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RESUMEN

Antecedentes: La BCG protege solo contra las formas graves de Tuberculosis en
la infancia, lo que ha motivado la busqueda de nuevos candidatos vacunales. Se
encuentra parcialmente reportada, la inmunogenicidad de M. "habana” frente a
varias enfermedades producidas por Micobacterias, aspecto que unido a la
presencia en el Laboratorio Nacional de Referencia de Tuberculosis del IPK de un
grupo de aislamientos de M. "habana’, motivaron la realizacién del presente
trabajo.

Problema a resolver: Un tercio de la poblacibn mundial se encuentra infectada
con M. tuberculosis, aparecen mas de 8 millones de casos nuevos y mas de un
millon de muertes anuales por esta enfermedad. Se carece de una vacuna efectiva
para prevenir los casos de Tuberculosis pulmonar y reactivacion en el adulto, lo
gue plantea la urgencia en la blusqueda de nuevas soluciones profilacticas. La
demostracion de la seguridad y proteccibn generada por la vacunacion
experimental con M. "habana” TMC 5135 permitira asegurar la continuidad de su
estudio como candidato vacunal contra la Tuberculosis.

Objetivos: Determinar el potencial vacunal de Mycobacterium “habana”™ TMC
5135 contra la Tuberculosis experimental.

Resultados: Se demostrd la seguridad, inmunogenicidad y proteccion que
confiere la vacunacion con M. “habana” TMC 5135 frente a la Tuberculosis
experimental, con el empleo de nuevos modelos animales, el uso de técnicas
morfométricas automatizadas y la determinacion de factores inmunolégicos, no
antes descritos en la infeccibn por este agente. Los estudios realizados
permitieron contribuir al conocimiento de la biologia y la respuesta inmune a este
microorganismo. Se introdujo el reto intratraqueal con M. tuberculosis en los
experimentos dedicados al estudio del potencial protector de M. "habana’, lo que
garantiza la simulacion de la via de infeccion natural. Se demostré que la
vacunacion con M. "habana” TMC 5135 es igualmente protectora que BCG, contra
la TB, lo que garantiza la continuidad de su estudio como candidato vacunal en
etapas posteriores del desarrollo preclinico. El resultado se encuentra avalado por
3 publicaciones nacionales y 2 publicaciones internacionales. De estas Ultimas,
una corresponde a un capitulo de un libro especializado en el tema y la otra con
un trabajo situado en la revista de mayor factor de impacto en el ambito de las
publicaciones experimentales en el campo de la Tuberculosis.

Conclusiones: M. "habana” TMC 5135 es atenuada de forma natural, tras infectar
modelos animales con indculos elevados de esta micobacteria. Por su parte, la
administracion de la dosis vacunal de M. ,habana TMC 5135 es igual de segura
que BCG en modelos animales inmunodeficientes e igualmente protectora, que
esta Ultima, impidiendo la progresiéon de la Tuberculosis experimental. Estos
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resultados resultan altamente promisorios y garantizan la continuidad hacia etapas
posteriores del desarrollo preclinico de este candidato vacunal.

COMUNICACION CORTA

Méas de cinco décadas han transcurrido desde la introduccion de drogas
potencialmente eficaces contra la Tuberculosis (TB) en los Programas Nacionales
de Control. Sin embargo esta enfermedad continda siendo un problema de salud a
escala mundial constituyendo la segunda causa de muerte entre las enfermedades
infecciosas. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estim0, al cierre de 2011,
la aparicién de 8,7 millones de casos nuevos y 1.4 millones de muertes. A estas
cifras se le afiade que un tercio de la poblacion mundial se encuentra infectada
con Mycobacterium tuberculosis, la emergencia de cepas multidrogorresistentes y
extremadamente resistentes y el incremento de la coinfeccion con el virus de la
inmunodeficiencia humana, presentdndose un nuevo escenario para el manejo y
control de esta enfermedad (1).

La BCG (Bacilo Calmette-Guérin) continda siendo la Unica vacuna disponible para
prevenir la TB, desde su introduccion en el afio 1921. Esta tiene como ventajas su
bajo costo y amplio historial de seguridad, a lo se le afiade una eficacia protectora
mayor del 80% en las formas graves de la enfermedad en la infancia. En
contraste, las evidencias de proteccion contra la TB pulmonar en adolescentes y
adultos son en extremo variables (2).

Esta es la principal razén del incremento registrado en los ultimos 20 afios, en la
biasqueda de nuevos candidatos vacunales. Estos comprenden diferentes
estrategias, entre las que se destacan las vacunas vivas atenuadas obtenidas a
partir de la induccion de mutaciones en genes que codifican para importantes
factores de virulencia de M. tuberculosis o a través del uso de micobacterias no
tuberculosas (3).

Mycobacterium “habana “ se aislé por primera vez por Valdivia et al., en 1971, a
partir de pacientes con enfermedad pulmonar indistinguible de una TB. A pesar de
que su perfil bioquimico y serolégico es similar al de Mycobacterium simiae
serotipo | (4) existen diferencias antigénicas (5) e inmunogénicas (6) que
permanecen sin explicacion y se ha mantenido, en la literatura, la denominacion
M. "habana” para aquellos aislamientos originales de Cuba (7,8).

Existen algunas evidencias que asocian en menor o mayor grado a M. "habana’
TMC 5135 con proteccion contra la infeccion por M. tuberculosis (5), M. ulcerans
(9), M. leprae (10) y Leishmania donovani (11). Estos antecedentes sumados a
poder contar en el Laboratorio Nacional de Referencia de Tuberculosis del Instituto
“Pedro Kouri” (IPK), con aislamientos de M. "habana” motivaron la realizacién del
siguiente trabajo.

Breve descripcion de los principales resultados alcanzados:
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Virulencia de M. "habana” TMC 5135 en un modelo experimental de TB
pulmonar progresiva.

Se realizé la infeccidn intratraqueal de ratones BALB/c, con 2,5 x 105 bacilos de la
cepa M. "habana” TMC 5135 segun un modelo de TB pulmonar progresiva,
previamente descrito (12). Paralelamente un grupo control se infecto, siguiendo el
mismo protocolo, con M. tuberculosis H37Rv. Se determinaron los parametros de
sobrevida, carga bacteriana pulmonar, cambios histopatologicos, asi como la
expresion de factores inmunolégicos tales como: IFNy, TNFo, iNOS e IL-4.

La infeccion con M. "habana” TMC 5135 permiti6 un 100% de sobrevida en los
ratones infectados. En contraste, los animales pertenecientes al grupo control
comenzaron a morir tempranamente y para la novena semana todos habian
muerto (p<0,05). La carga bacilar pulmonar se correspondié con los resultados de
sobrevida, de tal forma aquellos que recibieron la cepa de M. "habana” mostraron
valores significativamente menores de unidades formadoras de colonias (UFC)
que los pertenecientes al grupo control (p<0.05) (13,14).

El porcentaje de superficie pulmonar afectado por neumonia se tomé como
indicador del dafio provocado por la infeccién. Estas se caracterizaron por la
presencia de abundantes macréfagos vacuolados intra-alveolares con algunas
células gigantes multinucleadas y numerosos linfocitos alveolares e intersticiales
rodeando las areas perivasculares y peribronquiales. Los ratones infectados con
M. "habana” TMC 5135 mostraron un porcentaje de consolidacion pulmonar
significativamente menor que el observado en el grupo inoculado con M.
tuberculosis (p<0.05). En este ultimo la neumonia abarcé, aproximadamente, un
40% del area pulmonar, luego de 2 meses de la infeccion intratraqueal (14).

Los granulomas constituyen un sello caracteristico en la proteccion contra la
infeccion por micobacterias (15). Estos comenzaron a aparecer tempranamente y
su talla se increment6 de manera significativa a través del experimento en los
ratones receptores de la cepa de M. "habana’. El acmé de la respuesta protectora
se alcanz6 el dia 21, cuando estas estructuras alcanzaron su plena maduracion. Al
finalizar el experimento los animales que recibieron la cepa TMC 5135 mostraron
granulomas tres veces mayores que el grupo control (p<0.05) (14).

La expresion de ARNm especifico para varios factores inmunoldgicos arrojé un
incremento progresivo en la expresion de factores inmuno protectores como el
IFN-y, TNF-a y la enzima iNOS, la cual resultdé superior a la inducida por M.
tuberculosis H37Rv. En contraste, se detectdé mayor expresion de IL-4 en este
altimo grupo, citoquina que se asocia con la induccion de una respuesta inmune
no protectora frente a las micobacterias (14).

Los resultados de este estudio sugieren la atenuacion natural de M. "habana” TMC
5135.
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Biodistribucion e Inmunogenicidad de M. "habana” TMC 5135 como vacuna
viva en ratones BAILB/c.

Grupos de ratones BALB/c se vacunaron en la base de la sola con 8000 bacilos
vivos de M. "habana” TMC 5135. De forma simultdnea un grupo control recibio
igual dosis de BCG-Phipps (16). A los 15, 30 y 60 dias posteriores a la
vacunacion, los animales se sacrificaron para determinar la biodistribucion
vacunal, asi como la produccion de IFN-Yen respuesta a antigenos relevantes en
la proteccién contra M. tuberculosis (CFA, Ag85b y ESAT-6).

Los ganglios linfaticos inguinales, bazos y pulmones de los animales inmunizados
con M. "habana” y estimulados con CFA o con Ag85b produjeron niveles

significativamente mayores de IFN'"f’que los inmunizados con BCG, luego de 60
dias post-vacunacion. La estimulacion con ESAT-6 indujo valores inferiores a los
15 pg/mL de I'N-Yen los tres organos ensayados durante todo el experimento.
Estos no mostraron diferencias significativas al compararlos con el grupo control,
lo que hace pensar en la ausencia de los genes que codifican para esta proteina
en M. "habana’, al igual que sucede en BCG. Se constato diseminacion de ambas
cepas hacia los diferentes o6rganos estudiados y se cuantificaron bajas cargas
bacilares con tendencia a la esterilizacion hacia el final del experimento en
aguellos inmunizados con M. "habana” TMC 5135 (14, 17). Estos hallazgos
evidencian la mayor inmunogenicidad de esta cepa con respecto a la actual
vacunacion con BCG.

Seguridad de la vacunacion con M. "habana” TMC 5135 empleada como
vacuna viva en ratones inmunodeficientes.

Se investigo el potencial virulento de M. "habana” TMC 5135 en comparacién con
BCG empleando un modelo de raton inmunodeficiente (nude, nu-/nu-). Los
animales inoculados con M. "habana” sobrevivieron por tres semanas mas que los
que recibieron BCG, lo cual pudiera sugerir una a mayor atenuacién de la primera,
aunque estos resultados no mostraron diferencias estadisticamente significativas
(14, 18). Este comportamiento permite afirmar que M. "habana” TMC 5135 cumple
con el Il Consenso de Ginebra para los candidatos vacunales vivos contra la TB, el
cual plantea que estos deben ser a, al menos, igual de seguros que BCG

Proteccion conferida por la vacunacién con la cepa viva ‘M. habana” TMC
5135 en ratones BALB/c tras el reto con M. tuberculosis H37Rv

Se vacunaron subcutaneamente grupos de ratones BALB/c con 8000 bacilos de
M. “habana” TMC 5135 y BCG, respectivamente. Luego de dos meses los
animales se retaron intratraguealmente con 2,5 x 105 células vivas de M.
tuberculosis H37Rv. En los dos y cuatro meses siguientes al reto se estudio la
sobrevida, las cargas bacilares pulmonares, asi como se cuantificaron los dafios
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provocados en el tejido y la respuesta histologica de los animales vacunados a la
infeccion (12).

Todos los ratones vacunados con M. "“habana” TMC 5135 o con BCG-Phipps
sobrevivieron al reto con M. tuberculosis H37Rv. Hacia el final del experimento, se
pudo constatar que la carga bacteriana pulmonar no mostraba diferencias
significativas entre los grupos de animales vacunados y si con el control sin
vacunar, resultados que concuerdan con los niveles de afectacion en el tejido,
registrado en este Ultimo grupo. Se demostrd la presencia de granulomas de
mayor talla en animales inmunizados con M. "habana’, sin embargo estos no
resultaron diferentes del comportamiento de BCG para este parametro (14). Estos
resultados permiten inferir que la vacunacién experimental con M. "habana” TMC
5135 impide la progresiéon de la TB, en la misma medida que BCG y garantizan la
continuidad de su estudio como candidato vacunal en etapas posteriores del
desarrollo preclinico.
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Novedad y aportes cientificos

Se demuestra la seguridad, inmunogenicidad y proteccion de Mycobacterium
"habana” TMC 5135 frente a la TB experimental, con el empleo de nuevos
modelos animales, el uso de técnicas morfométricas automatizadas y la
determinacion de factores inmunoldgicos, no antes descritos en la infeccién por
este agente. La introduccion del reto intratraqueal con Mycobacterium tuberculosis
supone una novedad con respecto a los estudios previos que explotan el reto
endovenoso con M. tuberculosis, permitiendo simular la via de infeccién natural
gue emplea este patdgeno para producir la infeccion.

- Contribucion al conocimiento de la biologia y la respuesta inmune a M. "habana’
TMC 5135.

- Se estudia, por primera vez, la induccion de respuesta inmune cruzada contra
antigenos relevantes para la proteccion frente a M. tuberculosis, la cual superé a
la promovida por la vacunacion con BCG.

- Se reporta, por primera vez, la seguridad de la vacunacion con M. "habana” TMC
5135, tomando como referente la vacunacion con BCG, como establecen las
normativas internacionales para el estudio de candidatos vacunales vivos contra la
TB.

- La proteccion conferida por M. "habana” TMC 5135 es igual a la inducida por
BCG lo que garantiza la continuidad de su estudio como candidato vacunal en
etapas posteriores del desarrollo preclinico.
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