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Abreviaturas y acrénimos

BCG

BSA

CFSE
CMSP
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PPD
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PBST20
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rHBHA - RE
rHBHA - EC
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PBST

PRR
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Succinimidil — carboxifluoresceina
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Derivado de proteina purificada
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PBS 1x con Tween20 0.05%

Macréfagos alveolares

Suero fetal bovino

HBHA recombinante expresada en Rhodococcus erythropolis
HBHA recombinante expresada en Escherichia coli
Patrones moleculares asociados a patdégenos

PBS 1x con Tween 20 0.05%

Receptores de reconocimiento de patrones

Modificaciones post — traduccionales
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1- Resumen

Los altos indices de mortalidad y morbilidad por tuberculosis, el surgimiento de cepas de
Mycobacterium tuberculosis multirresistentes y la baja eficiencia de la vacuna Mycobacterium
bovis BCG, la Unica vacuna disponible contra la enfermedad, hace necesaria la basqueda y
evaluacion de antigenos que puedan mejorar la proteccion ofrecida por la vacuna. La adhesina
hemaglutinina de union a heparina (HBHA), un antigeno de M. tuberculosis que induce altos
niveles de IFN-y en las células mononucleares de sangre periférica de individuos con tuberculosis
latente y que ha mostrado una capacidad protectora ante un reto con la bacteria virulenta en
modelos murinos es un candidato importante como vacuna. Sin embargo, su funcion protectora,
ha sido asociada a la presencia de un patrén caracteristico de metilaciéon presente Unicamente
en la proteina nativa extraida de M. tuberculosis. Debido a la dificultad de obtencidén de este
antigeno, en nuestro laboratorio se clon6 y expresé en Rhodococcus erythropolis como una
proteina recombinante metilada. En el presente trabajo se evalué la respuesta inmune humoral y
celular a este antigeno mediante la inmunizacion subcutanea, intranasal e intraperitoneal de
ratones BALB/c con las proteinas recombinantes HBHA metilada (rHBHA — RE) y no metilada
(rHBHA - EC), esta ultima expresada en Escherichia coli, y se compar6 con la ejercida por la
vacuna BCG. Los resultados obtenidos mostraron que ambas proteinas inducen la produccion de
anticuerpos IgG, subclase 1gG1, en ratones inmunizados por la via subcutanea e intraperitoneal.
Asi mismo, la inmunizacion subcutanea e intranasal con rHBHA — RE estimulé la produccién de
citocinas protectoras pro — inflamatorias (IFN-y, TNF-qa, IL-183, IL-17 e IL-2) y anti — inflamatorias
(IL-10) en células de bazo. Aunado a lo anterior la inmunizacién subcutanea indujo la proliferacion
de linfocitos T CD4* Ademas, el re — estimulo con rHBHA — RE de esplenocitos de ratones
inmunizados con BCG incremento la expresion de las citocinas IFN-y e IL-17. Mientras que el re
— estimulo con el bacilo en los ratones inmunizados con BCG incrementé la expresion de TNF-a
e IL-1B. Lo anterior, pone en evidencia que la inmunizacion con la rHBHA — RE es capaz de
incrementar en ratones, la respuesta inmune humoral y celular en comparacion con la inducida
por la vacunacion con BCG, principalmente cuando es administrada por la via subcutanea. Por
lo que rHBHA - RE podria ser utilizada en un esquema de refuerzo de la vacuna BCG para evaluar

el efecto protector que induce en ratones frente a la infeccion con M. tuberculosis.



Evaluacion en ratones de la respuesta inmune humoral y celular inducida por la adhesina
hemaglutinina de union a heparina (HBHA) de Mycobacterium tuberculosis expresada en

Rhodococcus erythropolis

2. Introduccion

2.1. Tuberculosis

La tuberculosis es una enfermedad infecto — contagiosa que se encuentra entre una de las 10
principales causas de muerte en todo el mundo y es la causa lider mundial de muerte debida a
un solo agente infeccioso (por encima del VIH/SIDA). Su agente etiolégico, el bacilo M.
tuberculosis, es transmitido a través del aire por medio de aerosoles (gotas de Fluggen) que se
generan cuando los individuos infectados tosen. Afecta principalmente a los pulmones
(tuberculosis pulmonar) pero puede también afectar otros érganos (tuberculosis extrapulmonar)
(OMS, 2019). La expresion clinica de la enfermedad puede variar sustancialmente entre
individuos y depende tanto de factores del hospedero como del bacilo. Unicamente el 10% de la
poblacion infectada desarrolla tuberculosis activa en algin momento durante su vida, mientras
gue en el 90% de la poblacion restante se establece una tuberculosis latente en la cual los
individuos infectados no desarrollan sintomas de la enfermedad (Wen et al., 2017). Aunque el
riesgo de progresion a una enfermedad activa en los individuos con tuberculosis latente es mas
alto dentro de los primeros dos afios de infeccidn, existe durante toda su vida el riesgo de
desarrollar la enfermedad activa en caso de no ser tratados. El riesgo es particularmente alto para
personas en condiciones de inmunosupresion, tales como aquellos infectados con VIH o que
presentan falla renal cronica. Los sujetos con tuberculosis latente, por lo tanto, representan un
importante reservorio para futuros casos de tuberculosis, por lo que su identificacion, tratamiento

preventivo y vigilancia son elementos clave en el control de la tuberculosis (Hougardy et al., 2007).

Cerca de un cuarto de la poblacibn mundial esta infectada con M. tuberculosis, por lo tanto,
presenta un riesgo de desarrollar la enfermedad. Con un diagndstico oportuno y tratamiento con
antibidticos de primera linea por 6 meses la tuberculosis pueden ser curada y la transmision
disminuida. EI namero de casos de tuberculosis anuales pueden ser disminuidas al reducir la
prevalencia de los factores de riesgo relacionados con la enfermedad; al proveer tratamiento
preventivo a las personas con tuberculosis latente; y al tomar acciones multisectoriales

relacionados con la infeccion o enfermedad con M. tuberculosis (OMS, 2019).



2.1.1. Epidemiologia

Globalmente, entre 9 y 11.1 millones de personas desarrollaron tuberculosis activa en 2018, un
ndamero que ha sido relativamente estable en los dltimos afios. La incidencia de la enfermedad
varia ampliamente entre paises, en 2018, el promedio global de casos nuevos fue de 130 por
cada 100 000 habitantes. En ese mismo afio la tuberculosis causo entre 1.2 y 1.4 millones de
muertes entre personas VIH negativas y entre 266 000 y 335 000 muertes entre personas VIH
positivas. La tuberculosis afecta a personas de ambos sexos en todos los grupos de edad pero
la incidencia es mas alta es en hombres mayores a 15 afos, quienes representaron el 57% de
todos los casos de tuberculosis en 2018, en comparacion con las mujeres y los nifios (menores
a 15 afos), quienes representaron el 32% y 11%, respectivamente. De la totalidad de los casos,
8.6% fueron personas VIH positivos (OMS 2019).

Geograficamente, muchos de los casos de tuberculosis en 2018 se concentraron en el Suroeste
de Asia (44%), Africa (24%) y el Este del Pacifico (18%), con pequefios porcentajes en Este del
Mediterraneo (8%), las Américas (3%), y Europa (3%). Ocho paises representan dos tercios del
total global: India (27%), China (9%), Indonesia (8%), las Filipinas (6%), Pakistan (6%), Nigeria
(4%), Bangladesh (4%), y Sudéafrica (3%). Estos y otros 22 paises en la lista de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) son aquellos con la mayor incidencia de tuberculosis, representando
el 87% de los casos a nivel mundial (OMS 2019).

Aunado a lo anterior, la tuberculosis resistente a farmacos representa un problema grave de salud
publica. En 2018, se presentaron cerca de medio millon de nuevos casos de tuberculosis
resistentes a rifampicina (de los cuales el 78% tenia tuberculosis multi — drogo — resistente).
Globalmente 3.4% de nuevos casos de tuberculosis y 18% de los casos tratados previamente
tenian tuberculosis multi — drogo — resistente o resistente a rifampicina, con la proporcién mas

alta en los paises que forman la uniéon Soviética (OMS 2019).

En México la incidencia total de la tuberculosis en 2018 fue de 23 individuos por cada 100 000
habitantes siendo mas alta en varones entre 25 y 54 afios. En ese mismo afio se notificaron un
total de 24 096 casos de los cuales 2.6% correspondio a tuberculosis multi drogo resistente o
resistente. La tasa de mortalidad fue de 2.49 por cada 100 000 habitantes, de los cuales 0.59

correspondio a individuos VIH positivos (OMS 2019).



2.1.2. Diagnéstico, tratamiento y prevencion

El diagndstico clinico de la tuberculosis es dificil debido a la presencia de sintomas similares a
otras enfermedades, tal es el caso que incluso los datos radiolégicos son muy diversos. Sin
embargo, un rapido diagnostico y tratamiento son importantes para reducir la mortalidad y la
morbilidad. Algunos métodos para el diagnostico de la tuberculosis son considerados como
cladsicos debido a que han estado en el mercado por décadas, tales como, la prueba de la
tuberculina, métodos radiogréficos, microscopia de frotis, cultivo bacteriolégico y deteccion de
citocinas. El método diagndstico estandar es el aislamiento y cultivo de la bacteria. Esta técnica
detecta cerca del 80% de los casos de tuberculosis actuales, sin embargo, puede tomar varias
semanas tener un diagnostico definitivo y presentan un namero de desventajas, tales como:
recurrente ocurrencia de falsos positivos, poca y variable sensibilidad, habilidad limitada para la
identificacion de especies, especificidad variable, entre otros (Hougardy et al., 2007; Poeta et al.,
2018; Wyndham — Thomas et al., 2013).

En afios recientes se han desarrollado nuevos métodos de diagndstico que superan en rapidez y
eficiencia a los clasicos, los cuales incluyen técnicas moleculares y cultivos rapidos (Tabla 1). Sin
embargo, todavia no existen pruebas disponibles que permitan predecir la progresion hacia la
forma activa de la enfermedad, recaida después del tratamiento o proteccion después de la

vacunacion (Walzl et al., 2018).

Actualmente el nUmero de antibiéticos disponibles se ha incrementado considerablemente, pero
los primeros antibioticos descubiertos durante los 1950s y 1960s se siguen manteniendo como
primera linea de tratamientos contra la tuberculosis, particularmente la Rifampicina y la Isoniazida
(Bafuls et al., 2015). Lo anterior debido a su potente efecto bactericida y a la dificultad en la
generacion de mutaciones de resistencia hacia dichos farmacos. Aunque la tasa de resistencia a
la Rifampicina ha incrementado debido a su amplio uso en el tratamiento contra la tuberculosis
(Zaw et al. 2018). La terapia preventiva con estos farmacos para personas con riesgo de
tuberculosis es un componente importante de las estrategias de la OMS para eliminar la
tuberculosis. La aparicion de cepas de tuberculosis mono o multi — resistentes a los farmacos
hace el manejo de esta enfermedad muy dificil. Los tratamientos actualmente recomendados por
la OMS para controlar el problema de resistencia a los farmacos incluyen varias fases con
diferentes combinaciones de antibidticos. Sin embargo, la complejidad y la duracién (seis meses,
al menos) del tratamiento hacen dificil su aplicacién, en paises de bajos ingresos. Un tratamiento
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inadecuadamente completado y la carencia de herramientas diagnosticas rapidas y efectivas son
los principales factores de emergencia y transmision de tuberculosis resistente a los farmacos en

las poblaciones (Bariuls et al., 2015).

Tabla 1.- Métodos diagnosticos de tuberculosis y resistencia a farmacos de uso clinico en pacientes con

sospecha de la enfermedad

Método Fundamento Especificidad | Sensibilidad Referencia
diagndstico
Espoligotipo Basada en la presencia o ausencia de
(tipificacion de alguna de las 43 secuencias 40% 83% Scott A, et al.
oligonucleoétidos espaciadoras en la region de las (2005)
espaciadores) repeticiones directas de M. tuberculosis
Ensayo por Determina el perfil de resistencia a
sonda lineal farmacos de cepas de M. tuberculosis a
(LPA) través del patrén de unién de 89.3% 68.4% Poeta P et al.
amplicones a sondas dirigidas a (2018)
mutaciones asociadas a resistencia.
Xpert MTB/RIF Prueba basada en PCR automatizado
gue puede identificar ADN de M. 92% 31% Poeta P et al.
tuberculosis en especimenes clinicos y (2018)
detecta resistencia a Rifampicina.
Truenat MTB Permite la deteccién de ADN de M.
tuberculosis a partir de muestras de 100% 91% Poeta P et al.
pacientes con sospecha de la (2018)
enfermedad usando un chip y PCR.




2.1.3 Vacunas contra la tuberculosis

Mycobacterium bovis bacilo de Calmette — Guerin (BCG), una cepa micobacteriana atenuada, se
mantiene como la Unica vacuna disponible contra la tuberculosis, sin embargo, debido a la
variable proteccidon que ofrece contra la tuberculosis pulmonar adulta existe una urgente
necesidad de desarrollar una vacuna que incremente o potencie la proteccion ofrecida por BCG
(Guerrero et al., 2011).

El bacilo M. bovis BCG, fue introducida hace casi 100 afios. En paises donde la tuberculosis es
endémica, los recién nacidos son inmunizados con BCG inmediatamente después de su
nacimiento, ya que se ha corroborado que protege a los infantes de las formas mas graves de
tuberculosis, tales como las formas diseminadas y meningeas, reduciendo el riesgo de desarrollar
la enfermedad de un 64 — 92% en infantes y neonatos (OMS, 2019). Sin embargo, diversos
estudios clinicos han llegado al consenso de que la BCG es incapaz de proveer una proteccion
significativa contra la tuberculosis pulmonar adulta, variando su eficacia entre el 0 y el 80%. Los
factores responsables de la eficacia variable en adultos incluyen: la virulencia de las diferentes
cepas de M. tuberculosis; las condiciones de almacenamiento de la vacuna y la viabilidad
resultante; la perdida de genes de las cepas de vacunacion; la frecuencia de exposicion a M.
tuberculosis; la nutricion del hospedero; y la exposicidn a cepas ambientales de micobacterias
(Aerts et al., 2019; Dalmia et al., 2012; Morandi et al., 2013; Teimourpour et al., 2015).

Para reducir la carga global de la enfermedad, nuevas estrategias de vacunacién contra la
tuberculosis son necesarias a fin de inducir una inmunidad mas eficiente que supere a la lograda
con la vacuna BCG, no solamente en los infantes, sino también en los adolescentes y adultos. El
mecanismo crucial de accién de los candidatos a vacuna presentes es la activacion de una
inmunidad celular y humoral especifica de antigeno, principalmente mediante la induccién de
células de memoria. Cuando estas células de memoria re — encuentran un antigeno, montan una
respuesta rapida y robusta para controlar la infeccion en un estadio temprano. Por lo tanto,
muchas vacunas en desarrollo se han enfocado en identificar nuevos epitopes de células T CD4*
gue induzcan respuestas de tipo TH1, las cuales activan las capacidades antimicrobianas de los
macrofagos. De importancia central son las células T de memoria que producen IFN —y, TNF —
a e IL — 2. Adicionalmente, las células T CD8* atacan directamente a M. tuberculosis por medio
de perforinas y granulosinas, y las células TH17 apoyan las respuestas Thl (Kaufmann et al. 2010;
Li et al., 2018).



La induccion de respuestas de memoria tipo TH1 que protegan eficientemente al hospedero contra
M. tuberculosis depende de factores relacionados con la administracion de la vacuna, incluyendo:
el antigeno seleccionado, vectores (virales, bacterianos, ADN) o vehiculos usados para el
transporte del antigeno, adyuvantes que potencien la respuesta inmune adaptativa o vehiculos
usados para el transporte del antigeno, la ruta de administracion de la vacuna, la dosis
administrada y la localizacion de células de memoria activadas por la vacunacién (Li et al., 2018;
Lewellys et al., 2009). La ruta de inmunizacion tiene un impacto en la localizacion y diferenciacion
de células activadas por la vacunacion. La inmunizacion intranasal ha sido evaluada como una
aproximacion prometedora para la induccién de la inmunidad en la mucosa del tracto respiratorio
debido a que ademas de inducir una respuesta inmune sistémica también induce una respuesta
en las mucosas de las vias aéreas, mientras que la inmunizacién subcutanea preferiblemente
provoca respuestas en suero y tejidos linfoides periféricos. La inmunizacion intranasal con BCG
preferiblemente induce células T CD4* especificas de M. tuberculosis en tejido pulmonar (Li et
al., 2018).

Actualmente, tres tipos de estrategias de vacunacion contra la tuberculosis estan siendo
consideradas. La primera, es la modificacion genética de la BCG adicionando genes relevantes
o deletando genes de virulencia, a fin de activar el sistema inmune e inducir células T de memoria.
La segunda, es administrar refuerzos a la BCG con vacunas de subunidad para incrementar la
duracion de la inmunidad. Y la tercera, la administracién de una vacuna post — infeccion para
evitar la reactivacion del estado latente de M. tuberculosis y permitir el aclaramiento de las
bacterias persistentes (Kaufmann et al., 2010). Varias vacunas nuevas contra la tuberculosis han
producido resultados positivos en estudios clinicos humanos que demuestran su capacidad de
inducir una respuesta celular robusta contra M. tuberculosis (Lewellys et al., 2009). Las vacunas
gue se encuentran actualmente en fase experimental y la descripcion de los parametros

considerados para cada fase son mostradas en la Figura 1.



Estudios pre — clinicos /. 4 Estudios clinicos \

| Fase | [ Fase lla I Fase llb Fase lll

Vaccae, Anhui Zhifei Longcom
1

MIP, Cadila, ICMR
| | | |
MPV1002, SlI, Max Planck, VPM, TBVI
1 1 1 Micobacterias
DAR901, Dartmouth, GHIT inactivadas (células

| | 1 completas o extractos)
M72 + ASO1E, GSK, Aeras
1 1 1 Micobacterias vivas

H56:1C31, SSI, Valvena, Aeras
1 1

- Vacunas de subunidad
RUTI, Archivel, Farma, SL (proteinas/adyuvantes)
I |

H4:1C31, Sanofl Pasteur, SSI, Aeras [] Vectoresvirales

MTBVAC, Biofabri, TBVI, Zaragoza, Aeras
| |

ID93 + GLA — SE, IDRI, Wellcome Trust
1

| TB/FLU — 04L, RIBSP
1

| Ad5Ag85A, McMaster, CanSino >
|
| ChAdOx185A/MVA8SA, U Oxford >

Figura 1.- Candidatos a vacunacién que son evaluados actualmente con la finalidad de proveer eficaciay

seguridad para la obtencion de su licencia. Modificado de: http://www.aeras.org/pages/global-portfolio

2.2.- Patogenia e inmunidad de la tuberculosis

La tuberculosis afecta principalmente a los pulmones humanos, pero algunas de las
consecuencias clinicas mas devastadoras de la enfermedad resultan de la habilidad de M.
tuberculosis de diseminarse de los pulmones a otros 6rganos. El trafico de la bacteria del sitio
inicial de infeccidn, el alveolo pulmonar, a los nédulos linfaticos regionales y a cualquier otro lugar
tiene dos consecuencias conflictivas. Aunque facilita la presentacibn de antigenos de M.
tuberculosis dentro de los nddulos linfaticos regionales, esencial para el desarrollo de una
respuesta inmune protectora mediada por células T, también facilita la diseminacion de la bacteria
de los pulmones a otros 6rganos promoviendo el desarrollo de la enfermedad, tal como la
tuberculosis meningea o miliar, las cuales son invariablemente fatales sin el tratamiento adecuado
(Krishnan et al., 2010).

Las caracteristicas principales de la tuberculosis, son las diversas manifestaciones clinicas y
severas secuelas que requieren un diagnostico y tratamiento apropiado. La infeccion por M.

tuberculosis puede producir una enfermedad progresiva 0 mas comunmente, un estado latente
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(Séenz et al., 2012). En muchos hospederos, M. tuberculosis permanece la mayor parte de su
ciclo de vida natural en un estado clinicamente asintomatico de replicacion arrestada o
ralentizada. Sin embargo, M. tuberculosis es ampliamente reconocido por su capacidad de causar
enfermedades clinicas en hospederos inmunocompetentes afios o décadas después de la
contencion exitosa de la infeccion primaria y de transferirse a un nuevo hospedero a partir de
individuos con tuberculosis activa. Esto sugiere que M. tuberculosis ha evolucionado generando
mecanismos especificos para resistir en hospederos inmunocompetentes, censar estados de
inmunosupresién de individuos infectados con el bacilo y reactivarse de periodos de latencia; una
caracteristica que comienza a ser evidente con el descubrimiento del incremento en la tasa de
enfermedad y mortalidad en poblaciones con tuberculosis latente que presentan enfermedades

asociadas o se encuentran en un estado de inmunosupresiéon (Hartman et al., 2017).

En el primer encuentro entre el sistema inmune y la micobacteria la efectividad de la respuesta
inmune innata dicta el progreso clinico de la enfermedad. Si esta respuesta es lo suficientemente
fuerte y el bacilo no es altamente virulento, la bacteria puede ser erradicada; de otra manera, M.
tuberculosis sera confinado a las células hospederas, generando una enfermedad latente. En
este punto, la respuesta inmune adaptativa es determinante para el progreso de la enfermedad,

de una forma pasiva a una activa (Séenz et al., 2012).
2.2.1. Patogénesis

El bacilo causante de la tuberculosis entra al cuerpo humano principalmente a través de la via
respiratoria después de la inhalacion de pequefias gotas de Fluggue expelidas al aire por
individuos infectados. Estas particulas son lo suficientemente pequefas para alcanzar las vias
aéreas inferiores de otros hospederos. El éxito de la infeccion y el desarrollo de la forma pulmonar
de la tuberculosis depende de cuatro exitosos pasos: fagocitosis del bacilo, su multiplicacion
intracelular, la fase de contencién latente de la infeccion y finalmente la infeccion activa de
pulmon. Estos pasos pueden progresar a través de diferentes escenarios clinicos: cura
espontanea, enfermedad, infeccion latente y re — activacion o re — infeccion (Bafiuls et al., 2015).
No todos los individuos que son expuestos a M. tuberculosis desarrollan la enfermedad,
sugiriendo que algunos pueden despejar a las bacterias a través del mecanismo inmune innato o
contenerlas en un estado quiescente (dentro de granulomas) por periodos prolongados (referido
como tuberculosis latente). Sin embargo, las bacterias pueden comenzar a replicarse y escapar
de granuloma resultando en una tuberculosis activa clinicamente. En aquellos individuos que son
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infectados exitosamente, el patdgeno es contra - atacado a través de mecanismos inmunes

adaptativos que involucran diferentes poblaciones de células T (Walz et al., 2011).

Debido a que la infeccion con M. tuberculosis ocurre via aerosol, las células mieloides residentes
de pulmdn son las primeras en tener contacto con el bacilo. Estas células, en particular los
macréfagos alveolares (MA), han sido reconocidas por jugar un papel dual en el control de M.
tuberculosis. Mientras que ellas pueden contribuir a la resistencia del hospedero, también son
clave para el establecimiento de la infeccion. Los MA son células implicadas en el proceso de
fagocitosis mediada por receptores de reconocimiento de patrones (PRR), resultando en la
acidificacion del fagosoma, la formacién del fagolisosoma y la destruccion bacteriana. Sin
embargo, una vez dentro de los macrofagos, las micobacterias son capaces de evadir la
magquinaria microbicida innata al inhibir la acidificacion del fagosoma y prevenir su futura
biogénesis y adquisicion de componentes lisosomales. La infeccién con M. tuberculosis puede
también generar la inhibiciébn de la apoptosis, por lo tanto, promoviendo el mantenimiento
intracelular de la micobacteria. Cuando la respuesta intrinseca celular a M. tuberculosis es
inadecuada y/o el bacilo se replica el suficiente nUmero de veces dentro de los MA, la célula
infectada explota, liberando a las bacterias y permitiendo la infeccién de células cercanas. La
diseminacién ocurre cuando la multiplicacion del bacilo alcanza un limite de 25 bacterias por
célula (Mayer — Barber et al., 2015; Saenz et al., 2012).

La tuberculosis comunmente afecta el pulmén. Sin embargo, el transito de la bacteria desde el
sitio inicial de infeccién — alveolos pulmonares — a los nédulos linfaticos regionales y a cualquier
otra parte tiene dos consecuencias contrastantes. La primera, es que facilita la presentacion de
antigenos de M. tuberculosis dentro de los nddulos linfaticos, esencial para el desarrollo de una
respuesta inmune protectora mediada por células T. La segunda, resulta en la diseminacién de
la bacteria del pulmén a otros 6rganos permitiendo asi el desarrollo de otras formas de la
enfermedad, tales como tuberculosis meningea y miliaria, las cuales son invariablemente fatales

sin el tratamiento adecuado (Krishnan et al., 2010).
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2.2.2. Respuestainmune frente a Mycobacterium tuberculosis

La respuesta inmune a M. tuberculosis es muy compleja (Figura 2), tanto en la periferia
(pulmones, nddulos linfaticos, etc.) como en el sistema nervioso central. Los mecanismos innatos,
son cruciales en limitar el crecimiento de M. tuberculosis en la fase inicial de la infeccion. Las
primeras células en encontrarse con el bacilo son los MA y las células dentriticas de tejido, las
cuales reconocen componentes micobacterianos (patrones moleculares asociados a patdégenos,
PAMPS) mediante PRR, por ejemplo los receptores del complemento (principalmente CR3); toll
— like receptors (TLR2, TLR4 y TLR9); receptores de tipo lectina C; receptores de manosa,
receptores Fc, receptores scavenger, y receptores de oligomerizacion de nucleétidos. Las células
dendriticas son la conexidn entre la respuesta inmune innata y adaptativa en la infeccion con M.
tuberculosis. Estas células reconocen PAMPS, principalmente via DC — SIGN, TLR9 y dectin — 1
(Séenz et al., 2012). Una vez que las micobacterias han sido fagocitadas por los MA y/o células
dentriticas (DC) los péptidos micobacterianos son presentados a las células T ya sea en el
contexto del MCH clase |l para aquellos péptidos procesados en el fagolisosoma o en el MHC
clase | para los péptidos citosolicos. Una presentacion cruzada puede llevarse a cabo cuando los
macrofagos liberan cuerpos apoptoticos cargados con péptidos micobacterianos los cuales son
tomados por las DCs y los péptidos son presentados en moléculas MHC clase Il (Kaufmann et
al., 2010).

La respuesta inmune adaptativa comienza en los nédulos linfaticos, donde las células dendriticas
mieloides presentan antigenos de los bacilos vivos transportados desde los pulmones a las
células T. La activacion y proliferacion de las células T CD4* toma lugar y las células T CD4* se
diferencian en células efectoras y de memoria produciendo citocinas tales como IL-2, TNF-a e
IFN-y (Séaenz et al., 2012). Estas células se dirigen rapidamente a los pulmones para arrestar el
crecimiento bacteriano y mediar el aclaramiento del patdgeno. Esta proteccion de largo término
se mantiene para infecciones subsecuentes. Las células T de memoria tienen varias propiedades
Unicas relacionadas con su capacidad protectora, tales como la rapida reactivacion para llevar a
cabo sus funciones efectoras después de la re — exposicion a un antigeno, la re — adquisicion de
capacidad migratoria a 6érganos linfoides secundarios, alta capacidad proliferativa y la capacidad
de persistir sin antigeno. Se espera que la vacunacion induzca células T de memoria central,
efectora y residentes de tejido que permitan montar una efectiva respuesta inmune protectora con

la finalidad de erradicar o contener el bacilo (Khan et al., 2017).
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En humanos, el desarrollo de una inmunidad adaptativa a la tuberculosis, la cual es medida como
una respuesta a la tuberculina, requiere hasta 5 0 6 semanas después de la infeccién, mientras
gue en ratones, la repuesta de células T CD4* requiere un minimo de 12 dias después de la
infeccion por aerosol (Wolf et al., 2008). La iniciacién de la respuesta de células T CD4"a M.
tuberculosis es notoriamente lenta debido a que las primeras células T CD4* llegan a los
pulmones de los individuos infectados varias semanas después de la exposicion. Este periodo de
tiempo entre el establecimiento de la infeccion y la llegada de células T al sitio de infeccion
comunmente contribuye a la incapacidad del hospedero de erradicar al organismo por permitir
gue la bacteria incremente significativamente en namero antes que de las células inmunes

adaptativas puedan realizar sus efectos protectores (Mayer — Barber et al., 2015).
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Figura 2.- Respuesta inmune en la tuberculosis. Modificado de Kaufmann et al. (2010).
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En el caso de la infeccion con M. tuberculosis, hay mas células T CD4* qué células T CD8* en
los sitios de infeccidn, y se ha demostrado que las células T CD4* juegan mdultiples papeles en
iniciar y propagar la respuesta de células T en modelos animales y casos humanos. Las células
T CD4* con fenotipo efector o de memoria efectora juegan un papel principal en controlar a las
micobacterias en el sitio de infeccion y en limitar la progresion de la enfermedad. Algunas de ellas
tienen un fenotipo CD44* CD62L'°%, y producen citocinas tipo TH1 tales como IFN-y, TNF-a e IL-
12. Estas citocinas efectoras eliminan las células afectadas y controlan la replicacion de M.
tuberculosis (Li et al., 2018). Aunque estas células son cruciales para la proteccién contra la
enfermedad, existen otras estirpes de células T que pueden tener un papel relevante; por ejemplo
las células T productoras de IL-17, las cuales median el reclutamiento de células Tnl al pulmén
después del reto con M. tuberculosis. Ademas, la induccién de la expresion de IL-17 incrementa
la frecuencia de células T CD4"* reguladoras durante la enfermedad activa, ayudando a minimizar
el dafio en pulmén (Walzl et al., 2011).

La respuesta de las células T CD8* a M. tuberculosis es normalmente de una magnitud menor
comparada con la respuesta de las células T CD4*; sin embargo, las células T CD8* pueden
modular la actividad fagocitica o producir moléculas tales como granulosina, que pueden ser
directamente citotoxicas para las micobacterias. Similarmente, otras citocinas, en adicién a IFN-
Y, pueden ser cruciales; por ejemplo, el factor de necrosis tumoral (TNF) el cual es importante
para el establecimiento del granuloma; una coleccién bien organizada de células innatas y
adaptativas que forman una estructura organizada para contener al patdgeno (Walzl et al., 2011).
Durante la contencién activa en el granuloma sélido M. tuberculosis se mantiene en un estado
latente. Sin embargo, cuando las células entran en un estado de agotamiento o aumenta la
actividad de células Tn2 o Treg se favorece el escape de los bacilos del granuloma dando lugar

a una enfermedad activa (Kaufmann et al., 2010).

Aungue los mecanismos inmunes mediados por células, predominantemente basados en células
T y fagocitos mononucleares, son los elementos clave en la defensa contra M. tuberculosis en
muchos estadios de infeccidn, en los ultimos afios ha incrementado la evidencia que sugiere que
la inmunidad innata y humoral ejercen también un papel relevante. El papel de los anticuerpos y
las células B en la tuberculosis ha sido ignorado, y es menos definido que el de las células T,
principalmente basados en la nocién de que los anticuerpos anti M. tuberculosis son inaccesibles

a las bacterias residentes intracelularmente. Sin embargo, diversos estudios han evidenciado que
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los isotipos IgM, IgG (subclases 1gG1, 1gG3) e IgA presentan actividad protectora contra M.
tuberculosis, sugiriendo que su presencia podria tener algun papel en la proteccion contra el
bacilo (Achkar et al., 2015; Kohama et al., 2008; Temmerman et al. 2004).

2.2.2.1. Citocinas asociadas con la tuberculosis

Las citocinas y quimiocinas son criticas para iniciar y coordinar el organizado y secuencial
reclutamiento y activacion de células a los pulmones de los individuos infectados con M.
tuberculosis. El correcto reclutamiento y localizaciéon celular mononuclear son esenciales para
asegurar el control del crecimiento bacteriano sin el desarrollo de inflamacién granulocitica
dafina. En la mayoria de los individuos la expresion eficiente de inmunidad, via expresion de
citocinas competentes y quimiocinas, resulta en la contencion del bacilo. Por lo que resulta critico
el entendimiento de las funciones e interacciones, entre las citocinas y quimiocinas, que permiten

la limitacion de la enfermedad (Domingo — Gonzales et al., 2017).

El control inmunolégico de la infeccién con M. tuberculosis esta basado en una respuesta inmune
de tipo celular caracterizada por la produccién de citocinas como: IL-2, IL-12, IL-1, IL-18, IL-6,
IFN-y, TNF-a e IL-17. Mientras que la respuesta no protectora se caracteriza por la expresion de
IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 y TGF-B las cuales antagonizan la respuesta inmune celular permitiendo
el desarrollo de la enfermedad. Las diferentes poblaciones celulares y mediadores solubles en
su conjunto forman una compleja red de sefiales que participa en el control de la tuberculosis
(Herrera-Barrios MT et al., 2005).

Entre las citocinas protectoras las pro — inflamatorias, IL-1 e IL-18, juegan un papel critico al
inducir la expresion de citocinas reclutadoras de neutréfilos. Asi mismo, la expresion de IL-12
tiene relevancia en la respuesta inmune tanto innata como adaptativa al influir en la funcion de
multiples células efectoras. Esta citocina se caracteriza por ser un potente inductor de la
produccién de IFN-y por linfocitos T y células NK. Ademas, incrementa la proliferacion de linfocitos
T CD4*, favorece la expansion clonal de los linfocitos Thl y aumenta la citotoxicidad de los
linfocitos T CD8* (Herrera-Barrios MT et al., 2005). De la misma forma IL-6 puede potenciar la
expresion de IFN-y en el sitio de infeccion. Esta citocina parece estar asociada con la expresion
temprana efectiva de la inmunidad en el pulmon via la combinacion de regulacion de la

inflamacion mononuclear y la rdpida acumulacién de linfocitos. IL-6 es requerida para la induccion
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optima de respuestas protectoras durante la vacunacion debido a que, en su ausencia, tanto las

vacunas de subunidad como la de BCG son menos efectivas (Domingo — Gonzales et al., 2017).

La accion conjunta de IL-6 con IL-23 y TGFf dirigen la diferenciacion del subconjunto celular Th17
gue produce IL-17A, IL-17F e IL-22 y. En este contexto IL-23 puede inducir la doble expresion de
IL-17 e IFN-y en células T humanas asi como mantener la proliferacion de células T de memoria
en ratones. La expresion temprana de IL-17 ocurre después de la infeccion micobacteriana y son
producidas principalmente por células T yd residentes de pulmoén. Esta citocina induce la
expresion de genes pro — inflamatorios, proteinas antimicrobianas (defensinas y proteinas S100)
y reclutamiento de neutrdfilos. La expresion de IL-17 puede ser detectada desde el primer dia
post — infeccion con BCG y es dependiente de la expresion de IL-23. Se ha pensado que IL-17
disminuye la expresion de IL-10 por lo tanto permitiendo el incremento de IL-12 el cudl
subsecuentemente promueve la produccion de IFN-y. La IL-17 inducida por la vacunacion es vital
para la induccién de quimiocinas (CXCL9, CXCL10 y CXCL11) requeridas para la acumulacién
de células T de memoria, especificas de antigeno, productoras de IFN-y. Finalmente, la
inmunizacién a través de las mucosas con antigenos de M. tuberculosis induce potentes
respuestas IL-17 las cuales mejoran la proteccion de ratones sobre aquella inducida por la vacuna
BCG. Interesantemente, en modelos de vacunacidén por mucosas, IL-17 mas que IFN-y parece
tener mas importancia en la proteccion contra M. tuberculosis. Se ha observado que las células
T de memoria especificas de antigeno e inducidas por la vacunacion producen IL-17 asi como
IFN-y dentro del pulmédn, probablemente como un resultado de la accion de IL-23. En efecto, las
células T de memoria pluripotenciales capaces de inducir no solamente IL-17 si no también TNF
e IL-2 pueden ser las células T objetivo mas apropiadas para la vacunaciéon (Domingo — Gonzales
et al., 2017; Torrado et al., 2010).

La funcién clasica del IFN-y es la activacion de fagocitos mediante la induccién mas de 200 genes
relacionados con la respuesta inmune, activando funciones tales como: produccion de
intermediarios de oxigeno y nitrogeno, acidificacion del fagosoma, fusion fagosoma — lisosoma,
produccién de a y B defensinas, incremento de la capacidad fagocitica e incremento en la
expresion de MHC clase | y Il (Herrera-Barrios MT et al., 2005). ElI TNF-a también tiene un punto
crucial en la tuberculosis debido a que esta implicado en la proliferacion y diferenciacion de
células inmunes asi como multiples procesos inflamatorios, incluyendo la migracion y apoptosis

de células infectadas con M. tuberculosis. Aunado a lo anterior, esta citocina es de gran relevancia
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en la tuberculosis debido a su participacion en el desarrollo del granuloma (Domingo — Gonzéles
et al., 2017).

Entre las citocinas que antagonizan la respuesta inmune a tuberculosis se encuentran IL-4, IL-5
e IL-13 las cuales estan asociadas con la respuesta Tu2, asi como con el reclutamiento de
eosindfilos, baséfilos y el desarrollo de células B productoras de anticuerpos. Durante la
tuberculosis, los niveles de IL-4 son muy variables en las células mononucleares de sangre
periférica (CMSP) de pacientes con tuberculosis. Esta citocina puede influir en los granulomas
inducidos por M. tuberculosis debido a que su sobre — expresion desvia el granuloma de sus
caracteristicas mononuclear a granulociticas al acumular eosindfilos dentro de él, sin embargo no
tiene un fuerte impacto en la enfermedad. La informacion referente al papel de la IL-5 e IL-13 en
la enfermedad es limitada (Domingo — Gonzales et al., 2017). Ademas, TGF e IL-10 juegan un
papel inhibitorio en la respuesta del hospedero a la infeccibn con M. tuberculosis. IL-10 fue
inicialmente identificada como un factor inhibidor de la sintesis de citocinas, producido por células
TH2. Sin embargo, IL-10 puede ser producida por células Tul, THl7 y Trec Y sirve para limitar las
respuestas inmunes patogénicas. En el contexto de la tuberculosis su produccion ha sido
encontrada en pacientes con tuberculosis pulmonar y junto con TNF-a puede ser usada para
distinguir entre la tuberculosis latente y pulmonar (Jasenosky LD et al., 2015). En adicion, un
incremento en la acumulacion de Trec que expresan IL-10 se correlaciona con un incremento en
la carga bacteriana y tuberculosis severa. Esta citocina puede inhibir aspectos de la activacion
de macréfagos mediada por IFN-y, disminuir la produccién de IL-12 e inhibir el trafico de las DC
a los nédulos linfaticos para la activacion de células T. IL-10 ademas limita las respuestas de
IFN-y e IL-17 y disminuye la proteccion frente a la infeccion con M. tuberculosis inducida por

vacunas (Domingo — Gonzales et al., 2017).

Un factor critico en la contencion de la tuberculosis es el éptimo desarrollo de una respuesta
celular. La activacion de células T en respuesta a un antigeno permite la expresion, de manera
simultdnea, de dos o mas citocinas. Estas células T poli — funcionales son consideradas
superiores a aquellas que producen Unicamente una citocina. El prototipo deseable de células T
poli — funcionales son aquellas que expresan IFN-y, TNF-a e IL-2, indicando su capacidad
proliferativa y efectora. Entre los estudios que han examinado la actividad de células T CD4* tri
— funcionales, en comparacion con las mono — o bi — funcionales, en la infeccion con M.

tuberculosis, han reportado que la tuberculosis activa esta asociada con elevada frecuencia de
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células T CD4* con una funcion uUnica o dual, particularmente de TNF-a o TNF-a/IFN-y. En
contraste, las personas con infeccion latente exhiben altas frecuencias de células T CD4*

trifuncionales las cuales expresan TNF-a/IFN-y/IL-2 (Jasenosky LD et al., 2015).
2.3. Antigenos de Mycobacterium tuberculosis

En los dltimos afios, un amplio panorama de antigenos de M. tuberculosis reconocidos por células
T humanas han sido descubiertos, incluyendo proteinas, lipoglucanos y lipoproteinas que son
procesados y expuestos por células presentadoras de antigenos en el contexto de varias
plataformas de presentacion. Estas pueden ser a través de las moléculas MHC clase |, MHC
clase 1l, MHC Ib o las isoformas CD1. De relevancia en el desarrollo de pruebas de
inmunodiagnostico y evaluacion de candidatos a vacunacion es la induccién de una fuerte
respuesta de células T CD4" tipo Tnl que produzcan IFN-y. Las herramientas bioinformaticas han
permitido la identificacién, en el genoma de M. tuberculosis, de nuevos antigenos proteicos y
epitopes inmunodominantes para diferentes formas de presentacion. Con base en estos analisis
se han pre — seleccionado, del proteoma completo de M. tuberculosis, aproximadamente 4 000
marcos de lectura abiertos (ORF, por sus siglas en inglés) candidatos a epitopes. Sin embargo,
es pertinente tomar en cuenta la complejidad del proteoma, dado que las estructuras proteicas
primarias pueden ser modificadas post —traduccionalmente. Estas modificaciones post —
traduccionales (PTM) son eventos de procesamiento covalente que quimicamente modifican la
estructura proteica, a menudo catalizados por enzimas especificas de sustrato, e influyen en el
estado activo de las proteinas, su compartamentalizacién, recambio y/o interaccién con otras
moléculas. Algunos ejemplos de PTM y las proteinas que las presentan son observados en la
tabla 2 (van Els et al., 2014).

Diversos estudios in vitro e in vivo han demostrado el potencial inmunogénico de proteinas
modificadas post traduccionalmente, tales como Apa, Esat — 6 y HBHA, debido al papel que
juegan en la induccion de respuestas tanto celulares como humorales por lo que el conocimiento
del papel preciso de las PTM de los candidatos a vacunacion de M. tuberculosis puede ser de
gran ayuda para optimizar su estudio y para simplificar el disefio de vacunas y el proceso de su

desarrollo (Aagaard et al., 2009; Kumar et al., 2003; Temmerman et al., 2004; van Els et al., 2014).
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Tabla 2.- Modificaciones post — traduccionales (PTM) en el proteoma de M. tuberculosis.

Modificado de van Els AC et al (2014)

PTM Aminoacidos Funcion Proteinas de M. tuberculosis
modificados gue presentan dicha PTM
Apa/Rv1860
Patogénesis Mpt83/Rv2873
O — glucosilacién Ser, Thr Sefiuelo inmunolégico 19 kDa LpgH/Rv3763
38 kDa PstS1/ Rv0934
SodC/Rv0432
Fosforilacion Ser, Thr, Tyr Regulacion 301 proteinas
Metilacion Lys, Arg, GIn, Glu Resistencia a proteasas HBHA/Rv0475
LBP/Rv2986¢C
Acetilacion Ser, Thr, Lys Estabilidad Esat — 6 (Thr — N terminal)
Compartamentalizacion
Lipidacion Cys, Ser, Thr, Compartamentalizacion 99 lipoproteinas tentativas y 42
Anclaje a membrana lipopoteinas
Deaminacion Asn, GIn Regulacion de interacciones Pup/Rv2111c
proteina - ligando
N - formilacién Met Inicio de la sintesis proteica Rv0476
bacteriana Rv0277C
Rv0749
Rv1686C
Pupilacién Lys Sefal de degradacion (reversible) 1, 305 proteinas

2.4. Adhesina hemaglutitina de union a heparina (HBHA)

La adhesina hemaglutinina de union a heparina (HBHA por sus siglas en inglés) es una proteina
presente en M. tuberculosis, M. bovis, M. avium, M. ulcerans, M. africanum, M. canetti, M. sp
JDM601, M. intracellulerae, M. rhodesiae, M. abscessus, M. marinum, M. leprae y M. smegmatis.
Ademas de las micobacterias, se ha reportado la presencia de esta proteina en otras bacterias
aerobicas no esporulantes, gram positivas, como Rhodococcus erythropolis, Clavibacter
michiganesis y Nocardia farcinica, los cuales tienen cercania taxonémica con las micobacterias
(Abhinav et al., 2013).
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La HBHA de M. tuberculosis fue descrita por primera vez en 1996 por Menozzi et al., quienes
describieron su papel en la aglutinacion de eritrocitos de conejo y en la promocion de la
agregacion bacteriana in vitro. Esta proteina de 199 residuos, con un peso de 21 470 Da, consiste
de tres dominios; uno transmembranal (residuos del 12 al 29) en el extremo N terminal; un dominio
central con estructura en alfa helice (residuos del 29 al 109), el cual esta involucrado en la
dimerizacion de la proteina en solucion y promocion de la aglutinacion bacteriana; y un dominio
carboxilo terminal (residuos 160 — 199) rico en repeticiones de lisinas, prolinas y alaninas
(KKAAPA y KKAAAKK) involucrado en la union, mediante fuerzas electrostéticas, a azucares
heparan sulfato en la superficie de células epiteliales respiratorias (Abhinav et al., 2013; Esposito
et al., 2012; Huang et al., 2017; Morandi et al., 2013).

Estudios previos realizados por Pethe et al (2002) y Fukui et al (2015) demostraron que la proteina
HBHA posee PTM que no son llevadas a cabo cuando la proteina es producida en forma
recombinante en Escherichia coli y Pichia pastoris. Estas modificaciones consisten de un
complejo patron de metilacion de los residuos de lisina dentro del dominio de unién a
glucosaminoglucanos sulfatados y es llevada a cabo por metiltransferasas localizadas en la pared
micobacteriana (Host et al., 2007). Analisis bioquimicos indicaron que la HBHA nativa (h(HBHA)
purificada de M. tuberculosis comprende una mezcla compleja de isoformas que pueden contener
de 20 a 26 grupos metilo dispuestos en mono o di — metilaciones en las lisinas de los residuos
del 163 al 195 (Host et al., 2007; Pethe et al., 2002), tal como se observa en la Figura 3.

Monometil - lisinas ++ +- ++ + +++ H- A A+ - 4 4+ 4

Dimetil - lisinas ++ ERTRr—— +++ + FHE + b kb + +

159 E P I P P P P 199
LPKKAAPAK KAAPAK KAAPAK KAAAK KAPAK KAAAK KvTQK

Figura 3. Patrén de distribucion de las mono y dimetil — lisinas dentro del dominio carboxilo terminal de la nHBHA
de M. tuberculosis (cepa 103). Los simbolos (z) indican la prevalencia de los tipos de metilacion asociados con
cada residuo de lisina. Modificada de Pethe et al. (2002).
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Para muchas proteinas que son metiladas post — traduccionalmente el papel de la metilacion es
incierto. Una hipotesis interesante sugerida por Pethe et al. (2002) es que la metilacion de la
HBHA expuesta en superficie protege esta proteina contra proteasas (tales como tripsina)
presentes en las vias aéreas, el portal natural de entrada de micobacterias patogénicas,
favoreciendo el establecimiento del bacilo en los alvéolos pulmonares. Asi mismo, se ha
demostrado que la unién de HBHA a los azucares de las superficies celulares se asocia con la
induccion de; endocitocitosis mediada por receptor, a través del reconocimiento de
proteoglucanos sulfatados por el dominio carboxilo de la adhesina; trancitosis epitelial; y union a
la proteina C3 del complemento, lo cual media la adhesién y fagocitosis del patégeno por
fagocitos mononucleares. Por lo tanto la HBHA media tres funciones criticas: adherencia a
células epiteliales, diseminacion extrapulmonar y establecimiento de la patogénesis (Abhinav et
al., 2013).

La proteina HBHA se ha denominado como un antigeno de latencia debido a que estudios
realizados por Temmerman et al. (2004) mostraron que nHBHA induce la produccién de IFN —y
tanto por esplenocitos de ratones infectados con BCG como por células mononucleares de sangre
periférica de individuos con tuberculosis latente. Dicho efecto es dependiente de la presencia de
metilaciones. Ademas estudios como los realizados por Temmerman et al (2004) y Parra et al
(2004) evidenciaron la inmunidad protectora inducida por la nHBHA metilada mediante la
disminucién de unidades formadoras de colonias, en pulmones y bazos de ratones vacunados
con la proteina y retados con M. tuberculosis, a un nivel comparable con la proteccién ofrecida
por la vacunacion con BCG. Aunado a lo anterior se demostré la produccién de anticuerpos IgG1,
lgG2a e 1IgG2b que reconocen a la HBHA en el suero de los ratones inmunizados con la proteina.
La produccién de anticuerpos y la secrecion de IFN-y por células de ratones inmunizados en
respuesta a la proteina también han sido demostrados por otros estudios en los que utilizan
vacunas de ADN con el gen HBHA (Zhao et al., 2012).
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3. Antecedentes

La proteina HBHA ha sido identificada como un factor de virulencia involucrado en la diseminacion
extrapulmonar y diversos estudios han demostrado su potencial como inductor de una respuesta
inmune en sujetos infectados con M. tuberculosis. Estudios en humanos infectados con M.
tuberculosis, como los realizados por Masungi C. et al. (2002), Temmerman S. et al. (2004) y
Zanetti S. et al. (2005), demostraron la presencia en suero de anticuerpos dirigidos contra la
HBHA, siendo mayor para el caso de los individuos con tuberculosis latente en comparacion con
aquellos con tuberculosis activa, indicando que esta proteina es inmunogénica en humanos

durante la infeccion natural.

La proteina nHBHA se caracteriza por la presencia de MPT, tal como fue demostrado por Pethe
et al. (2002) los cuales evidenciaron la presencia de metilaciones en las lisinas del extremo
carboxilo y plantearon su papel potencial en la proteccion frente a la protedlisis. Ademas estudios
como los realizados por Host et al. 2007, Parra et al, 2004, Temmerman et al. 2004 y Zanetti et
al. 2005 evidenciaron que la presencia de esta MPT, es clave para la induccion de inmunidad
protectora contra el reto de la cepa virulenta de M. tuberculosis en ratones y para el
reconocimiento por las células T y B de sujetos infectados con el bacilo. La proteccion ofrecida
por la HBHA fue evidenciada por la disminucion del conteo bacteriano en pulmones y bazo de
ratones vacunados con la proteina e infectados con bacilos de M. tuberculosis, a un nivel
comparable a la proteccién inducida con la cepa de vacunacion BCG. Ademas, como fue
observado con humanos infectados naturalmente, la vacunacion de ratones con HBHA indujo una
respuesta de IFN-y especifica de la proteina tanto en células T CD4* como en células T CD8*,

asi como actividad bactericida y citotdxica mediada por células T CD8*.

Sin embargo, dado el lento crecimiento, las estrictas condiciones de cultivo y la dificultad en la
purificacion de la nHBHA de M. tuberculosis o M. bovis BCG diversos grupos de trabajo (Delogu
et al. 2004; Kohama et al. 2008, Temmerman et al. 2004 y Parra et al. 2004) han intentado
aumentar el rendimiento y alcanzar la eficacia obtenida mediante la vacunacién de ratones con
la nHBHA de M. tuberculosis por medio de su expresion en diferentes modelos bioldgicos, tales
como P. pastoris, E. coliy M. smegmatis. Aunque, no se ha observado una proteccion en ratones
frente al reto con M. tuberculosis después de la vacunacion con dichas proteinas, a diferencia
de lo observado con la nHBHA. Dichos autores atribuyeron la ausencia de proteccion en ratones

a la ausencia de MPT en las proteinas expresadas en E. coli y P. pastoris o0 a la diferencia del
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patron de metilacion de la HBHA expresada en M. smegmatis con respecto a la nHBHA. Por lo
anterior, Vallecillo et al. 2017 (datos no publicados) expresaron la proteina HBHA en
Rhodococcus erythropolis; un modelo biolégico capaz de metilar in vitro, con cercanias
taxonomicas con M. tuberculosis y que ademas posee una proteina analoga a la HBHA. Por lo
gue en el presente trabajo nos plantearemos evaluar primero su papel en la induccién de la
respuesta inmune para posteriormente y en una segunda fase del trabajo evaluar su capacidad

protectora en ratones ante un reto con M. tuberculosis,
4. Planteamiento del problema

La tuberculosis es la principal causa de mortalidad mundial debido a un solo agente infeccioso.
Debido a las altas cifras de mortalidad y morbilidad reportadas recientemente por la OMS, la co-
morbilidad con el VIH, el surgimiento de cepas multiresistentes a los farmacos de uso clinico y la
inefectiva proteccion de la vacuna M. bovis BCG en tuberculosis pulmonar adulta, hace esencial
el desarrollo de nuevas estrategias profilacticas que permitan a los individuos infectados con M.
tuberculosis montar una respuesta inmune protectora que impida el desarrollo o reactivacion de
la enfermedad. La proteina nHBHA ha sido propuesta recientemente como un candidato para el
desarrollo de vacunas anti — tuberculosis debido a su potencial en la estimulacion del desarrollo
de una respuesta inmune humoral y celular en ratones y humanos, asi como la proteccion ofrecida
en modelos murinos frente al reto con micobacterias infectivas posterior a la vacunacién con la
proteina. Debido a la importancia de la metilacion biolégica de la proteina HBHA en la induccién
de una inmunidad protectoray a la complejidad de extraccion y purificacién de nHBHA, en nuestro
laboratorio, Vallecillo et al. (2017) clonaron y expresaron en una cepa de R. erythropolis L88,
transformada con el plasmido inducible por thiostrepton pTip — QC1- HBHA, a la proteina
modificada post — traduccionalmente con grupos metilo (rHBHA — RE). Debido al rapido
crecimiento y facilidad de manejo de R. erythropolis en comparacion con M. tuberculosis 0 M.
bovis BCG resulta de interés determinar la actividad inmunolégica inducida por la vacunacion con
la rHBHA — RE en modelos murinos inmunizados con ella. De la misma forma, la comparacion
de la inmunidad inducida por la proteina sin metilaciones expresada en E. coli (r(HBHA — EC) con
la rHBHA - RE metilada permitira conocer la relevancia de la presencia de estas PTM en la
induccion de una respuesta inmune que pueda proteger a los ratones frente al reto con M.

tuberculosis.
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5. Objetivo general

Evaluar y comparar la respuesta inmune humoral y celular inducida en ratones BALB/c por la
inmunizacion intranasal, subcutanea e intraperitoneal con la adhesina hemaglutinina de union a
heparina (HBHA) de Mycobacterium tuberculosis, expresada en Rhodococcus erythropolis y
Escherichia coli, en presencia de los adyuvantes dodecil dioctadecil amonio (DDA) y monofosforil
lipido A (MPL).

6. Objetivos particulares

e Obtener las proteinas recombinantes HBHA de Rhodococcus erythropolis y Escherichia coli.

e Determinar la presencia de metilaciones en la proteina HBHA expresada en Rhodococcus

erythropolis.

e Evaluar in vitro el efecto citotoxico de las proteinas recombinantes HBHA.

e Inmunizar a ratones BALB/c por la via intransal, subcutdnea e intraperitoneal con las

proteinas recombinantes HBHA.

e Evaluar la respuesta inmune humoral que induce la inmunizaciébn con las proteinas

recombinantes HBHA.
e Determinar y comparar la induccién de citocinas y la proliferaciéon de linfocitos T in vitro en

los ratones inmunizados por la via intranasal y subcutanea con las proteinas recombinantes
HBHA.
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7. Hipotesis

La evaluacién de la respuesta inmune humoral y celular en animales inmunizados con las
proteinas recombinantes HBHA metilada y no metilada mostrara diferencias en el titulo de
anticuerpos inducidos, la concentracion de citocinas y la proliferacion celular de linfocitos, siendo
mayor para el caso de los ratones inmunizados con la proteina metilada expresada en

Rhodococcus erythropolis.

8. Materiales y método

8.1. Extraccion y purificacion de proteinas HBHA recombinantes

Las proteinas HBHA recombinantes fueron obtenidas a partir de las bacterias transformadas
previamente por Vallecillo AJ et al (2017): Rhodococcus erythropolis L88 transformada con el
plasmido inducible por thiostrepton pTip — QC1- HBHA y Escherichia coli Rosetta (DE3)
transformada con el plasmido inducible por IPTG pET - 15B — HBHA.

Para la extraccion de las proteinas de R. erythropolis se llevo a cabo el crecimiento de la bacteria
en medio sélido Luria — Bertaini (LB)/cloranfenicol 34 pg/mL (CNF) y se incub6 por 72 h a 26 °C.
A partir de una colonia aislada se llevo a cabo un precultivo en medio liquido LB/CNF y se dejo
crecer 48 h a 26°C, 200 rpm. Trascurridas las 48 h se realiz6 una dilucion 1:100 a partir del
precultivo en 1 L de medio LB/CNF y se dejé incubar 24 h a 26°C, 200 rpm, después de lo cual
se adiciono thioestrepton 1 ug/mL para inducir la expresion de la proteina y se dejé a 200 rpm,
18 h a 26°C. La biomasa fue colectada por centrifugacion a 3 376 RCF durante 15 mina 4°Cy la
proteina fue obtenida por 6 ciclos de sonicacién en hielo. Una vez centrifugado y descartado el
sobrenadante se realizaron dos lavados con PBS/Triton x100 2% y uno con PBS, el botén celular,

correspondiente a la fraccion insoluble, fue almacenado a -70°C hasta su uso.

Para la extraccion de las proteinas de E. coli se llevo a cabo el crecimiento de la bacteria en
medio soélido Luria — Bertaini (LB)/ carbenicilina 100 pg/mL (CBN) y se incubd por 12 h a 37 °C.
A partir de una colonia aislada se llevé a cabo un precultivo en medio liquido LB/ CBN y se dejo
crecer toda la noche a 37 °C, 200 rpm. Posteriormente se realizé una dilucion 1:100 a partir del
precultivo en 1 L de medio LB/ CBN y se dej6 incubar 2:30 h a 37°C, 200 rpm, después de lo cual
se adiciond isopropil — B — D — 1 — tiogalactopiranésido (IPTG) 250 uM/mL para inducir la
expresion de la proteina y se dejé a 200 rpm, 3 h a 37 °C. La biomasa fue colectada por

centrifugacion a 3 376 RCF durante 15 min a 4°C y la proteina fue obtenida por seis ciclos de
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sonicacion en hielo. Una vez centrifugado y descartado el sobrenadante se realizaron dos lavados
con PBS/Triton x100 2% y uno con PBS, el boton celular, correspondiente a la fraccion insoluble,

fue almacenado a -70°C hasta su uso.

En ambos casos la purificacion se llevo a cabo por cromatografia de afinidad con la columna de
Ni*2 — NTA a partir de la fraccion insoluble que contenia a la proteina HBHA marcada con tallo de
histidinas. El material unido fue eluido por un gradiente de Imidazol, en Urea 8 M, Tris — HCI 150
mM, NaCl 100 mM (pH 8), y dializado. Las fracciones obtenidas fueron analizadas por SDS —
PAGE 12%, transferidas a membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF) y visualizadas
mediante tincion con azul de Coomassie. La cuantificacion fue realizada con el kit BSA Protein

Assay (Thermo Fisher)
8.2. SDS - PAGE y Western Blot

La expresion de las proteinas HBHA recombinantes fue evaluada en un Western Blot con los
anticuerpos anti Hexahistidina (anti — His6 — HRP) (Roche) y un anticuerpo policlonal obtenido
previamente en el laboratorio por Cohen | (2014)(datos no publicados) en conejos inmunizados
con 25 ug de la proteina HBHA recombinante expresada en E. coli (pAb — conejo — anti HBHA).
Para su realizacion, las proteinas fueron separadas por SDS — PAGE al 12% y posteriormente
transferidas a membranas de PVDF las cuales fueron incubadas 2h a temperatura ambiente con
PBS 1x/Tween20 0.05% (PBST)/ BSA 3%. Posterior al lavado con PBST fueron incubadas, a
temperatura ambiente durante 1 h en PBST — BSA, con los respectivos anticuerpos utilizados en
una dilucion 1:1000 para anti — His6 — HRP (Roche) y 1:2000 para pAb — conejo — anti HBHA.
Las membranas incubadas con el pAb — conejo — anti HBHA fueron lavadas con PBST e
incubadas con proteina A (HRP) 1: 2000 en PBST - BSA durante 1 h en agitacién. Todas las
membranas fueron lavadas con PBST y reveladas con 3,3 —diaminobenzidina (DAB) (Hach) y
H20o.

8.3. Deteccidén de mono y dimetil lisinas en rHBHA — RE por quimioluminiscencia

Para evaluar la presencia de grupos metilo en las lisinas de la proteina HBHA expresada en R.
erythropolis la membrana de PVDF, donde fue transferida la proteina, fue bloqueada por 1h con
PBST/leche 3%, después de lo cual fue lavada con PBST. Posteriormente, la membrana fue
incubada con el anticuerpo Anti — mono/dimetil — Lys — HRP (Thermo Fisher) 1:500 en

PBST/leche 3% toda la noche en agitacion a 26°C. Transcurrido dicho tiempo la membrana fue
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lavada con PBST y revelada por quimioluminiscencia con el kit SuperSignal West Pico PLUS

Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher).
8.4. Determinacién de la masa molecular de rHBHA — RE por MALDI TOF

La masa molecular de rHBHA — RE fue determinada por MALDI — TOF en el Instituto de Quimica
de la UNAM, 0.8 ug de la proteina rHBHA — RE (0.8 ng) fueron diluidos en un buffer de NHsHCO3
100 mM — NaCl 50 mM (pH 8) y posteriormente colocada en una matriz conformada por acido
sinapinico saturado, agua destilada, acetonitrilo y TFA. La deteccion de las masas fue llevada a
cabo en un intervalo de 1000 a 100 000 Da en el Brunker Daltonics Microflex Nitrogen Laser
Spectrometer a 377 nm. Los parametros usados fueron modo linear positivo, fuerza de ionizaciéon
de 20 KV y 600 disparos.

8.5. Ensayo de toxicidad de HBHA hacia células Vero, A549 y RAW?264.1

Las células Vero, A459 y RAW 264.7 fueron cultivadas en medio RPMI 1640 con L- glutamina
suplementado con 10% SFB, 1% de aminoacidos no esenciales y antibidticos/antimicoticos
(penicilina 10 000 U/mL, estreptomicina 10 000 pyg/mL y fungizona 25 pg/mL). Diez mil células
por pozo fueron incubadas 24h en 100 puL de medio RPMI en una placada de 96 pozos.
Posteriormente las células fueron lavadas y 200 uL de nuevo medio fresco fue adicionado con
las respectivas concentraciones de proteinas o adyuvantes colocados por fila en diluciones
seriales: 1 — 0.01 ug de proteina, 2.5 — 0.025 pg de DDA y 0.25 — 0.0025 ug de MPL. La placa
fue incubada durante 48 h a 37°C, 5% de CO:. La lectura de viabilidad celular fue evaluada por
reduccion de MTT. Brevemente, 10 uL de MTT 5mg/mL fue adicionado a cada pozo de la placa
y ésta fue re — incubada por 4 h. El medio fue removido y 100 uL de DMSO fue utilizado para
solubilizar el formazan. La absorbancia fue determinada a 570 nm y la citotoxicidad fue calculada
como % = (1 — (AbS muestra/ ADS control)) X 100.

8.6. Preparacién de BCG (Phipps) parainmunizacion

La cepa de vacunacion BCG (Phipps) fue sembrada por aislamiento en agar 7H11/OADC a partir
de una alicuota almacenada en nitrogeno liquido. La placa fue incubada a 37°C hasta el
crecimiento de colonias aisladas. Una de las colonias fue transferida a 25 mL de caldo
7H9/ADC/Glicerol 0.05%/Tiloxapol 0.02% y cultivada a 37°C en agitacion (200 rpm) hasta
alcanzar una OD600 = 0.4. Se generaron alicuotas de 4 mL (lote de trabajo) que se almacenaron
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a -70°C hasta su uso. A partir de una alicuota se llevé a cabo un cultivo en 100 mL de caldo
7H9/ADCI/Glicerol 0.05%/Tiloxapol 0.02% el cual fue incubado a 37°C en agitacion (200 rpm)
hasta alcanzar una OD600 = 0.6. Una vez alcanzada la densidad 6ptica deseada fue alicuotado
y almacenado a -70°C hasta su utilizacion (lote de UFC). A partir de una alicuota de 1 mL se
llevaron a cabo diluciones seriales en agar 7H11/OADC para determinar el nimero de unidades

formadoras de colonia (UFC).
8.7. Inmunizacion de ratones BALB/c con proteinas recombinantes HBHA

La inmunizacién subcutanea, intranasal e intraperitoneal se llevo a cabo en hembras BALB/c de
6 a 8 semanas, se utilizaron 3 ratones por grupo experimental. Los experimentos se realizaron
por triplicado. Los cuatro grupos experimentales evaluados para el caso de las dos primeras vias
de inmunizacion fueron: 1) control negativo con PBS, 2) control positivo inmunizado con BCG (5
X 10° UFC para la inmunizacion subcutanea y 7 x 10° UFC para la intranasal), 3) proteina metilada
rHBHA expresada en R. erythropolis / DDA 250 pg / MPL 25 g y 4) proteina no metilada rHBHA
expresada en E. coli / Polimixina B 2 pg/mL/ DDA 250 pg / MPL 25 pg. Para el caso de la
inmunizacion intraperitoneal se evaluaron los siguientes grupos: 1) control negativo con
nitrocelulosa, 2) control positivo inmunizado con BCG (7 x 10° UFC), 3) proteina metilada rHBHA
expresada en R. erythropolis/nitrocelulosa y 4) proteina no metilada rHBHA expresada en E. coli
/nitrocelulosa. El esquema de vacunacion se muestra en la tabla 3, para ello se realizaron tres
inmunizaciones con un intervalo de dos semanas entre cada administracion, a excepcion de BGC
la cual fue aplicada como dosis Unica y cuatro semanas después de la ultima inmunizacién los
ratones fueron anestesiados y sacrificados por puncién cardiaca para la obtencion de sangre y
bazo.

Para la inmunizacién intranasal y subcutanea se administraron 5 ug de proteina, mientras que
para la intraperitoneal se utilizaron 25 ug. EI PBS y las proteinas para el caso de la inmunizacion
intranasal y subcutanea fueron previamente filtrados por membranas de 0.2 uM. Para el caso de
la inmunizacién intraperitoneal las proteinas fueron resueltas en gel nativo SDS — PAGE 12%,
transferidas a membrana de nitrocelulosa y luego digeridas con DMSO vy buffer de carbonatos
(Na2C0O3 693 mM, NaHCO3 278 mM, pH 9.6) para finalmente ser resuspendidas y administradas
en PBS 1x. La inmunizacion subcutanea se llevo a cabo en la base de la cola con un volumen
total de 100 puL, la intraperitoneal fue colocada por la parte inguinal en un volumen de 100 pL y la

intranasal fue aplicada en las narinas en un volumen total de 40 puL.
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Tabla 3.- Esquema de inmunizacion y administracion de las proteinas rHBHA a los ratones BALB/c.

0 2 4 8
semana | I >
Esquema | | | »
de vacunacién 1° dosis 2° dosis 3° dosis
23, Via de Cantidad de proteina (pg)) Co — administrado con: Sacrificio y obtencién de:
’?\;}\ administracién
ém'\ Intranasal Sangre
Subcutinea 5 DDA/MPL Bazo
Intraperitoneal 25 Nitrocelulosa Sangre

8.8. Identificacion de anticuerpos producidos en ratones inmunizados con HBHA

El andlisis de anticuerpos especificos de HBHA presentes en los sueros de ratones inmunizados
con cada proteina recombinante se realizé mediante una prueba de ELISA. Las placas MaxiSorp
de 96 pozos fueron recubiertas toda la noche en agitacion a 4°C, con 100 uL de PBS 1x a una
concentracion proteica de 5 pg/mL. Las proteinas a evaluar fueron rHBHA expresada en R.
erythropolis y rHBHA expresada en E. coli. Transcurrido dicho tiempo la placa fue lavada por
duplicado con PBST y bloqueada con BSA 3% PBST por 1h. Posterior al lavado fueron
adicionados 100 pL del pool de sueros de ratén de cada grupo en PBST — BSA 3%. La dilucion
utilizada fue 1:100 para el caso de los inmunizados por la via subcutédnea e intraperitoneal y 1:50
para los inmunizados por la via intranasal. Una vez adicionado el suero se incubdé 1 h a
temperatura ambiente en agitacion. Después de lavar de 3 a 5 veces con PBST se adicionaron
100 uL del anticuerpo secundario IgG total — HRP, IgG2b — HRP, IgG1 — HRP e IgM - HRP diluidos
1: 2000 en PBST- BSA3% y se incubaron 1 h en agitacion a temperatura ambiente.
Posteriormente se realizaron de 3 a 5 lavados con PBST y se adicionaron por pozo 100 uL de
solucion reveladora (Img OPD/10 mL de amortiguador fosfato citrato 50 mM/ 5 uL de peroxido
de hidrégeno). La placa fue incubada 25 min en oscuridad y la reaccién fue detenida con 25 uL

de acido sulfurico 3M. La placa fue leida en el Multiskan GO a 492 nm.
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8.9. Obtencidn de esplenocitos de ratones inmunizados

Una vez realizada la puncion cardiaca, el bazo de los ratones de cada grupo a evaluar fue
obtenido en condiciones de esterilidad. Las células fueron disgregadas con una malla y colocadas
en PBS 1x. La suspension celular fue centrifugada a 1500 rpm y lavada por duplicado con PBS
1x, los eritrocitos fueron lisados con buffer de lisis RBC 1x (BioLegend) y los espleneocitos fueron
lavados y resuspendidos en 3 mL de PBS 1x. El conteo de las células se realizd6 con camara de
Neubauer a partir de una dilucion 1:10 en azul Tripan. Se procedi6 con el cultivo Gnicamente en

los casos en que se obtuvo un porcentaje de viabilidad mayor o igual a 95%.
8.10. Tincion con CFSE y cultivo de células de bazo de ratones inmunizados

Para el cultivo fueron colocadas 1 x 108 células por pozo en una placa de 96 pozos de fondo
plano. Los esplenocitos obtenidos del paso anterior fueron lavados con PBS 1x a 37 °C y tefiidos
con CFSE. Brevemente, las células fueron resuspendidas en 1 mL de solucion CFSE 5 uM e
incubadas durante 15 min en agitacion (100 rpm) a 37°C en oscuridad. La reaccion fue detenida
con 5 mL de medio RPMI 1640 completo — 10% suero fetal bovino (SFB), las células fueron
centrifugadas y resuspendidas en 3 mL del mismo medio para incubarse en oscuridad 20 min a
37°C sin agitacion. Después de centrifugar 5 min a 375 RCF las células fueron resuspendidas en
150 uL de RPMI 1640 completo — 10% SFB por pozo y fueron colocadas en la placa de 96 pozos.
Los diferentes tratamientos fueron agregados en un volumen de 50 uL por columnas y las
muestras de un mismo espécimen fueron colocadas por fila. Los cinco tratamientos a evaluar
fueron: 1) control negativo con PBS, 2) control positivo con Concanavalina A (2 ug por millén de
células), 3) bacterias BCG a una multiplicidad de infeccién de tres bacilos por cada célula, 4)
proteina metilada HBHA expresada en R. erythropolis y 5) proteina no metilada HBHA expresada
en E. coli 5 pg/ Polimixina B 2 pg/mL. La placa fue incubada durante 5 dias a 37°C, 5% COs..

8.11. Inmunoensayo multiplex para determinacién de citocinas

Los sueros fueron analizados para la deteccion de 8 citocinas: IFNg, IL-12p70, IL-2, IL-4, IL-18,
IL-10, TNFa, IL-17F, usando el kit MILLIPLEX mouse Th17 magnetic bead panel — Immunology
multiplex assay (Merk). Los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo a las instrucciones del
kit. Brevemente, los reactivos, muestras y estdndares se prepararon de acuerdo a los
procedimientos dictados en la hoja técnica. En una placa oscura de 96 pozos se adicionaron a
cada pozo de la microplaca 25 puL de buffer, 25 uL del cocktel de microparticulas y 25 uL de
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sobrenadante de las células cultivadas en el paso anterior. La placa con la mezcla se incubo toda
la noche a 4° en agitacion horizontal. Posterior al lavado, se adicionaron 25 pL por pozo de
anticuerpos de deteccion y se incubo6 la microplaca durante 1 h a temperatura ambiente en
agitacion horizontal. Una vez transcurrido dicho tiempo y sin retirar el contenido se adicionaron
25 uL de estreptavidina — biotina por pozo y se incubé 30 min en agitacion a temperatura
ambiente. Los pozos fueron lavados y 150 pL de buffer fue adicionado por pozo para determinar

la concentracion de citocinas en el equipo Luminex 100/200.
8.12. Evaluacion de la proliferacion celular por citometria de flujo

Pasado el tiempo de incubacioén, la placa de 96 pozos fue centrifugada a 1 500 rpm durante 5
min, el sobrenadante fue almacenado a -70 °C hasta su utilizacién. Los pozos fueron lavados por
duplicado con PBS 1x estéril y las células de cada pozo fueron resuspendidas en 50 uL del
anticuerpo CD16/32 1:100 e incubadas en hielo y oscuridad durante 15 min. Lo anterior para
bloguear los receptores Fc y evitar uniones inespecificas. Posteriormente fueron agregados 50
uL de una mezcla que contenia a los anticuerpos CD3 (PE — Cy7), CD4 (PE) y CD8 (APC)
utilizados en una dilucién 1:100 y la placa fue incubada en hielo y oscuridad durante 15 minutos.
Posteriormente la placa fue lavada por duplicado con PBS 1x y las células de cada pozo fueron
fijadas con paraformaldehido. Para ello las células fueron resuspendidas en 200 uL de
paraformaldehido al 3.5% e incubadas 30 min en hielo y oscuridad. Las muestras fueron
adquiridas en el citometro Attune Nxt en los canales mostrados en la tabla 4. Los espectros de
absorcion y emision son mostrados en la Figura 4. La proliferaciéon fue determinada por la
reduccion en la cantidad de CFSE detectada, la cual es proporcional a la proliferacién estimulada

por cada tratamiento.

Tabla 4. Espectros de excitacion y emision de los fluorocromos a utilizar en el citbmetro Nxt.

Anticuerpo Excitaciéon (nm) | Emisién (nm) | Canal
CFSE 488 521 BL1
CD3 - PE - Cy7 488 780/60 YL4
CD4 - PE 488 574/26 YL1
CD8 - APC 633 660 RL1
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Figura 4. Espectros de absorcién y emisién de los anticuerpos CD3 (PE — Cy7), CD8 (APC) y CD4 (PE) excitados

por el laser azul (488 nm) o el rojo (633nm)

8.13. Anaélisis estadistico

Todos los datos son representados como la media + desviacion estandar. Los datos fueron

analizados por Anova de dos vias.
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9. Resultados

9.1. Extraccion y purificacion de proteinas HBHA recombinantes

El rendimiento de las proteinas recombinantes HBHA extraidas de R. erythropolis L88 y E. coli
Rosetta (DE3) es mostrado en la Tabla 5. Ambas proteinas se encontraron presentes tanto en la

fraccion soluble como en la insoluble.

Tabla 5. Rendimiento de las proteinas rHBHA expresadas en E. coli (rtHBHA — EC) y R. erythropolis ((HBHA — RE)

Proteina Medio de cultivo Biomasa mg totales
rHBHA — EC | 1L de LB/carbenicilina 6.29g 50 mg
rHBHA - RE | 1L de LB/cloranfenicol 54¢ 18 mg

Durante la purificacion por columna de Ni?*/NTA las proteinas fueron eluidas a una concentracion
entre 40 — 120 mM de Imidazol para el caso de rHBHA — RE (Figura 5, A) y de 120 — 200 mM
para el caso de rHBHA — EC (Figura 5, B). La pureza de las proteinas recombinantes tefiidas con

azul de Coomasie se muestra en la figura 6.
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Figura 5.- Cromatogramas de la purificacion de las proteinas HBHA recombinantes expresadas en A) R. erythropolis
y B) E. coli. La linea azul corresponde a la absorbancia detectada en funcion de la proteina presente en cada fraccion
mientras que la linea verde corresponde al aumento en la concentracion de Imidazol utilizado durante la fase de

elusion.
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31 kDa <—31kDa

Figura 6.- SDS —PAGE de proteinas recombinantes HBHA obtenidas de R. erythropolis (A) y E. coli (B).

9.2. Western Blot y deteccion de lisinas metiladas en rHBHA — RE

Ambas proteinas HBHA recombinantes fueron reconocidas por los anticuerpos anti — His6 — HRP
y pAb — conejo — anti HBHA, mientras que el anticuerpo anti — mono/dimetil — Lys — HRP reconocio
Unicamente a la rHBHA expresada en R. erythropolis, como puede observarse en la Figura 7. En
el caso de rHBHA — EC se observaron tres bandas de diferente peso reconocidas tanto por el
anticuerpo pAb — conejo — anti HBHA.

AP 88 < 30K0-

Figura 7.- Proteinas purificadas rHBHA — RE (carril 1) y rHBHA — EC (carril 2) detectadas por con pAb — conejo-
anti HBHA (A), anti - Hisé — HRP (B) y con anti — mono/dimetil — Lys — HRP (C).
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9.3. Determinacion de la masa molecular de rHBHA — RE por MALDI TOF

En la Figura 8 se muestra el espectro de masas de la proteina y se observa la presencia de un
pico mayor de 22 828.181 Da que corresponde a la proteina rHBHA — RE. Este peso incluye a la
proteina modificada con los residuos de aminoacidos (Met, Gly) resultantes de la clonacion, la
adicion de un tallo de 6 histidinas y el peso tedérico de la HBHA (21 475. 39 Da). Por lo tanto, el
peso correspondiente a las PTM de la proteina es de 341.6 Da, lo que corresponde a la adicién
de 24.4 grupos metilo.

22828.181

(=]
(=]
(=]

Intens. [a.u.]

600
400

200 |

M M WMMW ﬁ IMNMWWM%MMWW b

20000 30000 50000 70000 80000 90000 1 U'DOEHJ

Figura 8.- MALDI —TOF de la proteina rHBHA — RE. El pico de 22 828. 181 Da, corresponde ala rHBHA, modificada
por 24.4 grupos metilo.

9.4. Ensayo de toxicidad de HBHA hacia células Vero, A549 y RAW264.1

El efecto citotoxico de las proteinas rHBHA — EC (Figura 9, A) y rHBHA — RE (Figura 9, B) fue
evaluado en células epiteliales A459 y Vero, asi como en macréfagos murinos de la linea
RAW264.7. Como se puede observar en la figura 6 A, la exposicion de un millébn de células a

concentraciones menores a 50 pg de proteina rHBHA — EC resultd en una toxicidad menor al
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50% en células epiteliales de ambas lineas celulares mientras que en el caso de los macrofagos
murinos la exposicion hasta 100 ug de ésta proteina no tuvo ningun efecto citotéxico. En el caso
de la proteina rHBHA — RE no se observo un efecto citotoxico mayor al 50% al exponerla a las

tres lineas celulares evaluadas.
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Figura 9.- Evaluacion del efecto citotdéxico de concentraciones de 5 a 100 ug de las proteinas A) HBHA expresada
en E. coli (rtHBHA — EC) y B) HBHA expresada en R. erythropolis (rtHBHA — RE) en un millon de células de las lineas
A549, Vero y RAW?264.7.

9.5. Identificacion de anticuerpos producidos en ratones inmunizados con HBHA

El suero de los ratones inmunizados por las vias subcutanea (Figura 10, Ay B), intranasal (Figura
10, C y D) e intraperitoneal (Figura 8, E) fue evaluado para la deteccién anticuerpos de la clase
IgG e IgM asi como las subclases IgG1 e IgG2b. Como puede observarse en la Figura 10 la

inmunizacion con rHBHA — EC por la via intraperitoneal fue mejor en la induccion de anticuerpos
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de la clase IgG en comparacion con la proteina rHBHA — RE. La inmunizacion subcutanea con
rHBHA - RE indujo la produccién de anticuerpos de la clase 1gG, subclase IgG1, que reconocieron
por igual ambas proteinas. Mientras que diferencias significativas fueron encontradas en el
reconocimiento de las proteinas por los anticuerpos presentes en los sueros de los ratones
inmunizados por la via subcutanea, siendo mayor hacia la proteina no metilada en comparacion
con la metilada.
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Figura 10.- Anticuerpos de la clase 1gG, subclase IgG1, presentes en los sueros de los ratones inmunizados con
PBS, M. bovis (BCG) Phipps, HBHA — EC (EC) o con HBHA — RE (RE) por la via A) y B) subcutanea (n=9), C) y D)
intranasal (n = 9) e E) intraperiotoneal (n= 3). Los asteriscos marcan diferencias significativas: ****, P < 0.0001; ***,

P <0.001; **,P<0.01,* P <0.05.
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En el caso de la inmunizacion via intranasal no se observo la presencia de anticuerpos de ninguna
clase. Como control de la via de inmunizacion se utilizaron a las proteinas recombinantes Apa
expresada en Streptomyces lividans (Apa — SL) y E. coli (Apa — EC), dado que trabajos previos
en nuestro laboratorio han reportado su reconocimiento por anticuerpos presentes en el suero de

ratones inmunizados por la via intranasal con dichas proteinas.

En ninguno de los grupos evaluados se detecto la presencia de anticuerpos de la clase IgM o de
la subclase IgG2b.

9.6. Determinacion de citocinas

Se detect6 la presencia de siete de las ocho citocinas evaluadas en los sobrenadantes del cultivo
de esplenocitos obtenidos de los ratones inmunizados con las proteinas rHBHA — EC y rHBHA —
RE y estimulados in vitro con las mismas. Como puede observarse en las Figuras 11y 12, la
concentracion de citocinas expresadas en los grupos de ratones inmunizados por la via

subcutédnea fue mayor en comparacion con aquellos inmunizados por la via intranasal.

En los ratones inmunizados por la via subcutdnea se observé una alta produccion de IFN-y, IL-
17 e IL-10 tanto por los ratones inmunizados con rHBHA — EC como con rHBHA — RE, en
comparacién con los ratones inmunizados con BCG. La mayor concentracion de IFN-y fue
producida en respuesta al estimulo con la proteina metilada, en todos los grupos, siendo mayor
para los ratones inmunizados con la misma proteina. Mientras que no hubo diferencia significativa
entre la produccion de IL-17 e IL-10 en respuesta a ambas proteinas. La inmunizacion y estimulo
con BCG incremento la expresién de TNF-a. La concentracion de IL-13 fue menor a 50 pg/mL
en todos los grupos y no se observaron diferencias significativas en su expresion. La inmunizacién
con rHBHA — RE increment6 la concentracion de IL-2 con respecto a los otros grupos aunque no
hubo diferencia significativa en su expresion frente al estimulo con ambas proteinas. A pesar de
que la concentracion de IL-4 incremento en los ratones inmunizados y estimulados con la proteina

metilada sus valores fueron menores a 100 pg/mL.
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Figura 11.- IFN-y, IL-17F, TNF-a e IL-2 presentes en los sobrenadantes del cultivo de esplenocitos de los ratones
inmunizados (n = 9) por la via subcutanea e intranasal con el bacilo M. bovis (BCG) o las proteinas recombinantes
HBHA expresadas en E. coli (EC) y R. erythropolis (RE) y estimulados con BCG y ambas proteinas HBHA. Los

asteriscos indican diferencias significativas: ****, P < 0.0001; **, P < 0.01; *, P £ 0.05.
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Figura 12.- IL-18, IL-10 e IL-4 presentes en los sobrenadantes del cultivo de esplenocitos de los ratones inmunizados
(n= 9) por la via subcutanea e intranasal con el bacilo M. bovis (BCG) o las proteinas recombinantes HBHA
expresadas en E. coli (EC) y R. erythropolis (RE) y estimulados con BCG y ambas proteinas HBHA. Los asteriscos
indican diferencias significativas: ****, P < 0.0001; **, P < 0.01.

Asi mismo, resulta de interés particular el incremento de los valores de IFN—y e IL-17 expresadas
por los ratones inmunizados por la via subcutanea con BCG en respuesta al estimulo con rHBHA

— RE en comparacion con los valores obtenidos por el estimulo con el mismo bacilo.
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En los ratones inmunizados por la via intranasal la mayor concentracion de IFN-y fue producida
por los ratones inmunizados con BCG y rHBHA — RE, en el primer caso la expresion de esta
citocina incremento frente al estimulo con el bacilo y las proteinas mientras que en el segundo
caso Unicamente con la misma proteina metilada. De la misma forma la expresion de IL-17 fue
significativamente mayor en los ratones inmunizados con rHBHA — RE y estimulados con ambas
proteinas en comparacion con los de BCG. Para el grupo de ratones inmunizados con esta
proteina se observé una mayor expresion de IL — 10, IL -1B y TNF—a en respuesta al estimulo
con el bacilo BCG. Mientras que la mayor expresion de IL-2 se encontré en los ratones
inmunizados y estimulados con BCG. La inmunizacion por esta via no indujo la expresion de IL-

4 en ningun grupo.
9.7. Evaluacion in vitro de la proliferacion celular inducida por las proteinas rHBHA

La proliferacion celular de linfocitos en respuesta al estimulo in vitro con el bacilo BCG o las
proteinas recombinantes es mostrado en la figura 13. Como puede observarse, no hubo
proliferacion en los linfocitos de ratones inmunizados por la via intranasal. Mientras que la
inmunizacién subcutanea con la proteina rHBHA — RE indujo la proliferacién de linfocitos CD3*
en respuesta al estimulo con rHBHA — EC. Este valor de proliferacion mostré diferencias
significativas con respecto al inducido por el mismo estimulo en los ratones inmunizados con
BCG. Para el caso de los linfocitos CD3*CD4*CD8"* el mayor valor de proliferacion celular se
observo en los ratones inmunizados con rHBHA — RE y estimulados con la misma proteina. Este
valor fue significativamente mayor que la proliferacion inducida por la inmunizacion con BCG o la

proteina no metilada.
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Figura 13. indice de proliferacion de linfocitos CD3*, CD3*CD4*CD8-, CD3*CD4-CD8"* de ratones inmunizados por
la via subcutanea (n= 9) o intranasal (n= 9) y estimulados in vitro con BCG, rHBHA — EC (EC) o rHBHA — RE (RE).

Los asteriscos indican una diferencia significativa: *, P < 0.05.
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10.Discusién

Las alarmantes cifras de mortalidad y morbilidad por tuberculosis reportadas por la OMS en 2019
y la variable eficiencia de la vacuna BCG contra la enfermedad hace esencial la busqueda de
nuevos antigenos que induzcan una respuesta inmune robusta contra la micobacteria o
fortalezcan la obtenida con la vacunacion con BCG. En este sentido la proteina HBHA ha sido un
candidato potencial al desarrollo de vacunas de subunidad. Sin embargo, se ha descrito que su
eficacia en la proteccion contra el bacilo es dependiente de la presencia de un patron
caracteristico de metilaciones en el extremo carboxilo de la proteina el cual se encuentra presente
Gnicamente en la proteina obtenida de M. tuberculosis o M. bovis BCG (Pethe et al. 2002;
Temmerman et al. 2004). Diversos trabajos (Parra et al. 2004; Teng et al. 2017) han reportado
dificultades en la obtencién de esta proteina a partir de estos organismos debido su baja
concentracion, prolongado tiempo de incubacién y purificados no homogéneos. La extraccion de
HBHA recombinante a partir de otros microorganismos (M. smegmatis, P. pastoris o E. coli), a
pesar de mejorar el rendimiento y el tiempo de incubacion, no ha sido util en la proteccién contra
M. tuberculosis en modelos murinos debido a la ausencia o diferencia del patron de metilacion
caracteristico de la proteina nativa. En este trabajo, el rendimiento de la HBHA recombinante
obtenida de R. erythropolis (rHBHA — RE), un actinomiceto relacionado taxonémicamente con las
micobacteria que presenta una proteina homéloga a HBHA, fue de 18 mg/L, un valor mayor que
el reportado para la rHBHA de M. bovis BCG o M. tuberculosis (datos no publicados). Ademas,
la proteina rHBHA — RE es modificada post — traduccionalmente in vivo mediante la metilacion
de lisinas, como fue evidenciada por Western Blot utilizando el anticuerpo comercial Anti —
mono/dimetil — lys — HRP. Aunado a lo anterior, el analisis de masas evidencié que 24.4 grupos
metilos podrian estar adicionados en las lisinas de la rHBHA — RE. Este resultado coincide con
lo reportado anteriormente por Pethe et al., (2002) quienes demostraron que la proteina HBHA
obtenida de M. tuberculosis consiste de isoformas que pueden presentar de 20 a 26 grupos

metilo.

El papel de la metilacién en la regulacion de la expresidon genética de células eucariontes esta
bien documentado, sin embargo, en procariontes su papel es incierto. En organismos como
Synechocystis sp. la metilacion del pili regula la movilidad celular (Lanouette et al., 2014) mientras
gue en algunas micobacterias (M. tuberculosis, M. bovis y M. smegmatis) la trimetilacion de la

proteina HupB interfiere con la adherencia bacteriana a macréfagos THP1 en estudios in vitro
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(Yaseen I. et al., 2018). Para la proteina HBHA se ha reportado la importancia de la metilaciéon
en la proteccion ofrecida a ratones frente a la infeccion con M. tuberculosis (Parra et al., 2004;
Temmerman et al., 2004). En concordancia con lo ya reportado, en este estudio demostramos
gue la presencia de dimetilaciones en la proteina rHBHA — RE increment6 la respuesta inmune
celular en ratones inmunizados con ella, en comparacién con aquellos que fueron administrados
con BCG o la proteina no metilada expresada en E. coli. Lo anterior evidenciado mediante la
evaluacion de la proliferacion de linfocitos y la expresion de citocinas como IFN-y, IL-17F, TNF-
a, IL-1B8 e IL-2. Ademés, demostramos que las proteinas HBHA recombinantes no tienen un
efecto citotdxico sobre células epiteliales Vero y A459 ni sobre macréfagos murinos de la linea
RAW?264.7 en las concentraciones utilizadas para la inmunizacion de ratones o para el estimulo

In vitro.

Usando tres diferentes vias de inmunizacién demostramos que la administracion subcutanea e
intraperitoneal con las proteinas rHBHA — EC y rHBHA — RE indujo en ratones la produccién de
anticuerpos de la clase IgG, especificamente subclase IgG1 para el caso de la administracion
subcuténea, los cuales reconocieron ambas proteinas, principalmente rHBHA — EC. Estudios
previos en humanos (Silva de Araujo et al., 2018) han demostrado la presencia de anticuerpos
IgG1 en pacientes con tuberculosis activa, los cuales reconocen antigenos tales como HBHA,
ESAT6, CFP10, Rv2628, Rv2029c y Rv2031c. La presencia de estos anticuerpos puede potenciar
la toma bacteriana, debido a que los macréfagos tienen receptores de alta afinidad para las
regiones Fc de estas biomoléculas. En adicion, Jacobs et al. (2016) demostraron que las IgG1 de
pacientes con tuberculosis fueron capaces de estimular en monocitos la produccion de TNF-a.
Por lo anterior, podria suponerse que la induccién de esta subclase de anticuerpos por las
proteinas HBHA recombinantes podria ser de importancia en el desarrollo de una respuesta

inmune humoral protectora contra el bacilo.

La induccién de anticuerpos por la HBHA también fue reportada por Temmerman et al. (2004),
guienes demostraron la presencia IgG1l, IgG2a e 1gG2b en sueros de ratones BALB/c
inmunizados subcutaneamente con la proteina nHBHA de M. tuberculosis H37Ra o con rHBHA
expresada en E. coli BL21(DE3). Dichos autores encontraron que ambos grupos de ratones
produjeron cantidades comparables de anticuerpos dirigidos contra HBHA y que esos anticuerpos
reconocian de la misma forma ambas proteinas. Asi mismo, algunos estudios (Kohama et al.

2018; Parra et al., 2004; Temmerman et al., 2004; Teng et al., 2017) demostraron que la presencia
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de metilaciones en la proteina HBHA no tiene influencia en el perfil de isotipo de los anticuerpos
especificos de la proteina ni en el incremento en la produccién de ellos, dado que anticuerpos
lgG1, 1gG2a e IgG2b fueron encontrados en el suero de ratones inmunizados con proteinas
metiladas (nHBHA de M. tuberculosis o rHBHA expresada en M. smegmatis) o no metiladas

(HBHA recombinantes expresadas en E. coli y P. pastoris).

Por el contrario, la inmunizacién intranasal con las proteinas recombinantes HBHA no gener¢ la
produccién de anticuerpos de ningun tipo en suero. Pensando que esta diferencia pudo deberse
a la via de administracion se utilizaron como control a las proteinas recombinantes Apa,
expresadas en su forma glicosilada en Streptomyces lividans o en su forma no glicosilada en
Escherichia coli, las cuales han inducido la produccion de anticuerpos IgG en modelos murinos
inmunizados con ellas por la via intranasal (datos no publicados). Por lo tanto, la ausencia de
anticuerpos en los ratones inmunizados por esta via podria deberse a propiedades intrinsecas
de la proteina mas que a modificaciones post — traduccionales o a la via de administracion. Sin
embargo, es pertinente la evaluacion de la presencia de estos anticuerpos en el lavado de fluido
bronqueoalveolar (BALF) debido a que la estimulacion de la respuesta inmune por la
administracion intranasal de la proteina seria mas evidente a nivel de vias respiratorias. Tal como
fue demostrado por Li et al (2018), quienes compararon la respuesta inmune inducida por la
proteina Esx — 1 en ratones inmunizados por la via subcutanea e intranasal y demostraron que
la mayor produccion de anticuerpos se encontraba en el BALF de ratones inmunizados
intranasalmente mientras que estos valores fueron mayores en el suero de aquellos inmunizados

por la via subcutanea.

La presencia de anticuerpos de la clase IgM fue evaluada debido a que Shin et al., (2006)
reportaron el reconocimiento de la proteina nHBHA de M. tuberculosis por anticuerpos IgM
presentes en el suero de pacientes con tuberculosis cronica. Asi mismo, demostraron que esta
respuesta es afectada por la presencia de metilaciones, dado el reconocimiento de la proteina
nativa o la recombinante en M. smegmatis pero no asi el de la proteina no metilada expresada
en E. coli. Sin embargo, en nuestro modelo no encontramos la generacion de anticuerpos IgM.
Por lo tanto, la presencia de IgM en pacientes con tuberculosis podria deberse al estimulo
constante que se tiene con el bacilo y su produccién podria estar relacionada con la disminucion

de la adherencia a células epiteliales y/o diseminacion.
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Estudios previos en modelos murinos (Kohama et al. 2018; Parra et al., 2004; Temmerman et al.,
2004; Teng et al., 2017) han demostrado que HBHA induce una respuesta inmune de tipo Thl en
los ratones inmunizados con ella, dada la alta produccion de IFN-y por los linfocitos estimulados
in vitro con esta proteina. De la misma forma, estudios en humanos (Hougardy et al., 2007;
Masungi et al., 2002; Temmerman et al., 2004; Zannetti et al., 2005) han demostrado la
produccion de esta citocina por células mononucleares de sangre periférica de pacientes con
tuberculosis latente frente al estimulo con la proteina. La importancia del IFN-y en la proteccion
contra las enfermedades micobacterianas ha sido bien documentada en modelos animales. Esta
citocina ha sido usada exitosamente como terapia adyuvante, especificamente en el tratamiento
de tuberculosis multi — drogo — resistente y se ha considerado que los antigenos capaces de
estimular su produccién son candidatos potenciales al desarrollo de vacunas anti — tuberculosis.
Sin embargo, no existen estudios que hayan evaluado la produccién de otras citocinas en ratones
inmunizados con HBHA.

En este trabajo se evalud la produccién de 8 citocinas por los linfocitos de ratones inmunizados
con HBHA mediante dos diferentes vias. Al igual que los datos reportados anteriormente, tanto
en modelos murinos como en humanos, la proteina HBHA indujo la expresion de IFN-y en
concentraciones mayores a 1000 pg/mL, tanto con la inmunizacion subcutanea como con la
intranasal. La inmunizaciéon con la HBHA metilada expresada en R. erythropolis indujo una
produccién mas alta de citocinas en comparacion con la inducida por la inmunizacién con la
proteina no metilada expresada en E. coli. Lo anterior habia sido reportado por Temmerman et
al. (2004) con respecto a la expresion de IFN—y, por lo que la presencia de metilaciones en la
proteina rHBHA — RE podria jugar un papel clave en la expresion de esta citocina. En los ratones
inmunizados por la via sucbutanea con rHBHA — RE la concentracion de IFN—y (40 000 pg/mL)
fue mayor en comparacion con los datos reportados por otros trabajos (Temmerman et al., 2004)
en los que han evaluado la produccion de esta citocina en ratones inmunizados con nHBHA de
M. tuberculosis (20 000 pg/mL). Aunque, este valor fue menor que el reportado en un esquema
de refuerzo de la vacuna BCG con la proteina HBHA en el que se observé la expresion de hasta
60 000 pg/mL de esta citocina (Rouanet et al., 2009). A pesar de que la inmunizacion subcutanea
con rHBHA — RE indujo la expresién de citocinas caracteristicas de la respuesta Thl (IFN-y,
TNF—-aq, IL-1B e IL-2) también se estimularon citocinas de la respuesta Th17 (IL-17F) y citocinas

anti — inflamatorias (IL-10).
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El papel protector de las citocinas de la respuesta Thl contra la tuberculosis esta bien
documentado y la presencia IL-17 como inductor de una respuesta Thl éptima e inmunidad
protectora contra la micobacteria (Torrado et al., 2011) sugiere que la proteina rHBHA — RE podria
tener un papel protector en ratones contra el reto con M. tuberculosis. Anteriormente se ha
reportado (Torrado et al., 2010) el desarrollo de células Thl7 en presencia de IL-1B y TNF-q,
guienes pueden actuar como cofactores en su diferenciacion. La induccién de estas citocinas por
rHBHA — RE pudo haber sido clave en los altos niveles de IL-17. Ademas, se ha reportado que
la expresion de esta citocina ocurre en ausencia de IL-12, citocina clave en el desarrollo de una
respuesta Tul, lo que explicaria la ausencia de esta citocina en los resultados obtenidos. Sin
embargo, es necesaria la realizacidon de una cinética de citocinas, estimuladas por el re — estimulo
con la proteina rHBHA — RE, para tener un panorama mas claro del efecto regulador que podrian
tener entre ellas. En este contexto, la co — expresion de IL-10 con IFN — y o IL- 17 ha sido
reportado previamente (Domingo — Gonzéles et al., 2017), tanto en humanos como en ratones, y
podria estar relacionada con una regulacion negativa debido a la alta expresion de estas citocinas
en respuesta a la rHBHA — RE.

Resulta de interés particular el perfil de citocinas expresado en los ratones inmunizados por la via
subcutédnea con BCG en respuesta al estimulo con la proteina rHBHA — RE. Lo anterior debido a
qgue el re — estimulo con el bacilo induce altos niveles de citocinas clave en la activacion de
macrofagos (IFN-y), reclutamiento de neutrdfilos (IL-1B e IL-17) y formacion del granuloma (TNF-
a). Sin embargo, la expresiéon de IFN-y e IL-17 incrementan en respuesta al re — estimulo con la
proteina rHBHA — RE. Lo que sugiere que un esquema de refuerzo de la vacuna BCG con rHBHA
— RE permitiria el desarrollo de una respuesta inmune humoral y celular robusta, dirigida por la
produccion de IgG, proliferacion celular de linfocitos y produccién de IFN-y, IL-17, TNF-q, IL-1
e IL-2, que podria potenciar el efecto protector de la vacuna BCG frente a la infeccion con M.

tuberculosis.

La via de inmunizacién de las proteinas recombinantes HBHA fue determinante en la intensidad
de la respuesta inmune generada. Lo anterior dado que la inmunizacion intranasal, a pesar de
inducir las mismas citocinas que la subcutanea, disminuy6 sus valores de concentracion. Esta
diferencia ya habia sido reportada anteriormente por Li et al., (2018) quienes observaron que la
inmunizacién subcutanea expandio sistémicamente las células T CD4* especificas de Rv3615c

(en términos de elevadas citocinas en suero, frecuencia de células que expresaron citocinas y
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cantidad de citocinas en bazo y nddulos linfaticos) en contraste con la inmunizacion intranasal, la
cual preferiblemente elevd citocinas y células productoras de ellas en fluido de lavado
bronqueoalveolar. Estos mismos autores evidenciaron que los valores de citocinas inducidos por
la inmunizacion subcutdnea fue mayor en comparacion con la inducida por la inmunizacién

intranasal al evaluar bazo y nédulos linfaticos.

Hasta el momento no existen trabajos en los que se haya evaluado la proliferacién celular
inducida por la proteina HBHA. En este trabajo demostramos que rHBHA — RE indujo la
proliferacion de linfocitos T CD4* en los bazos de ratones inmunizados por la via subcutanea.
Esta respuesta presento diferencias significativas con respecto a la proteina no metilada rHBHA
— EC, al igual que con la expresién de citocinas, esta diferencia podria deberse a la presencia
de metilaciones. De la misma forma, la via de administracion fue relevante en la respuesta
proliferativa de los linfocitos, ya que no se observo esta respuesta en aquellos obtenidos de los
ratones inmunizados por la via intranasal. Sin embargo, es pertinente la evaluacion de la
linfoproliferacion en pulmones para descartar la eficacia de la proteina por esta via de

administracion.
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11.Conclusiones

Las proteinas recombinantes HBHA - RE metilada y HBHA — EC no metilada indujeron una
respuesta inmune humoral en los ratones inmunizados con ellas; la inmunizacioén intraperitoneal

y subcutanea indujo la produccién de anticuerpos IgG, subclase IgG1.

La respuesta inmune celular inducida por las proteinas recombinantes HBHA metilada y no
metilada present6 diferencias; siendo mas efectiva la rHBHA — RE metilada en la induccion de
citocinas protectoras (IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-1B, IL-17) y la proliferacion de linfocitos T CD4* en
comparacion con la rHBHA — EC y BCG. Estos valores fueron mayores en los ratones
inmunizados por la via subcutanea en comparacion con la via intranasal. Asi mismo la
inmunizacién subcutanea con rHBHA — RE y el re — estimulo in vitro con el bacilo BCG incremento
la expresion de citocinas caracteristicas de la respuesta THl (IFN-y, TNF-a, IL-2 e IL-1B8) y TH17

(IL-17) en comparacion con los ratones inmunizados y estimulados in vitro con BCG.

Las proteinas recombinantes HBHA no son téxicas para células epiteliales Vero o A549 a
concentraciones menores a 75 ug/millon de células ni para macr6fagos murinos a

concentraciones de hasta 100 ug/millén de células.
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12.Perspectivas

Debido a la induccion de una respuesta inmune humoral y celular inducida en ratones BALB/c en
respuesta a la inmunizacion subcutanea con rHBHA — RE y al incremento en la expresion de
citocinas protectoras (IFN-y, IL-17, IL-2, TNF-q, IL-1B) inducida por esta proteina en los ratones
inmunizados con BCG es pertinente evaluar el efecto protector de rHBHA — RE en un esquema
de vacuna de subunidad y en uno de refuerzo de la vacuna BCG para determinar su efecto
protector frente a la infeccidbn con M. tuberculosis, principalmente mediante la reduccion del
namero de unidades formadoras de colonia en el bazo y pulmén de ratones BALB/c inmunizados

por la via subcutanea.
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