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Resumen

La presente propuesta de Premio a la ACC describe la obtencién, en el Instituto Finlay, de
novedosos y potenciales candidatos profilacticos contra la Tuberculosis obtenidos a partir de
micobacterias no patogénicas (Mycobacterium smegmatis y Mycobacterium bovis BCG). El
trabajo realizado forma parte de un proyecto de colaboracién internacional entre el Instituto
Finlay y la Universidad de Sains Malasia (USM). La tuberculosis (TB) es la primera causa de
muerte en el mundo debido a una enfermedad infecto-contagiosa y anualmente cobra
alrededor de 1.5 millones de muertes. Desde 1921 existe una Unica vacuna disponible para
prevenir la enfermedad (BCG), sin embargo esta posee marcadas desventajas debido a que
tiene una eficacia limitada (entre 10 y 20 afos), solo protege contra las formas meningea y
miliar en la infancia y no protege contra la forma pulmonar de la TB en adultos, aspecto critico
teniendo en cuenta que esta constituye la forma mas frecuente de la enfermedad y la
responsable de la transmision. Para el tratamiento de la TB se aplica una combinacion de
antibidticos por un largo periodo de tiempo y debido al escaso acceso a esta terapia y al
abandono del tratamiento, circulan actualmente en el mundo cepas que ofrecen diferente grado
de resistencia a estas drogas, existiendo ya cepas totalmente resistentes. Todo lo anterior
justifica la urgente necesidad de desarrollar un candidato vacunal novedoso que mejore,
sustituya o refuerce la vacunacion con BCG. El objetivo del presente trabajo consistié en la
obtencion y evaluacion de candidatos vacunales contra la tuberculosis a partir de
proteoliposomas (PLs) y extracto lipidico de micobacterias que comparten elevado grado de
homologia con Mycobacterium tuberculosis pero que no son patogénicas, lo cual constituye
una considerable ventaja. El Instituto Finlay tiene experiencia de mas de dos décadas en la
obtencion de PLs a partir de bacterias lo cual constituye una fortaleza para la obtencion y
desarrollo de estos candidatos. Entre los candidatos vacunales contra la tuberculosis que
actualmente se encuentran en diferentes fases de evaluacion a nivel mundial, ninguno es
basado en nuestra estrategia. Para la aprobacién del estudio en humanos de un nuevo
candidato vacunal contra la tuberculosis se exige demostrar su capacidad protectora en
diferentes etapas preclinicas: 1™ fase en modelo ratén, 2* fase en modelo curiel (debido a la
alta susceptibilidad de esta especie a la infeccion con M. tuberculosis) y opcionalmente 3™ fase
en primates no humanos. De igual modo, se han establecido indicadores claves de proteccion
en estos modelos los cuales incluyen la reduccion de la carga bacteriana y del area neumonica
en pulmoén. En nuestro estudio demostramos la capacidad antigénica de los PLs y del extracto
lipidico en humanos, la induccion por parte de estos candidatos de una elevada respuesta
inmunoldgica en ratones, asi como un elevado reconocimiento de antigenos de M. tuberculosis,
todo lo cual nos permiti6 avanzar a los estudios de reto empleando un modelo de infeccion
progresiva experimental. Como resultado, se demostré la capacidad protectora de los
candidatos en estudio mediante la reduccion significativa de la carga bacteriana y del area
neumoanica en pulmoén, cuando los PLs se administraron adyuvados con hidroxido de aluminio
como estrategia de refuerzo a la vacunacion con BCG y cuando se administro el extracto
lipidico de M. smegmatis adyuvado con hidréxido de aluminio, como candidato que podria
sustituir la vacunacién con BCG. Los candidatos estudiados estdn en estos momentos
avalados para avanzar a la siguiente fase de evaluacion preclinica. Los resultados se incluyen
en 7 publicaciones cientificas internacionales, 3 publicaciones nacionales, 1 capitulo de libro



internacional y 2 libros. Esta investigacion fue la base de la defensa de diversas Tesis de
Licenciatura, Maestria y de Terminacion de Especialidad Inmunologia, asi como se presentaron
los resultados contenidos en la misma en diferentes eventos cientifico-técnicos de caracter
nacional e internacional, incluyendo Premio Relevante del Forum de Ciencia de Técnica a nivel
de base.

3. Comunicacion corta

Introduccion

El Instituto Finlay cuenta con una vasta experiencia en la obtencion de PLs
desde la obtencién de la vacuna VAMENGOC-BC® contra la enfermedad
meningocaoccica causada por el serogrupo B de Neisseria meningitidis. A pesar
de los esfuerzos por erradicar la tuberculosis (TB) a nivel mundial, esta
enfermedad se reafirma como un critico problema de salud, encontrandose
entre las tres primeras causas de muerte debido a enfermedades infecciosas
(1). En el afo 2013 se notificaron 9 millones de nuevos casos y ocurrieron 1,5
millones de defunciones a nivel mundial (1). El control de la TB se ha visto
afectado por la aparicion de cepas multidrogo-resistente (MDR) vy
extremadamente-drogo-resistente (XDR) asi como por la coinfeccion con el
Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH), ademas de la baja cobertura
terapéutica y el diagnéstico tardio en muchos paises (1). Hasta el momento, la
Unica vacuna disponible contra la TB y aprobada por la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) para uso en humanos, es BCG, cepa atenuada de
Mycobacterium bovis (M. bovis), sin embargo induce una proteccion
extremadamente variable. EI amplio rango de proteccién conferido en las
diversas regiones donde ha sido aplicada, varia entre una proteccion nula
hasta un 80% (2). Aunque BCG ha mostrado proteccién contra las formas
graves de la enfermedad en la infancia, se cuestiona su efectividad en la
prevencion de la TB pulmonar del adulto (forma mas frecuente y responsable
de la transmision de la infeccién) (2). Una estrategia novedosa y aun no
explorada como candidatos contra la TB se basa en el uso de PLs. Los PLs
derivados de microorganismos son extractos de membrana celular compuestos
principalmente por lipidos y proteinas (3). Se forman en presencia de
detergentes apropiados, mediante interacciones hidrofébicas entre los
componentes de la pared celular y las moléculas del detergente (4). Esta
caracteristica permite la conformacion de estructuras vesiculares carentes de
virulencia pero que presentan los determinantes antigénicos de las bacterias
que le dieron origen (5). Previamente, se ha descrito el uso de PLs en la
preparacion de vacunas profilacticas contra enfermedades infecciosas, no solo
como componente antigénico principal, sino también como inmunoadyuvantes
(6-9). Las vacunas VA-MENGOC-BC® y MeNZB®, obtenidas por Cuba y
Nueva Zelanda respectivamente, son ejemplos de vacunas basadas en el
proceso de obtencién de PLs con detergentes y que han demostrado ser
efectivas en el control de la enfermedad meningocéccica (6, 10). A pesar de
existir varios estudios que avalan las potencialidades de los PLs en la
vacunologia (11, 12), en la actualidad existen muy pocas vacunas licenciadas
basadas en PLs. En nuestro trabajo obtuvimos PLs y un extracto lipidico a
partir de micobacterias no patogénicas que poseen un elevado por ciento de
homologia con M. tuberculosis. EI empleo de micobacterias no patdgenas,
representa una gran ventaja debido a la no obligatoriedad del uso de
instalaciones BSL 3 para su manejo.

Discusion y Resultados

-Estudio in silico de la presencia potencial de epitopes relevantes de M.
tuberculosis en los candidatos vacunales

Se identificaron proteinas homologas a M. tuberculosis en las micobacterias no
patdgenas evaluadas, mediante alineamiento de secuencia y se identifico que
las mismas estan localizadas en citoplasma, membrana y pared celular, lo cual



favorece su extraccidon mediante los métodos de obtencion de PL basado en
detergentes.

-Obtencién y Caracterizacién de Proteoliposomas y Extracto lipidico

Las vesiculas de membrana externa (VME) o proteoliposomas de
microorganismos han sido utilizadas en el desarrollo de vacunas, como por
ejemplo VAMENGOC-BC (13). Estas VME exhiben propiedades antigénicas e
inmunolégicas relevantes, que han permitido su efectiva aplicacion en la
vacuna por mas de 25 afios y también su uso como adyuvante en candidatos
gue se encuentran en desarrollo. Por otro lado, los extractos lipidicos derivados
de patégenos constituyen una fuente para el desarrollo de candidatos
vacunales (14). Haciendo uso de la fortaleza del Instituto Finlay en la obtencion
de PLs derivados de bacterias con capacidad vacunal y adyuvante, nos
propusimos obtener PLs derivados de micobacterias no patdgenas. El proceso
de extraccion/purificacion se adaptd del original (13), teniendo en cuenta las
caracteristicas  morfologicas/estructurales de las micobacterias. Las
micobacterias utilizadas en el proceso de obtencion de los PLs fueron M.
smegmatis y M. bovis BCG (PLMs y PLBCG, respectivamente). La
solubilizacion de los componentes de la pared se logré mediante el empleo de
deoxycolato (DOC) como detergente y se caracterizaron los PLs obtenidos
mediante técnicas de electroforesis, inmunoquimicas, colorimétricas Yy
espectroscopicas. Se determind ademas el tamafio y las caracteristicas
morfolégicas de las vesiculas empleando microscopia electrénica de
transmision y difraccion de luz (15). Como resultado se obtuvieron PLs
nanoparticulados (alrededor de 200 nm) compuestos por estructuras esféricas.
Para la obtencion del extracto lipidico se utiliz6 Mycobacterium smegmatis,
cuya biomasa se proces60 mediante método de extraccién empleando
cloroformo-metanol seguido de proceso de deshidratacion/rehidratacion para
reconstituir el extracto lipidico. Para la caracterizaciéon de los componentes
presentes en dicha formulacién se realiz6 una cromatografia de capa delgada
similar a la descrita en la literatura (15).

-Estrategias experimentales desarrolladas para evaluar el carécter
antigénico en humanos

Para la evaluacién del caracter antigénico en humanos se emplearon sueros de
personas sanas y enfermos con TB pulmonar activa. El criterio para la
seleccién de los donantes sanos fue el tiempo de exposicion a M. tuberculosis,
seleccionandose para el estudio individuos con exposicién de larga duracién
(mas de 10 afios), a los cuales se les realizo la prueba de la tuberculina. Como
resultado positivo a dicha prueba se consideré toda induracion en el sitio de
inoculacién del derivado proteico purificado (PPD) mayor o igual a 10 mm. Los
enfermos incluidos en el estudio fueron pacientes con TB pulmonar activa cuyo
diagnodstico se realiz6 atendiendo al cuadro clinico y se confirmé por
baciloscopia y cultivo de M. tuberculosis. Se realiz6 ensayo de ELISA y
Western blot para la determinacién cuantitativa y cualitativa de anticuerpos
humanos IgG reactivos. Adicionalmente se realizdé la determinacion de la
produccién de IFN-y mediante ensayo de ELISA, como resultado de la
estimulacion de la sangre total de humanos con las formulaciones vacunales.
La produccion de IFN-y en los individuos sanos (PPD+ y PPD-) fue
significativamente superior con respecto al grupo de pacientes con TB
pulmonar activa. Se ha descrito que la infeccion micobacteriana se caracteriza
por el reclutamiento de células T CD4+ productoras de citoquinas tipo I, en



particular IFN-y (2). Para ambos PLs se observaron mayores niveles de 1gG
reactiva en el suero de pacientes con TB pulmonar activa, con respecto a los
observados en el suero de individuos sanos (ya sean PPD+ o PPD-).
-Evaluacion de la respuesta inmune humoral y celular inducida por los
candidatos

La respuesta inmune humoral inducida por las formulaciones vacunales se
evalué mediante ensayo de ELISA y Western blot. Se demostrdé que todas las
preparaciones vacunales fueron capaces de inducir respuesta especifica de
IlgG asi como respuesta de reactividad cruzada contra M. tuberculosis en
ratones Balb/c. En las formulaciones vacunales de PLs el uso de hidroxido de
aluminio incrementd los niveles de respuesta. El patrén de reconocimiento
observado y las tallas de las bandas obtenidas mediante Western blot sugieren
la presencia de proteinas homologas con antigenos de M. tuberculosis con
importante papel en la virulencia. Los PLs y el extracto lipidico obtenidos a
partir de estas micobacterias no patdgenas al parecer contienen proteinas o
epitopes con capacidad potencial de inducir respuesta inmune contra M.
tuberculosis en ratones Balb/c.

-Determinacion de la capacidad protectora de los candidatos frente la
infeccion con M. tuberculosis

La capacidad protectora de los PLs y del extracto lipidico se evalué mediante la
determinacién de la carga bacilar y el area neumdnica en pulmones de ratones
infectados, dos meses después de la infeccibn con M. tuberculosis. Los
resultados mostraron una reduccion significativa de la carga bacteriana y del
por ciento del &rea neumonica en los animales que recibieron PLBCG
adyuvado con hidroxido de aluminio y empleado como refuerzo de la
vacunacion con BCG. Por otro lado, el PLMs y el extracto lipidico obtenido de
M. smegmatis también redujeron de manera significativa los pardmetros
mencionados anteriormente, con respecto al grupo no tratado (Fig.2), cuando
se emplearon como candidatos vacunales que podrian reemplazar la
vacunacion con BCG.

Figura 1. Demostracion de la capacidad protectora de los candidatos vacunales
basados en PLs y extracto lipidico obtenidos a partir de micobacterias no patogénicas
frente a la infeccion con Mycobacterium tuberculosis. A y B, PL derivado de
Mycobacterium bovis BCG; C y D, PL derivado de Mycobacterium smegmatis; E y F,
extracto lipidico de Mycobacterium smegmatis. A, C y E: determinacion de carga
bacteriana en pulmoén; B, D y F: determinacion del porciento de &rea neumonica en
pulmon. Letras diferentes significan diferencias significativas.
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Conclusiones

En este trabajo se describieron los principales resultados de siete afios de
investigacion dirigida a la obtencion y estudio de posibles candidatos vacunales
contra la tuberculosis mediante estrategias novedosas y no empleadas hasta el
momento para esta enfermedad. La novedad del presente trabajo radica en
gue no existe otro candidato vacunal en el mundo contra la TB que se base en
la estrategia de PL o extracto lipidico y que haya demostrado ser protector
contra la infeccién por M. tuberculosis.
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