existentes (Young and Dye,
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2006). Cuando se trata de vacunas con un porcentaje variable de proteccion,
también se requiere del uso de adyuvantes para mejorar su eficacia protectora

(Hogarth et al., 2003).

En la actualidad existen diversas polémicas sobre el uso de adyuvantes en
la vacunacion, dado que idealmente un adyuvante debe estimular la respuesta
inmune tanto celular como humoral e inducir inmunidad de largo plazo (es
decir, memoria inmunoldgica) sin inducir autoinmunidad o provocar efectos
secundarios adversos (Batista-Duharte et al., 2014). De esta manera, se espera
que los adyuvantes permitan el desarrollo de vacunas inocuas y eficaces contra
enfermedades para las que atin no hay vacunas, como la malaria y el VIH, asi

como para mejorar la eficacia de otras vacunas existentes (OMS, 2016).

Por cuestiones de inocuidad y costos, en la actualidad son pocos los
adyuvantes aprobados para su uso en humanos. Algunos de estos son el
hidroxido de aluminio, que se ha utilizado como adyuvante en vacunas humanas
desde 1926, y las emulsiones aceite en agua, como la MF59 y ASo3 (Reynolds et
al., 1980; Garcon et al., 2012; O’Hagan et al., 2012). En los ultimos 10 afos se
ha registrado una enorme cantidad de nuevos candidatos, sin embargo, la
toxicidad es el principal factor que limita la introduccién de estos nuevos
productos al mercado, quedando muchos de ellos en las fases pre-clinica y

clinica de evaluacién (Simon et al., 2006; Rhee et al., 2012).

De forma preocupante, ninguno de los adyuvantes aprobados para uso en
humanos es de administracion via mucosas, pese a las diversas ventajas que
ofrece esta via de vacunacion. Entre ellas un protocolo de administracion mas
sencillo en contraste con los administrados via parenteral, un menor riesgo de
transmision de infecciones, mayor apego de los pacientes a los esquemas de
vacunacion y en algunos casos costos mas bajos, ademas de la simulacion del
mecanismo de ingreso de muchos de los patégenos que entran via oral o nasal

(Lawson et al., 2011; Rhee et al., 2012).

Entre los adyuvantes que se evalian para su uso por las vias oral y nasal,
se encuentran las microparticulas de polimeros que por su biocompatibilidad,
biodegradabilidad y menor toxicidad resultan una alternativa mas segura que

otros adyuvantes evaluados por estas vias tales como las enterotoxinas
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termoldbiles mutadas de microorganismos como Eschierichia coli o Vibrio

cholerae.

2.2.1 CLASIFICACION

Segin el mecanismo de accidn, los adyuvantes se pueden clasificar en dos
grandes grupos: inmunoestimulantes y vehiculos. El mecanismo de accion de
los inmunoestimulantes se basa en activar directamente a los receptores
celulares y por consiguiente, la produccion de citocinas. Dentro de este grupo
podemos encontrar a las saponinas, el muramil dipéptido (MPD), DNA
bacteriano (oligo CpG), lipopolisacaridos (LPS), monofosforil lipido A (MPL) y

sus derivados sintéticos, lipopéptidos, entre otros (Reed et al., 2009).

Por otro lado, el mecanismo de accion de los adyuvantes tipo vehiculo es
a través de un sistema de transporte y/o liberacion de Ag, en el que la
disponibilidad de este para las células presentadoras de antigeno (CPAs), se ve
aumentada. Los adyuvantes dentro del grupo de los vehiculos se pueden
clasificar en emulsiones y sistemas particulados tales como liposomas,
complejos inmunoestimulantes (ISCOMS), particulas tipo virus (VLPs), micro y
nanoparticulas y dentro de éstas a las microparticulas de polimeros sintéticos y

naturales (Guy 2007; Reed et al., 2009).

2.2.2 MICROPARTICULAS DE POLIMEROS

Dentro de los sistemas particulados podemos encontrar a las
microparticulas de polimeros que pueden tener funciones de transporte,
deposito y de activacion de la respuesta inmune innata mediante receptores o de
manera inespecifica induciendo la fagocitosis (O"Hagan, 1998; Batista-Duharte
et al., 2014). Estas microparticulas varian en tamano, forma, hidrofobicidad,
carga y presencia de grupos funcionales para el acoplamiento o inmovilizacion
de las moléculas. También presentan caracteristicas de solubilidad,

biocompatibilidad, biodegradabilidad e inocuidad diversas, las cuales dependen
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de su material y determinan su capacidad para modular la respuesta inmune
(Moreno & Rodriguez, 2016). Los polimeros més frecuentemente utilizados para

la fabricacion de microparticulas se presentan en la Tabla 1.

Las propiedades fisico quimicas de las microparticulas de polimeros,
tales como tamano, forma, carga, material y estructura molecular son factores
importantes que definen la via de administracion a utilizar y repercuten en el
tipo de respuesta inmune obtenida y sus propiedades adyuvantes (Audran et

al., 2003; Liu et al., 2014).
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Tabla 1. Polimeros generalmente utilizados para la fabricaciéon de microparticulas.

Poliésteres alifaticos del 4cido lactico y glicolico,
como son el acido polilactico (PLA), 4cido
poliglicolico (PGA) y copolimeros (PLGA)

Poli e-caprolactona (PCL), que es un polimero
semiscristalino de e-caprolactona

Poli (ortho-ester) (POE) , polimero de
ortoésteres tras la alquilacion de los acidos
ortocarboxilicos
Quitosan, un polisacarido cati6nico formado por
unidades de glucosamina con enlaces f (1-4),
obtenido tras la desacetilacion de la quitina.

Alginato, un copolimero no ramificado de acido
D-manurénico y L-gulurénico con enlaces 3 (1-
4).

Gelatina, que es la forma desnaturalizada del
colageno.

Celulosa, un homopolimero de unidades glucosa
con uniones f (1-4).

Derivados de la celulosa, como la Celulosa-
Acetato-Butirato (CAB)
Almid6n modificado (malto-oligosacéaridos
entrecruzados), unidades de glucosas unidas por
enlaces a-1,4 y ramificaciones en a-1,6

Dextrano, un homopolisacarido ramificado de
glucosa, sintetizado por bacterias acido-lacticas
a partir de sacarosa, con enlaces a-1,6 entre
glucosas y a-1,2, a-1,3 0 a-1,4 en las
ramificaciones.

Biocompatibilidad. Biodegradabilidad
Réapida cinética de degradacion

Biodegradabilidad. Biocompatibilidad.
Alta permeabilidad. Cinética lenta de
degradacion

Biodegradabilidad. Biocompatibilidad

Biocompatibilidad. Biodegradabilidad.
Alta solubilidad. Mayor residencia en
mucosa
Biocompatibilidad. Baja

inmunogenicidad. No se requieren

solventes para su preparacion y puede
entrecruzarse

Biocompatibilidad. Biodegradabilidad.
No inmunogénica. Alta solubilidad
Biocompatibilidad. Biodegradabilidad.
Sus derivados poseen las mismas
propiedades
Biodegradabilidad.  Ofrece
capacidad para modificaciones
Permite el atrapamiento o uni6n
covalente de la molécula de interés.
Biodegradabilidad. No inmunogénico

amplia

Biocompatibilidad. Biodegradabilidad.

Disponible en varios pesos
moleculares. Puede funcionalizarse
facilmente

-Liberacion de 4cidos nucleicos, péptidos y proteinas
-Liberacion de farmacos hidrofilicos e hidrof6bicos

-Encapsulacion y liberacion de antibi6ticos
-Liberacion de antigenos y adyuvantes por via oral

-Liberacion de proteinas y 4cidos nucleicos

-Liberacion oral de antigenos y firmacos (como
toxoides diftérico y tetanico o insulina)
-Liberacion de DNA y RNA

-Liberacion oral y nasal de antigenos
-Microencapsulacion de proteinas, drogas y células

-Liberacion prolongada de citotoxicos, corticoides y
antibioticos

-Liberaci6n de analgésicos, antiinflamatorios y
corticoides

-Liberacion de citotoxicos

-Liberacion de antigenos via mucosas

Liberacion de farmacos
Liberacion de antigenos via mucosas

Adaptada de Campos et al., 2013; Coelho et al., 2010; Kumari et al., 2010; Suri et al., 2013



2.2.2.1 MICROPARTICULAS DE ALMIDON MODIFICADO

A pesar de los beneficios que brindan los polimeros naturales, algunos
requieren de modificaciones para su uso como vehiculo de antigenos. Tal es el caso
del almidon, el cual puede ser modificado de manera quimica o fisica para permitir la
uniéon covalente de los antigenos. Algunas modificaciones y usos de los almidones

modificados se describen en la tabla 2.

Tabla 2. Almidones modificados para la administracién de antigenos.

. . . . Montgomery PC &
Fabricadas por polimerizacion  *Atrapamiento Rafferty DE., 1998.
en emulsion de almidon O’Hagan DT et al.,
hidrolizado. Reticulado con Intranasal 1993.
epiclorhidrina. Didmetro de Intragastrica Mum L. et al., 1988
20-45 um en promedio. Subcutanea ?ggf)k E & Edman P,

*Conjugacion
Fabricadas por polimerizaciéon  covalente Artursson P et al., 1984
de almidon acriloilado en una Degling & Sjoholm,
emulsion agua-en-aceite con Intranasal 2002
TEMED. Didmetro de Intragastrica Degling & Stjarnkvist,
1-3 um en promedio. Subcuténea 1995

Intramuscular
Fabricadas con almid6n
solublc? de papa 1rygrtado con S amarenta .
un polimero de silicona, Heritage et al., 1996
tratadas quimicamente con I McDermott et al., 1998

” ntranasal .
DMSO, en una emulsion de IntragAstri Heritage et al., 1998
acetona con Tween 80. nrragastrica 1 Heritage et al., 1998b
Didmetro de 4-5 um, en fatiansiog e
$

promedio.
Producidas por reticulacion de
maltotriosa con epiclorhidrina  *Atrapamiento
y aminadas posteriormente. Constantin et al., 2003
Diametro promedio de 80-170  Intramuscular
pm.
Preparadas por
entrecruzamiento de *Encapsulacion
hidroxietil-almidon Balasse et al.. 2008
(Voluven®) con cloruro de Intraperitoneal ”
tereftaloilo. Didmetro de 4-15 Subcutinea

pm.

Tomada y adaptada de Rydell et al., 2005. TEMED: 1,1-N,N,N’,N’- -tetrametiletilendiamina;
DMSO: Dimetilsulféxido
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Estas microparticulas de almidéon modificado, utilizadas como vehiculos o
sistemas de liberacion de antigenos también pueden presentar propiedades
adyuvantes. En la tabla 3 se muestran algunos ejemplos, en los que estas
microparticulas administradas por via parenteral y por mucosas (oral e intranasal) a
ratones, pueden favorecer la induccion de respuesta inmune hacia el antigeno

cargado.

Tabla 3. Almidones modificados utilizados como adyuvantes para vacunas.

Poliacriladas Oral-Albtimina sérica Humoral * Artursson et
humana al., 1984
* Degling W. et
al.,, 2002
Siliconadas 4-5 Intraperitoneal Humoral Heritage et al.,
Intranasal-Albtimina 1996
sérica humana McDermott et
al., 1998
Spherex® 20 — 45 Parenteral-Dinitrofenil Humoral Montgomery &
albamina sérica bovina Rafferty, 1998
Hidroxietiladas 4-15 Intraperitoneal y Humoral y Balasse et al.,
subcutanea-Albtiimina celular 2008
sérica bovina

Adaptada de Rydell et al., 2005.

2.3 MICROPARTICULAS DE ALMIDON CRUDO COMO VEHICULO DE ANTiGENOS

El almidén es un carbohidrato de origen botanico, conformado por dos
polimeros de glucosa llamados amilosa (glucosas unidas por enlaces a-1,4) y
amilopectina (unidades de glucosa unidas por enlaces a-1,4 y ramificaciones en a-
1,6.) que se organizan de forma compleja formando granulos, los cuales poseen

tamanos y formas diferentes dependiendo de su origen botanico. De manera nativa
25



es insoluble en agua, por lo que en el organismo se degrada a través de enzimas como
la alfa amilasa, por lo tanto es biodegradable y biocompatible. Dadas sus propiedades
como agente adhesivo, estabilizante, aglutinante, gelificante y lubricante (Beneke,
Viljoen, & Hamman, 2009), entre otras, se le ha dado un amplio uso en la industria
farmacéutica como excipiente, como expansor del volumen plasmatico y para el
recubrimiento de capsulas y aglutinante en la preparacion de tabletas (Pérez et al.,

2010; Masina et al., 2016).

En el grupo de investigacion de la Dra. Rodriguez Sanoja del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la UNAM, se evalda la funcionalidad de las
microparticulas de almidéon como matriz para la inmovilizacién de antigenos y su
posterior administracion via mucosas. Dado que estos granulos no tienen
modificacién quimica alguna para permitir la uniéon de los antigenos se utiliza un
dominio de fijacion al almidéon (DFA:g) para su inmovilizacion. Este dominio
permite la adsorcion de las proteinas que se fusionan con él, sobre los granulos de

almidon (Guillén, 2014; Patente No. 347183).

Los primeros estudios que se realizaron para verificar la viabilidad de este
sistema de inmovilizacion, como vehiculo para la administracion de antigenos por via
mucosas, se realizaron con el fragmento C de la toxina tetanica fusionada a este

dominio (TcDFA,,) e inmovilizada en el almidon, la cual fue administrada por via

oral y sin adyuvantes a ratones sanos. Los resultados de este estudio demostraron
que era posible la inducciéon de anticuerpos especificos IgG frente al Ag teténico,
ademas del retraso de sintomas de tétanos en ratones que recibieron la toxina
después de ser inmunizados con una dosis alta (75ug) del Ag inmovilizado en las

microparticulas de almidon (uiTcDFAy,,) (Guillén et al., 2014).

También se hicieron estudios con la proteina alfa cristalina (Acr) de M.
tuberculosis fusionada con el DFA e inmovilizada en los granulos de almidoén

(uAcrDFA,,) para su administracion por las vias oral e intranasal. Lo que se pudo

observar es que el proceso de inmovilizacion en el almidon fue un factor
determinante para modular la respuesta hacia un fenotipo Th1 (celular), al obtener
los niveles mas altos de IgG2a en suero y de INF-y en sobrenadante de cultivo de
células de bazo de los ratones a los que se administr6 la proteina inmovilizada

(Moreno-Mendieta et al., 2014). Estos resultados evidenciaron el papel adyuvante
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del sistema pues la fusion al DFAig contribuyé a la inmunogenicidad de Acr,
mientras que la inmovilizacion contribuy6 a la polarizacién de la respuesta. Por lo
tanto, la evaluacion y caracterizacion de esta propiedad inmunoestimulante del
sistema completo (DFAwe y microparticulas) es importante ya que hay maultiples
ventajas derivadas del uso de particulas naturales sin modificaciones quimicas para
inmovilizar y administrar antigenos, tales como evitar el uso de reactivos o
condiciones que pueden afectar la integridad, inocuidad e inmunogenicidad del

antigeno (O”Hagan, 1998; Rajapaksa & Lo, 2010).

2.4 MICROPARTICULAS COMO REFUERZO Y ADYUVANTE DE LA VACUNA BCG

Con los primeros resultados de inmunogenicidad obtenidos se decidi6 evaluar
la eficacia del sistema como refuerzo y adyuvante de la vacuna BCG en un modelo de
proteccion basado en un modelo experimental de tuberculosis pulmonar progresiva

(MTPP), utilizando cepas de mediana y muy alta virulencia de M. tuberculosis.

En primer lugar se evalu6 el uso de las MPAs con y sin antigeno como refuerzo
de la vacuna BCG en ratones retados con una cepa de referencia de mediana
virulencia (cepa H37Rv) y en ratones retados con cepas de virulencia muy alta, la
cepa 9005186, genotipo Latinoamericano-Mediterraneo (LAM) y la 583, genotipo
Beijing. En los dos primeros casos se observo que el refuerzo intranasal aplicado en
tres ocasiones a intervalo semanal un mes después de la vacunacién, mejord la
eficacia protectora conferida con la vacuna tal y como se vio reflejado en la mayor
supervivencia y menor carga bacilar en pulmoén de los ratones vacunados y
reforzados en comparaciéon con los ratones que solo recibieron la vacuna (Sol Pat
Mx/a/2016/005434) (Fig. 1). Con la cepa 583 genotipo Beijing no se observo mayor
supervivencia pero si menor carga bacilar en los ratones que recibieron los refuerzos

solo con las MPAs (Moreno-Mendieta et al., 2017).
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I. Esquema de vacunacion y refuerzo
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Fig. 1. MPAs con y sin antigeno como refuerzo de la vacuna BCG. 1. Esquema de vacunaciéon y
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refuerzo. II. Reto con M. tuberculosis H37Rv. IIL. Reto con M. tuberculosis 9005186. IV. Reto con
M. tuberculosis 583. Se registro la supervivencia (izquierda) y se determindé carga bacilar en pulmoén
(derecha) y se comparé con grupos que solo recibieron vacuna sin refuerzo. *** p<0.001, **p<0.01,

*p<o0.5.

Dado que no se observaron diferencias entre los grupos reforzados (MPAs

solas o con antigeno) se decidi6 explorar posteriormente el efecto de las MPAs como

adyuvante de la vacuna BCG administradas simultdneamente por via subcuténea. Se
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utiliz6 el mismo modelo experimental y los ratones se retaron con la cepa de
referencia H37Rv de virulencia moderada. Se observo que la adicion de las MPAs
mejor6 la proteccion conferida por la vacuna tal y como lo indican los datos de
supervivencia y carga bacilar en pulmones 2 y 4 meses después de la infeccion (Fig.
2) (Moreno-Mendieta et al.,, datos no publicados). Estos resultados son los
antecedentes directos del presente trabajo de tesis que justifican la importancia de la
evaluacion de la capacidad adyuvante de las MPAs en animales retados con cepas de
virulencia muy alta, ya que realmente representa el tipo de infecciones de aislados
clinicos. Por otra parte resulta de interés evaluar el uso de las MPAs administradas
junto con la vacuna por otras vias como la via intranasal, ya que es la via de entrada
del patogeno y es una via ventajosa para la administracion de vacunas incluyendo la
vacuna BCG, ya que se ha reportado podria incluso mejorar su eficacia protectora,
ademas de inducir una respuesta inmune local (Tree et al., 2004; Lyadova et al.,

2001; Derrick et al., 2014; Uranga et al., 2016).

1. Esquema de vacunacién

Vacunacién s.c. con BCG

Phipps 8 x 10 Obtencion de pulmones
Sola o adicionada con e P
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Fig. 2. MPAs como adyuvante de la vacuna BCG por via s.c. I. Esquema de vacunacién y refuerzo.
II. Reto con M. tuberculosis H37Rv. Se registro la supervivencia (A), se determind carga bacilar en
pulmén (B) y se compard con grupos que recibieron la vacuna sin MPAs. *** p<0.001.
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3. JUSTIFICACION E HIPOTESIS

3.1. JUSTIFICACION

Dado que la eficacia de la vacuna BCG para prevenir la enfermedad pulmonar
en el adulto es muy variable, se buscan nuevas estrategias para mejorar los niveles de

proteccion que se inducen con la vacunacion, entre estas el uso de adyuvantes.

Las microparticulas de almidon sin modificaciones quimicas representan una
alternativa interesante ya que se ha demostrado su actividad adyuvante tanto en
ratones sanos como en ratones retados con M. tuberculosis, y ofrecen maultiples
ventajas ya que no se requieren reactivos ni protocolos complejos de preparacion que

afecten su biocompatibilidad, biodegradabilidad e inocuidad.

Por otra parte resulta necesaria la investigacion y el desarrollo de adyuvantes
naturales, seguros y de bajo costo, que sean aptos para su administracion por varias

vias especialmente las vias mucosas.

3.2. HIPOTESIS

El uso de microparticulas de almidéon en combinaciéon con la vacuna BCG
mejorara la eficacia protectora de ésta frente a la infeccién con una cepa de M.

tuberculosis de virulencia muy alta.

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el potencial adyuvante de las microparticulas de almidon (MPAs) ala
vacunacion con BCG, en un modelo de proteccion basado en un modelo experimental

de tuberculosis pulmonar progresiva (MTPP).
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4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar la eficacia protectora de la vacuna BCG adicionada con MPAs contra
la infeccidon con M. tuberculosis 9005186, genotipo LAM, mediante el registro de la

supervivencia y analisis de la carga bacteriana en pulmén.

Evaluar el efecto de la administraciéon de la BCG con las MPAs en el desarrollo

de neumonia.

Determinar el impacto de la via de administracion subcutanea e intranasal en

la eficacia protectora de BCG sola y adicionada con las MPAs.

5. MATERIALES Y METODOS

Los experimentos con el modelo de proteccion basado en el modelo
experimental de tuberculosis pulmonar se realizaron en la Seccion de Patologia
Experimental del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubiran (INCMNSZ), en condiciones de bioseguridad animal nivel 3 (ABSL-3 por sus
siglas en inglés) y siguiendo los lineamientos de la Comisién para Investigacién con
Animales (CINVA) bajo protocolo aprobado PAT-1834-16/19-1 con vigencia hasta el

ano 2019.

5.1 DISENO DE GRUPOS Y VACUNACION:

Se utilizaron ratones BALB/c machos de 8 semanas de edad con peso
aproximado de 22 gramos, proporcionados por el Departamento de Investigacion
Experimental y Bioterio (DIEB) del INCMNSZ. Los ratones fueron alojados en
condiciones controladas de temperatura, humedad, ciclos de luz/oscuridad, con agua
y alimento ad libitum. Fueron vacunados utilizando las vias de administracion
intranasal (i.n.) y subcutanea (s.c.), distribuidos en grupos de 12 ratones como se

muestra en la tabla 4.
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Por la via i.n. se administraron 20 x 103 UFC de BCG Phipps y 250 ug de
MPAs en un volumen de 20 pL de solucion salina isotonica (SSI), 10 pL por fosa
mediante goteo con micropipeta. Sin uso de anestesia se inmovilizaron sujetandolos
con la mano de la parte superior de la cabeza y la cola para rectificar la traquea y

promover la aspiracion de la gota en cada narina (Moreno-Mendieta et al., 2014).

La vacunacion por via s.c. se realizo en la base de la cola (previa
inmovilizacion del animal), utilizando una jeringa intradérmica de 1 c.c., con 20 x 103
UFC de BCG Phipps y 250 ug de microparticulas de almidon suspendidas en 100 pL
de SSI. Como grupos controles se tuvieron un grupo de enfermedad sin vacuna, al

que se le administro6 solo SSI y un grupo vacunado con BCG sin almidoén.

La metodologia general se resume en la figura 3.

Vacunaciéon

i Infeccién
20x 10*UFC BCG Phipps 2.8x105 UEC
:SBES gcl\éPAs M. tuberculosis 9005186 LAM Cinéticade

sacrificios

2| Dy
*D28
I Viaintratraqueal |

Viai.n.

ABSL-3

Fig. 3. Estrategia Experimental General. Ratones sanos BALB/c vacunados con BCG 6 BCG+MPAs se
infectaron con M. tuberculosis 9005186 y se sacrificaron 14, 28 y 60 dias después para evaluar la
proteccion de la vacuna con y sin MPAs. ABSL-3: Laboratorio de bioseguridad animal nivel 3.

Tabla 4. Disefio experimental.

Grupo # ratones Dias de sacrificio #ratones por dia
p por grupo post-infeccion de sacrificio
Control sin vacuna 24
BCG via s.c. 24
BCG + MPAs via s.c. 24 14, 28 y 60 6*
BCG via i.n. 24
BCG + MPAs via i.n. 24
TOTAL 120

* 6 ratones se utilizan para la elaboracion de las curvas de supervivencia
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Preparacion, titulacion y verificacion de pureza e
identidad de BCG Phipps y M. tuberculosis 9005186

genotipo LAM.

Las bacterias fueron cultivadas en medio Middlebrook 7H9g (Difco,
Detroit MI), enriquecido con &acido oleico, albumina, dextrosa y
catalasa (OADC, Becton Dickinson, Cockysville, MD) e incubadas en constante agitacion a
37°C y CO2 5% por 21 dias. Su crecimiento fue monitoreado por anéalisis de densitometria.
Cuando se encuentran en fase logaritmica (DO 600 nm = 0.6), las bacterias son cosechadas
y lavadas tres veces con PBS- Tween 80 al 0.05% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 119 USA)
para evitar agregados bacterianos. Su pureza se confirma por cultivo en agar sangre de
carnero y su morfologia microscopica por tincion de Ziehl-Neelsen (Moreno-Mendieta et al.,
2017).

. Preparacion de las microparticulas de almidén.
. Se prepar6 un stock con una concentracion final de 25mg/mlL lista para
. mezclar con la vacuna. Tomando 10 pL de esta suspensién se tomaron los 250
, ug de microparticulas para cada raton. Para esto se pesaron 125 mg de almidén
previamente esterilizado en seco a 120°C 15 min, se lavd 3 veces con 5 mL de

agua destilada estéril cada vez 5 minutos en agitaciéon suave. Entre cada
cambio se centrifugb 5 min a 4000 rpm. Después del Gltimo lavado se resuspendio el pellet en 5 mL
de Solucién Salina Isotonica (Moreno-Mendieta, 2014).

5.2 RETO CON M. TUBERCULOSIS 9005186 GENOTIPO LATINOAMERICANO-
MEDITERRANEO (LAM)

Dos meses después de la vacunacion, se realizo la infeccion con la cepa de M.
tuberculosis 9005186 genotipo LAM. Los animales se anestesiaron con vapor de
sevofluorano (100 pL por ratén) dentro de una cdmara de acrilico de 20x20x20 cm
para la inoculacion intratraqueal (i.t.) con 2.85 x 10° UFC de la cepa de M.
tuberculosis 9005186 genotipo LAM. Para la infeccion se coloco al animal sobre una
placa de unicel revestida con aluminio y se sujetaron los incisivos con una liga de
caucho, se introdujo por la tradquea una canula de calibre 22 G x 1.0“w/ y punta roma

de 1.25 mm. Tras la infeccion, los ratones quedaron hospedados en un sistema de
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microaisladores con flujo constante y filtracion de aire, garantizando que no hay
intercambio de aire entre cajas ni con el medio exterior. Este procedimiento lo
realiz6 el Dr. Jorge Barrios de la Seccién de Patologia Experimental del INCMNSZ en
condiciones de bioseguridad animal nivel 3 (ABSL-3). Diariamente se registr6 el
estado de los animales de los diferentes grupos para la construcciéon de las curvas de

supervivencia.

M. tuberculosis 9005186 genotipo Mediterraneo-Latino
Americano (LAM).

Es una cepa de virulencia muy alta obtenida de aislados clinicos en México
durante los afios 1995 a 2003 y cuya 1nmun0patogen1c1dad fue
previamente caracterlzada Esta cepa causa la mortalidad de los animales infectados cinco semanas
después de la infecciéon intratraqueal. Esto, debido a su rapido crecimiento en pulmones, al gran
namero de areas neumonicas que produce y a que promueve una mayor participacion de la respuesta
Th2 (Marquina et al., 2008).

5.3 OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Tras la infeccidn se realiz6 una cinética de sacrificios a los 14, 28 y 60 dias, en
la que cada raton fue anestesiado con pentobarbital soédico por via intraperitoneal
con una dosis de 210 mg/kg y sacrificado por exsanguinacién. De cada animal se
expuso la cavidad toracica de donde se colectaron los pulmones. Tres pulmones
izquierdos por grupo se perfundieron via intratraqueal con etanol absoluto y se
colectaron en tubos Falcon de 50 mL por al menos 72 horas, para su posterior
analisis histologico. Seis pulmones derechos por grupo (cuando fue posible) se
colocaron en criotubos de 2 mL y se congelaron de inmediato en nitrégeno liquido y
se almacenaron a -70°C hasta su procesamiento para determinar la carga bacilar.
Todos los procedimientos se realizaron dentro de un gabinete de flujo laminar en

condiciones de bioseguridad animal nivel 3 (ABSL-3).
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5.3.1 DETERMINACION DE CARGA BACTERIANA EN PULMON

El recuento de Unidades formadoras de colonias (UFC) de M. tuberculosis se
realiz6 siguiendo los protocolos de la Seccion de Patologia Experimental del
INCMNSZ. Los pulmones derechos de los ratones se homogeneizaron con el equipo
MP Biomedicals FastPrep-24, moliendo una vez en seco con una perla de ceramica y
posteriormente agregando 1 mL de buffer PBS-5T (0.05% Tween 80 Sigma) estéril
para moler de 3-5 veces mas. Las muestras se sonicaron 45 segundos con el fin de
disgregarlas y evitar sembrar camulos de bacterias y se procedio a hacer diluciones
seriadas de cada homogeneizado para sembrar por goteo 10 pL, por duplicado en
cajas con agar Middlebrook 7H10 (Difco Labs) preparado con 0.5% de glicerol
(Sigma Aldrich) y enriquecido con OADC (Figura 4). Las placas se incubaron durante
21 dias a 37°C en incubadoras (Thermo Scientific) con CO2 5%, para el posterior

conteo de colonias con el fin de determinar la cantidad total de UFC por pulmoén.

30 L se desechan

e e

|

Fig. 4. Diluciones de UFCs para conteo en placa. (A) Cajas de 96 pozos con 270 uL de PBS 5T (0.05%
Tween 80 Sigma) por pozo y 30 uL de muestra se utilizan para realizar las diluciones seriadas. (B)
Distribucion de las diluciones en placa, se siembran 10 puL de muestra.

Pasados los 21 dias, se registr6 el nimero de colonias en cada dilucién y se
procedi6 a realizar los célculos para determinar los millones de UFC presentes por

pulmon (Tabla 5).
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Tabla 5. Diluciones para la determinaciéon de unidades formadoras de colonia por pulmoén.

o Dividido entre | Factor de
D11u010n Sembl‘ado % 6 . . ., Resultado en:
1x10 multiplicacion
C 10 puL 1 100 0.0001
-1 10 pL 0.1 1000 0.001
-2 10 puL 0.01 10000 0.01 Millones ~ de
UFC/pulmén
-3 10 uL 0.001 100000 0.1
-4 10 pL 0.0001 1000000 1

5.3.2 DETERMINACION DE AREA AFECTADA POR NEUMONIA

Pasadas minimo 72 horas en etanol absoluto, los pulmones se diseccionaron
por el hilio y se deshidrataron en pases sucesivos con etanol y xilol y se embebieron
en parafina. Tras la deshidratacion y fijacion, se realiz6 la inclusion en bloques de
parafina para hacer los cortes histolégicos en el microtomo (Leica RM2145), con un
grosor de 4 pum. Los tejidos se tifieron con hematoxilina-eosina (H-E). Las areas
afectadas por la neumonia se midieron y analizaron mediante el sistema Leica QWin
(Leica Microsystems Imaging Solutions ltd., Cambridge, UK, 25X). En cada caso se
midi6 en um?2 el area total y zonas neumonicas de cada pulmén y se calculd el
porcentaje de pulmén afectado por neumonia. También se examind la presencia y

tamafo de granulomas.

5.4 ANALISIS ESTADISTICO

Para el anélisis estadistico de las curvas de supervivencia se utilizo el analisis
de Kaplan-Meier y la prueba de rango logaritmico (Log Rank Test). Los datos de UFC
e histologia se analizaron con el programa GraphPad Prism version 4.00 para

Windows, GraphPad Software, San Diego, California USA, expresando los resultados
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como el promedio + DE. La comparacion entre grupos se realizO mediante un
analisis de varianza (ANOVA) de una via con post-test Tukey. Las diferencias se

consideraron significativas con P<0.05.

6. RESULTADOS

6.1 PROTECCION CONFERIDA CON LA VACUNA BCG Y LAS MICROPARTICULAS DE
ALMIDON

6.1.1 CURVAS DE SUPERVIVENCIA

La eficacia protectora de la vacuna BCG administrada por las rutas subcutanea
(s.c.) e intranasal (i.n.), sola o acompafnada de las MPAs, se determind en primera

instancia comparando la supervivencia entre grupos.
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Fig. 5. Supervivencia a la infeccion con la cepa de virulencia muy alta 9005186 genotipo LAM de M.
tuberculosis. Grafica de Kaplan-Meier *** P<0.0001.

En la fig. 5 podemos observar que cerca del 50% de los ratones vacunados via
i.n. sin importar la adiciéon de las MPAs sobrevivi6 hasta el dia 62, aproximadamente
20 dias mas que el grupo no vacunado (P<0.0001). En cuanto a la via de
administracién s.c., se puede observar que cerca del 80% de los ratones que

recibieron solo la vacuna por esta via llegaron al dia 126 y cerca del 54% de los
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vacunados que recibieron BCG maéas las MPAs sobrevivieron hasta el dia 130. En
comparacion con el grupo no vacunado ambos grupos vacunados por via s.c. tuvieron
una supervivencia de hasta 80 dias mas (P<0.0001). Con respecto a la via de
vacunaciéon y sin importar la adiciéon de las MPAs se observo una diferencia
significativa entre los grupos pues como se muestra en la grafica, los animales
vacunados via s.c. vivieron cerca de 70 dias mas que los vacunados por via i.n

(P<0.0001).

6.1.2 CARGA BACTERIANA EN PULMON

Siguiendo la estrategia experimental detallada en la figura 3, dos meses
despues de la vacunacidon los animales se infectaron. A los 14, 28 y 60 dias
posteriores a la infeccion se realizaron sacrificios para determinar en cada caso la
cantidad de UFC de M. tuberculosis por pulmén. En las figuras 6 y 7 se observa la
carga bacilar de los animales vacunados por via s.c. e i.n. respectivamente en

comparacion con el grupo sin vacunar.

En la figura 6A se puede observar que la carga bacilar promedio para el dia 14
post-infeccion es de aproximadamente 194,000 UFC para los ratones que no
recibieron vacuna, mientras que para los ratones vacunados solo con BCG fue de
20,000 UFC. Por otro lado, los animales vacunados con BCG mas las MPAs tuvieron
en promedio 5,000 UFC, mostrando en el dia 14 una disminucién de 15,000 UFC en
comparacién con el grupo administrado solo con BCG, sin embargo dicha reduccion
no resulto estadisticamente significativa mediante andlisis de varianza. El dia 28
post-infecciéon (Fig. 6B), fue el tiempo de mayor incremento en el nimero de UFC
observado para todos los grupos en la cinética realizada. El grupo que no recibio
vacuna tuvo en promedio 3, 550,000 UFC, mientras que los grupos vacunados
alcanzaron 38, 000 UFC (solo con BCG) y 160, 000 UFC (BCG mas MPAs). El
analisis estadistico tampoco arrojo diferencias entre los dos grupos vacunados. Para
el dia 60 (Fig. 6C) tiempo en el cual ya no habia ratones del grupo sin vacunar, el
numero de UFC para el grupo vacunado solo con BCG fue en promedio de 270, 000
UFC, mientras que para el grupo vacunado con BCG mas las MPAs fue de 186, 000

UFC. Desde el dia 28 y hasta el dia 60 el nimero de UFC para el grupo vacunado con
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BCG mas las MPAs, aument6 solo 26, 000 UFC. Al dia 60 como en los tiempos
anteriores, tampoco se observaron diferencias estadisticas significativas, esto debido
a la DE obtenida en todos los grupos y que como se observa en los diagramas de
dispersion obedece a las diferencias en las respuestas individuales. La cinética

comparada se presenta en la figura 8A.
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Fig. 6. Carga bacilar de pulmones de ratones vacunados por via s.c., infectados con M. tuberculosis
9005186 genotipo LAM y sacrificados a los dias (A) 14, (B) 28 y (C) 60 después de la infeccion. Los
diagramas de dispersion muestran los valores individuales y las barras la media del grupo +DE.
*P<0.05, ***P<0.001

Con respecto a los animales vacunados via i.n., se observd en todos los
tiempos de la cinética un nimero mayor de UFC en pulmén en comparacion con los
animales vacunados via s.c. En la figura 7A se muestra el nimero de UFC para el dia
14 post-infeccién, siendo en promedio 194, 000 UFC para los ratones no vacunados,
y 38, 000 y 253, 000 UFC para los grupos vacunados con BCG y con BCG méas MPAs,
respectivamente. Debido a la diferencia de respuesta en algunos animales del mismo
grupo, estos resultados no fueron diferentes estadisticamente. Por su parte, 28 dias
después de la infeccion (Fig. 7B) se observa un aumento en el nimero de UFC del
grupo vacunado solo con BCG (6, 410, 000 UFC) al punto de casi igualar el nimero
de UFC para el grupo vacunado con BCG mas MPAs (7, 175, 000 UFC) y superar el
numero de UFC del grupo no vacunado (3, 550, 000 UFC). Para el dia 60 post-
infeccion (Fig. 7C) ya no habia animales del grupo no vacunado. En este tiempo se
observa una disminucion en el nimero de UFC de los grupos vacunados (808, 333

UFC para el grupo vacunado solo con BCG y 2, 940, 000 UFC para los vacunados con

39



BCG mas MPAs), presentandose diferencia significativa entre los grupos (P<0.05).

En la figura 8B se muestra la cinética comparada en la que se muestra que al igual

que los animales vacunados por via s.c., los animales vacunados por via i.n. también

presentan el mayor nimero de UFC 28 dias después de la infeccion.
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Fig. 7. Carga bacilar de pulmones de ratones vacunados por via i.n., infectados con M. tuberculosis
9005186 genotipo LAM y sacrificados a los dias (A) 14, (B) 28 y (C) 60 después de la infeccion. Los
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Fig. 8. Comparacion de la carga bacilar en pulmén por tiempo y via de vacunacién. (A) Via s.c. (B)

viain.

40



6.1.3 PRESENCIA DE NEUMONi{A

En cada tiempo de sacrificio se hizo el analisis histolégico de los pulmones
para observar el desarrollo de zonas neumonicas y comparar entre grupos sin
vacunar y vacunados con y sin las MPAs. En la figura 9A, se puede observar tanto en
la grafica como en las fotografias de los cortes histologicos, que para el dia 14 el
porcentaje de neumonia es minimo, siendo en promedio de 2 a 4% tanto para los
grupos no vacunados como para los vacunados por ambas vias. Para el dia 28 (Fig.
9B) se observa para el grupo no vacunado en promedio 19% de neumonia, mientras
que para los grupos vacunados por via s.c. los porcentajes son menores al 10% y para
los grupos vacunados por via i.n. son entre el 38 y 47% sin presentarse diferencias
significativas entre el grupo vacunado solo con BCG y el vacunado con BCG mas
MPAs, por lo que se descarta que dicho efecto sea atribuido a las MPAs. Para el dia
60 ya no habia muestras del grupo no vacunado y el porcentaje de neumonia en los
grupos vacunados aument6 sobre todo para los animales vacunados por la via i.n.
Los ratones vacunados por via s.c. tuvieron en promedio 25% de neumonia, con un
porcentaje menor (19%) en los administrados con BCG més las MPAs sin diferencias
estadisticamente significativas. Por otro lado, para los animales vacunados via i.n. el
porcentaje de areas neumonicas aument6 hasta un 61% para los vacunados solo con
BCQG, siendo ligeramente menor (54%) en los vacunados mas las MPAs, sin embargo,

tampoco se observan diferencias significativas.
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Fig. 9. Porcentaje de neumonia en ratones vacunados por las vias s.c. e i.n., infectados con M.
tuberculosis 9005186 genotipo LAM y sacrificados a los dias (A) 14 (B) 28 y (C) 60 después de la
infeccion. En cada tiempo se presenta un corte histologico representativo por grupo. **P<0.01,
#¥*¥P<0.001.

La comparacion del porcentaje de neumonia en todos los grupos se presenta
en la figura 10, donde se observan claramente las diferencias dependiendo de las vias
de administracion. Para el dia 14, el porcentaje de neumonia es muy similar en todos
los grupos. Sin embargo, para el dia 28 se observa que los pulmones més afectados
fueron los de los grupos vacunados por via i.n. sin y con MPAs (38% y 47%
respectivamente). Estos porcentajes se mantienen muy similares a los observados
para el dia 60, aumentando 23% para el grupo vacunado solo con BCG y 7% para el
vacunado con BCG mas las MPAs. Para la via s.c. el mayor porcentaje se registra el
dia 60 aumentando solo 20% (BCG) y 12% (BCG méas MPAs) en 32 dias. Entre los
grupos de vacunacion experimentales (BCG vs. BCG mas MPAs), no se observaron

diferencias significativas en ninguna de las dos vias de administracion.
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Fig. 10. Comparacion del porcentaje de neumonia por tiempo y via de vacunacion.

7. DISCUSION

El presente estudio fue disefiado para evaluar la capacidad adyuvante de las
MPAs administradas de manera simultanea con la vacuna BCG en ratones BALB/c
vacunados por las vias subcutinea (s.c.) e intranasal (i.n.), con el fin de aumentar la
eficacia protectora de la vacuna. Para la infeccion fue utilizada la cepa de M.
tuberculosis 9005186 genotipo LAM, obtenida de un aislado clinico en México cuya
inmunopatogenicidad fue caracterizada en el afio 2008, determindndose su
virulencia muy alta (Marquina et al., 2008). En dicho estudio en el que se utilizaron
ratones BALB/c no vacunados, se demuestra que la infeccion con la cepa 9005186,
en comparacion con la infecciéon con la cepa H37Rv, se caracteriza por un rapido
crecimiento bacteriano en pulmon (el doble que H37Rv desde el dia 14) asi como el
desarrollo temprano y masivo de neumonia (mas del doble que para H37Rv al dia
28), ocasionando la mortalidad del 100% de los animales infectados al dia 35
(Marquina et al., 2008). La gran diferencia entre la virulencia de las cepas de M.
tuberculosis es determinada principalmente por los componentes de la pared celular
bacteriana (Killenius et al.,, 2016) e influye en la capacidad protectora de la
vacunacion con BCG (Lopez et al., 2003) y en su caso con la capacidad protectora o
reforzante que tengan otro tipo de vacunas y adyuvantes. Principalmente influye en
una menor proteccion de la vacuna BCG la respuesta inmune del huésped a los
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glicolipidos asociados a la pared de la micobacteria, los cuales juegan un papel
crucial en la inmunomodulaciéon inducida por M. tuberculosis provocando distintas
respuestas inmunes y activando/reprimiendo diferentes cascadas (Karakousis et al.,
2004). Tal es el caso del lipoarabinomanano que se ha comprobado resulta muy
eficiente para desactivar a los macrofagos (Hernandez-Pando et al., 1997) actuando a
varios niveles ya que puede eliminar los radicales libres de oxigeno, inhibir la
actividad de la proteina quinasa C, que tiene un papel regulador en las diversas vias
de transduccion de sefiales implicadas en la activacién de macrofagos y bloquear la
activacion transcripcional de genes inducibles por INF-y (Chan et al., 1991); asi
mismo el glicolipido fenolico (PGL, por sus siglas en inglés) se ha descrito esta
relacionado con la supresion de citocinas proinflamatorias TNF-a, IL-6 e IL-12 (Reed
et al., 2004), las cuales resultan esenciales para combatir las infecciones con M.
tuberculosis. Por esta razon, resulta de importancia realizar estudios de proteccion
vacunal utilizando esta y otras cepas muy virulentas pues son los microorganismos

con los que la poblacion se enfrenta verdaderamente.

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que la via de
administraciéon de la vacuna por si misma, independientemente de la presencia o no
de las MPAs, tiene un impacto en la eficacia protectora de la misma. Por via s.c., la
vacuna adicionada con las MPAs protegi6 de forma similar que la vacuna sola,
lograndose una supervivencia de hasta 126 y 130 dias respectivamente. Estos
resultados difieren de los obtenidos en experimentos previos en los que utilizando
8000 UFC de BCG Phipps para vacunar se alcanzaron 57 dias de supervivencia
(Moreno-Mendieta et al., 2017) y muestran que aumentando la dosis de vacuna se
puede aumentar la proteccion que ésta confiere. Resulta importante destacar que por
via s.c. se han utilizado diferentes cepas de BCG y dosis para vacunar con distintos
resultados en la proteccidon contra la infeccion con la cepa de mediana virulencia
H37Rv (tabla 6). Se ha observado que la cepa de BCG Phipps brinda una protecciéon
rapida y a corto plazo, mientras que la cepa de BCG Pasteur brinda una proteccion
mas lenta y a largo plazo (Castillo-Rodal et al., 2006). Sin embargo, no existen
antecedentes suficientes del efecto de cepa y dosis de vacuna y via de administracion
frente a la infeccion con micobacterias muy virulentas, lo cual representa el principal
aporte de este trabajo. Asi como el hecho que se reporta por primera vez la cinética

de crecimiento bacteriano en pulmén a los 14 y 28 dias después de la infeccidon
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(previa vacunacion), ya que de manera general en el modelo de tuberculosis
pulmonar progresiva a partir del cual se adapto el modelo experimental usado en
este trabajo, se analiza la carga bacteriana en pulmoén a los dias 60 y 120 post-

infeccidn para evaluar la eficacia protectora de vacunas o adyuvantes.

Tabla 6. Cepas y dosis utilizadas para la vacunacion s.c. con BCG.

UFC de UFC de H37Rv en pulmoén .
Cepa de BCG . . Referencia
vacuna (m) = meses post infeccion
BCG Pasteur (2m) 5.52x10°
1x10* Castillo-Rodal et al., 2006
BCG Phipps (2m) 5.32x10°
1x10*
BCG Phipps (2m)6x10° Garcia et al., 2014
8x103
BCG Phipps (2m) 4x10° Valdés et al., 2014
8x103
Tirado et al., 2016
BCG Moreau (2m) 5.65x10°
8x103
BCG Pasteur (4m) 10° Pedroza-Roldan et al., 2016
1x10°

En cuanto a la vacunacién por via i.n., en las condiciones de este experimento
y en contraste con reportes previos, la vacunacion no brinda proteccién, con o sin las
MPAs. Si bien la supervivencia de los ratones vacunados fue 20 dias méas que la de los
animales sin vacunar, no se observé disminucion de la carga bacilar en pulmoén. Es
posible que en este sentido, factores como las barreras fisicas propias del aparato
respiratorio superior, vellosidades y cilios epiteliales encargados de expulsar
materiales extraios o microorganismos a través del moco (Kaliner et al., 1986),
hayan impedido la llegada tanto de la vacuna como de las MPAs a los macrofagos

alveolares. También es factible un evento de competencia en la fagocitosis de MPAs y
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las bacterias lo que conllevaria a que no todos los ratones recibieran la misma dosis

de vacuna explicando la diferencia de UFC en pulmoén entre animales.

Inicialmente parece que la adicion de las MPAs va en detrimento de la
respuesta protectora de la vacuna ya que el nimero de UFC es en promedio mayor
que el grupo no vacunado a los 14 dias, sin embargo, que al dia 28 la carga bacteriana
en pulmoén haya sido mayor en los grupos vacunados coincidiendo con el aumento
progresivo en la neumonia, més bien refleja la fuerte respuesta inflamatoria de los
animales a la vacuna recibida por esta via. Es importante destacar que en contraste
con este estudio, algunos autores reportan que el uso de la vacuna BCG por via i.n.
aumenta la capacidad protectora de la vacuna en comparacién con la via s.c., esto
debido principalmente a una mayor produccion de TNF-a e INF-y. Sin embargo, vale
la pena resaltar que la mayoria de las cepas que utilizaron para la infeccion fueron
cepas con mediana virulencia, ademas que no se reportaron los hallazgos a nivel
histoldgico. En la tabla 7 se presenta una comparacion de estos estudios con las cepas

y dosis correspondientes para la vacunacion e infeccion.

Tabla 7. Comparacion de cepas y dosis de vacunacion por via i.n.

Via de Via de
Dosis de .. Dosis de . .
Cep a de vacunacion Cepa para infecciéon
vacuna . .. Virulencia infeccion Referencia
BCG infeccion
(UFC) (UFC)
M. Intratraqueal
BCG . Presente
. 20x103 tuberculosis Muy alta 2.8x10° .
Phipps estudio
9005186 LAM
BCG 105, 106, _ Aerosol Tree et al.,
H37Rv Mediana 5x102

Pasteur 107 2004

BCG ) ) Intravenosa Lyadova et al.,

105 M. bovis Mediana 2x10°

Pasteur 2001

BCG . Aerosol Derrick et al.,

103 Erdman Mediana 200
Pasteur 2014
Intranasal
BCG . Intranasal Uranga et al.,
. 2.5x107 H37Rv Mediana 10?2

Danish 2016
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Por su parte, y respecto al uso de sistemas particulados para reforzar la
vacunacion con BCG, son escasos los reportes y se limitan al uso de nanoparticulas
de cera de carnauba amarilla cubiertas con el antigeno 85B de M. tuberculosis
fusionado a la hemaglutinina de unién a heparina para inmunizacion i.n. (Stylianou
et al.,, 2014) y al uso de esporas recombinantes inactivadas de Bacillus subtilis
también para administracion i.n. como refuerzo después de la vacunacion s.c. con
BCG (Reljic et al., 2013; Sibley et al., 2014). En ambos casos se comprob6 que el uso
de las particulas como refuerzo de la vacuna BCG promueven una mayor produccion
de citocinas proinflamatorias como INF-y, IL-2 y TNF-q, y una disminucién de UFC
en pulmon comparable con la obtenida con la sola vacuna. Se presume que ademaés
de la fagocitosis (particulas de 1 a 5 um) o endocitosis (en el caso de nanoparticulas),
puede haber activacion inespecifica del sistema inmune innato por el reclutamiento
de células NK en los pulmones y la activacién de vias de senalizacion mediada por la
interaccion de ligandos especificos con uno o més receptores tipo Toll (Chadwick et

al., 2010; Song et al., 2012; Reljic et al., 2013).

En el caso concreto del uso de las MPAs como refuerzo o adyuvante de la
vacuna BCG, se ha observado que los resultados dependen de la cepa utilizada para la
infeccion. Infectando con la cepa de referencia H37Rv el efecto de las MPAs es
contundente tanto en el aumento significativo en la supervivencia como en la
reducciéon de UFC en pulmoén y se pudo observar que no hay desarrollo de neumonia
por la adicién de las mismas (Moreno-Mendieta et al., 2017). En contraste infectando
con las cepas muy virulentas los resultados han sido diversos como es el caso de la
cepa 9005186 pues usando las MPAs como refuerzo de la vacuna fue posible reducir
de forma significativa la carga bacteriana en pulmoéon pero cuando estas se
administraron directamente con la vacuna no se observaron efectos. Esto resalta la
importancia y el efecto de la combinacion de todos los factores como son cepa y via
de vacunacion, cepa de infeccion y finalmente via, dosis y estrategia (como refuerzo o
adyuvante) de administracion de las MPAs. En la actualidad se investiga el papel
inmunoestimulante que tienen estas MPAs sobre macrofagos lo cual permitira
caracterizar los receptores involucrados y los mecanismos responsables de su

actividad y en consecuencia orientaran el disefio de futuros experimentos in vivo.
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8. CONCLUSIONES Y PROSPECTIVAS

8.1 CONCLUSIONES

O En contraste con la cepa de referencia H37Rv y de acuerdo a las condiciones
de este experimento, la coadministracion de MPAs con la vacuna BCG no
mejora la eficacia protectora de la vacuna frente a la infeccion con la cepa
9005186 genotipo LAM ni en términos de supervivencia ni de carga bacilar en

pulmon.

O La adicion de las MPAs por via i.n. no contribuye al desarrollo de la neumonia,
lo cual resulta de suma importancia considerando las preocupaciones

concernientes con la seguridad de los adyuvantes administrados por esta ruta.

O A diferencia de lo reportado por otros autores, no se observdé que la
vacunacion intranasal con BCG sola o con las MPAs resultara en una mayor

proteccion.

O La eficacia protectora de la vacuna BCG con las MPAs, se ve influida por la
dosis y via de administraciéon de la vacuna y la hipervirulencia de la cepa

utilizada para la infeccion.

O Sibien la administracion de una mayor dosis de vacuna por via s.c. aumento6 la
supervivencia de los ratones, la adicion de las MPAs no tuvo ningun efecto, ni

negativo ni positivo, sobre su eficacia protectora.

8.2 PROSPECTIVAS

Considerando los resultados obtenidos en el presente estudio y los
antecedentes de la linea de investigacion, se recomienda continuar explorando las
propiedades inmunoestimulantes de las microparticulas y especialmente su

caracterizacion con el fin de orientar futuros experimentos en el modelo de
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proteccion vacunal basado en el modelo de tuberculosis pulmonar experimental.

Particularmente resulta de interés:

Investigar el efecto de la administracién de cantidades diferentes de MPAs con
distintas cepas de BCG que presentan niveles de proteccion diferentes (BCG

Phipps vs BCG Pasteur o su combinacion BCG Mix).

Explorar la via de administracion i.n., solo para la administracion de las MPAs
como inmunoestimulante bien sea antes o después de la vacunacion.

Caracterizar el mecanismo adyuvante de las MPAs in vitro, en términos de
células estimuladas y citocinas producidas pues esto permitira conducir
experimentos in vivo con la adecuada combinacion de factores como son cepa

y dosis de vacuna y cantidad y via de administracion de las MPAs.
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ANEXO I: ANALISIS ESTADISTICOS

A. SUPERVIVENCIA.

Comparacién de Curvas de Supervivencia

Prueba de Rango Logaritmico (Log Rank)

Chi cuadrado

df

Valor de P

Resumen valor P

Difieren las curvas significativamente?

Chi cuadrado

df

Valor de P

Resumen valor P

Tendencia significativa?

190.1

4

P<o0.0001

K% ¥

Si

Prueba de Rango Logaritmico para la tendencia

11.15
1
0.0008

*X¥

Si

COMPARACION DE CURVAS DE SUPERVIVENCIA

Chi cuadrado

df

Valor de P
Resumen valor P

Difieren las curvas
significativamente?

Mediana de
supervivencia

Radio

Radio del IC 95%

Vacunados via

126.0

BCG s.c.

130.0
BCG+MPAs s.c.
0.9692

0.5200 a 1.418

Vacunados via Vias.c.vs

in.

0.00001869
1
0.9966

ns

No

57.00
BCGi.n.

62.00

BCG+MPAs i.n.

0.9194

0.4701 a 1.369

Sin
via i.n. vacunar
vs via s.c.
82.71 97.25
1 1
P<0.0001 P<0.0001
KX KK
Si Si
126.0 41.00
57.00 130.0
2.211 0.3154
1.761 a -0.1339 a
2.660 0.7646

Sin
vacunar
vs via i.n.

14.45

1

P<0.0001

*KK

Si

41.00

62.00

0.6613

0.2120 al.1
11
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B. UFC.

Administracion de BCG y BCG + MPAs via subcutanea

Prueba de Bartlett para varianzas iguales
Valor

Parametro

Estadistico de Bartlett

Valor de P
Resumen valor P

Difieren las

significativamente? (P<0.05)

20.48

P<o0.0001

KH*

varianzas

Si

ANALISIS DE VARIANZA UFC EN PULMON DIA14 POST-INFECCION

Tratamiento
columnas)

Residual (en columnas)

Total
Prueba de
maultiple de Tukey

Sin BCG vs. BCG s.c.

Sin BCG vs. BCG + MPAs s.c.

BCG vs. BCG + MPAs s.c.

comparaciéon

SS

(entre 0.1107

0.1306

0.2414

0.1742

0.1894

0.0152

df

12

14

Promedio de
la diferencia

3-734

4.060

0.3258

MS

0.05537

0.01088

Valor P

P> 0.05

P>o0.05

P>0.05

IC 95% para la
diferencia

-0.001831 a
0.3502

0.01337 2 0.3654

-0.1608 a 0.1912

ANALISIS DE VARIANZA UFC EN PULMON DIA28 POST-INFECCION

SS df
Tratamiento (entre columnas) 36.67 2
Residual (en columnas) 1.314 10
Total 37.98 12
Prueba de comparacion Promedio de
miiltiple de Tukey la diferencia 9
Sin BCG vs. BCG s.c. 3.512 20.43
Sin BCG vs. BCG + MPAs s.c. 3.390 19.72
BCG vs. BCG + MPAs s.c. -0.1218 0.6718

MS
18.34

0.1314

Valor P

P<o0.001
P<o0.001

P<o0.05

IC 95% para la
diferencia

2.845 a 4.178
2.723 a 4.057

-0.8244 a 0.5809
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Administracion de BCG y BCG + MPAs via intranasal

Prueba de Bartlett para varianzas iguales

Parametro

Estadistico de Bartlett

Valor de P

Resumen valor P

Difieren

las varianzas
significativamente? (P<0.05)

Valor

9.392

0.0091

*%

Si

ANALISIS DE VARIANZA UFC EN PULMON DIA14 POST-INFECCION

Tratamiento (entre
columnas)

Residual (en columnas)

Total

Prueba de comparacion
maultiple de Tukey

Sin BCG vs. BCG i.n.
Sin BCG vs. BCG + MPAs i.n.

BCG vs. BCG + MPAs i.n.

SS

0.1229

0.3106

0.4335

Promedio de
la diferencia

0.1556
-0.05900

-0.2146

df

12

2.163

0.8200

2.983

MS

0.06145

0.02588

Valor P

P> 0.05
P>0.05

P>0.05

IC 95% para la
diferencia

-0.1159 a 0.4271
-0.3305 a 0.2125

-0.4861 a 0.05687

ANALISIS DE VARIANZA UFC EN PULMON DIA28 POST-INFECCION

Tratamiento (entre columnas)
Residual (en columnas)

Total

Prueba de comparacion
maultiple de Tukey

Sin BCG vs. BCG i.n.
Sin BCG vs. BCG + MPAs i.n.

BCG vs. BCG + MPAs i.n.

SS
34.21
93.69

127.9

Promedio de
la diferencia

-2.860
-3.625

-0.7650

df
2

11

13

2.191
2.619

0.5526

MS
17.11

8.518

Valor P

P<o0.05
P<o0.05

P<o0.05

IC 95% para la
diferencia

-7.846 a 2.126
-8.913 21.663

-6.053 a 4.523
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Administracion de BCG y BCG + MPAs vias subcutinea e intranasal

Dia 60

Prueba de Bartlett para varianzas iguales

Parametro

Estadistico de Bartlett

Valor de P
Resumen valor P

Difieren las

varianzas

significativamente? (P<0.05)

Valor

34.15
P<o0.0001

* %%

Si

ANALISIS DE VARIANZA UFC EN PULMON DIA60 POST-INFECCION

Tratamiento (entre columnas)
Residual (en columnas)

Total

Prueba de comparacién maultiple
de Tukey

BCG s.c vs BCG+MPAs s.c.

BCG s.c vs BCG i.n.

BCG s.c vs BCG+MPAs i.n.
BCG+MPAs s.c vs BCG i.n.
BCG+MPAs s.c vs BCG+MPAs i.n.

BCG i.n vs BCG+MPAs i.n.

SS
26.22
25.89

52.11

Promedio de
la diferencia

0.08083
-0.5417
-2.673
-0.6225

-2.754

-2.132

df MS

3 8.740

19 1.363

22

q Valor P

0.1606 P > 0.05
1.137 P > 0.05
5.349 P <o0.01
1.306 P> 0.05
5.510 P <o0.01

4.265 P <o0.05

IC 95% para la
diferencia

-1.814 a 1.976
-2.437 21.354
-4.661 a -0.6856
-2.518 a1.273
-4.742 a -0.7664

-4.119 a -0.1439

61



C. Neumonia.

Administracion de BCG y BCG + MPAs via subcutanea e intranasal

ANALISIS DE VARIANZA NEUMONIA EN PULMON DIA14 POST-INFECCION

Valor P
Resumen Valor P

Difieren los promedios
significativamente? (P<0.05)

Nuamero de Grupos
F

R cuadrada

Tratamiento (entre columnas)
Residual (en columnas)

Total

Prueba de comparacion
maultiple de Tukey

Sin vacuna vs BCG s.c.

Sin vacuna vs BCG + MPAs s.c.
Sin vacuna vs BCG i.n.

Sin vacuna vs BCG + MPAs i.n.
BCG s.c. vs BCG + MPAs s.c.
BCG s.c. vs BCG i.n.

BCG s.c. vs BCG + MPAs i.n.
BCG + MPAs s.c. vs BCG i.n
BCG + MPAs s.c. vs

BCG + MPAs i.n.

BCG i.n. vs BCG + MPAs i.n.

0.9752

ns

No

5
0.1127

0.04312

SS
2.736
60.72

63.45

Promedio
dela
diferencia
-0.4500
-0.6800
-1.250
-0.9500
-0.2300
-0.8000

-0.5000

-0.5700

-0.2700

0.3000

df

0.3163
0.4780
0.8787
0.6678
0.1617
0.5623
0.3515

0.4007

0.1898

0.2109

MS
0.6841

6.072

Valor P

P>o0.05
P>0.05
P>o0.05
P>0.05
P>o0.05
P>0.05
P>o0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

IC 95% para la

diferencia

-7.071a 6.171
-7.301 a 5.941
-7.871a5.371
-7.571a 5.671
-6.851a 6.391
-7.421 a 5.821
-7.121a 6.121

-7.191 a 6.051

-6.891a 6.351

-6.321 a 6.921
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ANALISIS DE VARTIANZA NEUMONIA EN PULMON DIA28 POST-INFECCION

Valor P
Resumen Valor P

Difieren los promedios
significativamente? (P<0.05)

Numero de grupos
F

R cuadrada

Tratamiento (entre columnas)
Residual (en columnas)

Total

Prueba de comparacion
multiple de Tukey

Sin vacuna vs BCG s.c.

Sin vacuna vs BCG + MPAs s.c.
Sin vacuna vs BCG i.n.

Sin vacuna vs BCG + MPAs i.n.
BCG s.c. vs BCG + MPAs s.c.
BCG s.c. vs BCG i.n.

BCG s.c. vs BCG + MPAs i.n.
BCG + MPAs s.c. vs BCGi.n
BCG + MPAs s.c. vs

BCG + MPAs i.n.

BCG i.n. vs BCG + MPAs i.n.

0.0002

**%

Si

16.85

0.8708

SS
4081
605.4

4687

Promedio
dela
diferencia
13.46
11.30
-18.98
-28.13
-2.160
-32.44
-41.59

-30.28

-39-43

-9.150

df

10

14

2.996
2.515
4.225
6.262
0.4808
7.221
9.258

6.741

8.778

2.037

MS
1020

60.54

Valor P

P>0.05

P>o0.05

P>0.05

P<o.01

P>o0.05

P<o.01
P<0.001

P<o.01

P<o0.001

P>0.05

IC 95% para la
diferencia

-7-447 a 34.37
-0.607 a 32.21
-39.89 a 1.927
-49.04 a-7.223
-23.07 a18.75
-53.35 2 -11.53
-62.50 a -20.68

-51.19 2-9.373

-60.34 a -18.52

-30.06 a 11.76
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ANALISIS DE VARIANZA NEUMONIA EN PULMON DIA60 POST-INFECCION

Valor P
Resumen Valor P

Difieren los

Numero de grupos
F

R cuadrada

Tratamiento (entre
columnas)

Residual (en columnas)

Total

Prueba de comparacion
multiple de Tukey

BCG s.c. vs BCG + MPAs s.c.
BCG s.c. vs BCG i.n.

BCG s.c. vs BCG + MPAs i.n.
BCG + MPAs s.c. vs BCG i.n
BCG + MPAs s.c. vs

BCG + MPAs i.n.

BCG i.n. vs BCG + MPAs i.n.

promedios
significativamente? (P<0.05)

0.0545

ns

No

3-913

0.5947

SS

3950

2692

6642

Promedio
dela
diferencia
6.690
-35.91
-28.61

-42.60

-35.30

7.300

df

11

0.6317
3.391
2.701

4.022

3-333

0.6893

MS

1317

336.5

Valor P

P>o0.05
P>o0.05
P>0.05

P>o0.05

P>0.05

P>0.05

IC 95% de la
diferencia

-41.28 a 54.66
-83.88 2 12.06
-76.58 2 19.36

-90.57 a 5.365

-83.27a12.67

-40.67 a 55.27
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