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RESUMEN

Introduccioén: el desarrollo de nuevas vacunas antituberculosas requiere de la
caracterizacion de la respuesta de inmunidad celular, inducida por el nuevo
candidato vacunal frente a los antigenos principales de Mycobacterium tuberculosis.
Objetivo: determinar el potencial inmunogénico de ~Mycobacterium habana” TMC-
5135, cuando se usa como vacuna subcutanea en ratones Balb/c.

Métodos: en este estudio se inocularon subcutdneamente ratones Balb/c con la
cepa viva “Mycobacterium habana”™ TMC-5135 y se determind la produccién in vitro
de IFN gamma en cultivos celulares de pulmén, bazo y ganglios inguinales
estimulados con antigenos solubles totales y el antigeno 85b. Como grupo control
se vacunaron ratones con BCG subcepa Phipps.

Resultados: particularmente en los ganglios linfaticos inguinales, ambos antigenos
indujeron mayor produccién de IFN gamma en los ratones vacunados con
“Mycobacterium habana” que con BCG.

Conclusiones: los resultados justifican la realizaciéon de nuevas investigaciones
usando ~Mycobacterium habana”™ TMC-5135 como candidato vacunal para prevenir
la tuberculosis.
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ABSTRACT

Introduction: development of new antituberculosis vaccines requires the
characterization of the cell-mediated immune responses induced by mycobacterial
antigens.

Objective: to determine the immunogenic potential of ~“Mycobacterium habana”
TMC-5135 when using subcutaneous vaccine in Balb/c mice.

Methods: in this study, Balb/c mice were inoculated subcutaneously with live
“Mycobacterium habana”™ TMC-5135. The production of IFN gamma in cell
suspensions obtained from the lungs, the spleen and the lymph nodes after
stimulation with mycobacterial antigens Ag85b or culture filtrate antigens (CFA)
was recorded.

Results: the production of IFN gamma after stimulation with CFA and Ag85b was
higher in mice vaccinated with “M. habana” than in animals immunized with BCG.
Conclusions: these results encourage new research on “M. habana” as vaccinal
candidate against tuberculosis.

Key words: tuberculosis, IFN gamma, ~Mycobacterium habana”, vaccine.

INTRODUCCION

La creciente morbilidad y mortalidad mundial de la tuberculosis (TB), asi como la
emergencia de cepas multidrogorresistentes y extremadamente resistentes y el
aumento de la infecciéon por el VIH, presentan un nuevo escenario en el control de
esta enfermedad.® A pesar de la disponibilidad de antibidticos eficientes y de la
aplicacion extendida de la vacunacion con BCG, la TB se encuentra fuera de control
en muchos paises en vias de desarrollo.??

En la actualidad, la Unica vacuna disponible para prevenir la TB en la poblacion
humana es la BCG. Desde su introduccién en 1921, se calcula que se han
administrado mas de 2,5 billones de dosis, lo cual la convierte hasta el momento
actual en la vacuna mas utilizada en humanos. La BCG tiene como ventajas su bajo
costo y seguridad, sin embargo, cuenta con la gran desventaja de que proporciona
proteccion solo contra la infeccidén primaria y las formas graves de TB, esto muestra
una actividad limitada en los individuos ya infectados y en la reactivacion de la
infeccion latente.*

A pesar del rechazo inicial mostrado por la comunidad cientifica internacional con
respecto al uso de bacterias vivas como vacunas, se ha demostrado que estas
constituyen potentes estimuladores de la respuesta inmune protectora contra la TB.
Su principal ventaja radica en la expresion de todo el arsenal de antigenos
micobacterianos y la capacidad de estos de estimular combinaciones de diferentes
poblaciones de células T.>°

“Mycobacterium habana' fue aislado la primera vez por Valdivia y otros, en 1971, a
partir de esputos provenientes de pacientes con enfermedad pulmonar
indistinguible de la TB.”® A pesar de que su perfil bioquimico y serolégico es similar
al de Mycobacterium simiae serotipo I, existen diferencias antigénicas e
inmunogénicas lo suficientemente distintivas como para mantener el término “M.
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habana” para aquellas cepas aisladas originalmente en Cuba.® Mas aun, esta
familia de bacterias son atenuadas y existen evidencias en modelos experimentales
de que la vacunacion con la cepa “M. habana”™ TMC-5135 confiere protecciéon contra
la infeccion por Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae, Mycobacterium
ulcerans y Leishmania donovani.*®** El objetivo del presente estudio fue determinar
el potencial inmunogénico de “M. habana” TMC-5135, cuando se usa como vacuna
subcutanea en ratones Balb/c. Para esto se determind la produccion de IFN gamma
en suspensiones celulares obtenidas de 6érganos diversos de ratones vacunados con
esta cepa y BCG, después de estimularlos in vitro con antigenos de M. tuberculosis.

METODOS
Bacterias

Se empled la cepa “Mycobacterium habana”™ TMC-5135, perteneciente a la
coleccién del Laboratorio Nacional de Referencia de Tuberculosis y Micobacterias del
Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri", la cual se encuentra también en la
coleccion internacional Trudeau Mycobacterium Collection (Trudeau Institute,
Saranac Lake, NY 12983, USA). Como control de inmunogenicidad se empleé la
cepa BCG-Phipps (Philadelphia), que carece de las regiones genéticas RD1 y RD2.*°

Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones Balb/c, machos, entre 8 y 12 semanas de vida del Instituto de
Ciencias Médicas y Nutricién "Salvador Zubiran", México DF, México.

Preparacion del in6culo

Las cepas se sembraron en medio liguido Middlebrook 7H9 (Becton Dickinson,
Sparks, MD) suplementado con 5 % de albumina-dextrosa-catalasa (ADC, Becton
Dickinson, Sparks, MD) y se incubaron a 37 ©C durante 3 semanas. La biomasa
bacteriana se resuspendié en PBS/Tween-80 0,05 % y los agregados celulares se
dispersaron empleando 10 ciclos de vortex de 1 min. Finalmente, las suspensiones
se centrifugaron a 1 500 rpm durante 15 min y se colectaron los sobrenadantes. El
conteo bacteriano se realizé en microscopio de fluorescencia con camara de
Neubauer empleando diacetato de fluoresceina como indicador de viabilidad. La
suspension bacilar se ajusté a 8 000 bacterias/100 pL.*®

Inoculacién y sacrificio

Se inocularon subcutaneamente en la base de la cola 3 grupos de 4 ratones con 8
000 bacterias vivas “M. habana” TMC-5135, el grupo control correspondi6 a
ratones Balb/c de la misma edad y nimero vacunados con la cepa BCG-Phipps.
Después de 15, 30 y 60 d de la vacunacion, los animales se sacrificaron por
exanguinacion y se colectaron los pulmones, bazos y ganglios linfaticos inguinales.
Todos los procedimientos se realizaron en gabinetes de seguridad biolégica clase Il,
ubicados en instalaciones para animales con un nivel de bioseguridad Ill. El
protocolo experimental fue realizado bajo las normas éticas de los institutos
participantes, siguiendo las leyes internacionales para el manejo y cuidado de los
animales de experimentacion.*®
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Preparacion de las suspensiones celulares

Los drganos colectados se depositaron inmediatamente en 2 mL de medio RPMI
suplementado con 0,5 mg/mL de colagenasa tipo 2 (Worthington, NJ, USA) e
incubados por 1 h a 37 ©C. A continuacion, estos fueron macerados y lavados con el
mismo medio. Las células se centrifugaron a 1 500 rpm durante 5 min. Se desechd
el sobrenadante y los glébulos rojos se eliminaron con solucién de lisis para
eritrocitos. Posterior al lavado, las células se resuspendieron en medio RPMI
suplementado con L-Glutamina 2 mM, 100 U/mL de penicilina, 1 pg/mL de
estreptomicina y suero fetal bovino 10 %. Las suspensiones celulares se contaron
con azul tripano 0,4 % (Sigma) y se ajustaron a 10° células/mL. Los cultivos para
la determinacion de IFN gamma se realizaron en placas de 96 pocillos de fondo
plano (Costar).’

Estimulacion celular

Los cultivos celulares se incubaron con los antigenos solubles totales (CFA) que
correspondieron a una preparacion de antigenos obtenida de sobrenadantes de
cultivo de M. tuberculosis cepa H37Rv y el antigeno recombinante puro Ag 85b, a
una concentracién de 5 pg/mL.*” Como controles positivo y negativo de
estimulacion se emplearon la Concanavalina A y medio RPMI solo, respectivamente.
Con el objetivo de establecer el tiempo 6ptimo de produccion de IFN gamma para
los cultivos celulares de los ratones vacunados con la cepa “M. habana”™ TMC-5135,
los 6rganos colectados el dia 15 posterior a la vacunaciéon se sometieron a 24, 48 y
72 h de estimulaciéon antigénica. Los cultivos celulares de los ratones vacunados
con BCG-Phipps se estimularon con los mismos antigenos durante 72 h.'’

Produccién de IFN gamma

En cada uno de los momentos previamente sefialados, las células se centrifugaron y
en el sobrenadante se cuantifico IFN gamma a través de un sistema comercial de
ELISA (Pharmingen. San Diego, CA, USA), siguiendo las instrucciones del
fabricante. El experimento se realizé por duplicado y la concentracion de IFN
gamma se expres6 como la concentracion media (pg/mL) + desviacion estandar
(DE). El indice de estimulaciéon antigénica con respecto al control (E/C) se calculd
con la formula:

_ Concentracidn de IFMyen el sobrenadante en presencia de estimulacidn antigénica
Concentracidn de IFMy en el sobrenadante en ausencia de estimulacidan antigénica

ESC

Una relacién E/C mayor que 3 se consider6 como una respuesta positiva.*®'° Una
vez establecido el tiempo 6ptimo de exposiciéon al estimulo antigénico, este se
empled en los experimentos siguientes (dias 30 y 60 posvacunacion).

Analisis estadistico

Se calcul6 la desviacion estandar para cada uno de los estimulos antigénicos, en los
diferentes tiempos de estimulacién. Se realiz6 la prueba de T para muestras
pareadas (IC 52,31-100,25; IC 100,25-126,53) con el objetivo de determinar la
significacion estadistica de los niveles de IFN gamma. Un valor de p< 0,05 se
considerd como significativo.
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RESULTADOS

En la figura 1 (A, B y C) se muestra la cinética de produccion de IFN gamma en
diferentes tiempos de estimulacién con antigenos de M. tuberculosis, luego de 15 d
de recibir la inoculacion con ~M. habana”™ TMC-5135. Para todos los 6rganos
analizados, los mayores niveles de produccion (p< 0,05) se observaron en las de
72 h de incubacion.

Los niveles de IFN gamma en respuesta a la estimulacién con Ag85b y CFA fueron
similares, mostraron diferencias significativas con el control negativo. Las
concentraciones de IFN obtenidas a las 72 h de estimulacién antigénica se
muestran en la tabla. Los cultivos de células de los ganglios linfaticos mostraron los
valores mas altos cuando se estimularon con CFA o Ag85b; estos fueron de 40,4 y
32,8, respectivamente.

Tabla. Produccion de IFNy en cultivo de células de pulmon, bazo y ganglios linfaticos
de animales vacunados, tras estimulacién con antigenos de Mycobacterium
tuberculosis

IFN-y
Estimulo Pulrmdn Bazo Ganglio
antigénico Media {pg/mL) £/t Media {pg/mL) £/t Media (pg/mL) E/Ct

+ DE ! + DE ! + DE !

sin 6,5 = 1,2 7,2 £ 1,3 7,2 £ 1,3
antigeno
CFA 141,7 = 16,0 21,8 122,0 = 14.3 17,2 281,5 = 23,8 40,4
Ag-85 132,8 = 26,2 20,5 110,7 = 19.5 15,7 233,60 = 34,3 22,8

"E/C: concentracidn de IFNy en cultivos estimulados antigénicarmente/concentracion de IFN-y en
cultivas sin estimular. CFA: antigeno proveniente de filtrado de cultivo de Mycobacterium
tuberculosis, Ag-85: antigeno temprano de 85 kDa.

Teniendo en cuenta que a las 72 h de estimulacién se obtuvo la produccién maxima
de IFN gamma, las mediciones en los 30 y 60 d posvacunacion se analizaron bajo
las mismas condiciones.

Se comparé la inmunogenicidad de “M. habana” y BCG cuantificando la produccion
de IFN gamma en suspensiones celulares obtenidas del bazo, los pulmones y
ganglios linfaticos estimulados con los diferentes antigenos y a diferentes tiempos
posinoculaciéon (Fig. 2). La produccion de IFN gamma en presencia de CFA y Ag85b
fue ascendente en todos los 6rganos analizados hasta el final del experimento.
Igual comportamiento tuvo el grupo vacunado con BCG, sin embargo, la cantidad
de esta citocina fue significativamente menor desde el dia 30 posvacunacion en los
pulmones y bazo.
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* Diferencias significativas con respecto al cultive sin estimular
(p< 0,05).

Fig. 1. Concentracion de interferén en los cultivos celulares de
pulmdn (A), bazo (B) v ganglios linfaticos (C) después de la
estimulacion con antigenos de Mycobacterium tuberculosis en
intervalosde 24,48y 72 h.
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* Diferencias significativas {p< 0,05) entre los grupos.

Fig. 2. Produccion de interferon en ratones vacunados con
"Mycobacterium habana’ en respuesta a la estimulacion
antigénica con antigenos de Mycobacterium tuberculosis. Se
emplearon ratones vacunados con BCG como controles.
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Los resultados mas relevantes corresponden a la respuesta observada en los
ganglios linfaticos regionales. En estos drganos se observaron diferencias
significativas entre el grupo de ensayo y el control, desde el inicio del experimento.
Luego de 2 meses de la administraciéon de ~M. habana” los valores de IFN gamma
fueron el doble de los registrados en el grupo vacunado con BCG.

DISCUSION

Tradicionalmente, la mayoria de las vacunas contra las enfermedades infecciosas
consisten en patégenos vivos atenuados que inducen una fuerte respuesta
inmunoldgica. El principal obstaculo en el desarrollo de este tipo de inmunégeno
radica en la dificultad de lograr un nivel razonable de atenuacion sin afectar su
inmunogenicidad.?® Las micobacterias ambientales en general son organismos
atenuados que comparten un niumero no despreciable de antigenos entre si y con
M. tuberculosis, lo que las convierte en blanco de las investigaciones en el campo
del desarrollo de vacunas antituberculosas. Mycobacterium microti y Mycobacterium
vaccae constituyen algunos ejemplos de los méas estudiados.?°

Desde su primo aislamiento, “M. habana” desperté gran interés por su poder
inmunogénico. Raj y otros demostraron la seguridad de la vacunacion intravenosa
con esta micobacteria tras la observacién de una reduccién significativa de la carga
bacilar hasta una total esterilizacién en los pulmones de los ratones infectados, sin
evidencias de lesiones pulmonares.*!

Los correlatos de proteccion constituyen variables inmunolégicas con valor
predictivo en la proteccidon contra la reinfeccién. Existe consenso internacional en
cuanto a la dificultad para encontrar parametros utiles, que puedan ser
correctamente extrapolados desde el modelo experimental hasta los humanos.
A pesar de esta situacién esta demostrado que el control de la infeccion
micobacteriana se caracteriza por la participacion de células T CD4", productoras de
citoquinas tipo I, en particular IFN gamma.?"'?? En nuestro estudio los cultivos
celulares de los principales 6rganos de los animales vacunados se estimularon in
vitro con antigenos de M. tuberculosis, con el objetivo de cuantificar la produccion
de esta citoquina.

20,21

La respuesta inducida con el Ag85b resulté mas eficiente en los animales que se
inmunizaron con “M. habana”™ que en los vacunados con BCG. El complejo
antigénico 85 esta conformado por 3 proteinas con actividad transferasa de acidos
micolicos: Ag85a, Ag85b y Ag85c (32A kDa, 30 kDa y 32-kDa, respectivamente); el
Ag85b es el componente mayoritario en este complejo.???® Se ha demostrado de
modo experimental que esta molécula constituye una fraccion relevante dentro de
las proteinas secretadas por M. tuberculosis. De igual forma, Jyothi y otros, asi
como Chaturvedi y otros, coinciden al afirmar que el Ag85b constituye el antigeno
de secrecion temprana mas importante al purificar sobrenadante de cultivo en fase
log de “M. habana” TMC-5135.2*?° La fuerte induccién inmunolégica que se genera
tras la inoculaciéon de una cepa viva explica los altos niveles de IFN gamma
encontrados, luego de la estimulacion in vitro con este antigeno.

Por su parte, la estimulacion con CFA mostré los mas altos niveles de IFN gamma
en los animales inmunizados con “M. habana”. Esta observacién sugiere una
estrecha relacion entre las proteinas secretadas por ambas especies
micobacterianas. Los antigenos solubles, en su conjunto, constituyen estimuladores
tempranos de la respuesta inmune protectora debido a su rapida apariciéon en el
desarrollo de la infeccion.**?3%%2% | a produccién ascendente de IFN gamma durante
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el transcurso del experimento sostiene la hipdtesis de que los bacilos vivos
funcionan como inductores potentes de la respuesta de activacion de la inmunidad
celular.?>La menor respuesta encontrada en los ratones inmunizados con BCG
pudiera estar relacionada con el hecho de que esta cepa no presenta las regiones
RD1 y RD2, las cuales codifican para antigenos de secrecién con un reconocido
potencial inmunogénico.?’ La seleccién de esta cepa de BCG para la comparacion
con “M. habana” fue porque esta subcepa resultd la mas eficiente entre otras 10
para inducir de manera experimental proteccién contra M. tuberculosis.'®

Independientemente del antigeno empleado en la estimulacién, los ganglios
linfaticos evidenciaron la mayor respuesta inmunolégica desde los primeros 15d y
hasta 2 meses después de la vacunacion. Estos fueron extraidos de la region
inguinal, que corresponden a los 6rganos linfoides secundarios mas cercanos al sitio
de inmunizacioén. En ellos se efectla la presentacion antigénica como paso inicial de
la respuesta inmune adaptativa, funcionando como sitios de convergencia del
sistema de vasos que colectan el liquido tisular procedente de los tejidos aledafos.
De igual forma, el empleo de microorganismos vivos garantiza una estimulacion
antigénica constante en estos 6rganos, lo cual se manifiesta en mayores niveles de
produccion de citoquinas.?’?®

El IFN gamma como molécula inmunomoduladora aumenta la actividad citotdxica y
fagocitica de los macréfagos. De igual forma induce la expresién de moléculas del
MHC clase | y Il en las células dendriticas y otras células presentadoras de
antigenos, asi como incrementa el desarrollo y la diferenciaciéon de las células Th1l.
La demostracion de una elevada produccién de IFN gamma por los cultivos
celulares realizados a partir de los érganos de ratones inoculados con M. habana”™
y la importancia de esta citoquina en la respuesta inmune protectora contra las
micobacterias, avala la realizacion de estudios futuros que empleen “M. habana”
como candidato vacunal contra la TB.
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