UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

Evaluacion de la cepa mutante de la ATPasa de
tipo P, CtpF (MtbActpF) de Mycobacterium
tuberculosis H37Rv, como nuevo candidato
vacunal, en un modelo de raton BALB /c de

tuberculosis pulmonar progresiva

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

BIOLOGO
P R E S E N T A:

LEONARDO ALEJANDRO DELGADO IBARRA

DIRECTOR DE TESIS:
DR. JORGE ALBERTO BARRIOS PAYAN

Ciudad Universitaria, CD. MX., 2022



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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






Dedico este trabajo sobre todo a mi madre, padre y hermano, que durante todo este
proceso me demostraron su apoyo, para no rendirme durante la realizacion de este
trabajo.

A la Universidad Nacional Autébnoma de México por mi formacion académica,
profesional y personal.

Agradezco a mis sinodales, Dra. Laura del Carmen Vargas Parada, Dra. Edén
Marcela Rodriguez Flores, Dra. Brenda Noemi Marquina Castillo y al Bidl. José Luis
Ramos Balderas, por su tiempo, consejos Yy ensefianzas, durante este
proceso.

Al laboratorio de Patologia experimental del Instituto Nacional de Ciencias Médicas
y Nutricion Salvador Zubiran, especialmente a la Dr. Dulce Mata, Dr. Brenda
Marquina, y Dr. Hernandez por el apoyo y confianza para elaborar mi trabajo.

A mi director de tesis el Dr. Jorge Alberto Barrios Payan por compartir sus

conocimientos y apoyo durante todo este proceso.



Tabla de contenido

RESUMEBN .. e 1
Capitulo 1. INTrOAUCCION ....uviiiiiiiieei i 3
(OF= o ]| U] Fo JZ A 1Y F= T fodo T =0 ] f Lo o JR OO PURTP P 6
2.1 Generalidades de Mycobacterium tuberculosis.......ccccccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiinnnee. 8
2.2 Pared CelUIAr .......oooviiiiiiiiieeee e 8
2.3 Infeccién y desarrollo de la Enfermedad ...........cccvveeeeeiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 9
2.4 Trat@MIENTO .oeeiiiiiiiiiiiiiiiieee ettt ettt et e e e e e e e e e e eeeeees 10
2.5 TIPOS A8 VACUNAS ..coeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt e e e eeeeeeeeees 11
2.6 Bacilo de Calmette-GUErin (BCG).......ccovvveiiiuiiiii e e e eeeeea s 12
2.9 Las ATPasas en Mycobacterium tuberculosis.......cccccccceeiiiiiieiieeeviiinnnn. 16
210 CEPF ettt ettt n et r ettt 18
211 MEDACEPF ... 19
(@ o 1 A1 ] o G RS 22
3.1 JUSHITICACION .ttt e e e as 23
G T2 o 110 L0 (=S PP 24
BB ODJELIVO e e 25
3.4 Objetivos eSPEeCIfiCOS ...coiiiiiiiii e 25
Capitulo 4. Material Y MEtOUOS .......coovviiiiieii i 26

I =T o = T 3PP 27



4.2 Animales de EXperimentacion ... 27

4.3 Modelo eXPeriMental ....... ... 28
O T Ol T = o TSP PEEPR 29
4.5 TiItUlO MICODACTEITANO....cceeviiiii e 29
I = Lo U [ o - o3 o 1 o 1 30
4.7 Reto y dias de eUtANaSIa.......ccuuviiiiiiiee et 30
4.8 Eutanasiay obtencion de MUESIIaS ......cccovvveeeiivieiiiiiiii e 30
4.9 Determinacion de carga bacilar..........ccccooiiis 31
4.10 ANAIISIS NISTOIOQICO ...t 32
Capitulo 5. RESUITATOS ....cevuieiii et e e e e e e e e s 34
(O o 11U | o G T BT K=Y o1 U =3 Yo ] o [P 41
Capitulo 7. CONCIUSIONES ....uuiii i e e 46

Capitulo 8. REfEIENCIAS .....uvvviiii i 48



indice de Figuras

Figura 1. Vacunacion de BCG enel mundo..........ccooiiiiiiiiiiiiiiii i, 13
Figura 2. Desarrollo de Vacunas contrala TB a nivel mundial........................... 15
Figura 3. Modelo sobre el funcionamiento de CtpF...........c.ccoiiiiiiiiiiin, 19
Figura 4. Curva de sobrevida en ratones BALB/C.............cccooiiiiiiiiiiiiiiiiinnnn, 20
Figura 5. Caja Petri marcada, con medio 7H10-OADC...........cccoiiiiiiiiiiiiiinenen. 32
Figura 6. Curva de sobrevida en ratones vacunados.............c..ccooeieiiiininenennnnnnn. 36

Figura 7. Comparacion entre UFC en pulmon en ratones retados con la cepa
H37RV, @10S 2 Y 4 MESES. ...ttt e 37

Figura 8. Comparaciéon entre los porcentajes de neumonia en pulmén de ratones

retados conlacepaH37RV,al0S2 Y A MESES.....ccviuiiiiiiiii i 39



indice de Tablas

Tabla 1. Concentraciones reales de inoculo para vacunacion e infeccion............. 35

Tabla 2. Comparacion de los valores de UFC y porcentaje de neumonia entre los

grupos alos 2 y 4 meses, postreto conla cepawild type H37Rv..............coovinni. 40



Abreviaturas

ABSL3 Instalaciones de Seguridad Biolégica Animal Nivel 3
ATP Adenosin Trifosfato

BCG Bacilo de Calmette-Guérin (Mycobacterium bovis)

BCG Ph Bacilo de Calmette-Guérin Phipps (Mycobacteriem bovis)
BSL-3 Nivel de Bioseguridad 3

DIEB Departamento de Investigacion Experimental y Bioterio
h Hora

H37Rv Cepa virulenta de Mycobacterium tuberculosis

IFN- y Interferon gamma

IL Interleucina

INCMNSZ Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubiran

Mtb Mycobacterium tuberculosis

MtbActpF Cepa H37Rv con delecion en el gen ctpF

OMS Organizacion Mundial de la salud

SERCA ATPasa del reticulo sarco/endoplasmico

SS Solucion salina

TB Tuberculosis

TBL Tuberculosis latente

TNF- a Factor de necrosis tumoral

UFC Unidades formadoras de colonia

WT Cepa tipo silvestre

ML Microlitros

MM Micrémetro



Resumen

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infectocontagiosa cuyo agente causal es la
micobacteria patdbgena Mycobacterium tuberculosis. Esta enfermedad es
considerada por la OMS como una amenaza para la salud, ya que se encuentra
entre las 10 principales causas de muerte en general y es la primera causa de
muerte por un agente patdgeno. La TB puede presentarse como una infeccién
latente, se estima que un cuarto de la poblacion mundial presenta este tipo de
infeccion. A pesar de existir tratamiento y vacuna, esto no ha dado los resultados
esperados para erradicarla. El largo tiempo de tratamiento (al menos 6 meses)
propicia que los pacientes lo incumplan, provocando el surgimiento de cepas
resistentes a los antibiéticos. El Bacilo de Calmette-Guérin (BCG) proveniente de
Mycobacterium bovis es la Unica vacuna aprobada para utilizarse contra la TB, pero
ofrece una proteccion muy variable, en nifios presenta una buena respuesta contra
las formas graves de la enfermedad, pero en adultos la proteccion difiere de
individuo a individuo. Por lo anterior es importante centrarse en nuevos
medicamentos que reduzcan el tiempo de tratamiento y la generacion de nuevas
vacunas con una mejor eficacia. Las proteinas de membrana se consideran
objetivos farmacoldgicos debido al papel que tiene en el transporte de iones para
conservar la homeostasis, entre las células y el ambiente que los rodea. En el
presente trabajo se evalué en un modelo de TB pulmonar progresiva en ratones
BALBY/c, si la cepa mutante de Mycobacterium tuberculosis H37Rv (MtbActpF) la
cual presenta una delecion en el gen ctpF, que es una ATPasa de tipo P que se
encarga del transporte de calcio, a través de la membrana durante la etapa de
infeccion, favorece un mejor control de la enfermedad. El grupo de ratones
vacunado con la mutante MtbActpF presentdé una menor carga bacilar y menor
porcentaje de neumonia, comparado con el grupo control inoculado con solucién

salinay el grupo con Bacilo de Calmette-Guérin Phipps (BCG Ph). Estos resultados

1



marcan la pauta para seguir realizando estudios con mutantes de Mycobacterium
tuberculosis, como la MtbActpF, abriendo la puerta a un nuevo tipo de vacunas
contra la TB.



Capitulo 1.Introduccidn



La tuberculosis (TB) es causada por la micobacteria patdgena Mycobacterium
tuberculosis (Mtb), que se transmite entre las personas a través de aerosoles
producidos al hablar, toser o estornudar; las gotas de estos aerosoles transportan a
las micobacterias. Mtb, es una bacteria intracelular y, a pesar que puede infectar
diferentes tipos de células, los macréfagos alveolares son su nicho més frecuente.
La mayoria de las personas infectadas son clinicamente asintométicas, en este
escenario, donde la bacteria permanece viable en los tejidos del huésped, pero en
un estado de equilibrio, en el cual el microorganismo no ataca las células del
hospedero y el sistema inmunolégico tampoco lo elimina, se le conoce como

infeccion latente (TBL)™.

De ahi la necesidad de contar con una vacuna efectiva para detener el ciclo de
infeccion. Por ahora, la vacuna Bacilo Calmette-Guérin (BCG) es la unica disponible
contra la TB; sin embargo, su efectividad, es muy variable. Las hipétesis mas
aceptadas para explicar las discrepancias en su efectividad son la pérdida
progresiva de la capacidad de BCG para estimular una respuesta inmune duradera,
ademas de la alta prevalencia a la exposicidon continua a micobacterias ambientales,

gue podrian bloquear o enmascarar respuestas inmunes inducidas por la vacuna?.

Las proteinas de membrana se consideran objetivos farmacoldgicos de interés
debido a su papel como transportadores y mediadores (i) en la interaccion de la
célula con el entorno circundante, (i) entre las células y (iii) entre los
compartimentos celulares. Las ATPasas de tipo P forman una superfamilia de
transportadores de cationes de varias membranas bioldgicas. Estas proteinas se
encuentran en todos los organismos vivos y bombean iones especificos a través de
la bicapa lipidica a expensas de una molécula de ATP por ciclo. Por lo tanto, las
ATPasas tipo P mantienen gradientes electroquimicos pronunciados y la

homeostasis celulars.



ctpF es una ATPasa de tipo P que responde cuando Mtb se trata con sustancias
toxicas como especies reactivas de nitrégeno, especies reactivas de oxigeno y bajo
hipoxia. Este comportamiento sugiere que ctpF podria ser parte crucial de las
estrategias del bacilo tuberculoso para enfrentar las condiciones ambientales que

se presentan durante la infeccion®.

Se ha propuesto utilizar este tipo de mutaciones para elaborar vacunas atenuadas
al presentar la cepa modificaciones que afectan su viabilidad. Sin embargo, el
disefio de este tipo de vacunas donde se lleva a cabo la delecion de genes presenta
grandes retos de seguridad de acuerdo al consenso de Ginebra; se recomienda la
presencia de al menos dos mutaciones independientes no reversibles®. Por lo
anterior este experimento se considera como un experimento piloto ya que solo se

caracteriza una primera mutante®.
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En la actualidad, la TB sigue siendo un problema de salud publica importante, es
una de las 10 principales causas de muerte en todo el mundo y la principal causa
de muerte provocada por un solo agente infeccioso. En 2019, a nivel mundial, se
estimaron 10 millones de casos y alrededor de 1.4 millones de muertes por esta
infeccidn; de ellas, 208,000 tenian VIH. La mayoria de las personas afectadas a
menudo enfrentan dificultades econdmicas, vulnerabilidad, marginacion vy

discriminacion’.

Ademas de los factores de riesgo medioambientales y socioeconémicos bien
establecidos, en los Ultimos tiempos han aparecido nuevas fuerzas que impulsan la
pandemia mundial: el VIH / SIDA y la aparicion de micobacterias con resistencia a

los farmacos®.

La TB se manifiesta en dos formas principales: enfermedad activa y TBL. En esta
tltima no hay sintomatologia clinica ni es transmisible debido a que la respuesta
inmune es capaz de contener el crecimiento del patégeno pero no de eliminarlo, de
manera que la bacteria persiste en el organismo manteniendo una baja o nula
actividad replicativa®. Aproximadamente una cuarta parte de la poblacién mundial
padece este tipo de infeccion y del 5-10% de estas personas desarrollaran la

enfermedad activa en algiin momento de sus vidas’.

La TB dafa principalmente los pulmones, pero también puede dafar otros érganos,
el periodo de incubacion esta relacionado con el estado inmunolégico de la persona.
Los sintomas tipicos de la enfermedad activa son tos cronica, esputo con sangre,
sudores nocturnos, fiebre y pérdida de peso, y en los casos extrapulmonares se

pueden observar diversos sintomas?©.



2.1 Generalidades de Mycobacterium tuberculosis

2.2 Pared celular

Los miembros del género Mycobacterium se caracterizan por una envoltura de
pared celular muy compleja siendo sus principales componentes el peptidoglicano,
el acido micdlico y el arabinogalactano??, responsables de la notable baja
permeabilidad de sus células, lo que les brinda resistencia a muchos farmacos
antimicrobianos. Estos componentes son también los que permiten el procedimiento
de tincion diferencial caracteristico (tincion acido-resistente de Zhiel-Neelsen), que

distingue especificamente a los miembros de este género'l.

Ademas, estos compuestos han resultado de gran interés por su abundancia,
diversidad estructural y antigenicidad, ademas de su papel en la patogénesis de la
TB y su posible utilidad en el desarrollo de farmacos, vacunas, diagnostico y
biomarcadores. Los lipidos de la envoltura celular constituyen alrededor del 40% de
la masa celular, aunque este porcentaje puede variar segun la especie y las
condiciones de crecimiento. Las estructuras quimicas particulares y la organizacion
de estos lipidos entre la membrana interna y externa de la envoltura celular
micobacteriana explican gran parte de su impermeabilidad. Al estar ubicada en la
interfaz entre la bacteria y el huésped, la membrana externa y los lipidos capsulares
de Mtb juegan un papel importante en la direccion de las interacciones entre

huésped-patégeno®.



2.3 Infeccidn y desarrollo de la Enfermedad

Mtb puede establecer una infeccion en individuos susceptibles después de la
inhalacion de una o pocas bacterias que son fagocitadas por los macrofagos
alveolares'®. Las etapas iniciales de la infeccién se caracterizan por respuestas
inmunes innatas que implican el reclutamiento de células inflamatorias a los
pulmones; la induccién de una respuesta inmune adaptativa se produce s6lo mas
tarde, en los ganglios linfaticos donde la presentacion de antigenos por las células
dendriticas conduce a la expansion de las células T especificas de antigeno?.

Las células inmunes forman un granuloma alrededor de Mtb en un intento por
contener a las bacterias. Estas son las lesiones tipicas que se observan en el
pulmén infectado®. Dentro del granuloma, los macréfagos se activan, por ejemplo,
por IFNy secretado por las células T CD4, que restringe la dispersion y replicacion
de Mtbh'. Los macréfagos alveolares, las células dendriticas y neutréfilos pueden
fagocitar micobacterias de las vias respiratorias, y en cierto punto controlar la
infeccion®®. Una vez que Mtb es fagocitada se inicia una serie de mecanismos
bactericidas por parte del sistema inmune. Uno de los mas importantes se conoce

como “estallido respiratorio”, que produce anién superdxido y éxido nitrico's,

Sin embargo, Mtb ha desarrollado un conjunto de mecanismos de evasion que
retrasan el transporte bacteriano al ganglio linfatico y le permiten evadir lainmunidad
del huésped, dandole tiempo suficiente para establecer una infeccion productiva,

ademas de retrasar el inicio de la respuesta inmunitaria adaptativa®®.

Mtb puede inhibir la maduracion del fagosoma y asi evitar la fusién con el lisosoma;
otro de los mecanismos que utiliza el hospedero para defenderse es la muerte
celular por apoptosis lo que induce la formacion de cuerpos apoptéticos que son

fagocitados por otras células para evitar que se libere el contenido intracelular.
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Sin embargo, la micobacteria puede evadir la apoptosis o que resulta en una
disminucion de la presentacion antigénica favoreciendo la muerte por necrosis. Este
proceso ocurre en menos tiempo y permite que el contenido intracelular se libere al

ambiente celular facilitando la infeccion a nuevas células?®.

2.4 Tratamiento

La TB es curable y prevenible. Un gran porcentaje de las personas que desarrollan
la enfermedad pueden tratarse con éxito con un régimen de medicamentos durante
al menos 6 meses; el tratamiento tiene el beneficio adicional de reducir la

transmision de la infeccion’.

El tratamiento de primera linea actual utiliza una terapia de combinacion de dosis
empirica estandarizada de cuatro farmacos: isoniazida, rifampicina, pirazinamida y
etambutol. Este régimen de medicamentos tiene una alta eficiencia en la clinica, con

un éxito de tratamiento de aproximadamente el 85%?*".

Actualmente, la cantidad de antibidticos disponibles ha aumentado
considerablemente, pero los primeros antibiéticos descubiertos durante las décadas
de 1950 y 1960 siguen siendo tratamientos de primera linea, en particular
rifampicina e isoniazida. La aparicion de cepas farmacorresistentes vy
multirresistentes dificulta enormemente el manejo de esta enfermedad. El mal
cumplimiento del tratamiento y la falta de herramientas de diagndstico rapidas y
eficaces, son los principales factores que contribuyen a la aparicion y transmision

de cepas farmacorresistente en las poblaciones?é.
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Una vacuna se puede definir como una suspension de microorganismos atenuados,
muertos, fracciones antigénicas puras o0 quimicamente modificados, que se
administran por diferentes vias para generar una respuesta inmunoldgica de

memoria en prevencion a la interaccién casual con la fuente antigénica silvestre®®.

2.5 Tipos de Vacunas

Vacunas vivas, atenuadas

En algunos casos es posible atenuar o modificar (mediante mutaciones)
microorganismos de modo que pierdan su capacidad para causar enfermedad pero
retengan su capacidad para crecer transitoriamente dentro de un huésped
inoculado. Este tipo de vacuna imita de manera mas estrecha los patrones de
crecimiento del agente patdgeno pero una desventaja importante es que los virus
atenuados pueden mutar y revertirse hacia formas virulentas (tuberculosis,

sarampion, rubéola)?°.

Vacunas inactivadas o “muertas”

Para elaborar este tipo de vacunas el agente patégeno puede ser tratado con calor
0 sustancias quimicas. Esto mata al patdgeno, lo cual lo hace incapaz de replicarse,
pero aun le permite inducir una respuesta inmunitaria ya que conserva algunos de
los antigenos. Aunque las vacunas vivas atenuadas por lo general solo requieren
una dosis para inducir inmunidad duradera, las vacunas inactivadas a menudo
requieren refuerzos para alcanzar un estado inmune protector (hepatitis A, cdélera,

rabia)?®
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Vacunas de subunidad

Se utilizan macromoléculas purificadas especificas derivadas del agente patdgeno,
este tipo de vacunas al no contener al patdgeno atenuado evitan que la cepa pueda

revertir a su forma virulenta y causar la enfermedad grave (tétanos, difteria)°.

2.6 Bacilo de Calmette-Guérin (BCG)

La uUnica vacuna disponible contra la TB es la BCG, una cepa atenuada de
Mycobacterium bovis el cual es un patégeno que afecta al ganado vacuno®. Esta
cepa se aislo originalmente en 1902 y se cultivo continuamente durante 13 afios
para generar una cepa mutante con poca virulencia. Fue utilizada por primera vez
en humanos en 1921 y fue incluida en los programas de inmunizacion infantil por la
OMS desde 19742

Al momento de su introduccion enfrentd desafios tales como identificar la poblacion
objetivo y garantizar una fabricacion consistente. El laboratorio donante (Instituto
Pasteur) propag6 la BCG hasta 1961 y proporciond pases unicos con cada lote
enviado a los laboratorios solicitantes donde se cultivd en medios no
estandarizados. Por lo tanto, la cepa estaba mutando tanto en el Instituto Pasteur
como en otros laboratorios de produccion en todo el mundo. Esto ha dado lugar a
diversas formulaciones de BCG autorizadas que se distinguen por su contenido de

micobacterias vivas y su composicion genética?.

Sin embargo, hasta la fecha no ha habido evidencia de que dicha variacién genética
entre cepas explique la variabilidad en la eficacia?®. En estos términos, no se ha
demostrado que ninguna cepa sea mejor que otra y no existe un consenso global

sobre qué cepa es 6ptima para uso general?.
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En 2019, el 88 % de los nifilos de todo el mundo recibieron la vacuna durante su

primer afio de vida??.

Status
- BCG vaccination for all

[ BCG for specific groups
[ ] Nodata
[ Mot applicable

Figura 1. Vacunacion de BCG en el mundo, el cddigo de colores muestra si el pais
vacuno a toda la poblacion o solo un grupo en especifico, tomado de Global

Tuberculosis Report, 2020°.

Se han realizado ensayos donde los resultados muestran que la proteccidon contra
la TB puede variar con la cepa de vacunacion utilizada®. Esta variacion en la
respuesta inmunitaria entre cepas de vacunas, también se ha observado en
estudios de modelos animales*?. De hecho, ensayos clinicos han estimado que la
eficacia de la vacuna varia ampliamente del 0 % en un ensayo de Chingleput en el
sur de la India a 80 % en un ensayo del Consejo de Investigacién Médica del Reino

Unido?%2,
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Pero el tipo de cepa utlizada no es el unico factor que influye, incluso la
inmunizacién natural con micobacterias saprofitas puede afectar en la proteccién
conferida por la vacuna y también puede afectar en la susceptibilidad al desarrollo
de la enfermedad. Se han realizado ensayos donde ratones BALB/c se
preinmunizan con dosis bajas y altas de micobacterias saprofitas, los resultados
muestran que después de la infeccion con H37Rv en los grupos de dosis bajas se
induce una mejor respuesta Thl que protege parcialmente el desarrollo de la
enfermedad progresiva mientras que con la dosis alta, los animales rapidamente
establecen una respuesta mixta Th1l/Th2 lo que facilita la progresion de la

enfermedad y en consecuencia la muerte!.

Por lo tanto, hay un gran nimero de factores que pueden influir tanto en el curso de
la enfermedad y en la eficacia de BCG aparte de los ya mencionados. Algunos de
estos factores serian: huésped (edad, sexo, estado nutricional, comorbilidades),
socioeconomicos (higiene, estrés, bajos ingresos), BCG (cepa, dosis), Mtb
(virulencia de la cepa, inoculo de infeccidn), los ambientales (ubicacion geografica,

clima, alta prevalencia de micobacterias no tuberculosas)®.

Aunque hay algo de pesimismo sobre si una vacuna que evite la infeccion puede
desarrollarse, el consenso general es que una vacuna que previene la progresion
de la enfermedad activa podria reducir la prevalencia de la TB pulmonar y en ultima
instancia, romper el ciclo de transmision®. Incluso se ha probado la revacunacién
con BCG a diferentes edades. Dos grandes ensayos realizados en Brasil y Malawi
evaluaron la revacunacion pero ninguno demostro eficacia lo que dio lugar a

recomendaciones de la OMS en contra de esta politica®®.

Como vacuna atenuada, la BCG puede causar infeccion local o sistémica en
personas inmunodeprimidas y, por lo tanto, esta contraindicada en personas que se
beneficiarian de esta inoculacion, como las personas VIH positivas que tienen un

alto riesgo de desarrollar TB activa. Por lo tanto, el desarrollo de una vacuna que
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sea mas segura para su uso en individuos inmunodeprimidos también es una

prioridad®®.

Los esfuerzos de desarrollo de nuevas vacunas se centran actualmente para los
siguientes regimenes de administracion: vacunacion profilactica (prevenir la
infeccién), vacunacion posterior a la exposicion (se administraria a individuos
infectados para prevenir el desarrollo de la enfermedad activa) y vacunacion
terapéutica (se utilizaria en combinaciéon con o después del tratamiento)!*.Los

principales candidatos vacunales en la actualidad se pueden observar en la figura

2.

MTBVAC
Biofabri, TBVI,
University of Zaragoza

AEC/BC02

DAR-901 booster VPM1002

Anhui Zhifei Longcom Dartmouth, GHIT SIIPL, VPM

Ad5 Ags85A ID93 + GLA-SE H56: IC31 MIP/Immuvac
McMaster, CanSino IDRI, Wellcome Trust 551, Valneva, 1AVI ICMR, Cadila Pharmaceuticals

ChAdOx185A-MVAS85A
(ID/IM/Aerosol)
University of Oxford

TB/FLU-04L M72/AS01,

RIBSP GSK, Gates MRI

GamTBvac
Ministry of Health,
Russian Federation

BCG revaccination
Gates MRI

B Viral vector

RU“@ M Protein/adjuvant
Archivel Farma, S.L. B Mycobacterial - whole cell or extract
M Mycobacterial - live

Figura 2. Fase de desarrollo preclinico de nuevas vacunas contra TB a nivel
mundial, el codigo de colores indica el tipo de vacuna (vector viral,
proteina/adyuvante, extracto de micobacterias, micobacterias vivas) tomado de
Global Tuberculosis Report, 2020°.

Algunos resultados de sus ensayos se muestran a continuacién; aproximadamente

el 50 % de la TB activa se previno con M72:ASO1E durante un periodo de prueba
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clinica de 3 afios, RUTI se administra como una preparacion para la terapia junto
con el tratamiento farmacolégico, DAR-901 se encontré6 que era seguro y bien
tolerado, pero no logré prevenir la infeccion segun lo determinado por la liberacién
de IFN-y, por ultimo MTBVAC, una cepa de Mtb atenuada genéticamente con dos
deleciones de genes, después de los ensayos de fase 1 y 2 que mostraron
seguridad e inmunogenicidad en adultos y recién nacidos, esta actualmente

preparando ensayos de eficacia de fase 3 en ambos grupos de edad??.

Una limitacion notable del panorama de desarrollo clinico actual, es la falta de
estandarizacion entre ensayos, lo que impide una comparacion directa de los

resultados inmunolégicos de diferentes candidatos a vacunas'.

2.8 Las ATPasas

El transporte activo a través de la membrana es un requisito fundamental para la
vida®®. Las ATPasas de tipo P son proteinas de membrana integrales presentes en
todos los reinos de la vida; se encargan de mantener gradientes de iones a través

de la membrana celular a expensas de una molécula de ATP?4,

El mantenimiento de los gradientes adecuados para los iones esenciales hace que
las ATPasas de tipo P sean cruciales para la supervivencia celular. En general, las
proteinas de membrana se consideran dianas farmacologicas de gran interés
debido a su papel como transportadores y mediadores en la interaccion de la célula

con el entorno?.

2.9 Las ATPasas en Mycobacterium tuberculosis

Mtb reside en diferentes nichos in vivo y estd expuesto a diferentes ambientes

durante la enfermedad, incluido el crecimiento intracelular en macrofagos y la
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supervivencia en el ambiente andxico del granuloma. El éxito como patégeno se
debe en gran medida a su capacidad para persistir durante largos periodos en el

cuerpo?®.

La maduracion del fagosoma incluye una serie de eventos de fusion con el lisosoma.
Los mecanismos utilizados por los fagocitos para matar microbios incluyen: (i) la
acidificacion fagosomica, (ii) la produccién de especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno, y (iii) la manipulacion selectiva de varios iones. Tanto el huésped como
el patégeno han desarrollado sistemas para detectar iones y bombearlos hacia

adentro y afuera de célula, segln sus necesidades?’.

Estudios previos han analizado el contenido de la vacuola fagosomal de macrofagos
durante la infeccion por Mtb y tras la activacion por citocinas inflamatorias. Se
observé una disminucion temprana en la concentracion vacuolar de Ca?*y K* dentro
de la primera hora de fagocitosis de Mtb, seguida de una reposicion de estos iones
en las siguientes 24 h. Esto se acompafioé de un aumento temprano y sostenido de
la concentracion fagosémica de Fe?* y Cu?*, ademas de un aumento tardio de la
concentracion de Zn?*, 24 h después de la fagocitosis. El movimiento de algunos de
estos iones se modificé aun mas tras la activacion celular por citocinas inflamatorias
como TNF-a e IFNy. Para resistir la intoxicacion por metales los patdgenos suelen

utilizar bombas de salida de la familia de la ATPasa tipo P?’.

Las ATPasas de tipo P se clasifican filogenéticamente de acuerdo a su especificidad
ibnica, estas se clasifican en cinco subfamilias (P1 a P5), con otras
subclasificaciones A, B, C y D3. Los andlisis bioinformaticos recientes indicaron que
el complejo de Mtb contiene 12 ATPasas de tipo P que participan en el transporte
de iones. Este numero alto de transportadores sugiere que pueden desempefar un
papel fundamental en la capacidad de Mtb para sobrevivir dentro de los macréfagos,

donde enfrentan altos niveles de metales tdxicos?8.
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2.10 ctpF

Entre las 12 ATPasas de tipo P codificadas por el genoma de Mtb, ctpF responde al
mayor numero de condiciones de estrés incluido el estrés oxidativo, la hipoxia y la
infeccién. Es el homologo micobacteriano de SERCA en eucariotas y su expresion

esta regulada por el regulador global de latencia DosR*.

El regulador global de la latencia DosR se conserva en todas las especies de
micobacterias excepto M. leprae. Este sistema regulador esta implicado en la
persistencia de Mtb en los granulomas y media la transcripcion de genes en
respuesta a la tensién baja de oxigeno para preservar el equilibrio redox y los

niveles adecuados de ATP; comprende aproximadamente cincuenta genes?®.

Diferentes estudios han mostrado que ctpF esta asociado con el bombeo de Ca?*
de las células micobacterianas. Particularmente, se han realizado experimentos
donde se compara la acumulacion de Ca?* entre grupos de micobacterias con y sin
el gen ctpF, los resultados muestran que el grupo con el gen presenta menor

acumulacion de Ca?* en comparacion al grupo que se le quitd el gen?.

El Ca?* es muy importante y su concentraciéon en varios compartimentos celulares
esta bajo estricta regulacion; una alteracion en la concentracién de este ion puede
causar estragos en la célula®*. Ademas, el calcio esta involucrado en procesos
biolégicos en procariotas como la quimiotaxis, la division celular, la motilidad, la
regulacion genética, la actividad enzimatica y el mantenimiento de la pared y la

membrana celular?®.
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2.11 MtbActpF

Todas las formas de vida, incluso las micobacterias, tienen mecanismos como
transportadores pasivos y activos para regular la homeostasis del calcio. En
estudios previos se consigui6 deletar el gen ctpF, las micobacterias defectuosas en
ctpF (MtbActpF) acumulan mas calcio en comparacion con las micobacterias wild
type (WT); curiosamente la eliminacion de ctpF en Mtb también altera la tolerancia
de las bacterias al estrés oxidativo y nitrosativo®.
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Figura 3. Modelo sobre el funcionamiento de ctpF, donde a partir de la hidrolisis del
ATP, se transportaria Ca?* intracelular al ambiente extracelular, en contra del
gradiente de concentracion, tomado de Maya-Hoyos, 20194,
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% Sobrevida

También se han realizado experimentos evaluando si la delecidén de ctpF afecta
viabilidad y virulencia de Mtb. Se evidencid que dicha mutacion genera una
disminuciéon significativa en la capacidad replicativa del bacilo en macréfagos
alveolares murinos de la linea celular MH-S. Igualmente en un ensayo de sobrevida
en ratones BALB/c se encontré que los ratones infectados con la cepa mutante
mostraban mayor tiempo medio de supervivencia sugiriendo la atenuacion de la

cepa mutante*29,
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Figura 4. Curva de sobrevida de ratones BALB/c, infectados via intratraqueal con
2.5X10° UFC/100 pL respectivamente de la cepa wild type (MtbWT), la cepa con la
delecion del gen ctpF (MtbActpF) y la cepa complementa MtbActpF:ctpF, tomado
de Maya-Hoyos,20212°. El grupo retado con MtbActpF presento mayor sobrevida
gue el grupo de wild type, por lo tanto, la delecién del gen ctpF en H37Rv genera

una atenuacion en la virulencia.
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Se espera que este tipo de vacuna que utiliza como base al patégeno que, si es
huésped natural del humano, induzcan de manera segura respuestas
inmunolégicas mas especificas y duraderas, que puedan brindar una mejor

proteccion.
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Capitulo 3.
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3.1 Justificacion

La TB continta siendo un problema de salud mundial con alrededor de un cuarto de
la poblacion infectada con TBL. Actualmente la BCG es la Unica vacuna que puede
reducir el riesgo de TB grave en nifios, sin embargo, la variabilidad y falta de eficacia
en otros grupos de edad y los efectos adversos que puede presentar hacen

necesario el desarrollo de nuevas vacunas para cubrir estas necesidades.
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3.2 Hipotesis

Los ratones inmunizados con la cepa mutada de Mycobacterium tuberculosis
MtbActpF, la cual presenta la delecion de una ATPasas de tipo P encargada del
transporte de calcio a través de la membrana plasmatica, presentaran una mayor
sobrevida, menor carga bacilar y menor porcentaje de neumonia, en comparacion
con los ratones inmunizados con la vacuna BCG Ph en un modelo de TB pulmonar

progresiva en ratones BALB/c machos.
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3.3 Objetivo

Evaluar si la reduccion de virulencia en la cepa mutante MtbActpF permite un mejor
control de la TB pulmonar en un modelo de ratones BALB/c comparado contra la
vacuna BCG Ph posterior al reto con la cepa wild type virulenta de Mtb (H37Rv).

3.4 Objetivos especificos

e Comparar la sobrevida en un modelo de TB pulmonar progresiva en ratones
BALB/c entre (i) los grupos BCG Ph, (ii) MtbActpF y (iii) un grupo control al

gue solo se le administra solucién salina.

e Establecer los efectos en la progresion de la enfermedad entre los grupos
vacunados a través de la determinacion de carga bacilar y evaluacion del

nivel de dafio pulmonar.
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Capitulo 4. Material y Métodos
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Todos los experimentos realizados en el presente trabajo se llevaron a cabo en las
instalaciones de bioseguridad nivel 3 en el laboratorio de Patologia Experimental
(BSL-3) y en el DIEB (ABSL-3) en el INCMNSZ. El alumno recibid, la capacitacion
adecuada para llevar a cabo, todos los protocolos de manera correcta y segura.

4.1 Cepas

Para este trabajo se utilizaron las cepas de Mycobacterium tuberculosis H37Rv (wild
type), la cepa de Mycobacterium bovis BCG Ph y la cepa mutante de H37Rv
MtbActpF la cual fue proporcionada por el grupo de la Dra. Milena Maya Hoyos*?°.
Las cepas se almacenaron en criotubos de 1.5 ml a -80°C.

4.2 Animales de Experimentacion

Todos los experimentos se realizaron en ratones BALB/c machos de 8 semanas de
edad. Previamente, se calculo el tamafio de muestra se utilizé el método propuesto
de Rojo A.,2014%. Sin embargo, después de la pandemia se ajusté dicho nimero
utilizando informacién de trabajos previamente publicados?4°.Para este proyecto se

utilizaron 30 ratones y se dividieron en tres grupos de 10 ratones cada uno.
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4.3 Modelo experimental

El modelo experimental utilizado en nuestro laboratorio corresponde a un modelo
de TB pulmonar progresiva el cual se caracteriza por el establecimiento de dos fases
principales durante el desarrollo de la enfermedad®°.

Etapa temprana: corresponde al primer mes de infeccibn y se caracteriza
histolégicamente por la presencia de infiltrado inflamatorio constituido por linfocitos
y macrofagos; durante la segunda semana se forman sistematicamente granulomas
constituidos principalmente por linfocitos T CD4 de tipo Th-1 (productores de las
citocinas IFN- y e IL- 2) y macréfagos activados (productores de TNF- a). En esta

fase se considera que hay un control temporal de la infeccion®.

Etapa avanzada o progresiva: En esta fase de la enfermedad, desde el punto de
vista inmunoldgico, se incrementa significativamente la presencia y actividad de los
linfocitos T cooperadores de tipo 2 (Th-2), los cuales se caracterizan por producir
las interleucinas antagonistas de la respuesta Th-1 como la IL- 4, 10 y 13. Esta
respuesta favorece la sobrevida y proliferacion bacteriana provocando que la
enfermedad progrese generando extensas areas de neumonia y muerte por

insuficiencia respiratoria®.
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4.4 BCG Ph

Las subcepas de BCG inducen diferentes niveles de proteccién en ensayos clinicos
por lo que es importante elegir la cepa que presente una mayor proteccion y control
de la enfermedad. Un estudio anterior realizado en el laboratorio comparoé diferentes
cepas de BCG en el modelo de TB pulmonar progresiva en ratones BALB/c?.

Los resultados mostraron que la cepa BCG Ph fue la méas eficaz como vacuna en
este modelo al presentar un nimero menor de UFC y disminuir el porcentaje de
neumonia alos 2y 4 meses después del reto en comparacion a las demas subcepas

evaluadas.

4.5 Titulo micobacteriano

Antes de llevar a cabo la vacunacion de los ratones se realizé un titulo bacteriano,
con el objetivo de tener una adecuada concentracion de bacterias con la cual

realizar los experimentos de vacunacion.

A patrtir del titulo bacteriano establecido para el lote se realizaron los célculos para
obtener una concentracion de 8,000 UFC de micobacterias suspendidas en 50 pL
de solucion salina para cada cepa. Una vez determinado el titulo, las alicuotas
requeridas del lote bacteriano se descongelaron a 37°C y se sonicaron durante 45
segundos para disgregar las micobacterias, después en tubos eppendorf se

realizaron diluciones seriadas de -1 a -2 por duplicado.

Se sembraron en cajas Petri con medio selectivo para el crecimiento micobacteriano
7H10-OADC (&cido oleico, albumina, dextrosa, catalasa)?®, se incubaron a 37°C en
una atmoésfera al 5% de CO2 y el nUmero de colonias se cont6 a los 14 y 21 dias

después del sembrado de acuerdo a lo publicado previamente?©.
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4.6 Vacunacion

Se vacuno a los ratones de manera subcutanea en la base de la cola con un in6culo
de 50 pL conteniendo 8,000UFC del grupo correspondiente. Como control se
inyectd el mismo volumen de solucién salina. Finalmente, para comprobar el titulo
de micobacterias administradas durante la vacunacion se realizé un cultivo

control?40,

4.7 Reto y dias de eutanasia

Se dejaron pasar dos meses para el establecimiento de la memoria inmunoldgica,
durante todo el experimento los animales se revisaron cada tercer dia para llevar el

registré de la sobrevida.

Transcurrido este periodo se llevé a cabo el reto para inducir la TB pulmonar
progresiva. Los ratones se anestesiaron por inhalacion con sevoflurano utilizando 1
ml en una camara de acrilico. Posteriormente se inocularon intratraquealmente con
250,000 bacterias de la cepa H37Rv suspendidas en 100 uyL de solucion salina
utilizando una canula de acero inoxidable (22GX1”) con punta roma (1.25mm). Para

comprobar el titulo de bacterias administradas se realizé un cultivo control4°,

4.8 Eutanasia y obtencion de muestras

Se sacrificaron cinco ratones de cada grupo (mutante, BCG y solucion salina) en
dos momentos distintos del experimento: a los 60 dias y a los 120 dias post
infeccion. La eutanasia se realiz6 por exanguinacion. El pulmoén izquierdo se
perfundié con alcohol absoluto para fijarlo y posteriormente incluirlo en bloques de

parafina y, hacer cortes histolégicos para realizar el analisis morfométrico.
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El pulmon derecho se almacend en criotubos de 1.5 ml; inmediatamente después
de su obtencion se congeld en nitrégeno liquido y las muestras se almacenaron a

-80 °C hasta su uso para la determinar la carga bacilar por conteo de UFC*°,

4.9 Determinacioén de carga bacilar

A partir de las muestras congeladas se evalud la carga bacilar de cada grupo para
cada tiempo de eutanasia. Para cultivar las micobacterias que se encuentran dentro
del pulmén se utilizé un homogenizador de tejidos (MP Biomedical, FastPrep-24).
Primero se colocé una perla de silice y zirconia en cada muestra, posteriormente se
agrego 1 ml de PBS-Tween y homogenizaron durante 20 segundos. Se repitio el

ciclo de homogenizacion 3 veces.

Posteriormente, las muestras se sonicaron a una frecuencia de 20 kHz durante 45s

y se realizaron diluciones seriadas (-1 al -4) del concentrado.

Para las diluciones seriadas se utilizé una placa de 96 pozos y se colocaron 270 uL
de medio liquido 7H9% en cada pozo; luego se tomaron 30 pL del homogenizado
(concentrado) y se coloco en uno de los pozos con el medio 7H9, luego se tomaron
30 uL de este pozo y se paso al siguiente pozo que contiene 270 uL del medio 7H9

y de la misma forma dos veces mas.

Luego, cada dilucion se sembrd en una caja Petri con el medio (7H10-OADC). Cada
caja de Petri se dividié primero a la mitad, para poder usarla con dos diferentes
ratones, y luego en cuatro secciones, para sembrar las cuatro diluciones seriadas
(concentrado, -2, -3y -4) en un volumen final de 10 uL (Figura 5). Se incubé a 37°C
en una atmosfera de CO: al 5% y el numero de colonias se contd a los 14 y 21 dias

después del sembrado?°.
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Figura 5. Caja Petri con medio 7H10-OADC. Las divisiones separan las diluciones
seriadas (concentrado, -2, -3 y -4) de dos ratones del mismo grupo.

4.10 Andlisis histologico

Después de la perfusion con alcohol absoluto, el tejido se dejo fijar durante 72 horas
a temperatura ambiente para luego cortar sagitalmente con una navaja. Los cortes
de tejido pasaron por alcohol absoluto, xilol y parafina (3 bafios de 1 hora cada uno),

para finalmente incluirse en bloques de parafina.

Se realizaron cortes histologicos de 4 uM en un microtomo (Leica RM2135) y se
tineron con hematoxilina-eosina. Posteriormente se llevd a cabo un analisis
morfométrico para evaluar el area pulmonar afectada por neumonia. Esta

cuantificacion se realiz6 en el analizador de imagenes (Leica LASv4.0)%.
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4.11 Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 en el programa GraphPad Prism version 8.0, para
los analisis histolégicos y UFC, en cada caso se llevo a cabo una prueba de Shapiro
Wilk para determinar la normalidad de datos, dependiendo de esto se realiz6 un
analisis de varianza tipo Anova o una prueba Kruskal-Wallis y las pruebas post hoc
(Tukey y Dunn) dependiendo de las pruebas realizadas anteriormente, para la
sobrevida se realizé una prueba Log Rank esta permitié6 comparar la supervivencia

entre grupos.
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Capitulo 5. Resultados
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Es importante mencionar que el trabajo experimental que se reporta en esta tesis
se realiz6 a lo largo de tres afios (2019-2021) ya que hubo una interrupcién debido
a la pandemia de Covid-19, ocasionando un retraso en la ejecucion de los
protocolos porque los alumnos no podian asistir al INCMNSZ. La preparaciéon de
cultivos y diluciones se llevaron a cabo durante 2019 y el trabajo experimental con

ratones se retomé en 2021.

Cuando se realizo la verificacion de la cantidad de micobacterias con las que se
vacundé a los ratones en el control de calidad realizado el dia de la vacunacion
(2021), el grupo de la cepa mutante MtbActpF mostré un nimero menor de UFC del
esperado (alrededor de 8,000UFC) (Tabla 1). En el caso de la dilucion de la vacuna
BCG Ph, el numero de UFC fue el esperado. Para el reto con la cepa wild type se
esperaba utilizar un indculo de 250,000 UFC y la prueba de cultivo mostro un inéculo

también cercano a lo esperado.

Tabla 1. Concentraciones reales de inoculo para vacunacion e infeccion

BCG Ph 9,250 UFC
MtbActpF 1,375 UFC
Reto 222,500 UFC

Originalmente el titulo de bacterias de la mutante MtbActpF en 2019 estaba en el
rango esperado (9,500 UFC). Sin embargo, un afio después, el conteo muestra una

disminucién en la concentracion de micobacterias (a 1,375 UFC).
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Sobrevida de ratones vacunados
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Figura 6. Sobrevida de ratones con solucion salina (SS), con vacuna control BCG
Ph y con vacuna atenuada MtbActpF retados con 225.000 UFC de la cepa wild type
H37Rv. Como era de esperarse, los ratones vacunados con la mutante MtbActpF
(vacuna atenuada) y con el control de vacuna BCG Ph, respectivamente, presentan
mayor sobrevida que el grupo de solucion salina. Esto es asi porque el grupo que
recibio solucidn salina no estad vacunado (no recibié antigeno) y por tanto no ha

tenido oportunidad de desarrollar una respuesta inmune protectora.
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Comparacion de UFC, a los 2 y 4 meses
post reto con cepa H37Rv
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Figura 7. Comparacion de las cargas bacilares en pulmoéon entre los grupos
vacunados con SS, BCG Ph y MtbActpF, retados con 225.000 UFC de la cepa wild

type H37Rv, a los 2 (barras negras) y 4 (barras azules) meses post infeccion.
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Con respecto a la carga bacilar en el pulmon de ratones retados con H37Rv, en el
primer tiempo de eutanasia se efectué un andlisis tipo Anova para el segundo
tiempo de eutanasia se realiz6 una prueba Kruskal-Wallis, posteriormente se
llevaron a cabo las pruebas pos hoc correspondiente para cada prueba, aquellos
grupos entre los cuales el valor de P<0.05 se consideraron diferentes.

A los 2 meses post reto, hay diferencia entre el grupo control y los vacunados con
BCG Ph (Valor de P=<0.0001), y MtbActpF (Valor de P=<0.0001) respectivamente,
entre los grupos de BCG Ph y MtbActpF no hay diferencia (Valor de P= 0.9995). A
los 4 meses post reto, no se encontrd diferencia entre ninguno de los grupos, los
datos obtenidos entre el grupo control y el grupo de BCG Ph (Valor de P=>0.999),
entre BCG Ph y MtbActpF (Valor de P= 0.2878) y entre el grupo control y el grupo
MtbActpF (Valor de P=0.0927).
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Comparacién de Porcentaje de Neumoniaalos 2y 4
meses post reto con cepa H37Rv
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Figura 8. Comparacion entre los porcentajes de superficie pulmonar afectados por
neumonia entre los grupos vacunados con SS, BCG Ph y MtbActpF, retados con
225.000 UFC de la cepa wild type H37Rv, a los 2 (barras negras) y 4 (barras azules)

meses post infeccion
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Con respecto al porcentaje de neumonia de ratones retados con H37Rv, en ambos
tiempos de eutanasia se efectudé un analisis tipo Anova y las pruebas pos hoc
correspondiente, aquellos grupos entre los cuales P<0.05 se consideraron
diferentes. En el porcentaje de neumonia a los 2 meses post reto, hay diferencia
entre el grupo control con BCG Ph y MtbActpF (Valor de P= <0.0001), entre BCG
Phy MtbActpF no hay diferencia (Valor de P=0.0561). En los datos de neumonia a
los 4 meses post reto, de igual forma que en el anterior tiempo de eutanasia se
presento diferencia entre el grupo control con los grupos de BCG Ph (Valor de P=
0.0086) y MtbActpF (Valor de P= 0.0015), entre BCG Ph y MtbActpF no hay
diferencia (Valor de P= 0.4701).

Tabla.2 Comparacion entre los grupos de SS, BCG Ph y MtbActpF de los valores
de UFC y porcentaje de neumonia a los 2 y 4 meses, post reto con 225,000 UFC de

la cepa wild type H37Rv

2 Meses 4 Meses
SS 6,730,000 UFC 10.55% 2,855,000 UFC 15.63%
BCG Ph 529,000 UFC 4.00% 1,944,000 UFC 7.45%
MtbActpF 512,000 UFC 1.69% 844,000 UFC 4.92%

El grupo de SS present6 el nimero mas alto de carga bacilar en ambos tiempos de
eutanasia (6,730,000 UFC y 2,855,000 UFC), BCG Ph mostr6 una disminucion en
la cantidad de UFC, sin embargo, MtbActpF fue la que present6 la menor cargar
bacilar en ambos tiempos post infeccion. Los porcentajes de neumonia a los 2
meses post infeccion indican que, el grupo de SS tienen los valores mas altos,
(10.55% y 15.63%), MtbActpF presenta el menor porcentaje de nheumonia (1.69%).
Este panorama se repitio a los 4 meses post infeccién, siendo el grupo de MtbActpF

el de menor porcentaje de neumonia (4.92%).
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La TB continda siendo un tema de preocupacion para los sistemas de salud publica
a nivel mundial. La busqueda de nuevas y mejores vacunas contra esta enfermedad
es un esfuerzo continuo y por ello en este trabajo se busc6 comprobar si utilizando
como cepa vacunal, Mycobacterium tuberculosis H37Rv con una delecién del gen
ctpF, era posible lograr un mejor control de la enfermedad en un modelo animal de

TB pulmonar progresiva.

Actualmente la Unica vacuna aprobada contra la TB es la BCG la cual, como ya se
menciond previamente, su eficacia esté influida por muchos factores tanto del (i)

huésped, (ii) la micobacteria y (iii) el ambiente.

Una de las funciones principales de la vacunacion es establecer una memoria
inmunoldgica eficaz y duradera para acortar el intervalo entre la infeccion y el inicio
de una respuesta inmunologica adaptativa en el sitio de la infeccion, de modo que
esta pueda controlarse rapidamente y asi evitar la diseminacion del patogeno'4. En
el caso particular de este trabajo no se puede hablar de proteccion, debido a que no
se midieron niveles de anticuerpo o células de memoria, el objetivo fue probar si la
vacunacion con la cepa atenuada presenta un mejor control de la enfermedad, y asi

sentar las bases para futuros experimentos.

Hoy en dia, hay un gran nimero de candidatos vacunales en diferentes fases, de
estas solo 3 utilizan micobacterias vivas y solo una (MTBVAC) emplea Mtb como
base. Uno de los retos que puede presentar una vacuna atenuada es que el
patégeno pueda mutar y revertir a su forma virulenta, especificamente para este tipo
de vacunas candidatas contra la TB el consenso de Ginebra, recomienda que las
vacunas vivas atenuadas tengan dos mutaciones independientes no reversibles que
garanticen la estabilidad del evento de atenuacion, es decir que cada una de las
mutaciones de forma independiente proporcionen un fenotipo de atenuacion

comprobable?.
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MtbActpF, utiliza como base una cepa de Mtb H37Rv, comparado con BCG que
utiliza una cepa de Mycobacterium bovis que infecta al ganado. La cepa presenta
una delecion en una ATPasa de tipo P, que son proteinas de membrana que ayudan
a mantener la homeostasis celular, ademéas se expresan durante la infeccion por
micobacterias como respuesta a la toxicidad producida por los altos niveles de
metales en los macrofagos humanos, ctpF se activa en condiciones similares al
entorno del fagosoma, en estudios anteriores se explica como se llevé a cabo la
construccién de la cepa, desde los andlisis para verificar que ion es el que
transporta, andlisis de complementacion, la delecion del gen y pruebas de perdida

de virulencia en un modelo animal*2°.

La principal ventaja de usar Mtb viva atenuada como vacuna es que muchas
regiones genéticas ausentes en BCG, todavia estan presentes en la cepa atenuada.
La mutacion de esta cepa no busca un antigeno en particular, como otras vacunas,
estd delecion ayudara a que el sistema inmunolégico tenga un repertorio de

antigenos mas amplio y semejante a la que enfrentaria en una infeccion real.

En los resultados mostrados se puede observar claramente que, al comparar tanto
UFC como el porcentaje de neumonia respectivamente, el grupo vacunado con
MtbActpF presenta los resultados mas bajos, lo que sugiere un mejor control de la
TB que BCG Ph, siendo esta cepa la que actualmente presenta un mejor manejo de
la enfermedad en este modelo murino. La demora en la vacunacion de los ratones
causo la muerte de una gran cantidad de las micobacterias en el lote que se utilizaria
para vacunar, a pesar de esto, MtbActpF presento los mejores resultados, aun con
el bajo numero con el que se vacund, esto sugiere, que ademas de las
micobacterias vivas, el inoculé contenia una gran cantidad de micobacterias
muertas, lo que representaba una gran cantidad de antigenos inmunogénicos
actuando como un adyuvante lo que género un aumento en la respuesta

inmunoldgica resultando en un mejor control de la enfermedad.
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No se observo diferencia estadistica entre los grupos de BCG Ph y MtbActpF en
ninguno de los parametros medidos (UFC y porcentaje de neumonia). Es
fundamental mencionar que no existe una conexion simple entre un valor de P y los
resultados probables de estudios posteriores, para tomar la decisién sobre si
continuar con una idea de investigacion®, por lo tanto, presentar o no una diferencia
estadistica no implicaria una diferencia biolégica. Todos los hallazgos deben
interpretarse en el contexto del disefio del estudio, incluida la naturaleza y el tamafio
de la muestra, la confiabilidad y validez de los instrumentos utilizados, ademas del

rigor con el que se realiz6 el estudio®.

Tomado en cuenta los resultados obtenidos, se puede decir que la cepa que
presenta la delecion del gen ctpF, presenta un mejor control de la enfermedad
teniendo un balance entre las UFC y el porcentaje de neumonia, esto es importante
ya que como se muestra en el articulo de Castillo y colaboradores?, hay cepas de
BCG que tienen un numero menor de micobacteria en el conteo de UFC, pero el
porcentaje de neumonia en los pulmones es muy alta, generando un mal control de
la enfermedad, dafio pulmonar y probablemente una insuficiencia respiratoria, para
el caso particular de la TB tiene que existir un balance, entre la cantidad de
micobacterias y la neumonia presente en los pulmones, es importante que se
genere una respuesta inmunolégica celular rapida e intensa, lo suficientemente
fuerte para eliminar al patdogeno pero sin provocar dafio extenso en el tejido
pulmonar, este desbalance se observa en el grupo SS, donde a los 4 meses post
reto se presenté una disminucién en el numero de UFC, en comparacion a los
nameros registrados a los 2 meses post reto, sin embargo el porcentaje de

neumonia es el mas alto entre todos los grupos.

Para lograr un control eficaz contra la TB se requerird mejoras en el diagnostico,
tratamientos mas cortos y un repertorio de vacunas mas eficaces, en el presente
trabajo se mostré que MtbActpF induce una mejor respuesta inmunoldgica dando

como resultado una menor carga bacilar y un menor porcentaje de neumonia, lo
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gue llevo a un mejor manejo de la enfermedad, ademas se sientan las bases para
realizar futuras investigaciones como, probar MtbActpF contra cepas de Mtb con
mayor virulencia, medir otros parametros como citocinas, células de memoria y
anticuerpos, ademas, de buscar una mutacion con la que se pueda unir MtbActpF,
para que pueda utilizarse como cepa candidata a vacuna contra la TB.
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-Se confirma que la delecion del gen ctpF en la cepa de Mycobacterium tuberculosis

H37Rv, disminuye su virulencia en comparacion a la cepa wild type.

-La cepa MtbActpF mostro un mejor control de TB en un modelo pulmonar
progresivo en ratones BALB/c, con un menor nimero de UFC y un menor porcentaje

de neumonia, a pesar del menor titulo bacteriano con el que se vacuno.

-La delecion del gen ctpF en la cepa H37Rv, puede considerarse como una de las

dos mutaciones necesarias, para elaborar una vacuna atenuada contra la TB.

Perspectivas: Los resultados obtenidos en este trabajo ayudaran como base para
futuros experimentos como, estudios con mayor numero de ratones, evaluar
diferentes concentraciones del titulo bacteriano para vacunar, ademas de realizar el

reto con cepas de Mycobacterium tuberculosis con mayor virulencia.
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