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RESUMEN

La tuberculosis (TB) es una de las principales causas de morbilidad a nivel
mundial ocasionada por un agente infeccioso, el bacilo Mycobacterium tuberculosis. El
tratamiento contra la TB consiste en la administracion de antibioticos durante largos
periodos de tiempo que oscilan entre los 6 y los 24 meses dependiendo del nivel de
resistencia de la micobacteria causante de la infeccion. Este tiempo tan largo de
tratamiento ademdas de generar efectos secundarios adversos como la
hepatotoxicidad, conlleva al abandono prematuro de la terapia, lo que a su vez es un
factor que favorece la generaciéon de cepas resistentes a farmacos. El uso de la
inmunoterapia como complemento del tratamiento convencional, bien para acortarlo
o para disminuir los efectos adversos que éste ocasiona, es una alternativa
prometedora que busca mejorar la respuesta inmune durante la infecciéon. En el
modelo en ratén de tuberculosis pulmonar progresiva (MRTPP) se ha evaluado el
fecto de la inmunoterpia con compuestos naturales, citocinas y péptidos. Asi mismo se
ha evaluado en este modelo el efecto inmunoestimulante de microparticulas de
almidéon (MPAs) administradas como refuerzo o adyuvante de la vacuna BCG y el
efecto protector de péptidos del factor de transferencia (PFTs). En este trabajo se
evalda por primera vez el efecto inmunoterapéutico de ambas moléculas contra la
infeccion con Mycobacterium tuberculosis H37Rv, tanto en conjunto como por
separado por via intranasal y bajo dos esquemas de administracién con y sin

antibidtico.




1. INTRODUCCION

La tuberculosis pulmonar es la décima causa mundial de muerte y la primera por
enfermedades infecciosas. En el 2018 se reportaron 10 millones de nuevos casos y 1.5

millones de decesos (Reporte Global de Tuberculosis. OMS, 2019).

Se han realizado multiples esfuerzos para disminuir estos numeros, buscando
prevenir y combatir la enfermedad con alternativas para mejorar la vacuna BCG, asi
como para optimizar el tratamiento con los antibiéticos ya existentes. La vacunacion
con BCG resulta en una eficiente proteccion de hasta el 90% para neonatos y menores
de 5 afios de edad. No obstante, en adultos se ha observado una proteccién muy
variable, entre 0 al 80% (Martin, 2005; Gupta et al, 2007), por lo que la comunidad
cientifica se ha enfocado en encontrar alternativas que refuercen la proteccion

conferida con la vacuna.

Desde el punto de vista de la terapia, la principal estrategia para tratar la
enfermedad y disminuir el nimero de decesos es el uso de antibioticos, que si bien ha
disminuido significativamente el nimero de enfermos, se requieren administrar por
tiempos muy largos (de 6 a 9 meses para cepas sensibles a farmacos y de 12 a 24
meses, al menos, para las cepas multidrogo-resistentes (MDR)), lo que en muchos
casos implica efectos adversos como el dafio hepatico ademas del abandono del
esquema de tratamiento antes de finalizar. En consecuencia, también es un area de
investigacion muy importante la busqueda de alternativas para mejorar o acortar el
tratamiento con antibidticos. Entre estas opciones se encuentra la inmunoterapia con
moléculas como la silimarina (Rodriguez et al,, 2019), adenovirus codificantes para la
produccién de citocinas como TNF-q, para péptidos antimicrobianos como LL-37 y
para el factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (Ramos-Espinosa
et al., 2016; Francisco-Cruz et al, 2013; Francisco-Cruz et al, 2016), asi como péptidos
derivados del veneno de escorpién (Carcamo-Noriega et al, 2019) y antraciclinas de

origen microbiano (Trenado-Uribe et al.,, 2018).

En la secciéon de Patologia Experimental del INCMNSZ, se ha desarrollado un

modelo en ratdn de tuberculosis pulmonar progresiva (MRTPP) (Hernandez-Pando et




al., 1996), en el que se han probado diferentes alternativas para mejorar tanto la
eficacia protectora de BCG, incluyendo el uso de las microparticulas de almidén
(MPAs) (Patente MX/2017/14206; solicitud de patente MX/a/2016/005434) como
refuerzo y adyuvante de la vacuna BCG (Moreno-Mendieta et al, 2017; Moreno-
Mendieta et al, 2019), asi como el uso de los péptidos del factor de transferencia
(PFTs) (Fabre et al., 2004) como refuerzo de la vacuna BCG (Mayoral, 2014) y como
tratamiento (Aguilar et al., 2014, INCMNSZ, datos sin publicar).

Como objetivo del presente proyecto se busca explorar por primera vez el efecto
inmunoterapéutico potencial de las MPAs y los PFTs (en combinacién y por separado),
administrados por via intranasal a ratones con tuberculosis bajo dos esquemas, uno

sin antibidtico y otro con antibiotico.

2. ANTECEDENTES

2.1 INMUNOTERAPIA

Dada la actual y alarmante aparicién de cepas resistentes a medicamentos en
los principales patégenos infecciosos (bacterias, hongos y protozoos), y el abandono
de la terapia debido a los nocivos efectos secundarios que muchos de los
medicamentos causan, existe una necesidad apremiante de buscar alternativas que
refuercen la eficacia de los tratamientos disponibles y disminuyan sus efectos
adversos. Una alternativa es la inmunoterapia, que busca restaurar y aumentar la
capacidad del sistema inmune para reconocer y matar las células malignas, infectadas
o danadas (Liegel et al., 2018), y consiste en la administracién de agentes terapéuticos
que fungen como inmunoestimulantes y/o como inmunomoduladores en una amplia
gama de enfermedades como las enfermedades cronico degenerativas, metabdlicas,
alérgicas, cancer y las enfermedades infecciosas (Morales et al, 2007; Mannan, 2017).
Algunas de las estrategias inmunoterapéuticas evaluadas en estas enfermedades
incluyen el uso de péptidos para tratar la diabetes tipo I (Smith & Peakman, 2018) y
alergias (Couroux et al., 2015), el uso de sistemas particulados en modelos murinos de

anafilaxis (Gamazo et al, 2017), la terapia celular en cancer (Liegel et al., 2018), el uso




de anticuerpos monoclonales para mieloma (de Weers et al., 2011; van der Veer et al,
2011; Bret et al, 2002), y el uso de la vacunacién terapéutica en cancer (Guo et al,
2013; Leone et al,, 2015; Nooka et al, 2016). En la mayoria de los casos el objetivo es
reactivar o modular la respuesta del sistema inmune y poder acortar o incluso
reemplazar los tratamientos extensos, que generan efectos secundarios adversos. Esto
ultimo es muy importante en las enfermedades infecciosas, para las cuales el estudio
de la inmunoterapia también es muy relevante; particularmente enfermedades como
la tuberculosis cuyo tratamiento incluye mas de un antibiético y por largos periodos
de tiempo. En el caso de los extensos tratamientos con antibioticos, se generan efectos
secundarios que van desde alterar dramaticamente la composicién de la microbiota
(Lange et al, 2016; Isaac et al, 2017) y generar dafio hepatico (Bjornsson, 2017) hasta
ocasionar cambios en la neuroquimica del cerebro (Neufeld et al,, 2011). En la tabla 1

se resumen los tipos mas comunes de inmunoterapia.

Tabla 1. Tipos de inmunoterapia

Tipo de

. . Referencia
inmunoterapia

Definicion Ejemplo de uso

Aislamiento y expansion
ex vivo de células T
especificas de tumor que
luego se administran
nuevamente a los
pacientes

Administracion de células
madre sanas a partir de
sangre o médula 6sea

Liegel et al., 2018

Terapia celular Kim, 2013

Anticuerpos que

Bloqueo de PD-1/PD-L1
mejora la actividad

de Weers etal., 2011

inespecifica del
sistema inmune

con células del sistema
inmune

secuencia peptidica
natural derivada de
proinsulina NBI-6024,
modula la respuesta de
células T especificas de
antigeno

Anticuerpos bloquean puntos de C e van der Veer et al, 2011
citolitica especifica para
monoclonales control que frenan la el mieloma, mediada por Bretetal, 2002
respuesta inmune CD8 y NK ’ Ray etal, 2015)
Ensayos preclinicos (fase
I) en pacientes con
) ., diabetes tipo I, usando la
Estimulacion A través de la interaccién Smith & Peakman, 2018

Couroux et al,, 2015
Gamazo et al., 2017

Vacunacién
terapéutica

Administraciéon de Ag con
el fin de generar una
respuesta especifica

Las vacunas tumorales
provocan una respuesta
inmune especifica del
mieloma a través de la
administracién de un
antigeno especifico.

Guo etal, 2013
Leone etal, 2015
Nooka etal, 2016
Leetal, 2013
Liegel et al, 2018




2.2 TUBERCULOSIS

La tuberculosis pulmonar (TB) es la décima causa mundial de muerte y la primera
por enfermedades infecciosas, por encima del VIH/sida. De acuerdo al reporte global
de la TB del 2019, en el 2018 la cifra estimada de muertes fue de 1.2 millones, y el
numero de nuevos casos reportados de 10 millones de personas. De forma
preocupante, los casos de enfermedad resistente a rifampicina han rondado los 500

mil casos durante los ultimos afios (Reporte Global de Tuberculosis, OMS, 2019).

En México de acuerdo con el Boletin Epidemiologico del Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemiolégica, hasta el 6 de junio del presente afio (2020), se han
reportado 16,254 casos de TB en el pais, siendo el Estado de México el que mas casos

registrados tiene hasta la semana 22 (Boletin epidemiol6gico semanal 23, 2020).

Factores como la comorbilidad con otras enfermedades, la diabetes, el tabaquismo,
el alcoholismo, la desnutricién (Narasimhan et al, 2013), asi como la exposiciéon a
altas cargas antigénicas de micobacterias sapréfitas (Hernandez-Pando et al, 1997),
incrementan el riesgo de padecer la enfermedad y hacerla mas grave. El agente
etiologico de la TB es el complejo Mycobacterium tuberculosis (Mtb), bacterias acido-
alcohol resistentes, aerobias, pertenecientes al género Mycobacterium, que entran al
organismo a través de la via respiratoria afectando principalmente a los pulmones;
son fagocitadas por los macro6fagos alveolares, siendo capaces de sobrevivir y
multiplicarse en ellos a través de complejos mecanismos de evasion de respuesta
inmune (Patil et al, 2018; Flynn & Chan, 2003), tales como la inhibicién de la fusiéon
fagosoma-lisosoma (Russell et al., 2002; Fratti et al, 2000), el escape al ambiente
acido dentro del fagolisosoma (Meena, 2010), y la evasién de la toxicidad de las
especies reactivas de nitrégeno (Ehrt et al., 1997; Flynn et al., 1998). Mtb posee una
envoltura celular que consta de tres estructuras principales: la membrana plasmatica,
la pared celular y una capa mas externa, conocida como la capsula (Daffé & Draper,
1998). De acuerdo con Ortalo-Magné et al. (1995) la capsula de los bacilos esta

compuesta principalmente por proteinas y polisacaridos como D-glucano (120 kDa),




D-arabinomanano (13 kDa) y D-manano (4 kDa) (Lemassu & Daffé, 1994). De acuerdo
con Geurtsen et al. (2009) el principal componente de carbohidratos es un a-glucano
que consiste en un polimero de 5-6 residuos de a-D-(1,4)-glucosa (Ortalo-Magné et al,
1995; Lemassu et al., 1996). Por su parte, la pared celular consiste en dos segmentos:
peptidoglicanos unidos covalentemente al heteropolisacarido D-arabino-D-galactano,
que estd unido a acidos grasos de cadena larga llamados acidos micdlicos, y un
segmento con glicolipidos intercalados (Daffé & Draper, 1998), que le permiten
modular y evadir la respuesta inmune del huésped a favor de las micobacterias,
mediando su interaccion con los monocitos e interfiriendo en su diferenciacion
(Gagliardi et al, 2007), asi como en la fusion del fagosoma-lisosoma (Forrellad et al,
2013; Flynn & Chan, 2003). La compleja estructura de su membrana contribuye no
solo a la virulencia de las distintas cepas de Mtb, sino que complica el efecto y
mecanismo de acciéon de los antibidticos (Jarlier & Nikaido, 1994). Si bien la
complejidad de la estructura formada por peptidoglucano, arabinogalactano y acidos
micolicos esta presente tanto en cepas avirulentas como en las virulentas (Barry,
2001), la principal diferencia radica en la cantidad y distribucién de estas moléculas y
la presencia de algunos componentes y factores de virulencia encontrados solo en
cepas virulentas. Por ejemplo, el gen mas codifica para una acido micocerosico sintasa,
una enzima que cataliaza la sintesis de multiples acidos grasos metilados de cadena
larga, llamados acidos micocerosicos (Smith et al, 2003), y se encuentra solamente en

micobacterias patogénicas (Azad et al,, 1997; Forrelland et al, 2013).

De la misma forma, esta heterogeiniedad en el complejo Mtb define las
consecuencias posteriores al encuentro entre el bacilo y el huésped, pues de la
respuesta inmune que se induzca los resultados pueden ser la infeccion latente, la
enfermedad tuberculosa o la eliminacion completa del patégeno. Los macréfagos y los
linfocitos T CD4+, junto con la formacidn de granulomas y la induccion de un perfil de
respuesta celular (Th1), constituyen el pilar de defensa contra la micobacteria. Sin
embargo, también resulta de suma importancia la participacion de las células
epiteliales de la via aéra, los neutroéfilos y las células dendriticas, asi como el ambiente

de citocinas previo a la infeccién (de Martino et al, 2019). Cada respuesta debe
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permanecer en equilibrio, ya que, si se altera, puede favorecer la proliferacion de Mtb,
lo que resulta en la progresion de la enfermedad y el dafio del tejido por el propio
sistema inmune. Tal y como ocurre con la citocina proinflamatoria TNF-a para la cual
se ha descrito un papel dual. Esta citocina, liberada en un sitio inflamatorio en el que
hay un tipo de respuesta mixta (Th1/Th2) puede producir dafo tisular necrotico con

inflamacién excesiva (Hernandez & Rook, 1994).

2.2.1 TRATAMIENTO CON ANTIBIOTICOS

El tratamiento convencional para la tuberculosis consta principalmente de 3
grupos de farmacos (Tabla 2). El grupo 1 incluye farmacos de primera linea como:
isoniazida, rifampicina, rifabutina, pirazinamida y etambutol. Los farmacos de primera
linea son eficientes contra la tuberculosis sensible a farmacos, dividido en dos fases.
La fase intensiva que implica la toma diaria de 4 farmacos por via oral, durante 2
meses. La segunda fase en la que se continda con la toma diaria de rifampicina e
isoniazida durante 4 a 6 mas meses para eliminar a las bacterias que sobrevivieron a
la primera fase, lo que da un total 6 a 9 meses para el tratamiento contra la TB
sensible a farmacos, tiempo suficiente para que se generen efectos adversos como la
hepatotoxicidad, ademas de una posible reinfeccién o reactivacion de la enfermedad
(Tousif et al., 2017; Skakun & Shman’ko, 1985; Fountain et al., 2005; Younossian et al.,
2005; Tousif et al., 2014) e incluso problemas neuropsiquiadtricos e hiperuricemia

(Gulbay et al., 2006).

Los farmacos de segunda linea son aquellos que se administran cuando los de
primera linea fallan, debido al desarrollo de resistencia (Floss & Yu, 2005; Kunin,
1996). En la tabla 2 se resumen los antibidticos usados para el tratamiento de la TB,

asi como su mecanismo de accion.
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Tabla 2. Antibidticos contra tuberculosis y su mecanismo de accién. Adaptada de Patil et al, 2018

Grupo Antibiético Mecanismo de acciéon

Inhibe a la proteina acarreadora del acil y a la enzima sintetasa
1 Isoniazida de la proteina acarreadora KasA que conduce a la inhibicion de la
sintesis de dcido micélico.

Se unen a la subunidad 8 de 1a RNA-polimerasa bacteriana
1 Rifampicina y rifabutina | dependiente de DNA, inhibiendo asf la sintesis de RNA
bacteriano.

Inhibe traduccién y produccion de energia, y de

1 Pirazinamida .
pantotenato/coenzima A.

Inhibe a la arabinosiltransferasa, enzima que polimeriza
1 Etambutol arabinosa en arabinano y en arabinogalactano, componentes de
la pared celular micobacteriana.

Ofloxacino, . . . :
. Inhiben a la topoisomerasa II (DNA girasa) y a la topoisomerasa
2 levofloxacino y o . .
. . IV, por lo que se inhibe la sintesis de DNA.

moxifloxacino

Estreptomicina, Se unen a una proteina ribosomal especifica de la subunidad 308,
3 kanamicina, amicanina lo que conduce a la irreversible inhibicién de la sintesis de

y capreomicina. proteinas.

Grupo 1: antibidticos orales de primera linea. Grupo 2: antibidticos fluoroquinolonas. Grupo 3: Antibidticos inyectables.

La emergente resistencia a antibiéticos en las cepas de Mtb, ha generado tasas
de recuperaciéon muy bajas y tasas de mortalidad elevadas (Reporte Mundial de

Tuberculosis, OMS, 2019).

Mtb ha desarrollado diversos mecanismos de resistencia a antibiodticos, tales
como la modificaciéon de los blancos y de los propios antibiéticos, la degradacion
enzimadtica de éstos, la presencia de bombas de eflujo y las mutaciones de genes que
codifican enzimas activadoras de farmacos, como es el caso del gen pncA que codifica
para la enzima pirazinamidasa, encargada de la activaciéon enzimatica de la
pirazinamida a acido pirazinoico (Scorpio & Zhang, 1996; Scorpio et al., 1997; Smith et
al., 2013). Sin embargo, la baja permeabilidad de la pared celular de la micobacteria
resulta por si misma una barrera muy efectiva para los fArmacos (Jarlier & Nikaido,

1994; Nguyen & Pieters, 2009). Por una parte, la naturaleza hidrofilica dada por las
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capas de peptidoglicano y arabinogalactano dificultan la entrada de moléculas
hidrofébicas (Brennan & Nikaido, 1995). Estas dos capas a su vez estan unidas de
manera covalente a los acidos micélicos y acidos grasos de cadena larga, lo que forma
una barrera hidrofébica para las moléculas hidrofilicas (Liu et al., 1995; Nguyen,
2016). Estas propiedades de la micobacteria y los mecanismos que ha desarrollado en
combinacion con el uso inadecuado de los antibidticos propician las condiciones que

dan origen a cepas MDR.

La TB MDR se define como la enfermedad causada por las micobacterias
resistentes a dos medicamentos de primera linea: rifampicina e isoniazida. Mientras
que la tuberculosis extensamente resistente (XDR) se refiere a la resistencia al menos
a una fluoroquinolona y un farmaco inyectable de segunda linea adicional a la
rifampicina e isoniazida (Trauner et al, 2014). Mas de 480,000 casos de MDR-TB
ocurren cada afio en todo el mundo, siendo el 9% casos XDR-TB. Aunado al extenso
tiempo, este tratamiento no solo resulta mas costoso, sino que causa efectos
secundarios potencialmente mortales (sobre todo dafio renal y dafio hepatico) (Chan
et al, 2008; Millard et al, 2015). Incluso y dada la dificultad para tratar la
enfermedad, se ha llegado a casos extremos de TB totalmente drogo-resistente (TDR-

TB) en algunas clinicas en Sudafrica (Klopper et al,, 2013; Slomski, 2013).

2.2.2 INMUNOTERAPIA EN LA ENFERMEDAD

El progreso en el desarrollo de farmacos contra la tuberculosis ha sido lento y
ninguno de los farmacos recientemente probados ha permitido el acortamiento del
régimen de tratamiento convencional (WGNTD, 2016). La inmunoterapia puede
modular el sistema inmunoldgico en pacientes con TB, permitiendo un mejor control
de la replicacion de Mtb. La terapia dirigida con inmunomoduladores es un enfoque
prometedor que debe explorarse para un mejor control de la enfermedad (Abate &
Hoft, 2016). Algunos productos micobacterianos (Van Rhjin & Moody, 2015; Dey et al,
2015), citocinas y farmacos han sido considerados como posibles candidatos. Por
ejemplo, la inyeccidn intradérmica y la administracién oral de Mycobacterium vaccae

en conjunto con antibidticos mejoro la eliminacion de bacilos del esputo y promovio
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una mejora en las lesiones visualizadas por andlisis radiograficos en pacientes
enfermos que no habian sido tratados previamente (Yang et al, 2011; Butov et al,
2013). También se ha reportado que la administracién subcutanea y oral de M. vaccae
induce una respuesta Th1 y disminuye la carga bacilar en ratones infectados con altas
cargas bacterianas de H37Rv (Hernandez-Pando et al., 2008; Hernandez-Pando et al,,
2000). Xu et al. (2009), también reportaron el uso de M. vaccae como potencial agente
inmunoterapéutico contra la infecciéon con la cepa H37Rv al administrarse via
intramuscular, observando una menor carga bacilar, aunque no tan baja como la
lograda tras la administracion de isoniazida. En el 2018 Chahar et al,, reportaron en
cobayos el uso de Mycobacterium indicus pranii (Mw), una micobacteria saprofita no
patogénica y de rapido crecimiento, como inmunoterapia frente a la infeccién con la

cepa H37Rwv.

RUTI es una vacuna hecha de fragmentos celulares detoxificados de Mtb
administrados en liposomas (Cardona et al, 2005), a ratones y cobayos, que tiene
potencial tanto para la profilaxis como para el tratamiento de la enfermedad
(Vilaplana et al, 2011). Esta ha sido probada en ensayos clinicos de fase I y II en
voluntarios sanos y con tuberculosis latente, comprobando seguridad e
inmunogenicidad (Vilaplana et al, 2010; Nell et al, 2014). Otro objeto de estudio, han
sido las vacunas de DNA que expresan genes relevantes de Mtb. Tal es el caso de la
vacuna de DNA con el plasmido cDNA3.1, que expresa los genes de Hsp65 e IL-12, ésta
aumento la supervivencia de ratones infectados con cepas de TB MDR/XDR y de
primates infectados con las micobacterias (Okada et al, 2011), sugiriendo su posible
avance hacia ensayos clinicos en humanos como complemento de la quimioterapia
(Abate & Hoft, 2016). Asi mismo, las citocinas han sido otro objeto de estudio
interesante dado que las respuestas inmunes celulares son esenciales para inhibir el
crecimiento intracelular y limitar la diseminacion. Las células T producen citocinas y
moléculas efectoras como perforina, granzima y granulisina (Flesch & Kauffman,
1987; Feng et al, 1999), por lo que las citocinas que mejoran la expansién de las
células T y la activacién/diferenciacién de las células presentadoras de antigeno

pueden ayudar a controlar la infeccion. El uso complementario de IFN-y e IL-12 en
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algunos casos de MDR-TB produjo resultados favorables (Condos et al, 1997; Giosue
et al, 2000). En modelos murinos de TB, el IFN-y administrado con IgA intranasal
produjo una disminucién de la carga de Mtb en los pulmones (Balu et al,, 2011), y con
adenovirus recombinantes que codifican para IFN-y (AdIFNy) administrado en una
dosis Unica por via intratraqueal en combinacién con la quimioterapia convencional
favorecid la disminucién de la carga bacilar en pulmén y el dafio por neumonia (Mata-
Espinosa et al, 2008). De manera similar, se demostr6 que los inhibidores de IL-4 y
TGF-B aumentan la inmunidad de tipo Th1 y ayudan a reducir la carga bacteriana en
los pulmones de ratones infectados (Hernandez-Pando et al, 2006; Roy et al, 2008).
Por otra parte, los anticuerpos, farmacos o suplementos y péptidos también han sido
alternativas terapéuticas evaluadas. Los anticuerpos de individuos vacunados con
BCG aumentaron significativamente la capacidad de los macréfagos para matar las
micobacterias intracelulares in vitro (de Valliere et al, 2005). La administracién de
anticuerpos in vivo ha tenido resultados controversiales (Lépez et al, 2009; Hamasur
et al, 2004), dependiendo la ruta de administracion, la frecuencia y la combinacién de
anticuerpos monoclonales, por lo que se requieren mas estudios y evidencias de su
seguridad antes de su aprobacion en ensayos clinicos. El uso de la vitamina D también
se ha estudiado, ya que activa los macroéfagos a través de la via de senalizacion de
receptores tipo-Toll (TLRs) lo que conduce a una mayor produccién de péptidos
micobactericidas, catelicidina y su forma activa LL-37 (Liu et al, 2006).
Desafortunadamente, los ensayos clinicos con suplementos de vitamina D han dado
resultados muy diversos por lo que se requiere mas investigacién (Selvaraj et al,
2015). Entre los farmacos probados se encuentra la metformina, la cual inhibi6 el
crecimiento intracelular de Mtb, restringié la inmunopatologia de la enfermedad y
mejoro la eficacia de los farmacos convencionales contra la TB en ratones (Singhal et
al, 2014). En un estudio retrospectivo de pacientes con diabetes mellitus y con TB, se
encontré que los pacientes que estaban tomando metformina tenian menos cavidades
pulmonares y mayor supervivencia (Singhal et al, 2014). De manera similar, otros
inductores de autofagia, como las estatinas (simvastatina, rosuvastatina),
dehidroepiandrosterona (Bongiovanni et al, 2015) y el antineoplasico gefitinib,

mostraron disminuir la carga bacteriana en ratones infectados con Mtb (Parihar et al,
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2014; Stanley et al, 2014). En cuanto a sistemas particulados, se han utilizado
liposomas de fosfatidilcolina y colesterol por via intratraqueal, demostrandose su
efecto en una disminucién significativa (del 80%) de los bacilos vivos en pulmones y
una reducciéon del dafio por neumonia tanto en animales infectados con M.

tuberculosis H37Rv como con una cepa MDR (Mata-Espinosa et al, 2015).

Los péptidos antimicrobianos también representan una estrategia
inmunoterapéutica potencial en la infeccién por Mtb, ya que poseen actividades
quimiotacticas e inmunomoduladoras (Lai & Gallo, 2009). La produccién y/o la
sobreexpresion de péptidos antimicrobianos y citocinas, son aplicaciones terapéuticas
que se han propuesto para acortar el tratamiento convencional contra la tuberculosis
demostrado en los modelos de infeccién resistente a multiples farmacos (TB-MDR).
Ramos-Espinosa et al. (2018), estudiaron en un modelo de latencia, el efecto de una
Unica administracién por via intratraqueal de adenovirus codificantes para diferentes
citocinas Th1 (TNF q, IFN y) y péptidos antimicrobianos (LL-37), lo que control6 de
manera significativa la carga bacilar en pulmén y redujo el porcentaje de neumonia

hasta el dia 30 de infeccion.

Finalmente, y de especial relevancia es el uso de sistemas particulados y péptidos

como alternativa para favorecer o mejorar el tratamiento contra la TB.

2.3 USO DE SISTEMAS PARTICULADOS EN EL TRATAMIENTO DE LA TB

Recientemente se ha descrito el uso de diversos sistemas particulados, en su
mayoria como sistemas de administraciéon de antibiéticos, con el fin de disminuir la
duracion de los esquemas, dirigir la entrega a las células blanco, utilizar las vias de
administracién parenteral y mucosa, y en algunos casos reducir la toxicidad generada
por los antibioticos. En las tablas 3 y 4 se describen algunos de los usos de estos
sistemas para la liberaciéon dirigida de farmacos antimicobacterianos por via

parenteral e inhalada, respectivamente.

16



Tabla 3. Sistemas particulados evaluados como inmunoterapia por via parenteral en ratones con TB

Sistema Particulado y
Farmaco

Esquema, Dosis, Via

Respuesta Obtenida

Referencias

Liposomas de
fosfatidilcolina, colesterol y
diacetilfosfato

-Isoniazida y rifampicina.

Una vez por semana,
durante 6 semanas por via
intravenosa

Reduccién de la carga
bacteriana en pulmones

Labana et al., 2002
Mata-Espinosa et
al,, 2015

Liposomas de di-palmitoil
fosfatidil colina, colesterol
-Pirazinamida.

2 veces por semana por
via subcutanea hasta
completar 7 dosis

Reduccién de la carga
bacteriana en pulmén a los
dias 10, 20 y 30 post-
tratamiento

El-Ridy et al, 2007

Liposomas de
fosfatidilserina (PS) y acido
fosfatidico (PA)

-Isoniazida

3 veces por semana por
via intranasal durante 4
semanas

Reduccién de 100 veces la
carga bacteriana en pulmon,
evitando el dafio por
respuesta inflamatoria con PS

Greco etal, 2012

Nanoparticulas de
curcumina.

10 mg/kg de peso en 100
uL de PBS diariamente por
via intraperitoneal hasta
erradicar infeccién (75
dias y 60 dias)

Reduccidén de hepatoxicidad
generada por isoniazida.
Disminucién de la carga
bacilar por incremento en la
respuesta Thl

Tousif et al,, 2017

Tabla 4. Sistemas particulados evaluados como inmunoterapia por via inhalda en animales con TB

Sistema
Particulado y Farmaco Via de administracion Respuesta generada Referencias
Modelo
Primera dosis 24 h antes de
Microesferas de la infeccién por insuflacién, | Reduccién de carga .
. - . . : . Suérez et al.,
PLGA Rifampicina segunda dosis 10 dias bacteriana en pulmén por
. . . . 2001
-Cobayo después de la infeccion por ambas vias
nebulizacién
Microesferas de . L. Intratrlaqueal, un dl;’.‘, Ligera disminucién de la Yoshida et al.,
PLGA Rifampicina después de la infeccién, una carea bacteriana en pulmén. | 2006
-Rata vez al dia durante 14 dias § P )

Microparticulas de
PLGA
-Ratén

Isoniazida y
rifabutina

Inhalacién, 3 dias de dosis
24 horas después de la
infeccion

Acumulacién de vesiculas de
Golgi en las proximidades
de los fagosomas con
microparticulas en los
macroéfagos alveolares.
Mayor produccién de
intermediarios reactivos de
nitrégeno

Sharma et al.,
2007

Adaptada de Verma et al., 2011

2.3.1 APLICACIONES DE LAS MICROPARTICULAS DE ALMIDON (MPAS) EN EL MRTPP

Las MPAs que se usaron en este proyecto son particulas naturales, sin

modificaciones quimicas, constituidas por dos polimeros de D-glucosa, la amilosa y la

amilopectina. La amilosa consta de glucosas unidas por enlaces glucosidicos a-1,4

entre el carbono anomérico de un monosacarido y el grupo hidroxilo (OH) del otro
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(Bertozzi et al., 2009), y la amilopectina que tiene las glucosas unidas por enlaces a-
1,4 y ramificaciones en los enlaces a-1,6. Estos polimeros se acomodan de forma
compleja para formar los granulos, que dependiendo de su origen botdnico pueden

tener diversos tamafios y formas.

Dado que las MPAs no tienen modificaciones quimicas presentan un amplio
numero de ventajas como su biocompatibilidad, biodegradabilidad e inocuidad, lo que
ha permitido su uso como vehiculo de antigenos y adyuvante por las vias oral y nasal
en ratones sanos (Guillén et al., 2014; Moreno-Mendieta et al, 2014) y en conejos
sanos (Landon-Vazquez, 2019). Recientemente las MPAS se utilizaron como refuerzo
intranasal de la vacuna BCG en el MRTPP, en un esquema de 3 refuerzos con intervalo
semanal, un mes después de la vacunacién con BCG. Tras la infecciéon con la cepa
hipervirulenta 9005186 genotipo LAM de Mtb, se observé mayor porcentaje de
supervivencia y menor carga bacilar en pulmén en los animales que recibieron el
refuerzo, mejorando la eficacia protectora de BCG (Figura 1A) (Moreno-Mendieta et
al, 2017). En estudios posteriores, las MPAs se evaluaron como adyuvante por via
subcutanea (s.c.) de la vacuna BCG. La figura 1B muestra la curva de supervivencia y el
numero de UFC de los ratones que fueron retados con la cepa hipervirulenta 9005186.
En este trabajo, la eficacia protectora de la vacuna BCG coadministrada con las

particulas vari6 dependiendo de la cepa de infeccién (Barrera-Rosales, 2017).
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Ill. Reto con M. tuberculosis 9005186
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Figura 1. Efecto de la administracion de las MPAs A. (Moreno-Mendieta et al, 2017) como refuerzo
intranasal (i.n.) y B. (Barrera-Rosales, 2017) como adyuvante subcutaneo (s.c.) de la vacuna BCG. Se
muestra la supervivencia (izquierda) y carga bacilar en pulmdn (derecha) después de la infeccidon con
M. tuberculosis 9005186.

2.4 PEPTIDOS INMUNOTERAPEUTICOS

El uso de péptidos como terapéuticos ha sido ampliamente reportado dada la
amplia gama de ventajas que representan en el area y que se pueden resumir en alta
eficacia, alta seguridad, metabolismo predecible (Wetzler & Hamilton, 2018), alta
especificidad, alta actividad biolégica y alta habilidad de penetracion a membrana

(Chames et al,, 2009; Benson et al.,, 2012).

En la actualidad, existe una gran variedad de péptidos usados como
terapéuticos y muchos otros con potencial terapéutico que se encuentran en en la fase
preclinica de evaluacién (Vlieghe et al, 2010; Dahno et al, 2009). Algunos de estos son
la carnosina, las defensinas, las catelicidinas y la dermcidina. La carnosina es un
dipéptido natural de bajo peso molecular, hidrofilico, con propiedades antioxidantes,
compuesto por histidina y alanina (f-alanil-1-histidin). Es sintetizado y contenido en

musculo humano y tejido nervioso, es facilmente absorbido en el tracto digestivo,
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penetra la barrera hematoencefalica y es altamente biodisponible (Schaalan et al,
2018). Se ha usado para tratar enfermedades como la enfermedad de Alzheimer
(Dukic-Stefanovic et al, 2001; Hobart et al, 2004), autismo (Chez et al, 2002),
enfermedad de Parkinson (Kang & Kim, 2003) y epilepsia (Petroff et al, 2001). Las
defensinas son péptidos naturales cationicos, de los que se ha reportado una amplia
actividad antimicrobiana (Cullor et al, 1990), se clasifican en a y [-defensinas y
ambas tienen peso molecular entre 3 y 6 kDa. Se ha reportado que las defensinas
muestran actividades anti-VIH y de manera sintética se han usado como terapia
antiviral (Pace et al, 2017). Las catelicidinas son péptidos catidnicos que también
poseen propiedades antimicrobianas contra diferentes bacterias, hongos y virus. Son
activados proteoliticamente y son parte del sistema inmune innato de humanos y
animales vertebrados (Kosciuczuk et al, 2012; Fabisiak et al, 2016; Reinholz et al,
2012). La dermicidina, es un péptido natural en forma de a-hélice, aniénico, con
propiedades antimicrobianas contra hongos y bacterias patégenas (Zeth & Sancho-
Vaello, 2017). La granulisina es otro péptido antimicrobiano producido por los
linfocitos T citotoxicos humanos y NK que ha demostrado actividad inhibitoria contra
diversas bacterias Gram positivas y Gram negativas. Zhang et al. (2013), reportaron la
actividad antibacteriana de un péptido derivado de veneno de serpiente (OH-CATH),
contra E. coli resistente a cefalosporina. Otro péptido que se ha investigado
ampliamente es el péptido Gk-1, derivado de Taenia crassiceps y conformado por 18
residuos de aminodacidos, al que se ha descrito que in vitro promueve la activacion de
células presentadoras de antigeno a través de la expresion de CD80/86 y MHC clase IL.
También promueve la secrecién de INF-y, TNF-a y CCL-2 (MCP-1) (Segura-Velazquez
et al, 2009), la proliferacion de T CD4+ y TCD8+ (Toledo et al, 1999) y la infiltracion
de células mononucleares (linfocitos y macrofagos) (Segura Velazquez et al, 2006). En
investigaciones mas recientes para entender el mecanismo inmunoestimulante y
adyuvante, se ha observado que Gk-1 promueva la activacion clasica de macrofagos
peritoneales, induce la expresion de mediadores proinflamatorios y 6xido nitrico e

incrementa la actividad fagocitica de los macréfagos (Sanchez-Hernandez et al., 2018).
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Se sabe que la via de administracién y la dosis, pueden tener un efecto
significativo en los perfiles farmacocinético y farmacodinamico de los péptidos
inmunoterapéuticos (Wetzler & Hamilton, 2018). La administracién por vias mucosas
(oral e intranasal) tiene multiples ventajas dada la facilidad de administracion en
comparacién con las vias parenterales, por lo que es amigable con el paciente al poder
ser autoadministrable. Otra de las ventajas es la simulacién de entrada de muchos
patégenos, asi como la estimulacion de linfocitos T CD8+ que resultan de suma
importancia para combatir microorganismos patogenos intracelulares. Entre estas
rutas de administracion, la via intranasal es a menudo recomendada sobre la via oral,
debido a la cantidad de enzimas proteoliticas presentes en el tracto gastrointestinal
(GIT), que hacen susceptibles a los péptidos a degradaciéon (Wetzler & Hamilton,
2018). Uno de los péptidos que se han estudiado por via intranasal y se encuentra
disponible para tratar la diabetes es Levemir®, que tiene reemplazada una treonina
en la regién C-terminal de la insulina humana recombinante, con un residuo de lisina y
unido covalentemente al grupo amino del acido miristico (Meredith et al., 2015;

Morales, 2007).

Finalmente, una fuente importante de péptidos con potencial
inmunoterapéutico es el Factor de Transferencia (FT), el componente antigeno-
especifico que contiene moléculas de <5kDa obtenido a partir del Extracto Dializable
de Leucocitos (EDL) el cual es derivado de sangre periférica y que tiene una gran
variedad de componentes (Arnaudov & Kostova, 2015). Obtenido a partir de
donadores sanos (Figura 2), el FT se comercializa como el Transferon® para reforzar
el sistema inmune y a partir de donadores que padecieron una patologia particular
como coadyuvante en el tratamiento. Dada la variedad de respuestas que induce, se ha
estudiado y utilizado en diferentes enfermedades bacterianas, virales, parasitarias, en
alergias e incluso en cancer (Arnaudov & Kostova, 2015). El FT es producido por
linfocitos T CD4+ Th1l y posee componentes inductores, supresores y de tipo
adyuvante. Los componentes inductores potencian el estimulo antigénico, lo que
causa la produccién de INF-y, TNF-q, IL-2, IL-6, IL-8 por los T CD4+ Th1, también esta

relacionado con la activacion de monocitos (Arnaudov & Kostova, 2015). La
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producciéon de TNF-q, IL-6 e IL-8 estd asociada la expresiéon de TLR2 y TLR4 y a la
activacion del factor nuclear kB (Ojeda et al, 2005). La produccion de IL-6 de las
células presentadoras de antigeno cargadas, provoca la producciéon de IL-17 por
células T CD8+ de memoria, y ademas por células dendriticas (Myles et al.,, 2017). Los
componentes supresores intervienen en la regulacion y atenuacion del sistema
inmune, estimulando la formacién de IL-10 y citocinas de tipo Th2. Finalmente el
componente de tipo adyuvante posee actividad no especifica que potencia la
respuesta inmune a alergenos (Arnaudov & Kostova, 2015). La interacciéon en
conjunto de todos estos componentes es lo que hace tan amplio el uso del FT en

diversas patologias.
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Figura 2. Obtencion y composicién del FT. Adaptada de Arnaudov & Kostova, 2015.

2.4.1. APLICACIONES DE LOS PEPTIDOS DEL FACTOR DE TRANSFERENCIA (PFTS) EN EL MRTPP

A partir del FT se lograron purificar 2000 péptidos mediante cromatografia
liquida de alta eficacia (HPLC, por sus siglas en inglés high performance liquid
chromatography) y espectrofotometria de masas (Kirkpatrick et al, 2000). Estos
péptidos poseen una secuencia conservada (LLYADQDL/VEDN) de unién a receptores
de linfocitos T. Estudios posteriores demostraron que al menos 500 péptidos del
Factor de Transferencia derivado de sangre periférica humana presentaron identidad

con proteinas de la pared de Mtb (Dr. Benito Antén-Palma, INPRFM, datos no
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publicados), de los que 40 fueron capaces de transferir hipersensibilidad retardada
(DTH, por sus siglas en inglés Delayed-type hipersensibility) en ratones. Los 40
péptidos seleccionados fueron estudiados por Aguilar et al. (2014, datos no
publicados) como potenciales agentes inmunoterapéuticos. Los peptidos fueron
administrados por via intraperitoneal y a partir de los resultados, se seleccionaron los
péptidos que fueron sintetizados para continuar su evaluaciéon como refuerzo e
inmunoterapia. Mayoral en 2014 utiliz6 concretamente los PFTs 1, 4 y 36 como
refuerzo de la vacunacién BCG, por via subcutanea, mejorando la eficacia protectora
de la vacuna al obtener una menor carga bacilar y menor neumonia en pulmén en
comparaciéon con el grupo que fue vacunado y no recibio los refuerzos con los PFTs.
Aguilar en el 2014, utiliz6 los mismos péptidos como inmunoterapia en ratones Balb/c
infectados con 2.5x10> UFC de M. tuberculosis H37Rv. Dos meses después de la
infeccion los péptidos fueron administrados por via intraperitoneal una vez por
semana durante uno y dos meses (3 y 4 meses postinfeccién respectivamente). Tal y
como se observa en la figura 3, con la administraciéon de los PFTs 1 y 36 a una
concentracion de 1ug se logré el 100% de supervivencia de los animales, mientras que
con la administracién del PFT 4 a una concentracién de 0.5 pug bajo el mismo esquema
se logré la supervivencia del 80% de los animales. Con los tres péptidos se logr6 una
disminucion significativa de carga bacilar en pulmoén a los 3 y 4 meses de la infeccion
con respecto al grupo control que solo recibié Solucién Salina Fisiologica (SSF) y para
el caso de los PFTs 1 y 36 también se logré una disminucién del dafio por neumonia en
los pulmones. Con dichos resultados ha resultado de interés evaluar en el MRTPP el
potencial terapéutico de estos tres péptidos sintéticos, administrados por otras vias

como la intranasal.
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Figura 3. Efecto inmunoterapéutico de los PFTs por via intraperitoneal (i.p) 3 y 4 meses después de la
infeccién con M. tuberculosis H37Rv (Aguilar et al,, 2014. INCMSZ, datos sin publicar).

JUSTIFICACION E HIPOTESIS

JUSTIFICACION

Se ha demostrado que las microparticulas de almiddn y los péptidos del factor
de transferencia, administrados de manera independiente, como refuerzos de la
vacuna BCG mejoran su eficacia protectora en el modelo de MRTPP. Esto evidencia
el potencial inmunoestimulante que poseen estas moléculas, reflejado en el
aumento de la supervivencia después de la infeccién y la disminucién de UFC en
pulmén. Por lo tanto resulta de interés evaluar y caracterizar el potencial
inmunoterapéutico de ambos como alternativa para optimizar el tratamiento con

antibioticos.

HIPOTESIS

La administracién de las microparticulas de almidéon en combinacién con los
péptidos del factor de transferencia, tendra un efecto inmunoterapéutico que

mejorara la eficacia del tratamiento con antibioticos.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar y caracterizar el efecto inmunoterapéutico de las MPAs y los PFTs

administrados por via intranasal, frente a la infeccion con la cepa H37Rv de Mtb.

OBJETIVOS PARTICULARES

U Determinar la eficacia de las MPAs y PFTs (1, 4 y 36) para tratar la tuberculosis
experimental sin y con antibiéticos de primera linea, mediante el andlisis de la
supervivencia a la infeccién, carga bacilar en pulmén y el desarrollo de

neumonia.

U Caracterizar la respuesta inducida con la inmunoterapia mediante el analisis de

granulomas y citocinas producidas en pulmon.

5. MATERIALES Y METODOLOGIA

5.1 ANALISIS IN SILICO DE LOS PFTS

A partir de la secuencia de cada péptido (de 12 aminoacidos cada uno), se
realizé un alineamiento a través de BLAST general y restringido a Mtb con tres
diferentes bases de datos: No Redundante (NR), SwissProt y Protein Data Base (PDB),
con el fin de buscar alguna relacién con diferentes organismos, asi como posibles
proteinas homologas de Mtb. En el analisis se busca tener un mayor porcentaje de
cobertura de la secuencia asi como un parametro E (e-value) bajo, lo que indica que el
alineamiento no se debe al azar dando mayor significancia al analisis, debido a que al
ser péptidos pequeios es probable que puedan alinear con otros segmentos no
homologos de las pares de bases. También se realizaron andlisis de estructura
primaria a través de las plataformas  ProtParam de  ExPASy
https://web.expasy.org/protparam/ (Gasteiger et al, 2005) y predicciones de su
posible estructura secundaria con el programa Scratch Protein Predictor

http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/ (Cheng et al, 2005) y UCSF Chimera
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http://www.rbvi.ucsf.edu/chimera (Pettersen et al., 2004). A partir de la base de
datos Immune Epitope Database and Analysis Resource www.iedb.org (Vita et al,
2018) se realiz6 un analisis de prediccion de unién especifica y cargado de los

péptidos en las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC).

5.2 DISENO EXPERIMENTAL E INFECCION

Los experimentos con el modelo de proteccion basado en el MRTPP se
realizaron en la Seccidon de Patologia Experimental del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutriciéon Salvador Zubiran (INCMNSZ), en condiciones de bioseguridad
animal nivel 3 (ABSL-3 por sus siglas en inglés) y siguiendo los lineamientos de la
Comisién para Investigacién con Animales (CINVA) bajo protocolo aprobado PAT-
1834-16/19-1 con vigencia hasta el afio 2021 y los lineamientos de la Norma Oficial
Mexicana NOM 062-Z00-1999 sobre las Especificaciones técnicas para la produccidn,
cuidado y uso de los animales de laboratorio.

Para los estudios in vivo, se utilizaron ratones BALB/c machos de 8 semanas de
edad con peso aproximado de 22 gramos, proporcionados por el Departamento de
Investigacion Experimental y Bioterio (DIEB) del INCMNSZ. Los ratones fueron
alojados en condiciones controladas de temperatura, humedad, ciclos de
luz/oscuridad, con agua y alimento ad Ilibitum. La infeccion se realiz6 por via
intratraqueal con la cepa de Mtb H37Rv Stanford. Brevemente, los animales se
anestesiaron con vapor de sevofluorano (100 pL por ratén) dentro de una cadmara de
acrilico de 20x20x20 cm para la inoculacién intratraqueal, se colocaron sobre una
placa de unicel revestida con aluminio y se sujetaron los incisivos con una liga de
caucho, se introdujo por la traquea una canula de calibre 22 G x 1.0“w/ y punta roma
de 1.25 mm. A partir de la infecciébn se mantuvo a los animales en un sistema de
microaisladores (Allentown Air Flow System) con flujo constante y filtracion de aire,
garantizando que no hay intercambio de aire entre cajas ni con el medio exterior.
Diariamente se registr6 el estado de los animales de los diferentes grupos para la

construccion de las curvas de supervivencia.
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5.2.1 FASE EXPERIMENTAL 1

Dos meses después de la infeccion con 3.4 x 1076 UFC de la cepa H37Rv
Stanford, se inicid el tratamiento semanal durante dos meses, por via intranasal, con
las MPAs (preparadas como se describe en Barrera-Rosales 2017) y/o los PFTs con
una distribucién de grupos experimentales como se muestra en la Figura 4. El
tratamiento se administroé por via intranasal por goteo, con 250 pg de MPAs por raton,
y/o con el cokctail de PFTs (P1, P4, P36) con 1 pg de P1 y P36 y 0.5 ug de P4,
preparados en SSF en un volumen final de 10 pL. Al finalizar la administracién del
tratamiento, se esperé uno y dos meses para el sacrificio y la toma de muestra. Cada
ratéon fue anestesiado con pentobarbital sédico por via intraperitoneal con una dosis
de 210 mg/kg y sacrificado por exsanguinacion. De cada animal se expuso la cavidad
toracica de donde se colectaron los pulmones. Tres pulmones izquierdos por grupo se
perfundieron via intratraqueal con etanol absoluto y se colectaron en tubos Falcon de
50 mL por al menos 72 horas, para su posterior procesamiento y andlisis histolégico.
Cuatro pulmones derechos por grupo (cuando fue posible) se colocaron en criotubos
de 2 mL y se congelaron de inmediato en nitrégeno liquido y se almacenaron a -70°C
hasta su procesamiento para determinar la carga bacilar. Todos los procedimientos se

realizaron dentro de un gabinete de flujo laminar en condiciones ABSL-3.

Balb/c 6-8 sem

D60-120-Inmunoterapia
i.n. a intervalo semanal |

Carga bacilar

| Neumonia
2 meses 2 meses 1 mes 1 mes | Citocinas
D1-Infeccion ler -
H37Rv Stanford Sacrificio Sacrificio

3.4 x 10° UFC

Supervivencia
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e

Infectado (SSF) 18
Infectado tratado con MPAs + PFTs i.n 18
Infectado tratado con MPAs i.n. (250ug por ratén) 18
Infectado tratado con PFTs i.n. (1 ug de P1 y P36, 0.5 ug de P4) 18
Total de animales (*10 de supervivencia, 4 ratones por tiempo de 72
sacrificio)
Cantidad de MPAs administradas cada semana, durante 2 8 dosis 2> 2 mg por
meses ratén
Cantidad de PFTs administradas cada semana, durante 2 P1yP36 > 8ug
meses P4 > 4 ug

Figura 4. Disefo experimental y distribucion de grupos de la fase 1.

5.2.2 FASE EXPERIMENTAL 2

Para la fase experimental 2 el proceso de infeccion fue el mismo que se realiz6
para la fase 1, por via intratraqueal con 218 mil UFC de H37Rv Stanford. Dado que
para la fase 1 no se observaron diferencias significativas en la supervivencia, la carga
bacilar y el desarrollo de neumonia, se propuso la segunda fase experimental con el
esquema mostrado en la figura 5. Dos meses después de la infeccion, se administraron
por via intranasal 3 dosis repetidas de los grupos de inmunoterapia a los dias 60, 61y
62 post-infeccién, manteniendo las dosis que se administraron en la fase 1 tanto para
MPAs como PFTs. Al siguiente dia se comenz6 el tratamiento convencional con
antibioticos de primera linea (10 mg/kg de peso para la rifampicina y la isoniazida, y
30 mg/kg de peso de pirazinamida) administrados por via intragastrica con ayuda de
una canula de calibre 22 G x 1.0“w/ y punta roma de 1.25 mm, diariamente durante
dos meses. Una semana después de finalizar el tratamiento con los antibi6ticos se
realizé el primer sacrificio, considerando de 3 a 4 ratones por grupo. Cada ratén fue

anestesiado, exanguinado y removidos y procesados sus pulmones como se detalla en
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la seccién anterior. Todos los procedimientos se realizaron dentro de un gabinete de

flujo laminar en condiciones ABSL-3.

Del nimero total de ratones infectados se destinaron de 3 a 6 por grupo, para
la fase de inmunosupresion. Al finalizar la inmunoterapia y el tratamiento con
antibidticos de primera linea, se les administro cortisona (3 mg/L) en el agua de beber
diariamente durante un mes, con el fin de suprimir la respuesta inmune Th1 y evaluar
si los grupos que recibieron la inmunoterapia presentaban una menor reactivacion de
la enfermedad. Durante el periodo de administracion se registré la supervivencia y al
finalizar la administracién de la cortisona, se realizé la segunda toma de muestras,
siguiendo el protocolo de sacrificio previamente explicado, y se analizaron las

muestras para carga bacilar en pulmén y el desarrollo de neumonta.

LA

Eaman—" InmEgg;gfa ia D153-183
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Infectado (SSF) 13

Infectado tratado con antibidticos de primera linea (AB) diario, via 13

intragastrica, dos meses

Infectado tratado con MPAs + PFTs i.n. por 3 dias consecutivos 13

Infectado tratado con MPAs + PFTs i.n., por 3 dias consecutivos y AB 13

diariamente por 2 meses

Infectado tratado con MPAs i.n., 3 dias consecutivos y AB 13

diariamente por 2 meses

Infectado tratado con PFTs i.n., 3 dias consecutivos y AB 13

diariamente por 2 meses

Total de animales 78

AB: antibioticos de primera linea (Rifampicina, isoniazida, pirazinamida). MPAs+P: microparticulas de
almidon + péptidos del factor de transferencia (en cocktail 1, 4, 36). MPAs: microparticulas de almiddn.
PFTs: cocktail de péptidos del factor de transferencia (1, 4 y 36).

Figura 5. Estrategia experimental y distribucidn de los grupos de la fase 2.

5.3 DETERMINACION DE CARGA BACILAR EN PULMON

El recuento de Unidades formadoras de colonias (UFC) de Mtb se realiz6
siguiendo los protocolos de la Seccion de Patologia Experimental del INCMNSZ. Los
pulmones derechos de los ratones se homogeneizaron con el equipo MP Biomedicals
FastPrep-24, moliendo una vez en seco con una perla de ceramica y posteriormente
agregando 1 mL de buffer PBS-5T (0.05% Tween 80 Sigma) estéril para moler de 3-5
veces mas. Las muestras se sonicaron 45 segundos con el fin de disgregarlas y evitar
sembrar ciumulos de bacterias y se procedié a hacer diluciones seriadas de cada
homogeneizado para sembrar por goteo 10 pL, por duplicado en cajas con agar

Middlebrook 7H10 (Difco Labs) preparado con 0.5% de glicerol (Sigma Aldrich) y
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complementado con OADC (Oleic Albumin Dextrose Catalase). Las placas se incubaron
durante 14 dias a 37°C en incubadoras (Thermo Scientific) con CO2 5%, para el
posterior conteo de colonias con el fin de determinar la cantidad total de UFC por

pulmoén.

Al dia 21 de incubacidn, se registro el numero de colonias en cada dilucién y se
procedid a realizar los calculos para determinar los millones de UFC presentes por

pulmoén (como se describe en Barrera-Rosales, 2017).

5.4 DETERMINACION DE AREA AFECTADA POR NEUMONIA Y GRANULOMAS

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

porcentaje de pulmoén afectado por neumonia.

Para el conteo de granulomas se usaron las mismas laminillas para cada grupo,
buscando en todo el tejido para registrar el numero de granulomas y medir su area
mediante el mismo programa (Leica Microsystems Imaging Solutions ltd., Cambridge,
UK, 25X). Una vez identificados los granulomas se tom¢ foto de cada uno y se midio el

area.

5.5 INMUNOHISTOQUIMICA

Para la inmunohistoquimica, usando el microtomo (Leica RM2145), se
realizaron cortes de 3 pum de los tejidos embebidos en el bloque de parafina y se
montaron en portaobjetos cargados (BioCare Medical REF SFH1103A LOTE 040616),

se dejaron a temperatura ambiente sin mover durante toda la noche. Al dia siguiente
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de realizar los cortes, se colocaron los portaobjetos a 60°C durante 20 minutos, para
eliminar el exceso de parafina del corte. Seguido de esto se procedi6 a hidratar las
muestras gradualmente a través de incubaciones de 3 minutos en xileno, seguido de
xileno-alcohol (1:1), alcohol absoluto, alcohol 96% y finalmente en agua destilada.
Para el bloqueo de peroxidasa endogena se us6 peroxido de hidrogeno al 40% con
PBS 1x. Se realizaron 3 lavados en agitacion durante 5 minutos con PBS Tween 20
0.05%. Posteriormente se rode¢ el tejido con un plumén hidrofébico para delimitar la
zona en la que se encontrara el anticuerpo y evitar fuga del reactivo. Se agregaron 200
uL de Sniper (BioCare Medical REF BS966M LOTE 042417), por 20 minutos, en
agitacidon para bloquear cualquier sefial inespecifica. Las laminillas se incubaron toda
la noche a temperatura ambiente y en agitacion, con el correspondiente anticuerpo
primario para cada citocina (Santa Cruz Biotechnology) a diferentes diluciones de

acuerdo a la estandarizacion previa (tabla 5).

Para eliminar el exceso de anticuerpo, se realizaron 3 lavados continuos con
PBS Tween 20 0.05%. Todos los anticuerpos primarios utilizados fueron hechos en
conejo, por lo que el anticuerpo secundario que se us6 fue el mismo para todas las
muestras. Los cortes se incubaron durante 8 minutos con el kit de anticuerpo
secundario Goat-on-rodent HRP Polymer REF GHP516H Lot. 032812 Biocare medical.
Biotinilado (GP626H lot. 021612), seguido de 3 lavados y 8 minutos con
estreptavidina (GH627H lot. 021612). Finalmente se revel6 con diaminobencidina
(DAB) (Vector Laboratories REF Sk-4105 LOT ZF0716), aproximadamente durante 3-
5 minutos, hasta que era visible a simple vista la reaccion. Tras la contratincidn, las
muestras se deshidrataron de nuevo de manera gradual por alcohol 96%, alcohol
absoluto, xilol-alcohol (1:1), xilol y se monto con resina y se dejo reposar durante 48 h
para su posterior andlisis en el microscopio. Una vez en el microscopio se seleccionan
5 areas distribuidas a lo largo del pulmén para tomar fotografias de donde se realiz6
el conteo correspondiente a las células totales vs células positivas para cada citocina,

de manera que se obtiene el porcentaje de células positivas.
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Tabla 5. Anticuerpos primarios para inmunohistoquimica.

Citocina Anticuerpo primario Dilucién
Goat polyclonal IgG Santa Cruz Biotechnolo
IFNy Y 8 & 1:250
sc-1379
Goat polyclonal IgG Santa Cruz Biotechnology
TNF « 1:50
sc-1351

Goat polyclonal IgG Santa Cruz Biotechnolo
IL-12 Y & & 1:250
sc-1283

Goat polyclonal IgG Santa Cruz Biotechnolo
IL-4 powy 8 &Y 1:100
sc-1260

5.6 ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico de las curvas de supervivencia se utiliz6 el analisis
de Kaplan-Meier y la prueba de rango logaritmico (Log Rank Test). Los datos de UFC e
histologia se analizaron con el programa GraphPad Prism version 6 para Windows,
GraphPad Software, San Diego, California USA, expresando los resultados como el
promedio * DE. La comparacién entre grupos se realizd mediante un analisis de
varianza (ANOVA) de una via con post-test Tukey. Las diferencias se consideraron

significativas con p<0.05.

6. RESULTADOS

6.1 ANALSIS IN SILICO

Con la finalidad de conocerlas caracteristicas bioquimicas, se realizaron
analisis in silico de cada secuencia de los PFTs 1, 4 y 36, de las que se obtuvieron
caracteristicas como carga e hidropaticidad, y un modelo de su posible estructura

secundaria (tabla 6).
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Tabla 6. Andlisis in silico de los péptidos 1, 4 y 36 del Factor de Transferencia. Analisis de estructura
primaria con ProtParam ExPASy y Prediccion de estructura hechas con el programa Scratch y Chimera

Péptido Modelo de estructura secundaria Carea e hidropatia
P (obtenido por Scratch y Chimera) g P
1 2 residuos (-) (Asp)
PM 1268.34 Hidrofilico
pl 3.56
4 1 residuo (-) (Glu)
PM 1325.57 1 residuo (+) (Arg)
pl6
Ligeramente hidrofébico
36 1 residuo (-) (Glu)
PM 1186.37 Hidrofébico
pl4

Es de interés que los PFTs 4 y 36 tengan una estructura secundaria de o-hélice,
dado que se ha reportado esta estructura aporta rigidez y mayor estabilidad a
péptidos utilizados como adyuvantes o inmunoestimulantes, y protege de la
degradacidn proteolitica (Wetzler & Hamilton, 2018). En cuanto a la hidropaticidad, se
ha reportado que los péptidos con mayor hidrofobicidad tienen una mayor interaccién
con las membranas celulares (Prior et al., 2002), por lo que el PFT 36 seguido del 4 es
probable que tengan una mejor interaccion con las células. Con estos resultados se
podria decir que el PFT 1 no retne las condiciones minimas requeridas y que dada su

estructura simple podria ser degradado facilmente.

El analisis de secuencia con BLAST se realizo con tres diferentes bases de
datos: No Redundante (NR), SwissProt y Protein Data Base (PDB), con el fin de buscar
alguna relacion con diferentes organismos, asi como posibles proteinas homologas de
Mtb. Los resultados para cada péptido con las 3 bases de datos se presentan en la
tabla 7. En este mismo analisis, se realizé un BLAST restringido a proteinas de Mtb
(Tabla 7B), con el fin de observar si existe identidad con alguna proteina, lo cual

resultaria de sumo interés ya que podria generar una respuesta Ag especifica.
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Tabla 7. Andlisis BLAST de los péptidos 1, 4 y 36 del Factor de Transferencia. Bases de datos usadas:
No redundante (NR), Swissprot y Protein Data Base (PDB) A. BLAST sin restriccién a Mtb. B. BLAST

restringido a Mtb.

A. BLAST general
Base de datos

NR

SwissProt

PDB

P1
Growth /differentiation

factor 7 isoform 1

preprotein [Mus musculus]

Max score: 40.5

Query cover: 100%
E-value: 0.009

Ident: 100%

RecName:

Full=Growth/differentiation

factor 7; Short=GDF-7;

Flags: Precursor [Mus
musculus]

Max score: 40.5
Query cover: 100%
E-value: 2e-04
Ident: 100%

Chain A, methyl-accepting

chemotaxis protein, putative

[Geobacter sulfurreducens

PCA]

Max score: 23.1
Query cover: 91%
E-value: 4.7
Ident: 72.73%

B. BLAST restringido a Mth

Base de
datos/péptido

P1

P4
Two pore calcium
channel protein 2
isoform X1 [Mus
musculus]
Max score: 39.7
Query cover: 100%
E-value: 0.018
Ident: 100%

RecName: Full=Two

pore calcium channel
protein 2; AltName:

Full=Voltage-dependent

calcium channel protein
TPC2 [Mus musculus]

Max score: 39.7
Query cover: 100%

E-value: 4e-05

Ident: 100%

Chain A, two pore
calcium channel protein
2 [Homo sapiens
Max score: 33.7
Query cover: 91%
E-value: 7e-04
Ident: 90.91%

P4

P36

Hypothetical protein
72584 00710

[Mycobacterium

tuberculosis variant
bovis B2 7505]
Max score: 38.8
Query cover: 100%
E-value: 0.032
Ident: 100%
RecName: Full=D-
alanine-D-alanine ligase;
AltName: Full=D-Ala-D-
Ala ligase; AltName:
Full=D-alanylalanine
synthetase
[Pseudomonas
mendocina ymp]
Max score: 28.6
Query cover: 91%
E-value: 0.3
Ident: 90.91%
Chain A, probable
dipeptidyl-peptidase 3
[Saccharomyces
cerevisiae]

Max score: 24
Query cover: 58%
E-value: 2.3
Ident: 100%

P36
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Hypothetical protein X011
00885 [Mycobacterium
tuberculosis variant microti
0V254]

NR Max Score: 24.4
Query cover: 91%
E value: 14
Ident: 63%

RecName: Full=Dormancy
associated translation
inhibitor

Max Score: 22.3

Query cover: 50%

E value: 0.31

Ident: 100%

SwissProt

Chain A, Crystal structure
Analysis of N terminal
region containing the
dimerization domain and
DNA binding domain of HU
protein (Histone like
protein-DNA binding) from
Mycobacterium tuberculosis
[H37Rv]

Max Score: 18.9

Query cover: 41%

E value: 1.9

Ident: 100%

PDB

Probable transferase
[Mycobacterium tuberculosis
str. Kurono]

Max Score: 25.2

Query cover: 75%

E value: 6.8

Ident: 89%

RecName: Full=Putative
mycofactocin system
creatinine amidohydrolase
family protein MftE

Max Score: 21.8

Query cover: 66%

E value: 0.44

Ident: 88%

Chain A, Crystal structure of
intern Domain of Proteasome-
Associated ATPase,
Mycobacterium tuberculosis
Max Score: 20.2

Query cover: 83%

E value: 0.67

Ident: 41%

Hypothetical protein Z584
00710 [Mycobacterium
tuberculosis]

Max Score: 38.8

Query cover: 100%

E value: 8e-05

Ident: 100%

RecName:
Full=Uncharacterized protein
Mb2597

Max Score: 24

Query cover: 66%

E value: 0.76

Ident: 88%

Chain A, X-ray structure of 1-
deoxy-D-xylulose 5-phosphate
reductoisomerase, Dxr,
Rv2870c, from Mycobacterium
tuberculosis

Max Score: 22.7

Query cover: 83%

E value: 0.081

Ident: 64%

En el BLAST sin restriccion a Mtb, el analisis para el PFT 1 con la base de datos

de SwissProt arrojo un valor E muy bajo, con 100% de coberturay 100% de identidad

con el factor de crecimiento/diferenciacion 7 del ratéon comun, lo que indica que esta

secuencia esta relacionada. Para el BLAST restringido a Mtb no se encontr6 una

relacion estrecha dados los valores obtenidos de E y % de cobertura e identidad.

El PFT 4 en el andlisis de BLAST no restringido a Mtb, en las 3 bases de datos

coincide con la proteina 2 del canal de Ca?+ (ya sean isoformas o la cadena A (PDB)),

con porcentajes de cobertura e identidad entre 90 y 100, y un valor E bajo, para

organismos como el raton y el humano. Esta proteina se le ha descrito la funcion en la

sefializacion mediada por Ca2?+ desde la contraccion muscular, la regulacion
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transmembranal del transporte de iones, regulacion de la autofagia y organizacion del
lisosoma (Uniprot). En cuanto al BLAST restringido a Mtb para el PFT 4 los valores de
E son muy altos y los porcentajes de cobertura e identidad son bajos, lo que indica que

no hay relacién entre estas secuencias.

Para el PFT 36 los analisis de BLAST sin restriccion a Mtb y el restringido a Mtb
en cuanto a la base de datos NR, arrojan que hay una posible relaciéon con una proteina
hipotética de Mtb, dados los porcentajes de cobertura e identidad, asi como un valor E
bajo. Sin embargo en esta base de datos, de las proteinas registradas no
necesariamente se ha caracterizado su funcién bioldgica, por lo que es de interés

profundizar el estudio de este P36.

A partir de la base de datos con Immune Epitope Database and Analysis
Resource se realiz6 un analisis de prediccidon de cargado de los péptidos en MHC. Este
andlisis permite, basado en la secuencia alimentada, determinar la capacidad del

péptido de unirse especificamente a una molécula de MHC por familia y alelo (tabla 8).

Tabla 8. Andlisis de unién a MHC

L Unién MHC-1 o o . o .
Péptido Union MHC-Il Humano Union MHC-I Raton Union MHC-II Raton

Ninguno Ninguno
HLA-A*02:03, HLA-

B*07:02, HLA- H-2-Kk
A*02:06
HLA-A*26:01, HLA-
B*44:02, HLA-
B*35:01, HLA-
B*07:02, HLA-
B*44:03

No se pueden analizar
No se pueden analizar de forma separada de forma separada
porgue se requieren minimo 15 aminoacidos porque se requieren
H-2-Kk minimo 15 aminoacidos
H-2-Db

HLA-DPA1*02:01/DPB1*01:01, HLA-
DPA1*03:01/DPB1*04:02, HLA-
QA1*01:02/DQB1*06:02; HLA-

) ) QA1*03:01/DQB1*03:02; HLA-
Los anteriores mas:

#* . * . _ .
HLA-A*01:01 para P1 QA1*04:01/DQB1*04:02, HLA Solo con secuencias de
QA1*05:01/DQB1*03:01; HLA-DRB1*01:01, H-2-Kk P4y P36
HLA-A*01:01 para P4 HLA-RB1*03:01, HLA-DRB1*04:01, HLA H-2-Db H2-1Ad
HLA-A*02:03 para ) R S T )
DRB1*04:05, HLA-DRB1*07:01, HLA- H2-1Ad

P36
DRB1*08:02, HLA-DRB1*09:01, HLA-

DRB1*11:01, HLA-DRB1*13:02, HLA-
DRB1*15:01, HLA-DRB3*02:02, HLA-
DRB5*01:01
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HLA-A, HLA-B y HLA-C son genes que codifican para las cadenas pesadas de
moléculas de MHC clase I (Choo, 2007). Las moléculas de MHC clase II tienen una serie
de subregiones, cada una con genes A y genes B que codifican para las cadenas a y J3,
respectivamente. Tienen una familia de genes DR que consiste en un gen DRAy 9 DRB
(DRB1-9) (Choo, 2007). El analisis de uniéon a MHC se realizd contra ratén y humano
(HLA), ya sea con las secuencias de cada péptido por separado o juntos ya que para
MHC clase II se requieren minimo 15 aminoacidos. El analisis arroja que los PFTs 4 y
36 se pueden unir a MHC clase I de ratén y a HLA de humano, en diferentes regiones.
Para el PFT 1 al analizarse por separado no se encontr6 posible uniéon con alguna
molécula de MHC de la base de datos. Esto es de interés dado que el analisis in silico
sugiere que por lo menos los PFT 4 y 36 podrian ser cargados en MHC-I por lo que
podrian ser presentadso a los linfocitos CD8+ y generar una respuesta inmune celular,
la cual se busca inducir preferentemente en infecciones con microorgnismos

intracelulares como la tuberculosis.

Dadas sus caracteristicas fisicoquimicas y los resultados de BLAST y de uni6n a
MHC, el PFT 4, y sobre todo el PFT 36, retinen condiciones minimas que se buscan en
un péptido con funciones terapéuticas por lo cual se recomienda seguir investigando

su potencial terapéutico para esta enfermedad en posteriores estudios.

6.2 FASE EXPERIMENTAL 1

6.2.1 SUPERVIVENCIA

La figura 6 muestra la supervivencia de los ratones por cada grupo durante la
fase experimental 1 que en total duré 6 meses. En todos los casos la supervivencia de
los animales fue semejante tal y como lo indica la mediana de supervivencia (MS). Esta
medicion representa el tiempo en el que la mitad de los ratones por grupo aun estaba
con vida durante la infeccién, tras recibir los diferentes tratamientos. Para el grupo
control la MS fue de 131 dias, para el grupo que recibié las MPAs en conjunto con los
PFTs de 132 dias, siendo muy similar a la observada para el grupo control. El grupo al

que se le administré solo las MPAs tuvo una MS de 121 dias, mientras que para el
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grupo que recibié los PFTs fue de 129 dias. Los ratones del grupo control comenzaron
a morir primero y murieron en un lapso de 56 dias. El grupo de ratones que
recibieron solo las MPAs empezaron a morir después del control, en un lapso de 41
dias. El grupo que recibi6 la combinacién de MPAs y PFTs murié en un lapso de 26
dias. Por su parte los ratones del grupo de PFTs comenzaron a morir después de los

otros grupos, sin embargo murieron en un lapso de tan solo 21 dias.

Estos resultados indican, que por si sola la inmunoterapia con las MPAs y los
PFTs tanto de forma individual como en combinacién, no tuvo ningin efecto en el
control de la enfermedad en términos de supervivencia después de la infecciéon bajo

este esquema de administracion y dosis.

Supervivencia a la infeccién con 3.4 x 10% UFCs H37Rv Stanford

1:5_ l —=— Control (SSF)
80- —— MPAs+PFTs
704 —— MPAs
60+ —+— PFTs

504
40-
30
20+
10

0

% supervivencia

0 25 50 75 100 125 150
Dia

Figura 6. Curva de supervivencia de los grupos infectados con la cepa H37Rv Stanford de Mtb y
tratados con la inmunoterapia sin antibiético

6.2.2 CARGA BACILAR EN PULMON

La carga bacilar en pulmoén de los ratones de todos los grupos al mes y los dos
meses de haber terminado el tratamiento se muestra en la figura 7. Para el primer
mes post-tratamiento se puede observar que la carga bacilar en los 4 grupos es
bastante similar, con la excepcidn de un raton en el grupo que recibié las MPAs con
PFTs cuya carga bacilar excede los 60 millones. Para el segundo mes post-tratamiento,
se observé una menor carga bacilar tanto en el grupo control como en los grupos que

recibieron MPAs con PFTs y solo las MPAs. Para el grupo que recibi6 solo los PFTs se
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observé mayor carga bacilar en comparacion con el primer mes post-tratamiento, con

cuentas variables entre 4 y 47.5 millones.

FASE |
Segundo mes post-tratamiento
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Figura 7. Carga bacilar en pulmones de ratones infectados con Mtb cepa H37Rv Stanford, al primer (A)
y segundo mes post-tratamiento (B) con la inmunoterapia sin antibiético

De este resultado se puede concluir que en concordancia con lo observado en
el analisis de supervivencia, la administraciéon de las MPAs y los PFTs administrados
por separado o en combinaciéon no tuvo efecto sobre el control de la infeccion en el
pulmén. Al segundo mes post tratamiento, la mayor carga bacilar en el grupo que
recibio los PFTs podria explicar por qué en este grupo, si bien los animales empezaron

a morir después que los otros grupos al final murieron en menor tiempo.

6.2.3 PRESENCIA DE NEUMONIA

Los pulmones de cada grupo de ratones obtenidos en los tiempos de sacrificio
se analizaron para determinar el porcentaje de area de pulmoén afectado por
neumonia, los resultados se presentan en la figura 8. Para el primer mes post-
tratamiento, se observa menos neumonia en los grupos tratados con respecto al grupo
control siendo el porcentaje mas bajo para el grupo que recibié los PFTs. Para el
segundo mes post-tratamiento, el porcentaje de neumonia se mantiene similar y sin
diferencia estadistica entre los grupos, siendo menor para el grupo tratado solo con

las MPAs. Excepto para el grupo que recibi6 los PFTs los porcentajes de neumonia en
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todos los grupos al segundo mes post-tratamiento parecen no correlacionar con los

niveles de carga bacilar, excepto por el alto nivel de virulencia de la cepa de infeccion.
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Figura 8. Porcentaje de neumonia en pulmones de ratones infectados con Mtb cepa H37Rv Stanford y
tratados con la inmunoterapia sin antibiético

6.2.4 GRANULOMAS

Los granulomas son estructuras nodulares formadas por macréfagos y
linfocitos, cuya funcién es contener a las bacterias y evitar su propagacion. Sin
embargo, su presencia puede resultar controversial ya que se ha descrito una
constante dinamica entre las células que los constituyen, puesto que se pueden
reclutar macrofagos que fagocitan a las micobacterias pero ademas pueden migrar a
otras areas pulmonares permitiendo su diseminacién (Ramos-Espinosa et al, 2018).
En la figura 9, se detalla el nimero y area promedio de los granulomas para cada
grupo experimental al segundo mes post-tratamiento. El grupo que recibio la
inmunoterapia combinada presenta un mayor nimero de granulomas (en promedio 8

granulomas) en comparacién con el grupo que no recibié tratamiento (3 granulomas)
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(Figura 9A). En cuanto al area, sin embargo todos los granulomas son bastante
similares (Figura 9B). Para los demas grupos de tratamiento la diferencia con el
control es de 3 y 2 granulomas, en los grupos tratados con las MPAs y con los PFTs,
respectivamente, con areas también muy similares con un rango de 2200 a 2800 pum2.
La observacion mas importante de este analisis es que el tratamiento con la
inmunoterapia combinada puede generar un mayor numero de granulomas sin
generar un area mayor en éstos. Dado el papel que tienen los granulomas como una
estructura de contencidn se esperaria que los granulomas fueran de menor tamafio ya
que esto podria significar que hay pocas bacterias en su interior, disminuyendo asi el
riesgo de reactivacion de la enfermedad dada la dinamica que existe en las células que
pueden fungir también como un caballo de troya. En este tiempo de sacrificio el
porcentaje de neumonia del grupo que recibié la inmunoterapia combinada fue en
promedio de 47% siendo el grupo con mas granulomas por grupo, lo que indicaria que
los granulomas, que estan formados por macro6fagos y linfocitos, estarian generando

una mayor inflamacién reflejado a su vez en un mayor porcentaje de neumonia.
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Figura 9. Numero y area de granulomas para cada grupo experimental a los 2 meses post-tratamiento

con la inmunoterapia sin antibiético.
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6.2.5 INMUNOHISTOQUIMICA

Para cada grupo de tratamiento se realizé un analisis de produccion de
citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias mediante inmunohistoquimica (IHQ),
con el fin de evaluar que tanto influy6 el tratamiento administrado bajo este esquema
en la inducciéon de una respuesta Thl que es la respuesta protectora contra la
enfermedad. Para esto se analizaron IFN-y, TNF-a e IL-12 como citocinas pro-
inflamatorias, e IL-4 de las citocinas anti-inflamatorias. En la figura 10A se pueden
observar imagenes representativas para cada grupo y citocina y en la figura 10B el
porcentaje de células positivas para cada grupo en comparacion con el grupo control
de SSF. Para el grupo de la inmunoterapia combinada, el porcentaje de células
positivas resulta muy similar al grupo control, incluso menor para cada una de las
citocinas, lo que indica que la adicién de estas moléculas combinadas bajo este
esquema no genero una respuesta inmune diferente a la inducida solo por la infeccién.
En ambos grupos y con cerca del 20% la citocina mas elevada fue el INF-y indicativo
de la respuesta inflamatoria inducida por el microorganismo. En comparacion con el
grupo control, el grupo que solo recibié las MPAs presenta mayor produccién de INF-
Y, TNF-a e IL-4 lo cual seria indicativo de una respuesta mixta Th1/Th2 como se
espera en estados avanzados de la infeccion. Es importante resaltar que los
porcentajes de células positivas para estas citocinas fueron un poco mas altos que los
obtenidos en el grupo que recibié los PFTs que también muestra una respuesta
Th1/Th2. Particularmente se observa mayor producciéon de TNF-a, citocina que se ha
reportado pueden inducir los sistemas particulados. A diferencia del grupo de solo
MPAs, en el grupo de los PFTs se observé un discreto aumento de IL-12, sin embargo,
el perfil general no muestra cambio, ni impacta en la mortalidad o UFC de los

animales.
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Figura 10. Analisis de citocinas por inmunohistoquimica. (A) Cortes histolégicos de pulmén de ratones infectados
durante 180 dias con Mtb cepa H37Rv Stanford y tratados con MPAs, PFTs y la combinacion de ambas. (B)

Porcentaje de células positivas para cada tratamiento en comparacién con el control.



En resumen y como se detalla en la figura 11, podemos concluir que la
inmunoterapia combinada con MPAs y PFTs, administrada bajo este esquema y sin
antibiético parece anular el potencial efecto terapéutico o inmunomodulador que por
separado puedan tener estas moléculas. Resulta importante resaltar también que con
un esquema tan largo, fue complicado diferenciar la respuesta inmune inducida por la
sola infeccion de aquella inducida con la administracion de estas moléculas, por lo

cual se propuso un esquema mas corto, con dosis mas bajas, y en combinacién con

Carga bacilar en pulmoén
(millones de UFC)

Porcentaje de neumonia

Granulomas (a los 2
meses post-tratamiento)
Nlmero y drea totales

Citocinas (a los 2 meses
post-tratamiento)
% de células positivas

ler mes p-tx: 4-10
2do mes p-tx: 4

ler mes p-tx: 53%
2do mes p-tx: 49%

3 granulomas
2767.5um?2

IFNg: 21%

TNFa: 8.9%
IL-12:15%
IL-4:10.9%

ler mes p-tx: 5-15
2do mes p-tx: 2

ler mes p-tx: 49.25%
2do mes p-tx: 47%

8 granulomas
2805.96 um2

IFNg: 18.3%
TNFa: 7.87%
IL-12:10.32%
IL-4:6.43%

ler mes p-bx: 6-25
2do mes p-tx: 3

ler mes p-tx: 36.26%
2do mes p-tx: 29%

6 granulomas
2168.94 um?2

IENg: 30%
TNFa: 20.82%
IL-12:14.4%
IL-4:20.13%

antibidticos.
Esquema
Balb/c6-8 sem
D60-120-
Inmunoterapiain. a
intervalo semanal
2meses 2meses 1mes 1mes
1-
Infeccion Ter 2°
H%7Rv5\:arwlard Sacrificio Sacrificio
3.4 x10% UFC
Grupos SSF M+P MPAs PFTs
Supervivencia (M.S) 131 132 121 129

ler mes p-tx: 6-28
2do mes p-tx: 22.5

ler mes p-tx: 23%
2do mes p-tx: 42%

5 granulomas
2642.59 um2

IFNg: 30.6%
TNFa: 13.47%

IL-12:20.4%
IL-4:17.22%

Figura 11. Resumen de resultados de la fase experimental 1.

6.2 FASE EXPERIMENTAL 2

6.2.1 SUPERVIVENCIA

La curva de supervivencia de todos los grupos de la segunda fase experimental,
también con una duracién de 6 meses, se muestra en la figura 12. No se observéd
diferencia entre los grupos sin AB (SSF y MPAS+PFTs sin AB) por lo que en la figura

12B se detalla la comparacion de los grupos de inmunoterapia + AB y el grupo control
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con AB. En todos los casos se presenta el respectivo valor estadistico tras realizar el
analisis de Log Rank Test. Las primeras muertes en algunos grupos se registraron
antes de iniciar los tratamientos debido a la alta virulencia del lote utilizado para la
infeccion, por lo que en algunos grupos se ajusté el 100% de supervivencia al niimero

de animales vivos al iniciar los tratamientos.
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Figura 12. Curvas de supervivencia de cada grupo de la segunda fase experimental infectados con Mtb
cepa H37Rv Stanford y tratados con la inmunoterapia y antibi6ticos de primera linea. Valor de p
considerado como significativo p < 0.05.
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De este anadlisis de supervivencia podemos concluir que la administracion de la
inmunoterapia combinada administrada en el esquema de 3 dosis repetidas, en
conjunto con los antibiéticos de primera linea, aumentan la supervivencia de los
ratones. Esta diferencia es significativa (p = 0.0187) en comparacion con el grupo que
solo recibi6 los antibioticos, en el que se registré 20% de supervivencia al dia 169
post-infeccidon vs 85.7% de supervivencia registrada para el grupo que recibié la

inmunoterapia combinada con antibi6ticos.

Después de un mes de finalizar el tratamiento con antibiéticos, se comenzé a
administrar cortisona (3 mg/L de agua), diariamente durante un mes, con el fin de
inmunosuprimir a los ratones y asi reactivar la TB. En la tabla 9 se detalla el ntimero
de animales con que se inicié el mes de inmunosupresion (al dia 153 de infeccién) y el
numero de animales al final (dia 184 de infeccién). Podemos concluir que la
administracién de la inmunoterapia combinada junto con los antibiéticos aumenté la
supervivencia en comparacion con el grupo que solo recibié los antibioticos (Figura
13), comportamiento que se observo también al inicio de esta fase experimental. De
igual manera, se extendi6 la supervivencia de los grupos que recibieron la
inmunoterapia por separado, tanto el grupo que recibi6é las MPAs como el grupo que
recibié los PFTs, el nimero de animales fue el mismo que se registré al iniciar la
inmunosupresion, manteniendo el 100% de supervivencia durante todo el mes, lo que

evidencia el potencial inmunoestimulante que posee cada molécula por separado.

Tabla 9. Numero de ratones inicial y final para cada grupo, durante la inmunosupresion.

No. de ratones al No. de ratones al final
Grupo inicio de la dela
inmunosupresion inmunosupresion
Antibioticos 4 2 (50%)
M+P con antibioticos 6 5(83%)
MPAs con antibiéticos 3 3 (100%)
PFTs con antibidticos 3 3 (100%)
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Figura 13. Curva de supervivencia durante la inmunosupresion (reactivacion de la tuberculosis) para
los grupos tratados con la inmunoterapia y antibi6ticos de primera linea.

6.2.2 CARGA BACILAR EN PULMON

La carga bacilar en pulmén para la primera semana post-tratamiento se
muestra en la figura 14. La administracion de la sola inmunoterapia no disminuye la
carga bacilar en pulmdn, siendo muy similar al control de SSF. Esta observacién es
consistente con lo que se observd en la primera fase experimental, en la que
independientemente del esquema en que se administre, la inmunoterapia en ausencia
de antibidticos no disminuye la carga bacilar. Por su parte, los grupos que recibieron
antibidticos tienen carga bacilar muy similar. El grupo control que solo recibid
antibidticos se observdo un promedio de 500 mil UFC, el grupo que recibié la
inmunoterapia combinada mas antibiéticos en promedio tuvo 270 mil UFC, 470 mil
UFC en el grupo que recibi6 las MPAs con antibiéticos y 210 mil UFC para el grupo que
recibié los PFTs con antibidticos. Estos resultados implican que la adiciéon de la
inmunoterapia si tiende a disminuir la carga bacilar en pulmén, al registrar en
promedio un menor nimero de UFC en pulmén en comparaciéon con el grupo que
solamente recibi6 la inmunoterapia. Tras realizar el andlisis estadistico, no se
observan diferencias significativas entre los grupos, pese a que si es menor la carga
bacilar en los ratones que recibieron la inmunoterapia en conjunto con los

antibioticos, consistente con la mayor supervivencia observada en los grupos.

Desafortunadamente, ain no se ha logrado que el tratamiento con antibioticos

resulte en una eliminacién esterilizante de los bacilos, por lo que en pacientes
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enfermos resulta riesgosa una posterior inmunosupresion, ya que se puede reactivar
la enfermedad por los bacilos ain presentes en el organismo. Por este motivo es de
relevancia seguir explorando potenciales inmunoterapias que permitan disminuir las
dosis de los antibiodticos y el tiempo de su administracidon a la vez que se logra la
completa eliminacion de Mtb en el organismo. En la segunda fase experimental de este
trabajo se lleg6 a una fase de inmunosupresién para evaluar si la administracion de la
inmunoterapia ademas de influir en la supervivencia, la carga bacilar y el desarrollo
de neumonia, implicaba una menor o nula reactivacion de la enfermedad. En esta fase,
la carga bacilar en los grupos aumenta debido a que se suprime la respuesta
inflamatoria tras la administracion diaria de cortisona, por via oral durante 1 mes, por
lo que los bacilos que no fueron eliminados reactivan la enfermedad. Para el grupo
control que solo recibi6 los antibidticos, la carga bacilar registrada fue en promedio de
1.46 millones de UFC, mientras que el grupo que recibié las MPAs en conjunto con los
PFTs tuvo 1.58 millones de UFC. El grupo que recibi6 las MPAs por separado tuvo una
gran variacidn, dos ratones tuvieron un promedio de 255 mil UFC pero un animal tuvo
una carga de 55.5 millones de UFC. El grupo que recibié los PFTs con los antibiéticos

tuvo en promedio 9.74 millones de UFC, también con una gran dispersion en los datos.
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Figura 14. Carga bacilar en pulmones de ratones infectados con Mtb cepa H37Rv Stanford y tratados
con inmunoterapia y antibiéticos de primera linea (A) A la semana post-tratamiento. (B) Al terminar la
inmunosupresion.
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6.2.3 PRESENCIA DE NEUMONIA

El porcentaje de area afectada por neumonia en cada grupo experimental se
muestra en la figura 15. Se puede observar que el grupo que recibié la inmunoterapia
combinada sin antibiéticos tiene un porcentaje menor (47.23%) que el grupo que no
recibio tratamiento (62.88%), lo que es indicativo que la adicidon de estas moléculas
no contribuye per sé al desarrollo de neumonia. Por su parte los grupos que
recibieron la inmunoterapia y los antibidticos, mantuvieron porcentajes de entre 8 y
15% de neumonia siendo el grupo de PFTs el que tuvo menos neumonia (8%),

seguido del grupo que recibié la inmunoterapia combinada (12.9%).
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Figura 15. Desarrollo de neumonia en pulmones de ratones infectados con Mtb cepa H37Rv Stanford, a
una semana de finalizar el tratamiento con la inmunoterapia y antibiéticos de primera linea.

Tras la inmunosupresion, el desarrollo de neumonia (figura 16) aumenté en
todos los grupos excepto en el grupo que recibié el solo antibiotico y cuyo porcentaje
de neumonia bajo ligeramente de 13.5 a 12.21%. El grupo que recibié la
inmunoterapia combinada mas antibidticos presenté un 18.9% de neumonia (5.98%
mas que en el primer mes post-tratamiento), el grupo que recibié las MPAs con

antibidticos un 24.9% (9.9% mas que en el primer mes post-tratamiento) y el grupo
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que recibié los PFTs con antibidticos 10.4% (2.4% mas que en el primer mes post-
tratamiento). Estos datos resultan consistentes con los de carga bacilar en pulmdn.
Debido a que en el grupo control de esta parte experimental (antibiéticos), solo
contabamos con 2 datos, no se pudo realizar un analisis estadistico. En este bloque
podemos destacar que el grupo que tuvo menor porcentaje de neumonia fue el grupo

que recibio los PFTs con antibioticos.
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Figura 16. Desarrollo de neumonia en pulmones de ratones infectados con Mtb cepa H37Rv Stanford,
tratados con antibiéticos, inmunoterapia combinada mas antibiéticos, MPAs con antibiéticos y PFTs
con antibi6ticos al finalizar la inmunosupresion con cortisona.

En la figura 17 se resumen los resultados obtenidos en la segunda fase
experimental, en la que se desataca que tanto para la semana post-tratamiento como
después de la inmunosupresion, la inmunoterapia combinada en conjunto con los
antibiéticos aumenta significativamente la supervivencia de los ratones. En cuanto a la
carga bacilar y porcentaje de neumonia se mantienen similar entre los grupos que
recibieron antibiéticos, con una tendencia a ser menor en los grupos que recibieron la

inmunoterapia de manera independiente.
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Figura 17. Resumen de resultados de la fase experimental 2

7. DISCUSION

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa reemergente de suma importancia a
nivel mundial, en los dltimos afios el nimero de casos se ha mantenido alto asi como
el nimero de recaidas con infecciones resistentes a antibioticos. Aunque Ia
administracion de antibidticos es aun imprescindible para disminuir
significativamente la carga bacilar, los esquemas de administracién son demasiado
extensos y tienen efectos adversos, lo que conlleva al abandono del tratamiento y en
consecuencia a la generacion de cepas resistentes a los antibiéticos incluso a los de
cuarta generacion. Como alternativa para mejorar el tratamiento con antibioticos, se

encuentra la inmunoterapia que tiene como objetivo disminuir el tiempo de los
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esquemas de administracion, reducir los efectos secundarios que estos causan, asi

como prevenir la reactivacion de la enfermedad.

El estudio de la inmunoterapia para optimizar el tratamiento contra la
tuberculosis es bastante extenso. Entre estos resalta el uso de extractos de semillas
(Rodriguez et al, 2019), componentes micobacterianos (Hernandez-Pando et al.,
2000; Hernandez-Pando et al., 2008; Xu et al., 2009; Chahar et al., 2018), péptidos
antimicrobianos, el uso de citocinas (Ramos-Espinosa et al., 2016; Francisco-Cruz et
al, 2013; Francisco-Cruz et al, 2016; Mata-Espinosa et al., 2008), asi como el uso de

sistemas particulados (Tousif et al., 2017) que resulta de especial interés.

En el presente estudio se evalud el potencial inmunoterapéutico de dos moléculas,
cuyo efecto protector contra la tuberculosis se describié en estudios anteriores. Las
MPAs como refuerzo y adyuvante de la vacuna BCG por las vias intranasal y
subcutanea respectivamente (Moreno-Mendieta et al, 2017; Moreno-Mendieta et al,
2019), y los PFTs como refuerzo de la vacuna BCG e inmunoterapia por la via
intranasal e intraperitoneal, respectivamente (Mayoral, 2014; Aguilar et al., 2014
datos no publicados). En esta ocasion se evallian por primera vez las MPAs, los PFTs y
su combinacién como inmunoterapia intranasal bajo dos esquemas distintos; un
tratamiento semanal durante dos meses en ausencia de antibiéticos y un esquema de
3 dosis repetidas administradas antes de iniciar el tratamiento convencional con

antibidticos de primera linea.

La administracion de la inmunoterapia propuesta en el presente trabajo en
ausencia de antibioticos durante dos meses, no protegié de la infeccion con Mtb cepa
H37Rv Stanford, ya que no se observd diferencia entre los grupos en términos de
supervivencia, carga bacilar en pulmoén y desarrollo de neumonia. Esto coincide con
otros estudios en los que por si sola la inmunoterapia no protege contra la TB. Tal es
el caso de la inmunoterapia con nanoparticulas de curcumina (Figura 2 de Tousif et
al, 2017) o con micobacterias saprofitas (Figura 2 de Chahar et al, 2018) que sin
antibiético no tuvieron un efecto terapéutico en los animales infectados con Mtb. Sin

embargo, y con el objetivo de entender los resultados obtenidos y conocer el tipo de
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respuesta inducida con la inmunoterapia en ausencia de antibiético, se realizé el
andlisis de granulomas y perfil de citocinas. Al dia 180 de infeccién se registré un
mayor nimero de granulomas en el grupo que recibi6 la inmunoterapia combinada en
comparacion con el grupo control que solo recibié SSF. En cuanto al area de estos, fue
muy similar al grupo control de SSF. El perfil de citocinas producidas en este esquema
de inmunoterapia combinada en los grupos experimentales fue semejante al del grupo
control, con lo cual no se observo polarizacion a una respuesta inflamatoria. Cuando
las moléculas se administraron de manera independiente se observé un discreto
aumento en la produccion de citocinas tipo Th1l para las MPAs, principalmente de
TNF-a, lo cual coincide con reportes previos en los que se potencia la secrecién de
TNF en macro6fagos infectados con Mtb cuando fueron tratados con microparticulas de
PLA y PLGA (Sharma et al., 2007; Yadav et al, 2010; Terada, 2010; Prior et al, 2002;
Verma et al,, 2011). Sin embargo, y dada la falta de datos en el grupo control no se
pudo realizar un andlisis estadistico que sustente el resultado. Por parte de los PFTs
se vio incrementada la producciéon de IFN-y e IL-4 en comparaciéon con el grupo

control, lo que sugiere una respuesta mixta Th1/Th2.

Para la segunda fase experimental se aument6 de manera significativa la
supervivencia en el grupo que recibié la inmunoterapia con los antibidticos en
comparaciéon con el grupo control que solo recibi6 los antibiéticos. Esto resulta de
suma importancia al ser el primer reporte de aumento significativo de la
supervivencia en animales infectados bajo este modelo experimental y tratados con
inmunoterapia por via intranasal. Sin embargo, el aumento en la supervivencia de los
grupos tratados no tuvo correlacién con la carga bacilar en pulmén y el desarrollo de
neumonia. Después de la inmunosupresion también se observé una mayor
supervivencia en el grupo que recibid la inmunoterapia con los antibidticos, 100% en
los grupos administrados con las moléculas por separado y antibidticos, 85% en el
grupo de la inmunoterapia combinada mas los antibidticos y 50% para el grupo que
solo recibi6 los antibiéticos. En cuanto a la carga bacilar y el desarrollo de neumonia

se observan resultados similares a los obtenidos para el grupo que solo recibio los
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antibiéticos, con una carga bacilar menor en los grupos que recibieron la

inmunoterapia por separado.

En otros estudios se ha reportado el uso de nanoparticulas de curcumina
administradas por via intraperitoneal, de manera simultanea con isoniazida para
combatir la infeccidbn con una dosis baja de Mtb cepa H37Rv (110 UFC
aproximadamente). Los autores mencionan que la administracion de las
nanoparticulas potencia la eliminacién de las bacterias al incrementar la respuesta de
tipo Th1 asi como la disminucién de la hepatoxicidad generada por la isoniazida
(Tousif et al, 2017). Sin embargo, en dicho trabajo la dosis de infeccién es baja en
comparacion con la dosis usada en este estudio (340 mil UFC y 218 mil UFC, para la
fase experimental 1 y 2, respectivamente), asi como el inicio del tratamiento inicia al
dia 15 de infeccién, en comparacion con el modelo usado en este estudio que
comienza el tratamiento en la etapa avanzada de la infeccion (dia 60 de infeccién)
para asemejar lo que ocurre realmente en el tratamiento de la enfermedad en
humanos. En dicho estudio también realizaron una comparacién entre el grupo
infectado no tratado contra el grupo que recibi6 solamente las nanoparticulas de
curcumina, sin diferencia significativa entre los grupos (figura 2 de Tousif et al, 2017),
reiterando que el uso de la inmunoterapia en ausencia de antibidticos aun no resulta

suficiente para eliminar la carga bacilar, como también observamos en este estudio.

Utilizando el MRTPP, se ha evaluado el uso de moléculas como la silimarina
(Rodriguez et al, 2019), adenovirus codificantes para la produccidn de citocinas como
TNF @, para péptidos antimicrobianos como LL-37 y para el factor estimulante de
colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) (Ramos-Espinosa et al, 2016;
Francisco-Cruz et al, 2013; Francisco-Cruz et al,, 2016), asi como péptidos derivados
del veneno de escorpion (Carcamo-Noriega et al, 2019). En el estudio de la silimarina
(Sm) evaluaron su potencial microbicida contra micobacterias sensibles a farmacos y
contra una cepa MDR (derivada de un aislado clinico) tanto in vitro como in vivo. Los
autores demostraron su potencial terapéutico al usarse diariamente por via
intragastrica ya sea sola o en conjunto con antibioticos durante 2 meses, tras la

infeccion con 250 mil bacterias. La Sm indujo mayor expresion de citocinas Th1l como
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INF-y, IL-12 y TNF-a y una reduccién en la carga bacilar y neumonia en pulmén. En
este estudio también realizaron la inmunosupresién con el fin de evaluar que tanto se
reactivaba la enfermedad. La carga bacilar se mantuvo muy similar entre los grupos
que recibieron la inmunoterapia y los antibiéticos. A diferencia de lo reportado en el
presente estudio, no se muestra la grafica de supervivencia, aunque los resultados de
una menor carga bacilar y neumonia para ambas cepas, resultan prometedores. En
otros estudios a través de la tnica administracién por via intratraqueal, de adenovirus
codificantes para el GM-CSF, diferentes citocinas Th1l (TNF a, IFN y) y péptidos
antimicrobianos (LL-37), los autores lograron inducir una respuesta inflamatoria
suficiente para controlar de manera significativa la carga bacilar en pulmén. También
observaron un mayor numero y area de los granulomas asi como un menor
porcentaje de neumonia hasta el dia 30 post-tratamiento tanto en un modelo de
latencia (Ramos-Espinosa et al, 2016; Francisco-Cruz et al, 2016) como en uno de TB
progresiva (Mata-Espinosa et al, 2008). Las principales diferencias son que en este
esquema los sacrificios se realizaron al dia 15 y al dia 30 post-tratamiento, mientras
que en el presente estudio, las muestras analizadas fueron a la semana y a los dos
meses de finalizar el tratamiento, con una infeccién mas avanzada. En cuanto al area
de los granulomas, el reportado en esta tesis es similar al reportado para el
adenovirus vehiculo del estudio de Francisco-Cruz et al. (2016). Dado el papel
controversial que se ha descrito de los granulomas en la TB ya sea por las células que
los conforman (macré6fagos y linfocitos) que a largo plazo pueden desarrollar fibrosis
e incluso necrosis cuando se reactiva la enfermedad (Pagan & Ramakrishnan, 2018), o
por la dindmica entre las células de los granulomas que pueden fungir como caballos
de troya y diseminar la enfermedad, se podria considerar que tener muchos y grandes
granulomas resulta un factor de riesgo a largo plazo. Esto debido a que se ha descrito
que las bacterias en los granulomas pueden pasar a un estado no replicativo
persistente caracterizado por disminucién del metabolismo mostrando un fenotipo
distinto al de las bacterias en division (Bacon et al, 2014) y asi permanecer por

extensos periodos de tiempo (Wayne & Hayes, 1996).
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En uno de los ultimos estudios publicados, Carcamo-Noriega et al., (2019)
reportaron que una benzoquinona azul derivada del veneno del escorpiéon
Diplocentrus melici tiene potencial contra Mtb MDR al administrarse por via
intratraqueal diariamente por 2 meses, disminuyendo de manera significativa la carga
bacilar y el porcentaje de neumonia en pulmén en comparaciéon con los grupos no
tratados. Esto muestra la variedad de esquemas que se han reportado, por lo que
resulta complejo determinar la mejor combinacidn de via y dosis de administracion de
la inmunoterapia para combatir con la infeccion, que a su vez depende de la virulencia
de la cepa. Por otra parte resulta importante considerar que las propiedades y
mecanismos de accidén que tengan las moléculas administradas como inmunoterapia,

también pueden afectarse por el esquema de administracion utilizado.

8. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

8.1 CONCLUSIONES

Los datos obtenidos indican que la administraciéon de 3 dosis repetidas de las
MPAs y los PFTs como inmunoterapia por via intranasal, en combinaciéon con
antibiéticos de primera linea, resultdé una estrategia adecuada para aumentar de
manera significativa la supervivencia en ratones con una avanzada infeccion con Mtb,
incluso después de la inmunosupresiéon. Considerando que a la fecha no existe una
inmunoterapia que por si sola tenga un efecto esterilizante que reemplace el uso de
antibiodticos, con los resultados obtenidos no se descarta que estas moléculas sean
buenos candidatos para potenciar el efecto de los antibiéticos y/o reducir el tiempo de
administracion y efecto del mismo, en estados menos avanzados de la enfermedad. Sin
embargo, la escasa correlacion de los datos de supervivencia con la carga bacilar en
pulmén, demandan mayor investigacion de las propiedades inmunoterapéuticas de

estas moléculas.
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8.2 PERSPECTIVAS

El segundo esquema de inmunoterapia evaluado es el mas apto para seguir
explorando el potencial inmunoterapéutico de estas moléculas. Sin embargo,
deben evaluarse por separado ya que en conjunto no mostraron sinergia en
ausencia de antibiéticos. Por otra parte seria conveniente evaluar la eficacia del
esquema en animales previamente vacunados ya que esto representaria mejor lo
que ocurre en los humanos que siendo vacunados en la infancia, desarrollan la

enfermedad en la vida adulta.

Asi mismo es de importancia profundizar en la caracterizacion de los
mecanismos que tienen estas moléculas para ejercer su efecto inmunoestimulante
con miras al desarrollo de vacunas y tratamientos para la TB y otras

enfermedades.
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