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Titulo del proyecto. Ensayos pre-clinicos de la eficiencia de vacunas para prevenir la
tuberculosis basadas en bacterias mutantes, BCG recombinante y moléculas derivadas de
extractos solubles dializables de linfacitos,

2. Nombre completo del responsable técnico e institucién de adscripcién. Dr. Rogelio
Hernandez Pando. Secciéon de Patologia Experimental. Departamento de Patologia. Instituto
Nacional de Ciencias Médicasy Nutricién “Salvador Zubiran”
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Listado de los objetivos alcanzados. Los objetivos propuestos fueron:
Objetivos Generales: Obtener una bacteria mutante atenuada, una BCG recombinante y un
esquema de vacunacion usando péptidos solubles dializables de linfocitos como vacunas de
subunidad para reforzar la vacuna BCG, que sean igual o mas protectoras que la vacuna BCG
convencional en ensayos preclinicos in-vivo

Todos estos objetivos fueron alcanzados en los experimentos realizados en el modelo
experimental de tuberculosis puImonar en ratones BALB/c como se describe a continuacion
en cada uno de los objetivos especificos "
Objetivos esa'peciﬁcos:

1.- Determinar el nivel de virulencia e inmunogenicidad de la bacteria doble mutante
sigk/fadD26. :

La sobrevida de los ratones infectados por via intratraqueal con una dosis alta de bacterias
{250, 000), mostro que los ratones infectados con la doble mutante (cuadros rojos)
sobrevivieron 70% después de 4 meses de infeccion, mientras que los infectados con las
bacterias parentales (tnangulos verdes) soIo sobrevivieron el 10% vy los infectados con la
mutante sigk el 30%. Estosresultados correlacionaron bien con la determinacion de Ia carga
bacilar pulmonar (CFU), la cantidad de bacterias fue significativamente menor en los
pulmones de los ratones infectados con las bacterias doble mutante sigk/fadD26.
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Estos resultados se confirmaron al vacunar por via subcutdnea con 8000 bacterias ratones
inmunodeficientes de la inmunidad celular (desnudos) y de la inmunidad humoral y celular
(scid), fos animales vacunados con la bacteria mutante mostraron mejor sobrevida que los
vacunados con la vacuna BCG o con la mutante Unica del gen sigE. En conclusién, Ia bacteria
doble mutante sigE/fadD26 es mds atenuada que la vacuna convencional BCG y que la
mutante exclusiva del gen sigE.
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2.- Estudiar el nivel de proteccion conferido por la doble mutante sigk/fadD26 en ratones
BALB/c retados con bacterias de virulencia intermedia y alta

Para este experimento se vacunaron ratones BALB/c con 8000 bacterias por via subcutanea
y dos meses después se retaron con una dosis alta de bacterias de virulencia intermedia
(cepa de referencia H37Rv) experimento que no mostro diferencias cuando se compard con
la vacuna BCG, pero cuando se retd con la bacteria hipervirulenta 5186 la sobrevida fue de!
60% después de 17 semanas del reto mientras que los animales vacunados con BCG solo
sobrevivieron el 20% y los no vacunadoﬂs todos murieron en la semana 8 {grafica izquierda).
La carga bacilar pulmonar (UFC grafica derecha) mostro menos bacterias vivas en los
ratones vacunados con la doble mutante a los 4 meses después del reto que en los animales
vacunado con la mutante sigE y la BCG. La conclusion es que. la bacteria doble mutante
confiere mejor proteccion §ue la vacuna BCG.

5186 Proteccion - : Protection test 5186

30t

&2 months

2314 months

W GO oy RS
CFUs x 109/lung

2 AcEAF2dD26 8000 3 Aok 8CE
3 B % % i @ it G 3 k24 ;
Gt as posTmf tion s

Un grupo en Inglaterra realizo el mismo experimento en ratones C57Bl infectdndolos por
medio de aerosoles con ina baja dosis de M. tuberculosis H37Rv con resultados similares a
los nuestros, también este mismo grupo obtuvo resultados similares en cobayos.
Actualmente se ésta escribiendo el trabajo para enviarlo a publicacién y la tesis de Maestria
en Ciencias Bioquimicas del QFB Martin Becerril Zambrano esta en revision.



3.- Establecer el nivel de proteccién conferido por la BCG recombinante del antigeno
hemaglutinina asociado a heparina en ratones BALB/c retados con la cepa de referencia
H37Rv y el aislado clinico hipervirulento y con aparente neurotropismo 209.

La hemaglutinina asociada a heparina (HAAH) es un antigeno de superficie de M.
tuberculosis que tiene un peso molecular de 21kD, es capaz de agregar bacterias y aglutinar
eritrocitos, tiene un dominio rico en lisinas y prolinas que le permite adherirse a células
epiteliales e invadirlasi;“ademé‘s es un antigeno muy inmunogenico que induce la formacién
de anticuerpos vy citocinas comé’ IFN. El gen que codifica esta proteina fue clonado y
transfectado a BCG Pasteur para producir BCG recominantes, as cuales fueron de dos tipos,
la vacuna 261 que tiene el gen transfectado de forma episomal y la 361 que tiene el gen
inserto en el DNA, ambas vacunas se probaron en nuestro modelo murino de tuberculosis.
Cuando se probd su nivel de atenuaciéon en ratones desnudos, la vacuna 361 administrada
subcutaneamente (SOOOBbact,e[ias) indujo menos mortalidad que la BCG convencional:
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Para evaluar su capacidad protectora, se vacunaron ratones con las dos vacunas
individualmente por la via subcutanea y dos meses después se retaron con una dosis alta
(250,000) de la bacteria de referencia H37Rv que es de virulencia intermedia, después de 4
meses del reto los animales se sacrificaron y en los pulmones se determiné la cantidad de
bacterias vivas (UFC). Los resultados mostraron menor cantidad de bacterias y dafio tisular
(neumonia) en estos ratones que en los animales vacunados con la BCG convencional.
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El mismo efecto de mayor proteccién pero solamente con la vacuna 361 se observé cuando
a los ratones vacunados de la misma forma, se les reto con bacterias muy virulentas como



la cepa 5186. La conclusion es que la vacuna BCG recombinante 361 que tiene el gen que
codifica HAAP de forma integrada confiere mayor proteccién que la BCG convencional.

30
i £3 261 261
H ET3 361 " 361
8 20 E3 BCG Ph g £33 BCG Ph
0 f§ P e .
2
5 2 :
3 10 g e
g = S
%

T o L

> '56\

Vacuna . Vacuna

De manera interesante,  también estas vacunas recombinantes previnieron
significativamente Ia"'diseminacién hematégena e infeccion cerebral que en comparacion
con la vacuna BCG convencional®®

Exp. 2 UFCTs cerebros. 2 mesas. Capa
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La conclusién es que la vacuna BCG recombinante 361 que tiene el gen que codifica HAAP
de forma integrada confiere mayor proteCCIon gue la BCG convencional. El manuscrito esta
actualmente en proceso de escrltura la QFB Karen Magdalena Garcia Rodriguez obtuvo su
titulo de Licenciatura con este proyectd:’ -

5.- Evaluar el nivel de proteccion conferido por los péptidos 1, 4 y 36 administrados solos
o en sistemas adyuvantes en ratones BALB/c vacunados con BCG.

Grupos de ratones BALB/c fueron vacunados por via subcutdnea en la base de la cola con
8000 bacterias BCG Phipps que en nuestro modelo es la mds eficiente para conferir
proteccidn. Dos meses después se les administro cada semana por via subcutdnea en la
ingle 1 microgramo por separado de los péptidos: 1, 4 y 36 obtenidos del dializado de
linfocitos de acuerdo al protocolo de obtencién del factor de transferencia. Dos meses
después, se retd a los animales por via intratraqueal con una dosis alta (250,000) de
bacterias cepa H37Rv de virulencia intermedia, Grupos de 6 ratones se sacrificaron 2 y 4
meses después del reto, sus pulmones se usaron para determinar la carga bacilar (UFC) y la
extension del dafio histoldgico (neumonia).

Los resultados mostraron que en comparacion con el control no vacunado y el vacunado
solamente con BCG, los ratones vacunados con BCG y que recibieron refuerzos con
cualquiera de los péptidos tuvieron una significativa menor cantidad de bacterias vivas y
dafio tisular.
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Para tratar de inducir mayor inmunogenicidad y actividad protectora, los mismos péptidos
se asociaron al adyuvante KLH (keyhole limpet hemocyanin), un componente proteico de la
hemolinfa de crustaceos. Bajo el mismo protocolo descrito en el apartado anterior, se
vacunaron ratones que se retaron con la cepa H37Rv. El nivel de proteccion fue similar al
mostrado por los animales del éxperimento anterior en el que las proteinas no se asociaron
a ningln adyuvante. En este experimento se agregd un grupo vacunado con los 3 peptidos
mezclados (pool), i -

Vacunacion + péptidos son KLH, Control
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En el siguiente experimento, grupos de ratones fueron vacunados con BCG y con refuerzos
vacunales siguiendo el mismo protocolo pero después de dos meses del dltimo refuerzo, los
animales se retaron con una cepa hipervirulenta del genotipo latinoamericano-mediterrano
(LAM cepa 5186) genotipo prevalente en Latinoamerica y otro grupo fue retado con
bacterias del genotipo Beijing (48) prevalente en Asia. Los resultados mostraron mejor
sobrevida en los animales que recibieron refuerzo con los péptidos 1 0 36.
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La carga bacilar pulmonar también fue menor en los ratones que recibieron los refuerzos con los
péptidos obtenidos de los dializados de linfocitos, en el caso del reto con la cepa 5186, solo el
péptido 36 fue eficiente.
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Cuando los animales vacunados se retaron-con la cepa hipervirulenta Beijing 48, todos los péptidos
confirieron mejor proteccion que la vacuna BCG sola, el péptido 4 fue el mas eficiente. Ei control no
vacunado solo se muestra el primer mes post-reto debido a que no hubo animales sobrevivientes

posteriormente.

Vacunacion + péptidos con KLH. 48P
38+ :

5 o
E oot <
& 2 3 2 meses £
- ) 89 4 meses 3
B . &
w - £ 1mes =
o - : - @
o T
= -
<
- .
o
=
2
=
o8
égﬁ

En conclusion, los péptidos seleccionados de los dializados linfocitarios usados para reforzar la
vacuna BCG confirieron mejor proteccién que la vacunacién salo con BCG, lo cual es importante
porque en paises endémicos como el nuestro todos los recién nacidos durante el primer mes de
vida se deben de vacunar con BCG, tedricamente la administracién de estos péptidos durante la
adolescencia permitirian reforzar la vacuna BCG y asi prolongar su efecto protector durante la vida
adulta. Los péptidos seleccionados se caracterizan por estar localizados en la superficie de la
bacteria y ademas de acuerdo a informacién bioinformatica, tienen una capacidad de mas del 80%
para asociarse a el complejo mayor de histocompatibilidad clase I. El defecto principal de la vacuna
BCG es inducir memoria inmunolégica corta y estimular poco la actividad de las células T citoliticas
CD8, teéricamente estas carencias de la vacuna BCG pueden ser compensadas por la administracion
de estos péptidos, aunque falta por probar esas hipétesis y actualmente estamos trabajando en ese




aspecto para concluir con este trabajo. El MC Héctor Mayoral obtuvo el grado de Maestria en
Investigacion Biomédica otorgado por la Escuela Superior de Medicina del IPN con este trabajo.

5. Cumplimiento de las metas alcanzadas en el periodo reportado con respecto a las metas
comprometidas en el protocolo del proyecto. 6. Descripcion de los resultados obtenidos en el
periodo (incluyendo detalles, fotos, diagramas,” graficas, etc.), sefialando el objetivo y meta
correspondientes. " »

-
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Estos dos aspectos fueron respondidos en el punto 4.

e n .

» 7. Relacion de los entregables alcanzados en el periodo, con sus reépectivos comprobantes,
vélidos Unicamente con los créditos y agradecimientos al ICyTDF: a) En educacién: Relacién de los
becarios que obtuvieron en este periodo el grado de licenciatura, maestria o doctorado;
publicaciones que generaron y congresos u-otros eventos en los que participaron. Adjuntar los
comprobantes: copias de tesis, articulos, constancias de participacién, memorias, entre otros. b)
En investigacion: Relacion de los articulos cientificos, libras, capitulos de libro y otros productos
publicados por alguno de los participantes del proyecto. Adjuntar sus respectivos comprobantes.
¢) En divulgacién cientifica: Relacion de las presentaciones en congresos, coloquios y otros
eventos; relacion de los articulos de divulgacion; conferencias, talleres, entrevistas, charlas,
cursos, prograrﬁas educativos, materiales didacticos, manuales, entre otros.

Adjuntar los comprobantes correspondientes: copias de los textos, memorias, presentaciones,
videos, materiales, publicationes de entrevistas, manuales, entre. otros. d) En desarrollo
tecnoldgico: Relacidn de los protdtipos, kits diagndsticos, mapas, vacunas, software, equipos,
dispositivos, entre etros. Adjuntar los comprobantes aplicables, fotografias, copias de planos,
dibujos, entre otros. e) En propiedad intelectual: Relacidn de las solicitudes de patente y de
derechos de autor, dibujos industriales, entre otros. Adjuntar los comprobantes: copias de las
solicitudes, memorias técnicas, u otros. 8. Relacién de los becarios de licenciatura, maestria o
doctorado (nombre, grado en curso, titulo de la tesis) y de los profesores visitantes y posdoctorantes
(nombre y plan de trabajo), adjuntando el formato de evaluacion de desempefio de cada becario.
9. Informe de actividades y descripcidn de las contribuciones al proyecto del personal contratado
por honorarios. 10. Porcentaje de avance del proyecto (sombrear la barra). 0% 10% 20% 30% 40%
50% 60% 70% 80% 90% 100% 11. Desviaciones y/o modificaciones en el periodo y las acciones
derivadas, para encauzar los resultados y entregables comprometidos. 12. Cronograma de
actividades y compromisos para el siguiente periodo (objetivos, metas, resultados y entregables),
en caso de haberse presentado desviaciones y/o modificaciones (sefialadas en el punto 11).

Los resultados obtenidos e presentaron en el Congreso Nacional de Microbiologia Clinica realizado
en la ciudad de San Luis Potosi y en el congreso internacional Vaccinepharma en Varadero Cuba (se
anexan comprobantes)

No existi6 ninguna desviacién o modificacién del trabajo propuesto, todos los estudiantes se
graduaron y actualmente se estan preparando los manuscritos para ser enviados a publicacién, en
relacidn con el trabajo experimental solo queda por realizar los estudios de inmunogenicidad de los
péptidos obtenidos de los dializados de linfocitos. Actualmente existe la tendencia de demostrar la
existencia de células T cooperadoras o citoliticas multifuncionales que se caracterizan por expresar



IFN, TNF e IL-2 en el citoplasma de la misma célula demostrado por citometria de flujo, ese estudio
estd actualmente en su inicio y existe un estudiante de Maestria inscrito en el programa de Ciencias
Bioquimicas de la UNAM que lo realizara. Debido a que la BCG recombinante que expresa
hemaglutinina asociada a heparina se realizd con BCG Pasteur, se realizaron experimentos en los
que los animales control se vacunaron con esta subcepa de BCG ademas del grupo vacunado con la
subcepa BCG Phipps que como se comento es la mas eficiente en conferir proteccidn de 10 subcepas
diferentes probadas en nuestro sistema experimental. Estos experimentos mostraron que
ciertamente la BCG Phipps produce mejor proteccién pero tiene menos memoria que la BCG
Pasteur, actualmente se estdn realizando experimeﬁtos vacunando ratones con una mezcla de las
dos subcepas de BCG con resultados muy satisfactorios, serd entonces interesantes vacunar con la
mezcla de las dos BCG o con la mutante.doble sigE/fadD26 y reforzar con los péptidos obtenidos de
los dializados leucocitarios, lo cual puede mejorar aun mas el nivel de proteccién para esta
importante enfermedad infecciosa. Estos experimentos estan en curso y se considera que forman

~ también parie de este proyecto.
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Al cabo de 90 dfas habiles posteriores al Examen de Grado, &l interesado debera
comunidarse al programa “Tramitel”, cuyos teléfonos son: 56 22 55 68 al 72, para
recabar informes sobre su Tftulo, proporcionando su nombre y no. de cuenta.

Cuando tenga la indicacién por via telefonica de pasar a recoger su TRulo, debera
presentarse en el Programa “Tramitel” ubicado en el Edificio de la DGAE, Circuito de la
investigacién Clentifica entre la parada CU del metro Universidad y el Centro de
Desarrollo Infantil (CENDI), en Ciudad Universitaria.
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ARTICLE INFO SUMMARY

Tuberculosis (TB) remains an important cause of mortality and morbidity. The TB vaccine, BCG, is not
fully protective against the adult form of the disease and is unable to prevent its transmission although it
is still useful against severe childhood TB. Hence, the search for new vaccines is of great interest. In a
previous study, we have shétwn that proteoliposomes obtaiited from Mycobacterium smegmatis (PLMs)
induced cro¥s reactive humoral and cellular response against Mycobacterium tuberculosis (Mtb) antigens.
With the objective to evaluate the protective capability of PLMs, a murine model of progressive pul-
monary TB was used. Animals immunized with PLMs with and without alum (PLMs/PLMSsAL respec-
tively) showed protection compared to non-immunized animals. Mice immunized with PLMsAL induced
similar protection as that of BCG. Animals immunized with BCG, PLMs and PLMsAL showed a significant
decrease in tissue damage (percentage of pneumonic area/lung) compared to non-immunized animals,
with a more prominent effect in BCG vaccinated mice. The protective effect of the administration of PLMs

Article history:
Received, 2 April 2016
Received in revised form
28 July 2016

Accepted 31 July 2016

Keywords: B
Mycobacterium smegmatis

Proteoliposomes

| Tuberculosis

Vaccines

Challenge

in mice supports its future evaluation as experimental vaccine candidate against Mtb.

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Tuberculosis (TB) remains as one of the most important causes
of morbidity and mortality associated with infectious diseases
[1—4]. BCG, the vaccine in use for the prevention of TB has a limited
impact in the prevention of adult TB and transmission of the

~
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Abbreviations: TB, tuberculosis; Mtb, Mycobacterium tuberculosis; PL, proteoli-
posomes; BCG, Bacillus Calmette—Guerin; CFU, Colony Forming Unit; PLMs, pro-
teoliposomes obtained from Mycobacterium smegmatis; PLMsAL, PLMs adjuvanted
with alum; OMV, outer membrane vesicles.
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disease {5,5]. Thus, multiple strategies are being implemented for

the development of new vaccines against TB {7].

The membrane and cell wall components of Mycobacterium
tuberculosis (Mtb) have been evaluated as experimental vaccine
candidates with different strategies, demonstrating their potential
for the elicitation of protective immune responses {8—111.

OMV released spontaneously (natural) from mycobacteria, have
demonstrated protective capacity in challenge models in mice {3+
In a previous report by our group, OMV obtained from BCG using
detergents (Proteloliposomes, PLBCG) showed protection against
Mtb in mice (11). The previous results with OMVs, natural or
detergent-prepared, demonstrated the potential of these strategies
as vaccine candidates against TB [10,11].

Bacterial ‘PL has demonstrated protective capacity against
different infectious diseases, as well as adjuvant effects {12171 PL
from BCG protected mice in a challenge model with Mtb and
induced better protection than BCG administered in a prime-boost
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scheme [ 10]. Bioinformatics studies predicted the presence in PLMs
of Mtb epitopes expressed during infection in vivo {18}. PLMs are
immunogenic and induce cross reactive responses against Mtb in
mice | 1%,19]. Considering these antecedents, the aim of the present
work was to evaluate the protective capacity of PLMs in a challenge
model with Mtb in mice, demonstrating the protective effect of the
administration of this formulation.

2. Material and methods
2.1. Bacterial strains

BCG Moreau strain (Enterprise of Production of Biologicals,
Carlos ] Finlay, La Habana, Cuba) and Mycobacterium smegmatis
(Ms) mc?155 strain |20 were used. N -
2.2. PLMs K o

Ms culture was grown in 1% (w/v) yeast extract (Merck, Ger-

many), 0.5% (v/v) glycerol (Riedel de Haen, Germany), 0.05% (v/v)
Tweén 80 (Fluka, Germany), in 8% (w/v) nutrient broth (Biocen,

Cuba) for 48 h with agitation (200 rpm; 37 °C). The purity of the _.

culture was evaluated by Ziehl—Neelsen staining {21}. Proteolipo-
somes were produced as previously reported {19].

[P -~

2.3. Mice SN

Balb/c mice (male, 6—8 weeks) were housed in special micro-
isolator cages coupled to a negative-pressure system.

2.4. Challenge study

The protective capacity of PLMs was studied in an intra-tracheal
model of progressive TB in mice. Four groups {n =4 mice in-each
group) were inoculated subcutaneously with the following inocula
(100 uL): 1. PBS; 2. BCG: BCG (single inoculation, 8 x 10% CFU); 3.
PLMs: PLMs (50 pg), and 4. PLMsAL: PLMs (50 ug) + Alum (1 mg;
Alhydrogel, Sigma). Two doses were administered with an interval
of 3-weeks in the last two groups. Mice were challenged with
2.5 x 10° CFU of H37Rv Mtbsstrain in PBS (100 uL) by the intra-
tracheal route, as previously described, two months after the last
inoculation {22,231 Two months later, animals were euthanized

under anaesthesia with pentobarbital {22,23] for downstream ex-

periments, Two independent experiments were performed. All
procedures were performed in a class lll cabinet in a biosafety level
111 facility following the guidelines of care and use of experimental
animals {24} and approved by the Animal Experimentation Ethics
Committee of the National Institute of Medical Sciences and
Nutrition “Salvador Zubiran” of Mexico.

2.5. Bacilli load

Four lungs per group were homogenized separately in a Poly-
tron homogenizer (Brinkmann Instruments, Rexleid, Canada) in
isotonic salt solution (1 ml) containing 0.05% Tween 80 (Sigma).
These homogenates (100 pL) were serially diluted (10 fold), plated
on Bacto Middiebrook 7H10 agar (Difco, USA) and incubated at
37 °C for Mtb CFU determination. Colonies were~counted after 21
days of incubation.

2.6. Histopathology and morphometric studies
The right lung was perfused via the trachea with 100% ethanol

().T. Baker, Mexico City, Mexico), embedded in paraffin (Oxford
Labware, St Louis, MO, USA), sectioned and stained with

haematoxylin and eosin (HE). The percentages of the lung surfaces
affected by pneumonia were determined using an automated im-
age analyzer (Q Win Leica, Milton Keynes, Cambridge, UK). Briefly,
the whole lung was photographed at 25x magnification by a
camera system to obtain the image of the total lung which corre-
sponded to the 100% area. Then, the pneumonic patches, which
correspond to lung areas with inflammatory infiltrate that occupied
alveolar lumens and alveolar-capillary interstitium were delimited
and measured with the software analyzer. Finally, the percentage of
the lung surface area affected by pneumonia was determined. The

_percentage data are reported as the mean values + SD from three

different mice at each time-point in two independent experiments.

2.7. Data analyses

One way ANOVA and Multiple Range test were used for the
analysis of bacteria burden and pneumonic area in Jungs. Mea-
surements were made blind. Data of logjo CFU and percentage of
pneumonic area/lung were expressed as the mean = SD.

3. Results and discussion

PLMs are spherical particles of homogenous diameter, as
determined by Transmission electron microscopy and verified by
exclusion size chromatography |14} and by spectroscopy of pho-
tonic correlation (unpublished results). PLMs contain proteins
mainly in the range of 25—67 kDa and the presence of lipids were
demonstrated by indirect evidences based on the recognition of Ms
lipids by the sera of mice immunized with PLMs {18].

We have previously demonstrated that PLMs elicited cross-
reactive responses against Mtb in mice [19]; in this study we
evaluated the protective effect of the administration of PLMs in a
challenge model with Mtb. The bacterial loads, histopathological
changes and the tissue damage in lungs (percentage of pneumonia)
were determined in immunized animals compared to mice
receiving PBS and BCG:

All the immunized groups showed significant decreases in the
bacterial load in lungs compared to mice receiving PBS (Figure 1)
(p < 0.001). Animals immunized with BCG and PLMSsAL had
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Figure 1. CFU in lungs of mice challenged with Mtb. Groups: PBS; BCG: BCG
(8 x 10° CFU), onme inoculation; PLMs: PLMs (50 pg), and PLMSsAL: PLMs
(50 pg) + Alum {1 mg, Alhydrogel, Sigma). Two doses were administered with an
interval of 3-weeks in the last two groups. One way ANOVA and Multiple Range test
were used.for the analysis. Each bar represents the mean + SD. Different letters de-
notes significant statistical difference between the groups. p < 0.001 (n = 4 per group).



Downloaded by [177.234.2.110] at 10:09 27 November 2015

SHORT REPOKY

Protective capacity of proteoliposomes from
Mycobacterium bovis BCG in a mouse model
of tuberculosis

Yanely Tirado', Alina Puig’, Nadme Alvarez’, Reinier Borrero’, Alicia Aguilar', Frank Camacho’, Fatima Reyes’,
Sonsire Fernandez', José Luis Pérez"; Dulce Mata Espinoza®, Jorge Alberto Barrios Payan?, Mana Elena Sarmiento'?
Mohd Nor Norazrni®>*, Rogelio Hernandez- Pando?, and Armando Acosta'?

"Institute Finfay; La Habana, Cuba; 2School of Health Sciences; University Sains Malaysia; Kelantan, Malaysia; *INFORMM; University Sains Malaysia; Kelantan, Malaysia; quperi.mrww--
tal Pathology Section; Department of Pathology; National Institute of Medical Sciences and Nutrition "Salvador Zubiran”; D.F. Mexico, Mexico.

Keywords: BCG, prime-boost, proteoliposomes, Tuberculosis, vaccines

Abbreviations: TB, Tuberculosis; Mtb, Mycobacterium tuberculosis; PL Proteoliposomes; BCG, Bacillus Calmette-Guerin; PBS, Pho:-
phate Buffer Solution; CFU, Colony Forming Unig; PLBCG, Proteoliposomes obtained from BCG; PLBCG-Al, PLBCG adjuvantd
. w1th atam; SD, standard deviation

Tuberculosis (TB) is one of the most important causes of mortality and morbidity due to infectious diseases. BCG, the
vaccine in use, is not fully protective against TB. In a previous study, we have shown that proteoliposomes. (outer
membrane extracts); obtained from BCG (PLBCG) were able to induce humoral immune responses against Mycobacterium
tuberculosis (Mitb) antigens. With the objective to evaluate the protective capability of PLBCG alone or as a booster with
BCG, a murine model of progressive pulmonary TB was used. Animals immunized with PLBCG adjuvanted with alum
{PLBCG-Al) showed ‘similar protection to that conferred By BCG. The group immunized with PLBCG-Al as a booster to BCG
gave superior protection than BCG as evidenced by, a seduction of bacterial load in lungs 2 months after infection with
Mtb. Animals immunized with BCG,-PLBCG-Al and this formulation as a booster of BCG, showed a significant decrease of
tissue. damage (percentage of pneumonic area/lung) compared with non-immunized aiiimals. These results demonstrate
that immunization with-PLBCG-Al alone or a8 a booster to BCG induce appropriate protection against challenge with Mtb
in mice and support the future evaluation of PLBCG as a promising vaccine candidate against Mtb,

Introduction

Tuberculosis (TB) is one of the most important causes of mor-
tality and morbidity due to infectious diseases."™ Bacillus Calm-

ette-Guerin {BCG) is the current vaccine approved for human use *

against TB." It is most effective in protecting children from the
severe forms of the discase; while its efficacy in adults is poor espe-
cially against pulmonary TB."” It has been suggested that boosting
of the primary BCG vaccination may produce enhanced prétec-
tion against TB.*® Many studies support the role of mycobacterial
cell wall components in the development of TB-pathogenesis and
therefore have been a prime target for the identification and char-
acterization of antigens with potentxal application in vaccine devel-
opment.”” Proteoliposomes (PL) are actcrgent ofter membrane
extracts of bacteria that contain proteins, lipids and native lipopo-

lysaccharides.'® Only a few PL-based vaccines are licensed, one of

thern, VA-MENGOC-BC®, is a vaccine composed of Tl
obtained from the outer membrane of Neisseria meningiticls
serogroup B.
controlling meningococcal disease and exhibited adjuvant effect
: o 11,12 - .

when used with other antigens. BCG has high genome and

. . 3-15 -
antigenic homology to that of Mtb."?™"® We reported that PLBC;
induced humoral immune responses against Mtb antigens in

" This PL has been shown to have high efficacy in

smice.'® In this study, we evaluated the protective effect of PLBCG
in a murine model of intratracheal infection and its potential s
as a booster to BCG vaccination.

Materials and Methods
Organism

BCG Moreau strain, (Enterprise of Production of Biologicals.
Carlos ] Finlay, La Habana, Cuba).
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PLBCG

The BCG culture was centrifuged at 17,700 x g for 30 min at
4 C. After two washes, the pellet was resuspended in buffer solu-
tion (30 mM Tris, 2 mM EDTA, pH 8.5) in the presence of
sodium deoxycholate [5-15% (w/v)] (0.1-0.25 ml/g biomass).
One hour later, the sample was centrifuged as above and the
supernatant collected and ultracenuifuged at 50,000-70,000 xg

for 2-8 h at 4°C. Finally the pellet was resuspended in buffer solu- -

tiun, firered (Sartorius Minisart-plus 0.45 and 0.2 pm filters) and
cored at 4°C. Characterization was carried out as described.!®?”

Animals

Sixteen male Balb/c mice (6-8 weeks) were used in ithis study. -

The animals were kept in special boxes coupled to.a .negative-
pressure micro-isolator.

Challenge study
Protection induced by the PLBCG was evaluated against Mtb

infection in mice. Mice were distributed in 4 groups (n = 4 ) °

and were inoculated subcutaneously with 100 pL of the follow-
ing inccula: PBS, BCG (10° CFU of BCG, singl€ indculation),
PIBCG-Al [50 pg PLBCG +1 mg Alum (A\lhydrogel, Sigma),
2 doses were administered with an interval of 3-weeks], and

BCG+PLBCG-Al (10° CFU of BCG and 3 weeks later 50 g

PLBCG-AL). Two months after the last inoculation, mice were

challenged with 2.5 x 10° CFU of H37Rv Mtb strain in
100 pL of PBS by the intratracheal route as previously
described.”®'” All animals were euthanized 2 months after, Mtb
infection under anesthesia with pentobarbital.'®'”"All"procedures
were performed in a class ITI cabinet in a biosafety level 111 facility
according to the guidelines *° and approved by the Animal

Fxperimentation Ethics Committee of the National Institute oF

Bacilli load

The bacilli load was determined by CFU of Mib in lung
homogenates. Four lungs per group were disrupted separately in
a Polytron homogenizer (Brinkmann Instruments, Rexleid, Can-
ada) in 1 ml of isotonic salt solution containing 0.05% Tween
80 (Sigma), and 100 pL of this homogenate in fold10- serial
dilutions were plated on Petri dishes containing Bacto Middle-
brook 7H10 agar (Difco, USA) and incubated at 37°C. Colonies

were counted twice under a stereoscopic microscope after 14 d of

_ irficubation.

Histopathology and morphometric studies

The right lung of 3 mice per group was perfused via the tra-
chea with 100% ethanol and processed for histological studies.
Sections were stained with haematoxylin and eosin.'” The pneu-
monic areas were measured and analyzed using Leica Q-win sys-
tem software (Leica Microsystems Imaging Solutions LTD,
Cambridge, UK, 25x).

Data management

Measurements were made blind, and data of log 1;CFU and
percentage of pneumonic area/lung are expressed as the mean =
SD. One way ANOVA and Multiple Range test were used for
the determination of significant differences.

Results and discussion

Mitb cell wall components have been suggested to contain vir-
ulence factors and protective antigens.®”*! Taking into consider-
ation the high antigenic and genetic homology between Mitb and
BCG"™ " and our previous results eliciting cross reactive
immune responses after the immunization with PLBCG-AL'® it
is reasonable to assitme that PLBCG-Al can be a potential vaccine

In this paper we evaluated the protective

effect of PLBCG-Al in a mouse model of
intratracheal infection and its potental to
be used as a booster to BCG vaccination.
The protective effect was measured by
determining the bacterial load and the tissue
damage (percentage of pneumonic area) in

the lungs of immunized mice compared to
PBS group and with animals receiving
BCG.

Taking into consideration that the evalu-

ation of protection was carried out 2
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(INCMNSZ) of Mexico. 3 -candidate against TB.
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months after challenge and the fact that the

mortality in the model used appears

. Figure 1. Determination of bacterial load in lungs ef mice challenged with Mtb. Mice were
challenged by intratracheal route 2 months after inoculation. Groups: PBS, BCG (10° CFU of BCG,
one inoculation), PLBCG-Al [50 g PLBCG 4+1 mg Alum (Alhydrogel, Sigma), 2 doses administered

¢ ina 3-week interval], and BCGHPLBCG-Al (1 0° CFU of BCG and 3 weeks later 50g PLBCG-AL). The
statistical analysis was performed by one-way ANOVA followed by Multiple Range test. Each bar
represents the mean £ SD. Different letters denotes significant statistical difference between the

. groups. P < 0.007. (n=4 per group)

between 2 and 4 months post-challenge, the
study of survival was not included in this
experiment.

As shown in Figure 1, PLBCG-Al and
BCGHPLBCG-Al groups were capable of
significantly reducing the bacterial load in

Human Vaccines & Immunotherapeutics

the lungs in comparison with non-treated
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A more effective vaccine against tuberculosis (TB) is urgently needed. Based on its high genetic homology with Mycobacterium:

tuberculosis (Mtb), the nonpathogenic mycobacteria, Mycobacterium smegmatis (Ms), could be an attractive source of potential

w antigens to be included in such a vaccine. We evaluated the capability of lipid-based preparations obtained from Ms Lo provide a
protective response in Balb/c mice after challenge with Mtb H37Rv strain. The intratracheal model of progressive pulmonary TR
was used to assess the level of protection in terms of bacterial load as well as the pathological changes in the lungs of immunized
Balb/c mice following challenge with Mtb. Mice immunized with the lipid-based preparation from Ms either adjuvanted with Alum
(LMs-AL) or nonadjuvanted (LMs) showed significant reductions in bacterial load (P < 0.01) compared to the negative control
group (animals immunized with phosphate buffered saline (PBS)). Both lipid formulations showed the same level of protection as
Bacille Calmette and Guerin (BCG). Regarding the pathologic changes in the lungs, mice immunized with both lipid formulations
showed less pneumonic area when coropared with the PBS group (P < 0.01) and showed similar results compared with the BCG
group. These findings suggest the potential of LMs as a promising vaccine candidate against TB.

~

1. Introduction localized at the cell surface and are components of the cell wall
of mycobacteria [3-5]. The localization of such molecules
as well as the fact that they constitute important virulence

factors makes them potential valuable targets for the host

Bacille Calmette and Guerin (BCG), the only anti-TB vaccine
currently available, seems to be only effective against severe

childhood forms of the disease but not against adult pul-
monary TB and for the control of the transmission. Therefore,
there is an urgent need for new improved vaccines against TB
[12].

Lipids are considered important molecules involved in

the pathogenesis of TB [3-5]. Many of these molecules are

immune system [3-5]. Although most subunit TB vaccines
(with few exceptions) that are in different phases of evaluation
are based primarily on proteins [6], we hypothesize that
mycobacterial lipid antigens could also be effective vaccine
candidates against Mtb infection. In fact, the protective effect
against Mtb of a liposome formulation composed of total




lipids of Mtb has been reported in the guinea pig model
17]. Liposomes containing lipid fractions of Mtb have been
reported to confer specific humoral and cellular immune
responses, as well as protection upon Mtb challenge in guinea
pigs [8, 9],

Qur group has previously reported on the capability of
preparations containing chloroform extractable lipids from

Mycobacterium smegmatis (Ms) to induce specific IgG anti- -

hodies as well as a cross-reactive response against a mixture
of Mtb antigens in Balb/c mice [10, 11]. Additionally, proteoli-
posomes from Ms and BCG elicited cross reactive responses
against antigenic fractions from Mtb, demonstrating the
antigenic similarities between the cell wall components of
these non-pathogenic mycobacteria and Mtb [12; 13].

In this study, we evaluated whether"a lipid-based: prepa-
ration from Ms could provide protection against the virulent

laboratory Mtb H37Ry strain in Balb/c mice by using the

intratr acheal progressive pulmonary TB infection model.

“In fact, the current study shows that lipid extracts
obtained from Ms either adjuvanted with Alum (LMs-AL) or
nonadjuvanted (LMs) were able to provide similar protection
against Mtb compared to that provided by BCG, | | =

NN

2. Materials and Methods

2.1. Bacterial Strains. Ms mc?155 strain was obtained from .

the collection of the National Reference Laboratory of Tuber-
culosis, Pedro Kouri Institute, Cuba. BCG (Phipps) was
kindly provided by Marcel A. Behr from the McGill General
Hospital, Montreal, Canada.

2.2, LMs. Ms was g>rown in 8% nutrient broth (BIOCEN,

{"uba) containing 1% (w/v) yeast extract (Merk, Germany),,,

1.5% (v/v) glycerol (Riedel de Haen, Germany), and 0.4%
{v/v) Tween 80 (Fluka, Germany) for 48 h with continuous
agitation (200 rpm) at 37°C"The Mtb H37Rv and BCG Phipps
strains were grown to early mid-log phase in Middlebrook
7H9 medium (Difco, Detroit, MI) supplemented with ADC
{BBL, Cockeysville, MD) and 0.05% Tween 80 (Sigma Chem-
ical Co., St. Louis, MO) at 37°C with 5% CO, and with
continuous agitation. Ziehl-Neelsen staining was performed
fo determine the presence of mycobacteria in the culture [14].
lipids from Ms were extracted according to the method of'
Bligh and Dyer [15] and liposome-like particles were prepared
by dehydration and rehydration using the method described
previously [16].

2.3. Mice. Female Balb/c mice {6-8 weeks) were used for
immunization. Mice were maintained in cages fitted with
microisolators connected to negative pressure.

2.4. Challenge Study. Four grouﬁs of mice {Tn = 5 each)
were inoculated subcutaneously (100 4L) with either PBS
(PBS), BCG (BCG Phipps, 8 x 10° CFU), LMs (1 mg of total
- lipid preparation from Ms), or LMs-AL (Img LMs + lmg
Alum Alhydrogel, Sigma). The animals received two doses
of PBS, LMs, and LMs-AL at 0 and 21 days whereas the
group immunized with BCG received a single dose on day

BioMed Research International

0. Two months after the last immunization, all mice were
challenged simultaneously by intratracheal exposure to Mtb
H37Rv (2.5 x 10° CFU) as described [17, 18]. All procedures
were performed in a laminar flow cabinet in a biosafety level
II1 facility.

2.5, Bacilli Load. Two months after challenge, the mice were
euthanized and one lung from each animal was aseptically
removed and homogenized with a Polytron in sterile isotonic
saline solution containing 0.05% Tween 80 (Sigma). Homog-
enized lungs were serially diluted and plated in duplicates on
7HI0 agar (Difco Lab cod) plates. The plates were incubated
for 3 weeks at 37°C and colonies were counted to determine
the total CFU in lungs.

2.6. Histopathology and Morphometric Studies. Tung samples
(the other lung.from each infected Balb/c mouse) were
dehydrated and embedded in paraffin. The lung tissues were

_.sectioned at 5 pm thick and stained with haematoxylin and

eosin [18]. The areas affected by pneumonia which corre-
spond to alveolar spaces occupied by inflammatory cells were
measured and analyzed using Leica Q-win system software
(Leica Microsystems Imaging Solutions Itd., Cambridge, UK,
25X). First, the whole area of the lung was measured. Then
the areas affected by pneumonia were determined, and
the percentage of lung surface affected by pneumonia was
calculated in each mouse from the different groups.

2.7 Data Management. Measurements were made blind, and
data of log;, CFU and percentage of pneumonic area/lung are
expressed as the mean + SD. One way ANOVA and Multiple
Range tests were used for the determination of significant
differences between the groups.

All the procedures were carried out according to the

. guidelines [19] and approved by the Ethical Committee for

Experimentation in Animals of the National Institute of Med-
ical Sciences and Nutrition “Salvador Zubirdn” (INCMNSZ)
of Mexico.

3. Results and Discussion

In the present study, the protective capability against TB in
mice of a lipid preparation from Ms (LMs-AL and LMs) using
PBS as negative control and BCG as the gold standard was
evaluated.

As shown in Figure 1, mice immunized with LMs-AL and
LMs had significantly reduced bacterial load in the lungs
compared to those immunized with PBS (P < 0.01). LMs-
immunized mice, with and without Alum, showed similar
levels of lung CFU compared with each other and with BCG-
vaccinated animals (Figure 1).

We have previously shown that mice immunized with
LMs produced a significantly higher level of specific 1gG
response compared to animals receiving PBS alone [10].
We also demonstrated that immunization with this formu-
lation elicited a cross-reactive IgG response against a cell
wall fraction from Mtb {10]. Animals receiving the same
formulation in combination with Alum or Montmlde did
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| ~ DR. ROGELIO HERNANDEZ PANDO
Depto. Patologia Experimental
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Estimada Dr. Hernandez: ‘

Por este medio solicito a usted el informe final del protocolo ““ENSAYOS PRE-CLINICOS
DE LA EFICIENCIA DE VACUNAS PARA PREVENIR LA TUBERCULOSIS BASADAS
EN BACTERIAS MUTANTES, BCG RECOMBINANTE Y MOLECULAS DERIVADAS DE
EXTRACTOS SOLUBLES DIALIZABLES DE LINFOCITOS™, con registro CINVA: PAT-
973-13-1, concluido el pasado 28 de febrero del 2017.

Sin otro particulaf por el momento, quedo de.usted.
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Avenida Vasco d&.cp. Dr. Gerardo Gamba Ayala.- Director de Investigacién y Presidente de la CINVA
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México D. F. a 28 de febrero de 2017.

Ve

Dra. Norma Bobadilla Sandoval
Coordinadora de la CINVA
Presente

Estimada Dra. Bobadi'llé‘.

Por este conducto me permito solicitar el cierre del protocolo: “ENSAYOS PRE-CLINICOS
DE LA EFICIENCIA DE VACUNAS PARA PREVENIR LA TUBERCULOSIS BASADAS EN BACTERIAS
MUTANTES, BCG RECOMBINANTE Y MOLECULAS DERIVADAS DE EXTRACTOS SOLUBLES
DIALIZABLES DE LINFOCITOS”, con No. de Registro Clave PAT-973-1315-1, CINVA 973
debido a que el protocolo ha conclwdo

e

Sin otro particular por el momento, quedo de usted.

Atentamente,

Dr. Ro:gélid’Herna"QdézPando
Investigador en Ciencias Médicas F
Departamento de Patologia
Seccion de Patologia Experimental

MEDRCAS ¥ NUTRICION

/,«gg INS. NACIONAL DE CIENG!AS\
i& “SALYADOR ZUBIRAN"

Comité de investigacién
\ en Animales )

C.c.p: Dr. Gerardo Gamba Ayala — Director de Investigacion
Dra. Ma. Elena Flores Carrasco — Encargada del Depto. de Invest. Exp. Y Bioterio
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‘ Presente ‘ i V
| : INST.NAL. CIENCIAS MEDICAS

. ) Y NUTRUGION iisCMYN 5.2,
Estimado Dr. Hernandez.: A

Por este conducto me permlto solicitar el cierre del Protocolo: “ENSAYCS PRE-
CLINICOS DE LA EFICIENCIA DE VACUNAS PARA PREVENIR LA
TUBERCULOQOSIS BASADAS EN BACTERIAS MUTANTES, BCG
RECOMBINANTE Y MOLECULAS DERIVADAS DE EXTRACTOS SOLUBLES
DIALIZABLES DE LINFOCITOS””, con registro CINVA PAT-873-13/15-1, debido
a que el periodo de realizacién y la prorroga correspondiente autorizado por la
CINVA ha concluido. Favor de llenar el formato de cierre del protocolo que se
anexa a la presente. De no recibir-el formato de su parte en el plazo de 15 dias, el
protocolo se dara por cerrado. —

N

Sin otro particular_ por el momento, quedo dé. usted.

Atentamente,

Dra.'Ndrma A Bobadilla Sanddval
Coordinadora de la Comlsxon de Investigacion en Animales

@@ y /7%/10/ +

" c.c.p. Dr. Gerardo Gamba Ayala, Director de Investigacion

Avenida Vasco de MVZ Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB
Quiroga No. 15 e

Colonia Belisario ,
Dominguez Seccion XV!

Delegacién Tlalpan NAB/nom : P .
Cédigo Postal 14080 . o o . ¥ : ' (5 w(/@/’ﬂi}
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.- México D.F. a 29 de Mayo de 2014 '

Dra. Norma A Bobadilla Sandoval.
Coordinadora de la Comision de Investigacién en Animales.
PRESENTE:

Estimada Dra. Norma Bobadilla: . R

RN

Muchas gracias por autorizar la prorroga del proyecto “Ensayos pre-clinicos de la eficiencia de
vacunas para- prevenir la tuberculosis basadas en bacterias mutantes, BCG recombinante y
moléculas derivadas de extractos solubles dializables de linfocitos” con numero de registro PAT-973-
13/15-1. ‘

Las lineas que estan directamente relacionadas con este proyecto y que se estudiaran en esta prorroga
son: ' ’

FO

1.- Administracion de fagos que expresan proteinas inmunodominantes de Mycobacterium

tuberculosis.
Vacuna Fago H37Rv 5186
Vi 48 48
V2 48 48
BCG V3 48 48 480
Phipps V4 ' 48 48
CONTROL 48 48
V1 48 . 48
V2 ‘| 48 48
BCG V3 48 48 480
Pasteur va© 48 48
CONTROL 48 48
h - ler exp 960 ratones
Repeticion | 1920 ratones
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«3ALVADOR ZUBIRA

Vasco de Quiroga No. 15
Colonia Seccidén XV
Delegacién Tlalpan
México, D. F. 14000
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2.- Vacunas de subunidad (nanotecnologia). Administracién de almidén asociado al antigeno-
inmunodominante alfa-cristalina de M. tuberculosis.

[ NN

Vacuna Grupos H37Rv 5186
. . AImldcc:ir;/alfa- 18 is
Phipps Almidon 18 18 108
Vehiculo _ 18 18
. Almliciir;/alfa- 18 18
Pasteur Almidon 18 18 108
Vehiculo 18 18
Almldo_n/alfa- 18 18
. cris
Sanos Almidon~ | 18 18 108
Vehiculo + °| - 18 18
- lerexp - 324 ratones
‘ Repeticion 648 ratones

3.- Uso de una BCG recombinante que expresa el antigeno Hemoglobina Asociado a Heparina (HBHA).

Grupos 583 5186

BCG Phipps-261 18 18 36
BCG Pasteur-361 |- 18 18 36
BCG Phipps 18 18 ‘ 36
BGC Pasteur 18 18 - 36
SSI- ’ /18 18 36

ler exp 180 ratones

rep 360 ratones

~

-

Se probaran varias estrategias vacunales y cada una debe ser probada independientemente en
animales previamente vacunados con BCG Phipps y BCG Pasteur (cepas normales y recombinantes, las
cuales confieren una memoria inmunoldgica que brinda una proteccion aguda y cronica
respectivamente) en la cinética establecida en nuestros experimentos, cada cinetica necesita 48

Vasco de Quiroga TA50MES {6 por tiempo de sacrificio, 8 tiempos), en los experimentos 2 y 3 solo se probaran 3 tiempos

Colonia Seccidn XVi
Delegacidn Tlalpan
Meéxico, D.F. 14000
Tel. (52)54870900 2
WWW.incmnsz.mx
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vida util y que necesitan ser cambiadas.

. 7= T Atentamente-

| RS VES
Dr. Rogelio Hernandez Pando

Investigador‘en Ciencias Médicas “F”
Seccidn de Patologia Experimental

Departamento de Patologia

red

C.c.p. Dr. Gerardo Gamba — Director de Investigacion
Dr. Rafael Herndndez Gonzalez — Jefe del Depto. de Investigacién Experimental y Bioterio

Vasco de Quiroga No. 15
Colonia Seccidén Vi
Delegacidon Tlalpan
Mexico, D. F. 14000
Tel. (52)548706900
WWWw.incmnsz.mx

"2014, Afo de Octavio Paz”

de sacrificio con igual numero de animales por tiempo. La duracion de nuestros experimentos varia de
6-9 meses, razon por la cyal sohcntamos al bioterio nos proporcione cajas con microaisladores para
guardar animales infectados en nuestras instalaciones dentro del bioterio y tambien para el area de
reproduccién, estas cajas nlevas facilitaran la depuracion de muchas cajas que ya cumplieron con su

Sin mas por el momento me despido de Usted, quedando a sus érdenes.
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; México, D.F., a 23 de Mayo del 2014 -

VR %

Dr. Rogelio Hernandez Pando
Investigador en Ciencias Médicas F

. Departamento de Patoloma
Presente.

INSTITUTO NACIGNATT
MEDICAS ¥ ML "z‘”
SAIVADDR ZURIR
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DEPARTAMENTD OF

Estimado Doctor Herndndéz Pando: INVESTIGACION EXPERINE
Y BIOTERIO

\
! v’“\ -~
\

Por este conducto me dirijo a usted para informarle ha sido autorizada la prérroga
solicitada hasta diciembre del 2016 para su proyecto intitulado “Ensayos pre-clinicos de la
: eficiencia de vacunas para prevenir la‘tuberculosis basadas en bacterias mutantes, BCG
| recombinante y moléculas derivadas. de extractos solubles dializables de linfocitos” con
nimero de registo PAT-973-13/15-1. Sélo es necesario que nos envie una descripcién

= detallada de los grupos de estudio y comyg, se utilizardn los 1500 ratones solicitados.

. .

Respecto a las cajas con microaislador para ratones que nos estd solicitando,
haremos una evaluacién de cuantos proyectos que requieren ratones se estan llevando a
cabo en el bioterio y de acuerdo a esta evaluacion se realizard una reparticiéon equitativa de
las nuevas cajas que se han recibido recientemente en el bioterio.

Sin otro particular me despido de usted enviandole un cordial saludo.

9

Atentamente,

xdv\&/’\ (e

‘Dra. Norma A. Bobadilla Sandoval
Coordinadora de la Comisién de Investigacion en Animales

f’ O 48T NACIONAL DE CRTCIARY
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 CRATADOR RUMEAN
Beta9es
. . 2y Iy -
Vasco de Quircga¥olds. Gerardo Gamba, Director de Investigacion- .
| Colonia SeCC'O”I XYir. Rafael Hernandez, Jefe del Bioterio ’
| Delegacién Tlalpan
México, D.F. 14000 DIRECCION TR
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Meéxico, D.F., a 20 de mayo de 2014

-
o

DR. ROGELIO HERNANDEZ PANDO
INVESTIG@WOR EN CI/ENETAS MEDICAS F’
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA

Estimado Dr. Hernandez,

Por este conducto acuso recibo de su comunicacidn recibida el 19 de mayo del presente
referente a su solicitud para incrementar el nimero de animales en 1500 ratones por afio y
ampliar la vigencia del proyecto de investigacion: “Ensayos pre-clinicos de la eficiencia de
vacunas para prevenir la tuberculosis basada en bacterias mutantes, BCG recombinante y
moléculas derivadas de extractos solubles dializables de linfocitos” con nimero de registro
PAT-973-13/15-1, en la que se incluye la peticion de 150 cajas tipo microaislador para el mismo
proyecto.

Le comunico que tanto su solicitudganterior, corio la referida en este documento que amplia la
informacién sobre el proyecto de investigacion en que seran utilizados los animales y el uso de
las cajas solicitadgs, se presentaran a la CINVA para su revision en la préxima sesién. En cuanto
se téngala la instruccion tanto de la CINVA como de la Direccidn de Investigacion, se dara
pronta respuesta a su solicitud.

Sin otro particular,

Atenta ,/mente

//D/I{. RAFAEL HERNANDEZ GONZALEZ
COORDINADOR DE LA COMISION DE INVESTIACION EN ANIMALES
C.c.p. Dr _Gerardo Gamba. Director de Investigacién.
ﬁDra Norma Bobadilla. Miembro de la CINVA
Dra. Nimbe Torres. Miembro de la CINVA

M en C Maria de la Luz Streber. Miembro de la CIpNVA

Vasco de Quiroga No. 15
Colonia Seccion XVi
Delegacién Tlalpan
México, D.F. 14000
- Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx

Dr. Gonzalo Torres. Miembro de la CINVA

Dr. Jorge Barrios. Miembro de la CINVA

Dr. Emiliano Tesoro Cruz. Miembro de la CINVA
Dr. Octavio Villanueva. Secretario de la CINVA

& INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS)
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México D.F. a 16 de Mayo de 2014

Dr. Rafael Hernandez G. e s
Coordinador de la Comision de Investigaciéon en Animales.
PRESENTE:

Estimados miembros de la CINVA, atraves de la presente deseo comentarles que nuestra linea de
investigacién “Ensayos pre-clinicos de la eficiencia de vacunas para prevenir la tuberculosis basadas en
bacterias mutantes, BCG recombinante y moléculas derivadas de extractos solubles dializables de
linfocitos” con numero de registro PAT-973-13/15-1, recientemente ha aportado resultados de interés para la
comunidad cientifica tanto nacional como internacional, situacion que nos ha impulsado a ampliar nuestras

: investigaciones y por ende a aumentado nuestra necesidad de reproducir y almacenar mas animales. Las
nuevas lineas de experimentacién que se han originado de este proyecto son: 1.- Administracion de fagos que
expresan proteinas inmunodominantes de Mycobacterium tuberculosis. 2.- Administracion de almidén asociado
al antigeno inmunodominante alfa-cristalina y 3.- Nueva rBCG que expresa el antigeno HBHA. Para el
desarrollo de estos experimentos seran necesarios 1500 animales por afio y ampliar la vigencia del proyecto
hasta 2016. Cabe mencionar que no se plantea la modificacién de ninguno de los objetivos del proyecto
planteados y aprobados por la CINVA. ’

La enfermedad que estudiamos es crénica, por lo que generalmente nuestros experimentos son muy largos

y los ratones pueden estar alojados hasta por 9 meses en los microaisladores. Las cajas que tenemos las
hemos comprado nosotros y algunas de ellas ya estan muy deterioradas, es por este motivo que amablemente
solicitamos al bioterio nos proporcione 150 cajas con microaislador, 100 seran para guardar animales en
nuestras instalaciones dentro del bioterio y 50 para el area de reproduccién, estas cajas nuevas facilitaran la
depuracion de muchas cajas que ya cumplieron con su vida util y que necesitan ser cambiadas.

Sin mas por el momento me despido de Usted, quedando a sus ordenes.

’

Atentamente

i ? < ; \%-\‘/\ &\1&7,&
Dr. Rogelio Hernahdez Pando
Investigador en Ciencias Médicas “F”

~  Seccién de Patologia Experimental
Departamento de Patologia

Vasco de Quiroga No. 15
Colonia Seccién XVi
Delegacion Tlalpan
México, D.F. 14000
TeyIA. (52)54870900
Www.incmnsz.,mx




INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS .
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN .
Septiembre 13, 2013

Dr. Rogelio Herndndez Pando .. ..
Investigador en Ciencias Médicas F »
Departamento de Patologia'y Anatomia Patoldgica
- Seccion Patologia Experimental }
Presente. '

Con referencia al proyecto-de inveStigacién: “Ensayos pre-clinicos de la eficiencia de
vacunas para prevenir la tuberculosis basadas em bacterias mutantes, BCG
recombinante y moléculas derivadas de extractos solubles dializables de linfocitos”.

Registro CINVA: 973

Clave: PAT-973-13/15-1

La Comisién de Investigacidn en Animaigs (CINVA) reviso el proyecto, y se decidi6
APROBARLO para su desarrollo. )

ccp. Dr. Rubén Lisker Y.- Director de lnvestigécién
MVZ.M.en C. Octavio Villanueva Sdnchez. Secretario de la Comisidn de

. % Investigacion en Animales
MVZ. Griselda Salmerdn Estrada.- CINVA

Dra. Nimbe Torresy Torres.- CINVA k"t — %@ — Za:, L é
B

MVZ.M.C. Ma. de la Luz Streber J.- CINVA
Dr. Gonzalo M. Torres Villalobos.- CINVA
Dr. Emiliano Tesoro Cruz.- CINVA

/asco de Quiroga No. 15
“olonia Seccion XVI
Jelegacion Tlalpan
Aéxico, D.F. 14000
‘el. (52)54870900
VWW.IinCcmnsz.mx
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DATOS DEL PROYECTO

# DE PROYECTO: PICSA12-173

PROGRAMA: ’

CIUDAD SALUDABLE

TEMA:

VALIDACI6N PRE-CLINICA Y CLINICA DE VACUNAS DE USO HUMANO Y VETERINARIO.
TITULO DEL PROYECTO: ° .

ENSAYOS PRE-CLINICOS DE LA EFICIENCIA DE VACUNAS PARA PREVENIR LA

-~ TUBERCULOSIS BASADAS EN BACTERIAS MUTANTES, BCG RECOMBINANTE Y
MOLECULAS DERIVADAS DE EXTRACTOS SOLUBLES DIALIZABLES DE LINFOCITOS
ACRONIMO: TB VAC

DURACION DEL PROYECTO: 2 afios

KN ~

RESUMEN:

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa crénica de gran importancia clinica y epidemiolégica
particularmente en paises en vias de desarrollo. Aunque existe tratamiento eficiente, este consiste en la
administracién de 4 antibiéticos por un largo tiempo, lo que provoca abandono, recaidas y emergencia
de cepas drogo-resistentes, ademas la vacuna BCG que es la tnica en uso en humanos, es
extraordinariamente irregular en su nivel de profeccién particularmente en pafses subdesarrollados. Por
estos motivos es importante la produccién de nuevas vacunas o esquemas de vacunacién. Las estrategias
actuales mas utilizadas para la produccién de nuevas vacunas son la generacién de bacterias vivas
atenuadas, BCG recombinantes y vacuhas de subunidad que se basan en la administracién de antigenos
solos o asociados a adyuvantes. En el presente proyecto se propone estudiar en un modelo. murino bien
caracterizado de TB pulmonar, la atenuacién, inmunogenicidad y capacidad protectora de una cepa
doble mutante del gen que codifica el factor sigma E esencial en mecanismos de adaptacién de la
bacteria para sobrevivir stress extracelular y del gen fadD26 que codifica para una enzima clave en la
sintesis de lipidos complejos de pared celular (dimicocerosatos). Se propone también estudiar a una
BCG recombinante a la que se le transfecto el gen que codifica para el antigeno hemaglutinina asociado
a heparina, el cual contribuye a la invasividad de la'bacteria y estudios recientes en nuestro laboratorio
han mostrado que bacterias que sobrexpresan este gen se diseminan rapidamente e infectan al cerebro,
por lo que esta BCG recombinante pudiera ser una forma mejorada de vacuna que podria ser mads
eficiente que la BCG convencional para evitar formas graves de TB como la meningea. Finalmente,
proponemos estudiar vacunas monomericas usando proteinas purificadas de dializados solubles de
linfocitos que han mostrado en nuestro modelo experimental buena actividad terapéutica y en
experimentos preliminares usdndolos como refuerzo en ratones vacunados con BCG han reducido
significativamente la cantidad de bacterias cuando se compara con ratones solamente vacunados con
BCG. Nuestro grupo de investigacién tiene mdas de 20 afios de experiencia trabajando en la
inmunopatologia de la tuberculosis experimental y el disefio y prueba de regimenes inmunoterapeuticos
y vacunas, se cuenta con la infraestructura y amplia experiencia y capacidad para realizar este tipo de
trabajo.

INTRODUCCION:




La tuberculosis (TB) es una importante enfermedad infecto-contagiosa que afecta principalmente a los
pulmones. El agente causal Mycobacterium tuberculosis (Mtb) es un microorganismo patdgeno
intracelular facultativo que puede producir tanto enfermedad progresiva como infeccién latente
asintomatica (1). Generalmente la infeccién inicial se lleva a cabo en los pulmones durante la niflez y en
la mayoria de los casos es controlada por el sistema inmunolégico. Anualmente esta enfermedad
produce cerca de 2 millones de defunciones a nivel mundial, con 9 millones de nuevos casos y un tercio
de la humanidad tiene infeccién latente, lo cual la convierte en la enfermedad infecto-contagiosa mas
relevante a nivel mundial. A pesar'de que actualmente la TB es curable, se necesita de 4 antibidticos
administrados por 6 a 9 meses, lo que redunda’en una alta tasa de abandono. Esta situacién ha
promovido recaidas y el surgimiento de cepas resistentes a varios antlblotlcos lo cual complica atin mas
el tratamiento al incrementar §u costo_ y toxicidad. La emergencia de cepas resistentes, la pandemia
VIH/SIDA vy el deterioro de los sistemas.de salud ptiblica en los paises subdesarrollados han contribuido
a empeorar la situacion, de hecho es en los paises en vias de desarrollo en donde ocurren el 95% de los
casos de TB activa y el 98% de todas las defunciones (2). El consenso mundial es que para que exista un
eficiente control de la TB se requiere de diagnéstico y tratamiento oportuno, quimioprofilaxis y
vacunacion eficiente la cual deberia ser el mds importante elemento. Sin embargo la vacuna actual BCG
(Bacilo de Calmette Guerin) estd-lejos de ser la vacuna ideal y es por eso muy importante producir
mejores y mds eficientes vacunas y/o-esquemas de vacunacién. La BCG es una cepa Mycobacterium
bovis viva y atenuada que ha sido utilizada desde el afio 1921. La BCG se usa rutinariamente en los
paises subdesarrollados con TB endémica aplicdndola una sola vez por via subcutdnea en el periodo
neonatal y es de hecho la vacuna mas aplicada en la historia de la humanidad. Las complicaciones de la
BCG son raras, es relativamente barata y aparentemente eficiente para controlar formas graves de TB en
la nifiez como la miliar o cerebral, pero su eficiencia es limitada para prevenir la forma pulmonar en
adultos en regiones en donde la TB es endémica (3), principalmente porque su eficiencia protectora es
muy irregular, del O al 80% de acuerdo-a-diversos estudios (3). Los avances recientes en la inmunologia
y la genética molecular de Mtb, asi como-el desarrollo tecnoldgico de la biologia molecular han
contribuido a la generacién de nuevos candidatos vacunales. Actualmente existen dos estrategias para la
produccién de vacunas, la primera es con bacterias vivas atenuadas como lo son las producidas por la
eliminacién de genes relacionados con virulencia (micobacterias atenuadas auxotroficas) (4), o subcepas
BCG que han sido genéticamente manipuladas para que sobrexpresen antigenos inmunodominantes
(BCG recombinantes) (5); la segunda estrategia es el uso de componentes moleculares no vivos, como
las vacunas de DNA y antigenos puros inmunodominantes (vacunas de subunidad).

ANTECEDENTES DIRECTOS: .

Micobacterias mutantes atenuadas La secuencia completa del genoma de Mtb y las técnicas para
manipularlo han permitido caracterizar genes asociados con la virulencia. Una de las estrategias para
estudiar la virulencia ha sido la produccién de bacterias mutantes a las que se les han eliminado uno o
mas genes e infectar con estas animales de experimentacién (6). Con este tipo de estudios se han
reportado varias bacterias mutantes con diferentes grados de atenuacién e inmunogenicidad, algunas se
han probado como vacunas. La Veﬁtaja de estas bacterias es que generalmente expresan los mas de 100
genes que perdi6 la BCG durante su atenuacién. Nuestro grupo ha probado varias bacterias mutantes
como vacunas en un modelo murino de TB, algunas de las cuales producen proteccién similar (6) o
mejor que la BCG (7). Mtb es un patdgeno capaz de adaptarse y sobrevivir agresiones de su medio
ambiente debido a una red compleja de regulacién que induce la expresién de genes esenciales para su
sobrevida. Los factores sigma son importantes en este proceso y de estos el factor E es el mejor
estudiado, al eliminarlo por mutacién dirigida se produjo notable atenuacién, ademds los ratones.




infectados con estas bacterias sobre-expresan los factores protectores interferon gamma (IFN), factor de
necrosis tumoral alfa (TNF) y la enzima oxido nitrico sintetasa inducible (iNOS) (8). En comparacién
con la vacunacién con BCG, los ratones vacunados con bacterias mutantes sigE y retados con bacterias
de virulencia intermedia o alta, tuvieron sobrevida mayor y menor carga bacilar y dafio tisular (8). Por
estos resultados el grupo Europeo de vacunas integrd a esta mutante en su lista de vacunas nuevas de
alto potencial. Recientemente este grupo decidié que es necesaria una segunda mutacién para inducir
mayor atenuacion, aunque esta pilede afectar su inmunogenicidad. La mutante sigE fue producida por el
Prof Manganelli de la Universidad de Padua Italia y nuestro grupo probo su eficiencia vacunal en el
modelo murino (8). El grupo italiano ya ha producido la doble mutante, eliminando al gen fadD26 en la
misma mutante sigE y nos la han enviado para estudiarla en el modelo murino. La mutante-fadD26 fue
producida por la Prof Gicquel del Instituto Pasteur y también nuestro grupo la estudio en el modelo
murino (9). La mutante fadD26 tiene eliminado el gen que codifica la enzima clave para la produccién
del tiocerol dimicocerosato, un componente estructural y funcional importante de la pared bacteriana. La
mutante fadD26 es atenuada y como vacuna.mostro mejor actividad protectora que BCG (9) BCG
recombinantes La BCG fue obtenidara partir de un aislado clinico de M. bovis, el cual se atenué después
de 230 pases durante 13 afios (1908-1921). Posteriormente esta BCG se distribuyo a diferentes paises en
donde se crecié y subcultivo muchas veces, produciéndose varias subcepas las cuales son genética y
: antigénicamente distintas entre ellas y con la original. Al probar 10 de estas subcepas en el modelo
murino se observo que todas protegen pero en diverso grado, siendo la subcepa Phipps la mds eficiente
(10). En nuestro sistema experimental siempre usamos la subcepa Phipps como control e idealmente se
deberfa usar esta para la produccién-de BEG recombinantes. Existen tres variantes de BCG
recombinante, la primera se basa.en la restauracion de los genes que la BCG perdié durante su
atenuacion; la segunda es la transfeccién de genes que codifican citocinag protectoras y la tercera es la
transfeccion de antlgenos muy inmunogenicos que expresa poco o no expresa la BCG (4). Uno de los
antigenos que Mtb expresa en la superficie de la pared celular y que es esencial para la invasion y
diseminacién es la hemaglutinina asociada a heparina (heah), este antigeno es muy inmunogenico y buen
candidato para producir una BCG recombinante que lo sobrexprese. Desde hace algunos afios hemos
estado estudiando la influencia de la diversidad -genética de Mtb en la virulencia y respuesta
inmunolégica, principalmente usando aislados clinicos obtenidos de estudios epidemiolégicos (11). En
un estudio epidemiolégico realizado en Colombia se obtuvieron aislados del liquido cefaloraquideo de
pacientes con TB meningea, una de las formas mds graves de la enfermedad. En este estudio se observo
que algunas de estas cepas tenfan un patrén genotipico diferente a las aisladas del pulmén y cuando tres
de estas se usaron para infectar por via intratraqueal ratones BALB/c, las tres se diseminaron
rapidamente por via hematogena e infectaron al cerebro (12). Nuestros resultados experimentales
recientes han mostrado que el gen que més expresa la bacteria durante la infecci6n al tejido nervioso es
la heah. Una de las principales cualidades que tiene BCG para justificar su uso actual es que previene las
formas graves de TB, en particular la forma diseminada y meningea; sin embargo hay aéreas del mundo
en donde se usa la BCG y los casos de TB meningea son relativamente frecuentes. Es entonces
“interesante la posibilidad de producir una BCG recombinante que sobrexprese la heah, la cual
tedricamente seria una vacuna mejorada mas eficiente para prevenir la TB meningea. En colaboracion
con el Dr M A Flores del CIATEJ en Guadalajara Jal, se han obtenido dos recombinantes BCG que
sobre-expresan heah y podemos determinar el grado de proteccion conferida por estas en ratones
vacunados y retados con una cepa Mtb aparentemente neurotrépica que es ademds hipervirulenta (cepa
LAM 209). Vacunas de subunidad Estas corresponden a antigenos inmunodominantes de Mtb, como lo
son ESAT-6 y Ag85b que confieren proteccién en ratén y cuando son fusionados y acompafiados con
adyuvantes producen un nivel de proteccion similar a la BCG. Con el objetivo de inducir memoria a més
largo plazo y un mayor nivel de proteccién se han usado también las vacunas de subunidad como
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refuerzo post-vacunal a la administracién de BCG con buenos resultados. Es importante considerar que
en estudios en los que se ha revacunado con BCG se induce menos o no hay cambio en comparacién con
la proteccién producida por una sola administracién, ademas en paises con TB endémica como el
nuestro la mayoria de los sujetos ya estan vacunados o tienen infeccién latente, en consecuencia una
buena alternativa es reforzar la vacunacién hecha con BCG administrando refuerzos con vacunas de
subunidad. En el presente proyecto se usaran péptidos purificados de productos dializables solubles de
linfocitos como vacunas de subunidad y refuerzos en animales previamente vacunados con BCG. Los
productos solubles derivados de dializados de linfocitos, también conocidos como factor de
transferencia, son moléculas de bajo peso obtenidos de linfocitos de sangre periférica que son capaces de
transferir la capacidad de expresar inmunidad mediada por células de sujetos sensibilizados a personas
no inmunizadas. Hasta el momento actual no se ha caracterizado la naturaleza bioquimica y el
mecanismo molecular de su actividad, pero, se han utilizado ampliamente en el tratamiento de diversas
enfermedades. En colaboracidn con el Dr B Anton del InstNac de Psiquiatria y los Dres Estrada Parra y
Estrada Garcia del IPN, se ha realizado un extenso estudio de purificacién y caracterizacion molecular
de estos productos dializables de leucocitos. Mas de 500 péptidos se han identificado y 50 de ellos se
han probado en su capacidad‘terapéutica en nuestro-modelo de TB. Diez péptidos tuvieron actividad
terapéutica significativa y recientemente los hemos usado en un experimento preliminar como vacunas
de subunidad en ratones previamente vacunados con BCG. En estos experimentos los ratones vacunados
con BCG y después reforzados con 4 péptidos diferentes mostraron 400% menos bacterias vivas en los
pulmones que animales que recibieron solamente BCG.

OBJETIVO GENERAL: ‘

Obtener una bacteria mutante atenuada, una BCG recombinante y un esquema de vacunacién usando
péptidos solubles dializables de linfocitos com& vacunas de subunidad para reforzar la vacuna BCG, que
sean igual o més protectoras que la vacuna BCG convencional en ensayos preclinicos in-vivo

N
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OBJETIVOS ESPECIFICOS: .

OBJETIVO: 1

DESCRIPCION:

Determinar el nivel de virulencia e inmunogenicidad de la bacteria doble mutante sigE/fadD26 en
ratones BALB/c

DISENO PARTICULAR DE LA INVESTIGACION DEL OBJETIVO:

Ratones machos BALB/c se infectan por via intratraqueal con 250,000 bacterias/100ul de PBS. Grupos
de 50 ratones se infectaran: 1). cepa doble mutante sigE/fadD26, 2) cepa parental no mutada y 3) cepa
mutante a la que se le restituyeron los genes eliminados. Grupos de 6 ratones se sacrificaran por
exsanginacion los dias 1, 3, 7, 14, 21, 28, 60 y 120 postinfeccién. Cuatro pulmones se usaran para
determinar carga bacilar, dafio tisular por morfometria y expresién de citocinas por RT-PCR tiempo real

~
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OBJETIVO: 2

DESCRIPCION: -

Estudiar el nivel de proteccién conferido por la doble mutante sigE/fadD26 en ratones BALB/c retados
con bacterias de virulencia intermedia y alta '




DISENO PARTICULAR DE LA INVESTIGACION DEL OBJETIVO:

Grupos de 12 animales se vacunaran por via subcutdnea con la dosis de bacterias mutantes o0 BCG
recombinante que haya producido el mayor nivel de IFN. El grupo control recibird solo el vehiculo o se
vacunara con BCG Phipps. Después de dos meses, los animales se infectan por via intratraqueal con
250,000 bacterias cepa H37Rv de virulencia intermedia y cepa LAM hipervirulenta. Grupos de 6 ratones
se sacrifican 2 y 4 meses después; en los pulmones se determinara carga bacilar y dafio histolégico

Ve gy

OBJETIVO: 3

DESCRIPCION: , .

Deéterminar la capacidad de crecimiento, diseminacién e inmunogenicidad de la BCG transfectada con el
gen que codifica la hemaglutinina asociada a heparina. -

DISENO PARTICULAR DE LA INVESTIGACION DEL OBJETIVO:

Grupos de ratones se vacunaran con diferentes dosis de bacterias mutantes 0 BCG recombinante.
Después de 1, 2, 4 v 8 semanas, se sacrificaran y los ganglios linfaticos, bazo y pulmones se dividirdn
para determinar UFC y suspensiones celulares que se estimulan con antigenos de Mtb en los
sobrenadantes se cuantificara IFN. Con esto se define la dosis de vacuna para los experimentos de reto y
la capacidad de proliferacion y diseminacién de la BCG recombinante y doble mutante

OBJETIVO: 4
DESCRIPCION:
Establecer el nivel de proteccién conferido por ta BCG recombinanté -del antigeno hemaglutinina
asociado a heparina en ratones BALB/c retados con la cepa de referéncia H37Rv y el aislado clinico
hipervirulento y con aparente neurotropismo 209

L

DISENO PARTICULAR DE LA INVESTIGACION DEL OBJETIVO:

Grupos de 12 animales se vacunaran por via subcutdnea con la mejor dosis de BCG recombinante, el
grupo control recibird el vehiculo solamente, otro grupo control de maxima proteccion se vacunara con
BCG Phipps. Después de dos meses, los animales se anestesian e infectan por via intratraqueal con
250,000 bacterias vivas cepa H37Rv de virulencia intermedia, cepa LAM y 209 hipervirulenta, en los
pulmones se determinara carga bacilar y dafio tisular 2 y 4 meses después del reto

OBJETIVO: 5

DESCRIPCION: \

Evaluar el nivel de proteccién conferido por los péptidos 1, 4, 35 y 36 administrados solos o en sistemas
adyuvantes en ratones BALB/c vacunados con BCG

N
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DISENO PARTICULAR DE LA INVESTIGACION DEL OBJETIVO:

Se vacunaran ratones con BCG Phipps y dos meses después se les administrara subcutdneamente 1ug de
los péptidos en dos refuerzos, solos o acoplados a hemocianina. Después de dos meses del ultimo
refuerzo, los animales se infectan por via intratraqueal con 250,000 bacterias vivas cepa H37Rv o LAM
hipervirulenta. Grupos de 6 ratones se sacrificaran a los 2 y 4 meses post reto, para determinar la
cantidad de bacterias vivas y el dafio tisular



METAS:

META: 1

DESCRIPCION: |
Determinar nivel de atenuacién y proteccion de la doble mutante sigB/fadD26, se espera que sea mejor
que la BCG convencional '

META: 2 . -
DESCRIPCION: . N

Determinar la proteccién de la'BCG recombinante heah, se espera que sea mds eficiente para evitar la
diseminacién y desarrolio de tuBérculosi’s“‘e‘xtrapulmonar que la BCG convencional

META: 3

DESCRIPCION: B

Confirmar que la administracién de péptidos solubles de dializados de linfocitos usados para reforzar la
vacunacion con BCG sean mds eficientgs para producir proteccion que la vacuna BCG sola.

N

JUSTIFICACION: ,
La tuberculosis es una enfermedad infecciosa crénica de gran importancia clinica y epidemiolégica que
afecta sobre todo a paises en vias de desarrollo, en donde la vacuna BCG la tinica actualmente en uso es
ineficiente en proteger el desarrollo de-tuberculosis pulmonar en poblacién adulta. Es por lo tanto
necesario desarrollar nuevas vacunas o esquemas de vacunacion que sean mds eficientes que la vacuna
BCG, que primero deben evaluarse'pre-clinicamegt\e en modelos experimentales bien caracterizados

.

DESCRIPCION:

A) EL PROBLEMA PRACTICO O CIENTIFICO QUE MOTIVO A LA PROPUESTA:

Varios grupos de investigacién en diversas partes del mundo han estado trabajando en producir nuevas y
mas eficientes vacunas para prevenir la tuberculosis, incluido el nuestro que en colaboracion
internacional con diferentes grupos se han estudiado el nivel de atenuacién y proteccién conferida por
bacterias mutantes atenuadas, en particular la mutante sigE y fadD26 han producido mayor proteccién
que la BCG en un modelo murino de tuberculosis. Contamos actualmente con la doble mutante
sigE/fadD26 que tedricamente debe de ser mds atenuada y quizds induzca més proteccién que las
mutantes con eliminacién dnica de los mismos genes. Otra estratégia utilizada para producir vacunas
mas eficientes es la tranfeccion de genes que'/codiﬁcan antigenos inmunodominantes a la vacuna BCG,
con lo cual esta BCG recombinante producird mas antigenos especificos que induzcan respuestas
inmunolégicas eficientes, un antigeno importante de virulencia por su capacidad de conferir invasién y
diseminacién es la hemaglutinina asociada a heparina, contamos con una BCG recombinante que
sobrexpresa este antigeno }\1 es necesdrio probarla en un modelo in-vivo para definir si esta es més capaz
de evitar sobre todo la diseminacion e infeccion sobre todo del tejido nervioso. Finalmente, el esquema
de vacunacién basado en administrar primero BCG y después reforzar con la administracién de vacunas
de subunidad es otra estrategia de gran potencialidad y resultados preliminares nuestros muestran que
haciendo esto con péptidos dializables de linfocitos produce una respuesta protectora significamente
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mejor que la BCG sola. La posibilidad de mejorar la respuesta protectora utilizando sistemas adyuvantes
a estos péptidos es una atractiva posibilidad que debe de experimentarse.

B) EL DISENO GENERAL DE LA INVESTIGACION

Para evaluar la atenuacion, 1nmunogen101dad y nivel de proteccién se usara un modelo experlmental de
tuberculosis pulmonar progresiva en ratones BALB/c ampliamente caracterizado. Para determinar la
atenuacién de la bacteria mutante, se infectaran ratones por via intraqueal con la cepa mutante, cepa
parental no mutante y cepa complementadaJ (mutante a la que se le transfectaron los genes eliminados
para reconstituir su funcionalidad) y se determinara la sobrevida de los animales infectados, en
diferentes tiempos se sacrificaran y se determinara la cantidad de bacterias yivas en los pulmones por
conteo de unidades formadoras de colonia y la extensién del dafio tisular por la cuantificacién det
porcentaje del pulmon afectado por neumonia usando morfometria automatizada. Grupos de ratones
inmunodeficientes se vacunaran con estag bacterias y su sobrevida se determinara. Para evaluar la
inmunogenicidad, los pulmones colectados en diferentes tiempos se usaran para purificar RNA total y
por RT-PCR en tiempo real se cuantificara la expresién de los genes que codifican IFN y TNF. Para
evaluar la inmunogencidiad in-vitro, ratones BALB/c son vacunados por via subcutanea y en diferentes
tiempos se sacrificaran para obtener ganglios linfiticos, bazo y pulmon, de los cuales se hacen
suspensiones celulares que se estimulan con antigenos totales e inmunodminantes de M. tuberculosis, en
los sobrenadantes.se medira IFN por ELISA, la dosis que haya producido mas IFN se usa para vacunar
ratones y dos meses después se evaluara la proteccién al retar con M. tuberculosis de virulencia
intermedia e hipervirulentas, determinando  la sobrevida, carga bacilar pulmonar y dafio tisular en
ratones sacrificados 2 y 4 meses después del reto, comparandolos con controles no vacunados o
vacunados con BCG e
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ENTREGABLES o
1.- Educacién o

Sub Categoria Semestre de entrega * Descripcién

Seminario ' o ~4t0. Semestre  Presentacion de resultados en
Fen o~ . foros organizados por el ICyTDF
tales como el Seminario
Permanente de Investigacién de
- Ciencia y Tecnologia o en la
Semana de la Ciencia y la
Innovacion como ya se tuvo el
_ honor de participar en octubre de
R 2011.
Congreso internacional 3er. Semestre - Presentacién de los resultados en
‘ - un congreso internacional sobre
s _vacunas
Maestria . 4to. Semestre N ‘ El Médico Cirujano Hector
Mayoral egresado de la ENEP
Iztacala UNAM ha sido
recientemente aceptado como
estudiante de Maestria en
Ciencias Medicas en la Escuela
' Superior de Medicina del IPN, el
desarrollara como proyecto de
tesis el estudio con las vacunas
subunidad. De acuerdo al
programa terminara sus estudios
v obtendrd el grado al finalizar el
proyecto en el cuarto semestre,
por lo que nos comprometemos a
entregar la Tesis de Maestria
"Efecto inmunoprofilactico de
peptidos purificados del factor de
transferencia en la tuberculosis
. pulmonar en un modelo murino




1.- Educacion

Sub Categoria Semestre de entrega Descripcién

de vacunacién con BCG". El
QFB Martin Becerril Sambrano
egresado de la Universidad la
Salle aprobé recientemente el
examen de ingreso a la Maestria
en Ciencias Bioquimicas en la
UNAM, el desarrollara como
proyecto de tesis el estudio con la
) _ mutante sigE/fadD26. De acuerdo
S AN ' ’ al programa terminara sus
estudios y obtendra el grado al
finalizar el proyecto en el cuarto
semestre. Por lo que nos
comprometemos a entregar la
Tesis de Maestrfa "Actividad
inmunoprotectora de la bacteria
doble mutante sigE/fadD26 en un
modelo experimental de
- tuberculosis”

2.- Investigacién cientifica

Sub Categoria ' Semestre de entrega Descripcién

‘

Articulo en revista indexada 4to. Semestre Se publicaran 3 trabajos

internacionales, uno por cada
. modalidad de vacuna en el cuarto
. semestre del proyecto.
Solicitud Nacional 4to. Semestre Se solicitara una patente ante el

“ IMPI para proteger la vacuna con

la micobacteria recombinante
BCG conjuntamente con el

CIATE].

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES Y TAREAS




ACTIVIDAD O TAREA ENTREGABLE SEMESTRE
DE
ENTREGA

Estudio de la virulencia de la bacteria mutante Durante el primer  Maestria ler. Semestre

semestre se realizaran los experimentos de virulencia, consistentes

en infectar por via intratraqueal la bacteria mutante sigE/fadD26 en

ratones BALB/c, se determinara la sobrevida y estudios cinéticos

de carga bacilar y dafio tisular comparandola con la cepa parental y

complementada. Ratones desnudos se vacunaran con las mismas

cepas y su sobrevida se registrara para construir curvas de

sobrevida. Se determinara la inmunogenicidad y la capacidad de

proliferacion y diseminacién delas dos BCG recombinantes en

ratones vacunados a los que se les sacrificara en diferentes tiempos

y los ganglios linfaticos, bazo y pulmon se obtendrin para

determinar la cantidad de BCG por UFC y en suspensiones -

celulares la cantidad de IFN pfoducido por la incubacién con

antigenos micobacterianos inmunodominantes. El mismo tipo de

estudios se realizara en ratones vacunades-con los 4 péptidos que se

usaran como vacunas de subuniddd en animales inicialmente

vacunados con BCG, comparando a los péptidos solos con los

incorporados con hemocianina como adyuvante. -

Durante el segundo semestre se repetirn los experlmentos Maestria 2do. Semestre

descritos para el primer semestre para confirmar reproducibilidad

Los resultados obtenidos durante los tres primeros semestres se Congreso 3er. Semestre

analizaran y organizaran para ser preseritados én el International internacional

Congress of Vaccination -

Durante el tercer semestre se realizaran los estudlgs de proteccidén, Maestria 3er. Semestre

vacunando animales con la dosis de la bacteria mutante, BCG )

recombinante y péptidos de subunidad que hayan inducido la

maxima cantidad de IFN y que con esto sugiera que es la dosis

idénea. Dos meses después se retaran con bacterias de virulencia

intermedia y alta y se sacrificaran a los 2 y 4 meses para evaluar en

los pulmones la cantidad de bacterias vivas por UFC y la extensién

del dafio histolégico, siempre comparando con animales no

vacunados y vacunados con BCG. Los resultados preliminares se

presentaran en un congreso internacional .

Durante los cuatro semestres que durara este trabajo, se organizaran : Seminario ~ 4to. Semestre

los resultados obtenidos para poder presentarlos de manera

actualizada en foros organizados por el ICyTDF.

Si los resultados son satisfactorios, la patente en Europa que ya Solicitud Nacional 4to. Semestre

existe con la mutante sigE se pueden ampliar para esta doble

mutante. La recombinante BCG también es patentable en conjunto

con el CIATEJ. ’

Los resultados del nivel de atenuacién e inmunogenicidad de la Articulo en revista 4to. Semestre

bacteria doble mutante sigE/fadD26, asi como su capacidad para  indexada

proteger comparada con BCG después de retar ratones con cepas de

virulencia alta e intermedia se publicaran en un trabajo en una.




ACTIVIDAD O TAREA ENTREGABLE SEMESTRE
DE
ENTREGA

revista internacional. La capacidad dela BCG recombinante para

- proliferar y diseminarse, asi como su inmunogenicidad y capacidad

protectora para evitar sobre todo la diseminaci6n e infeccion del

cerebro producida por una cepa hipervirulenta y neurotrépica

comparada con la BCG convencional seran, los resultados para

publicar un segundo articulo La inmunogenicidad y capacidad

protectora de 4 peptidos diferentes obtenidos como productos

dializables de leucocitos serd determinada en animales previamente

vacunados con BCG y retados con cepas de virulencia intermedia y

alta, comparando con animales solo vacunados con BCG y con el

mismo sistema pero con péptidos unidos a hemocianina como

adyuvante seran los resultados que se informaran en una tercera

publicacién.

Durante el cuarto semestre se repetirdn los experimentos de Maestria 4t0. Semestre

reto/proteccién descritos en el semestre anterior para confirmar '

reproducibilidad, se escribiran los articulos correspondientes para

enviarlos a publicacion y las tesis de los estudiantes; asi como el

reporte final del proyecto e
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FINANCIAMIENTO DEL PROYECTO

"MONTO TOTAL SOLICITADO: $ 850,000.00
RUBRO TOTAL JUSTIFICACION CANTIDAD

Gasto corriente $ 650,000.00 Animales de
_Experimentacion. Para el
‘estudio de virulencia se
requerirad de grupos de
ratones BALB/¢ machos
de 8 semanas para ser
infectados con cada
grupo con la cepa
mutante, cepa parental,

- cepa complementada y el
control cepa H37Rv,
cada cepa requiere de 50
ratones que se sacrifican
en grupos de 6 en los
dias postinfeccion: 1, 3,
7,14,21,28,60y 120
dias y se realizan dos
experimentos



RUBRO

TOTAL

JUSTIFICACION

independientes, se dejan
10 animales por cepa

_para realizar curvas de
- sobrevida. En total para

este experimento se

. necesitaran 500 ratones.

Se usaran ademas- 160

ratones desnudos, 20 por
- grupo para cada cepa

para evaluar sobrevida
en dos experimentos
independientes. Para los
estudios de

“inmunogenicidad, de los

experimentos anteriores

‘se obtendran los

pulmones para
determinar expresién de

- citocifas, para hacer la
‘inmunogenicidad

in-vitro se necesitaran
170 ratones, 10 animales
se sacrifican los dias 7,

15,30y 60 después de la

vacunacién para obtener
suspensiones celulares y
estimularlas con
antigenos bacterianos,

las bacterias por estudiar

son la mutante, parental,
complementada y el
control con BCG, son
dos experimentos
independientes. Para el

“experimento con la BCG

recombinante se

_realizara un experimento
'similar estudiando la

BCG recombinante
(tenemos 2 cepas), BCG
transfectada con el
plasmido vacio y BCG
sin transfectar, son 170
ratones mas. Para el

CANTIDAD




RUBRO " TOTAL JUSTIFICACION CANTIDAD

-experimento de
inmunogenicidad en
‘animales vacunados con
BCG que reciben
‘ ‘refuerzos con vacunas de
w «» +  subunidad, tenemos 4
vacunas y el grupo
control vacunado |
. ‘ ‘solamente con BCG, el
total de animales
| estimado es de 200 para
L e dos experimentos
o independientes. Para el
experimento de
reto/preteccion, se
usaran 40 ratones para
. sacrificar 10 a los 2
meses vy otros 10 a los 4
meses después del reto
: ".con una bacteria de
wvirulencia intermedia y.
¢ otra muy virulenta, pof
3 cada vacuna en dos
experimentos
independientes son 80
ratones, el total es 1120

i ‘ratones. El gran total de

% animales requeridos sera

| tde 2000 ratones, estos

| ‘experimentos requieren

| ‘ que en promedio los

) animales por
experimento se
mantengan hasta por 6
meses en el bioterio,

N tiempo en el que se
requiere de alimento y
cambio de cama. Total
350000.00 pesos.
Material de laboratorio.
Para cultivo de bacterias
(medios de cultivo, cajas
de petri), estudios
histolégicos (fijadores,




RUBRO TOTAL

Gasto de inversién $ 200,000.00

B Y

B

JUSTIFICACION CANTIDAD

parafina, colorantes,

laminillas etc), cultivo
de células e inmunologia

- (medio de cultivo, suero

fetal bovino, kits de
ELISA) y de biologia

‘molecular (RT-PCR para

la expresion de

“ citocinas). Total

300000.00 pesos

Hace aproximadamente
15 afios se obtuvo con un
apoyo de CONACyYT un

‘equipo de andlisis de

1magen el cual ha sido
muy dtil para el tipo de
trabajo de investigacién
que realizamos. Después

-ide es€ tiempo este

equipo es obsoleto, usa
discos de % para
almacenar informacién y
estos ya no existen en el
comercio, ademas la
cdmara asociada al™ -
microscopio es muy
antigua y de poca
resolucién. Se solicita la

_renovacion de este

equipo lo cual es mucho
mas econdmico que un
equipo nuevo y la
compafifa Aspelab que
nos lo vendié nos ofrece

_un descuento especial

como lo muestra la
cotizacién anexa. Total:
150000.00 pesos Los

.animales para ser

infectados se requiere
gue se anestesien con
sevofloran el cual es
volatil y este se usa
virtiendolo en algodon




RUBRO TOTAL JUSTIFICACION CANTIDAD -

en una caja de acrilico en
donde se ingresa el
raton, es un sistema.
eficiente pero se podria.

‘ ‘hacer este trabajo mucho
" sv + mejor con un
vaporizador
termocompensado.el
cual es un aparato que
calienta al anestesico

’ ‘para su optima
‘ e e vaporizacion y lo mezcla
|
|

con oxigeno permitiendo
un periodo mas
prolongado, controlado y
eficiente del anestesico,

- ademas permite un
substancial ahorro del
anestesico que es muy

© © " costoso Total 50000.00
~Pesos -

Total: $ 850,000700
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Titulo: Ensayos pre-clinicos de Ia eficiencia de vacunas para prevenir la
tuberculosis basadas en bacterias. mutantes, BCG recombinante y

moléculas derivadas de extractos solubl(;s dializables de linfocitos.

Resumen

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa cronica de gran importancia clinica y
epidemiolégica particularmente en paises en vias de desarrollo. Aunque existe tratamiento
eficiente, este consiste en la administracién de 4 3 antibioticos por un largo periodo de
tiempo, lo que provoca abandono y en consecuencia recaidas y emergencia de cepas drogo-

Jesistentes, ademas la vacuna BCG que actualmente es la tnica en uso en la poblacion

humana es extraordinariamente irregular en el nivel de proteccion que confiere y es
especificamente poco protectora en paises en vias de desarrollo. Por estos motivos es
importante la produccién de nuevas vacunas o esquemas de vacunacion para controlar a
esta importante enfermedad -infecciosa. Las estrategias actuales mds frecuentemente
utilizadas para la produccion de nuevas vacunas anti-TB son: la generacién de bacterias
vivas atenuadas por eliminacion de genes asociados a virulencia sin que afecte o incluso
incremente su inmunogenicidad; BCG recombinantes producidas por la transfeccion de
genes de la bacteria que codifican antigenos inmunodominantes y vacunas de subunidad,
que se basan en la administracién de antigenos monomericos solos o asociados a
adyuvantes. cew

En el presente proyecto se propone estudiar en un modelo ampliamente caracterizado de
tuberculosis pulmonar progresiva en ratones singenicos, la atenuacion, inmunogenicidad y
capacidad protectora de una cepa doble mutante del gen que codifica el factor sigma E
esencial en mecanismos de adaptacion de la bacteria para sobrevivir stress extracelular y
del gen fadD26 que codifica para una enzima esencial en la sintesis de lipidos complejos de
pared celular (dimicocerosatos). Es importante mencionar que las mutantes de cada gen por
separado son muy atenuadas y confieren importante proteccion cuando se usan como
vacunas. Se propone también estudiar a una BCG recombinante a la que se transfecto el gen
que codifica para el antigeno hemaglutinina asociado a heparina, el cual contribuye a la
invasividad de la bacteria y estudios recientes en nuestro laboratorio han mostrado que
bacterias que sobrexpresan este gen se diseminan rapidamente por via hematogena e
infectan al cerebro, por lo que esta BCG recombinante pudiera ser una forma mejorada de
vacuna que podria ser mas eficiente que la BCG convencional para evitar formas graves de
TB como la cerebral o meningea. Finalmente, proponemos también estudiar vacunas
monomericas usando proteinas purificadas de dializados solubles de linfocitos que han
mostrado en nuestro modelo experimental buena actividad terapéutica y en experimentos
preliminares usandolos como refuerzo en ratones vacunados con BCG han reducido hasta
cuatro veces la cantldad de bacterias cuando se compara con ratones solamente vacunados
con BCG. Nuestro grupo de investigacion tiene mas de 20 afios de experiencia trabajando
en la inmunopatologia de la tuberculosis experimental y el disefio y prueba de regimenes
inmunoterapeuticos y vacunas, se cuenta con la infraestructura, experiencia y capacidad
para realizar este tipo de trabajo..




Introduccion

La tuberculosis (TB) es una importante enfermedad infecto-contagiosa que afecta
principalmente a los pulmones (1). El agente causal Mycobacterium tuberculosis (Mtb) es
un microorganismo patégeno intracelular facultativo que puede producir tanto enfermedad
progresiva como infeccion latente asintomaticd (1). Generalmente la infeccion inicial se
lleva a cabo en los pulmones durante la nifiez y en la mayoria-de los casos es controlada por
el sistema inmunolégico (2). Anualmente esta enfermedad produce cerca de 2 millones de
defunciones a nivel mund1a1 con 9 millones' de nuevos casos y un tercio de la humanidad
tiene infeccion latente, lo cual 1§ convierte en la enfermedad infecto-contagiosa mds
relevante a nivel mundial (3). )

A pesar de que actualmente la TB es curable, se necesita de 4 antibidticos
administrados por 6 a 9 meses, lo que redunda en una alta tasa de abandono. Esta situacién
ha promovido recaidas y el surgimiento de cepas resistentes a varios antibioticos, lo cual
complica ain mas el tratamiento al incrementar su costo y toxicidad (4). La emergencia de
cepas resistentes, la pandemia VIH/SIDA vy el deterioro de los sistemas de salud pablica en
los paises subdesarrollados han contribuido a empeorar la situacidén, de hecho es en los
paises en vias de desarrollo en donde ocurren el 95% de los casos de TB activa y el 98% de
todas las defunciones (3). El consenso mundial es que para que exista un eficiente control
de la TB se requiere de diagnoéstico y tratamiento oportuno, quimioprofilaxis y vacunacién
eficiente la cual deberia ser el mas importante elemento. Sin embargo la vacuna actual
BCG (Bacilo de Calmette Guerin)_estd, lejos de ser la vacuna ideal y es por eso muy
importante producir mejores y mds eficientes vacunas y/o esquemas de vacunacion.

La BCG es una cepa Mycoba‘bterium bovis viva y atenuada que ha sido utilizada
desde el afio 1921.'La BCG se usa rutinarfamente en los paises subdesarrollados con TB
endémica aplicandola una sola vez por via subcutanea en el periodo neonatal y es de hecho
la vacuna mads aplicada en la historia de la hurhanidad (5). Las complicaciones de la BCG
son raras (6), es relativamente barata y aparentemente eficiente para controlar formas
graves de TB en la nifiez como la miliar o .cerebral, pero su eficiencia es limitada para
prevenir la forma pulmonar en adultos en regiones en donde la TB es endémica (7),
principalmente porque su eficiencia protectora es muy irregular, del 0 al 80% de acuerdo a
diversos estudios (7, 8).

Los avances recientes en la 1nmun010g1a y la genética molecular de Mtb, asi como
el desarrollo tecnolégico de la biologia molecular han contribuido a la generacién de
nuevos candidatos vacunales. Actualmente existen dos estrategias para la produccion de
vacunas, la primera es con bacterias vivas atenuadas como lo son las producidas por la
eliminacion de genes relacionados con virulencia (micobacterias atenuadas auxotroficas)
(10), o subcepas BCG que han sido genéticamente manipuladas para que sobrexpresen
antigenos inmunodominantes (BCG recombinantes) (9); la segunda estrategia es el uso de
componentes moleculares no “vivos, como las vacunas de DNA vy antigenos puros
inmunodominantes (vacunas de subunidad).




Antecedentes directos

Micobacterias mutantes atenuadas .

El conocimiento de la secuencia .completa del genoma de Mtb (11) y las técnicas
moleculares que permiten la manipulacién de su material genético, han contribuido al
descubrimiento de genes asociados con la virulencia (12, 13). Uno de las estrategias mas
attilizadas para estudiar la virulencia ha sido la produccion de bacterias mutantes a las
cuales se les han eliminado uno o mdas genes e infectar con estas animales de
experimentacion, determinando la sobrevida, crecimiento de las bacterias mutantes y dafio
tisular (10). Con este tipo d¢ estudios-se han reportado varias bacterias mutantes con
diferentes grados de atenuacidén e inmunogenicidad, y algunas se han probado como
vacunas. La ventaja de estas bacterias es que generalmente expresan los mas de 100 genes
que perdio la BCG durante su proceso de atenuacién<14). Nuestro grupo ha probado varias
bacterias mutantes como vacunas en un modelo murino de TB, algunas de las cuales
producen proteccién similar (15) o incluso mejor que la BCG (16).

Mtb es un patdégeno capaz de adaptarse y sobrevivir ante las agresiones del sistema inmune.
Dicha adaptacion se debe a una red compleja de regulacion genética transcripcional, que
inducen la expresion selectiva de un grupo de genes esenciales para su sobrevida (17). Los
factores sigma son importantes en este proceso, debido a su capacidad para unirse a la RNA
polimerasa aportandole especificidad para promotores especificos, con lo cual regulan la
expresion de genes cuyos productos re-direccionan la actividad metabdlica permitiendo
que la bacteria se adapte al stress de su medio ambiente (18). El factor sigma E es el mejor
estudiado y al eliminarlo por mutacién dirigida se produce notable atenuacion, los ratones
infectados con estas bacterias tuvieron largas sobrevidas y elevada expresion de los factores
protectores interferon gamma (IFN), factor de necrosis tumoral alfa (TNF) y de la enzima
oxido nitrico sintetasa inducible (iNOS) (20). En comparacién con la vacunacién con BCG,
los ratones vacunados con bacterias mutantes sigE y después retados con bacterias de
virulencia intermedia o alta, tuvieron sobrevida mayor y la carga bacilar pulmonar y dafio
tisular fueron significativamente menores (20). Por estos resultados el grupo Europeo de
vacunas integro a esta mutante en su lista de vacunas nuevas de alto potencial.
Recientemente este grupo decidié que es necesaria una segunda mutacion para inducir
mayor atenuacién y tener una bacteria mas segura, aunque esta Segunda mutacién podria
afectar la inmunogenicidad.

La mutante sigE fue producida por el grupo del Prof Manganelli de la Universidad de
Padua Italia y nuestro grupo probo su eficiencia vacunal en el modelo en ratén (20). Dicho
grupo ha producido la doble mutante, eliminando al gen fadD26 en la misma mutante sigE
y recientemente nos la han enviado para estudiarla en el modelo murino. La mutante
fadD26 fue producida por el grupo de la Prof Gicquel del Instituto Pasteur y también
nuestro grupo la estudio en el modelo murino (21). La mutante fadD26 tiene eliminado el
gen que codifica la enzima clave de la producciéon del tiocerol dimicocerosato, un
componente estructural y funcional importante de la pared bacteriana (22, 23). La mutante




fadD26 es atenuada y al ser probada como vacuna también mostro una mejor actividad
protectora que BCG (21) ‘

BCG recombinantes

La BCG fue obtenida a partir de un aislado clinico de M. hovis en un caso de mastitits en
vaca, este aislado se atenud después de 230 pases en medio de cultivo especial después de
13 afios (1908-1921). Posteriormente esta BCG se distribuyo a diferentes paises en donde
se crecid y subcultivo muchas veces, generando en consecuencia varias subcepas las cuales
son genética y antigénicamente distintas entre ellas y con la original (14). Al probar 10 de
estas subcepas en el modelo murino se pudo. observar que todas protegen pero en diverso
grado, siendo la subcepa Phipps la mas eficiente (24). En nuestro sistema experimental
siempre usamos la subcepa Phipps como control e idealmente se-deberia usar esta para la
produccién de BCG recombinantes. .

Existen tres variantes de BCG recSmbinante, la primera se basa en la restauracion de los
genes que la BCG perdi6 durante su proceso de atenuacion; la segunda es la transfeccion de
genes eucariontes que codifican para citocinas protectoras y la tercera es la transfeccion de
antigenos muy inmunogenicos que expresa poco o no expresa la BCG (9). Uno de los
antigenos que Mtb expresa en la superficie de la pared celular y que es esencial para la
invasion y diseminacién de la bacteria es la hemaglutinina asociada a heparina (heah), este
antigeno es muy inmunogenico’ y puede ser un buen candidato para clonar su gen y
transfectarlo a BCG, produciendo asi una BCG recombinante.

Una de nuestras principales lineas de investigacion es la caracterizacién de la respuesta
inmunolégica que confiere proteccién y progresiéon de la TB usando modelos
experimentales en raton (25). Desde hace algunos afios hemos estado estudiando la
influencia de la diversidad genética de Mtb en la virulencia y respuesta inmunolégica,
principalmente usando aislados clinicos obtenidos de estudios epidemiolégicos amplios
(26). En un estudio epldemlologlco realizado en Colombia se obtuvieron aislados del
liquido cefaloraquideo de pacientes con TB meningea, una de las formas més graves de la
enfermedad. En este estudio se observo Yue algunas de estas cepas tenfan un patrén
genotipico diferente a las aisladas del pulmon y cuando tres de estas se usaron para infectar
por via intratraqueal ratones BALB/c, las tres se diseminaron rapidamente por via
hematogena e infectaron al cerebro (27, 28). Nuestros resultados experimentales recientes
han mostrado que el gen que mas expresa la bacteria durante la infeccion al tejido nervioso
es la heah. Consideramos que esta es un observacion importante pues una de las principales
propiedades que tiene BCG para justificar su uso actual es que esta previene las formas
graves de TB, en particular la forma diseminada y meningea, sin embargo hay aéreas del
mundo en donde se usa la BCG y los casos de TB meningea son relativamente frecuentes,
como sucede en Vietnam y Malasia (29). Es entonces interesante la posibilidad de producir
BCG recombinante que sobrexprese la heah, la cual fedricamente seria una vacuna
mejorada mas eficiente para prevenir’ la TB meningea que la BCG convencional. En
colaboracién con el Dr M A Flores del CIATEJ en Guadalajara Jal, se han obtenido dos
recombinantes BCG que sobre-expresan heah y podemos determinar el grado de proteccion
conferida por esta BCG en ratones vacunados y retados con una cepa Mtb aparentemente
neurotropica que es ademas hipervirulenta (cepa LAM 209).

Vacunas de subunidad
Estas corresponden a antigenos inmunodominantes de Mtb, como lo son ESAT-6 y Ag85b
que confieren cierto grado de proteccion en ratén (30) y cuando son fusionados y




acompafiados con adyuvantes producen un nivel de proteccidén similar a la BCG y con un
buen nivel de memoria (31).

Con el objetivo de inducir memoria a mas largo plazo y un mayor nivel de proteccion se
han usado también las vacunas de subunidad como refuerzo post-vacunal a la
administracion de BCG, este tipo de estrategia ha dado buenos resultados como lo fue con
el Ag85A (33). Es importante considerar que en estudios en los que se ha revacunado con
BCG se induce menos o no hay cambio en comparacion con la proteccion producida por
una sola administracién (34), ademas en paises con TB endémica como el nuestro la
mayoria de los sujetos ya estan vacunados o tienen infeccion latente, en consecuencia una
buena alternativa es reforzar la vacunacion hecha con BCG administrando refuerzos con
vacunas de subunidad. En el presente proyecto se usaran péptidos purificados de productos
dializables solubles de linfocitos como vacunas de-subunidad y refuerzos en animales
previamente vacunados con la subcepa de BCG-Phipps.

Los productos solubles derivados de dializados de linfocitos, también conocidos como
factor de transferencia, son. molécutas-de bajo peso obtenidos de linfocitos de sangre
periférica que son capaces de transferir la capacidad de expresar respuestas de
hipersensibilidad retardada e inmunidad mediada por células de sujetos sensibilizados a
personas no inmunizadas (35). Hasta el momento actual no se ha caracterizado la naturaleza
bioquimica y el mecanismo molecular de su actividad, pero se han utilizado ampliamente
en el tratamiento de diversas enfermedades infecciosas, neoplésicas e inmunodeficiencias
(36). En colaboracion con el Dr B Anton del Instituto Nacional de Psiquiatria y los Dres S
Estrada Parra y I Estrada Garcia del IPN, se ha realizado un extenso estudio de purificaciéon
y caracterizacién molecular de estos ‘productos dializables de leucocitos. Mas de 500
péptidos se han identificado y 50 de ellos se-han probado en su capacidad terapéutica en
nuestro modelo de TB progresiva’ Diez péptidos tuvieron actividad terapéutica significativa
y recientemente los hemos usado en un experimento preliminar como vacunas de subunidad
en ratones previamente vacunados con BCG. En estos experimentos, ratones BALB/c se
vacunaron por via subcutdnea con BCG y después de dos meses se administro por via
peritoneal y por separado 5 péptidos diferentes en dos refuerzos con cada uno y dos meses
después se retaron los animales con una dosis alta (250,000) de bacterias vivas y virulentas
cepa H37Rv.. Los ratones vacunados con BCG y después reforzados con los péptidos 1, 4,
35 y 36 mostraron en comparacion con’ los vacunados solamente con BCG, una
disminucion significativa de la carga bacilar, del 50 y 400% menos a los dos y cuatro meses
después del reto respectivamente. Estos son resultados alentadores que motivan a continuar
realizando experimentos con esta estrategia.

Hipotesis: ~ -

La micobacteria doble mutante sigk/fadD26, la BCG transfectante que sobre-expresa el
antigeno hemaglutinina asociado a heparina y los péptidos 1, 4, 35 y 36 del dializado de
linfocitos, induciran un nivel mayor de proteccién que la conferida por BCG en ratones
BALB/c retados con la cepa de referencia H37Rv y con aislados clinicos hipervirulentos.

Objetivos:
General: Obtener una bacteria mutante atenuada, una BCG recombinante y un esquema de
vacunacion usando péptidos solubles dializables de linfocitos como vacunas de subunidad



para reforzar la vacuna BCG, que sean igual o mas protectoras que la vacuna BCG
convencional en ensayos preclinicos in-vivo

Especificos:
1.- Determinar el nivel de virulencia e 1nmunogemcldad de la bacteria doble mutante
sigE/fadD26.

2.- Estudiar el nivel de proteccion conferido por la doble mutante sigE/fadD26 en ratones
BALB/c retados con bacterias de virulencia intetrmedia y alta

3.- Determinar la capacidad de crecimiento, diseminaciéon e inmunogenicidad de la BCG
transfectada con el gen que; codlﬁca la hemaglutmma asociada a heparina

4.- Establecer el nivel de proteccion conferido por la BCG recombinante del antigeno
hemaglutinina asociado a heparina en ratones BALB/c retados con la cepa de referencia
H37Rwv y el aislado clinice hipervirulento y con aparente neurotropismo 209.

5.- Ewvaluar el nivel de prote.cci(’)'n conferido por los péptidos 1, 4, 35 y 36 administrados
solos o en sistemas adyuvantes en ratones BALB/c vacunados con BCG

Estrategia Experimental
Estudio de virulencia:
Ratones machos singenicos BALB/c de § semanas se anestesian con isofluorano y por via
intratraqueal se administraran 250,000 bacterias suspendidas en 100ul de PBS, los animales
infectados se almacenan en un sistema de microaisladores con flujo constante y filtracién
de aire. El proceso de infeccion y sacrificio se realiza en campanas de bioseguridad 3.
Grupos de 50 ratones se infectaran con la cepa doble mutante sigFE/fadD26, otro grupo con
el mismo numero de animales s¢ infectara ¢on la cepa parental no mutada y un tercer grupo
de ratones se infectara con la cepa mutante a la que se le restituyeron los genes eliminados
(cepa complementada). Grupos de 6 ratones s€ sacrificaran por exsanginacion los dias 1, 3,
7, 14, 21, 28, 60 y 120 después de la infeccion, 4 pulmones derechos o izquierdos se
destinaran para determinar carga bacilar por unidades formadoras de colonia (UFC), otros 4
pulmones se perfundiran con formaldehido al 10% amortiguado en PBS y en estos se
medira por morfometria automatizada el porcentaje de pulmén afectado por neumonia y
tamafio de granulomas; 4 pulmones mas se usaran para purificar RNA total y por RT-PCR
en tiempo real se determinara la expresion de los genes que codifican TNF, IFN e iNOS.
Diez animales mas se infectaran y se dejaran para recabar la sobrevida y con esta
informacion construir graficas de sobrevida. .

En este tipo de vacunas es fundamental realizar experimentos con ratones
inmunodeficientes, para este experimento se vacunaran por via subcutdnea en la base de la
cola 8000 bacterias vivas mutantes sigk/fadD26 y se fechara la muerte espontanea de los
ratones durante 4 meses, como control se usara otro grupo de 10 animales que se inocularan
con la cepa parental no mutada (H37Rv) y un grupo mas vacunado con BCG Phipps.

Estudio de inmunogenicidad
Grupos de 40 ratones se vacunaran por via subcutdnea con 8000, 5000 y 2500 bacterias
vivas cepa doble mutante sigE/fadD26, otro grupo de animales recibiran las mismas dosis



de BCG transfectada con el gen de la heah y el grupo control que se vacunara con 8000
bacterias cepa BCG Phipps. Después de 1, 2, 4 y 8 semanas, grupos de 10 ratones se
sacrificaran por exsanguinacion y los ganglios linfaticos cercanos al sitio de vacunacion
(inguinales), el bazo y los pulmones se disecaran y dividiran en dos, la mitad se congelara
de inmediato para después hacer homogenizados y determinar las UFC y la otra mitad se
prepararan para hacer suspensiones celulares, las cuales serén estimuladas con los antigenos
totales de Mtb obtenidos por sonicacion y los antigenos inmunodominantes recombinantes
ESAT-6, Ag85b y heah. Después de 48 hr se colectaran los sobrenadantes y en ellos se
cuantificara IFN por ELISA, siguiendo los procedimientos publicados por nuestro grupo
(20). Con estos experimentos se escogerd la dosis de vacuna que induce la maxima
produccion de IFN para usar esta en los experimentos de reto. La cuantificacién de
sbacterias por UFC en los diferentes organos y tiempos nos permitird determinar la
capacidad de proliferacion y diseminacién de-la BCG recombinante y la doble mutante,
siempre haciendo la comparacion con los grupos vacunados con BCG Phipps, que como se
menciono es la mejor confiriendo proteccion en este modelo experimental (24).

Estudio de reto para determinar la capacidad de proteccién

Grupos de 12 animales se vacunaran por via subcuténea con la dosis de bacterias mutantes
y BCG recombinante que haya producido el mayor nivel de IFN. El grupo control recibira
el vehiculo solamente (solucién salina), atro grupo control de maxima proteccion se
vacunara con BCG Phipps (24). En relacion con el experimento con vacunas monomericas,
se vacunaran ratones con BCG Phipps y dos meses después se les administrara por via
subcutanea 1pg de cada uno de los péptidos, solos o acoplados a hemocianina. La
hemocianina es una proteina de la hemolinfa.de crustaceos que tiene una potente actividad
adyuvante. El Dr B Anton del Instituto Nacional de Psiquiatria ha usado con muy buenos
resultados la hemocianina para producir vacunas anti-adiccién; anticuerpos anti cocaina o
nicotina, ambas son moléculas haptenicas que unidas a la hemocianina son capaces de
inducir la produccion de altos titulos de anticuerpos y de células T activadas cooperadoras y
citotoxicas,. Por estos antecedentes se considera que la hemocianina es un sistema
adyuvante idéneo para tratar de mejorar aun mas la capacidad protectora de estos péptidos.
El grupo del Dr Anton se ha encargado de producir estos péptidos y acoplarlos a
hemocianina, los 4 péptidos ya estan en este sistema y listos para usarlos en el modelo
murino. :

Después de dos meses del ultimo refuerzo, los animales se anestesian e infectan por via
intratraqueal con 250,000 bacterias vivas cepa H37Rv de virulencia intermedia, cepa LAM
hipervirulenta y cepa 209 hipervirulenta y con aparente neurotropismo. Grupos de 6
animales se sacrificaran a los*2 y 4 meses posteriores al reto, 6 pulmones derechos se
usaran para determinar la cantidad de bacterias vivas por cuantificacion de unidades
formadoras de colonia y-en 6 pulmones izquierdos se perfundiran con formaldehido al 10%
en PBS para medir el dafio tisular por la cuantificacién del porcentaje de area pulmonar
afectado por neumonia (20). Otro grupo de 10 animales se dejaran intactos y en cllos se
determinara la mortalidad para después construir curvas de sobrevida.

Durante més de 20 afios el grupo de investigacién de la Seccion de Patologia Experimental
del Instituto Nacional de la Nutricién se ha dedicado a estudiar la inmunopatologia
experimental de la tuberculosis, mas de 100 publicaciones en revistas internacionales se
han producido y una red extensa de colaboraciones internacionales y nacionales se ha
establecido. Se cuenta con la infraestructura para realizar este tipo de estudios con bacterias




altamente patogenas -que es Unica en México y Latinoamérica, se tiene por lo tanto la
experiencia y la infraestructura necesaria para poder realizar este proyecto con éxito
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Metas: Determinar la eficiencia vacunal de la.bacteria doble mutante sigE/fadD26,
esperando que esta sea mas protectora que la BCG convencional

Determinar la eficiencia vacunal de la BCG recombinante que sobre-expresa el antigeno
hemaglutinina asociado a heparina y que este sea mas eficiente para evitar la diseminacion
y desarrollo de tuberculosis extrapulmonar particularmente en el cerebro

Confirmar que la administraciom de vacunas de subunidad basadas en péptidos solubles de
dializados de linfocitos usadas para reforzar la vacunaciéon con BCG sean mas eficientes
para producir proteccion que la vacuna BCG sola

Justificacion:

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa crénica de gran importancia clinica y
epidemioldgica que afecta sobre todo a paises en vias de desarrollo, en donde la vacuna
BCG la tnica actualmente en uso es ineficiente en proteger el desarrollo de tuberculosis
pulmonar en poblacion adulta. Es por lo tanto necesario desarrollar nuevas vacunas o
esquemas de vacunacion que sean mas eficientes que la vacuna BCG

. V Ve ' ‘
Descripcion

Problema préctico o cientifico,que genero el proyecto.

Varios grupos de investigacion en diversas partes del mundo han estado trabajando en
producir nuevas y mas eficientes vacunas para prevenir la tuberculosis, incluido el nuestro
que en colaboracién internacional con diferentes grupos se han estudiado el nivel de
atenuacion y proteccion conferida por bacterias mutantes atenuadas, en particular la
mutante sigE y fadD26 han producido mayor proteccién que la BCG en un modelo murino



de tuberculosis. Contamos actualmente con la doble mutante sigk/fadD26 que teéricamente
debe de ser mdas atenuada y quizds induzca mas proteccion que las mutantes con
eliminacién Unica de los mismos genes. Otra estrategia utilizada para producir vacunas mas
eficientes es la tranfeccion de genes que codifican antigenos inmunodominantes a la vacuna
BCG, con lo cual esta BCG recombinante producira mas antigenos especificos que
induzcan respuestas inmunolégicas eficientes, un antigeno importante de virulencia por su
capacidad de conferir invasion y diseminacion es la hemaglutinina asociada a heparina,
contamos con una BCG fecombin'a‘nte que . sobrexpresa este antigeno y es necesario
probarla en un modelo in-vivo para- definir si esta es mas capaz de evitar sobre todo la
diseminacidon e infecciéon sobre todo del tejido nervioso. Finalmente, el esquema de
vacunacion basado en administrar primero BCG y después reforzar con la administracion
«de vacunas de subunidad es otra estrategia de gran potencialidad y resultados preliminares
nuestros muestran que haciendo esto con péptidos dializables de linfocitos produce una
respuesta protectora significamente mejor que la BCG sola. La posibilidad de mejorar la
respuesta protectora utilizando sistemas adyuvantes a estos péptidos es una atractiva
posibilidad que debe de experimentarse.

Disefio general:

Para evaluar la atenuacion, inmunogenicidad y nivel de proteccion se usara un modelo
experimental de tuberculosis pulmonar progresiva en ratones BALB/c ampliamente
caracterizado. Para determinar la atenuacion de la bacteria mutante, se infectaran ratones
por via intraqueal con la cepa mutante, cepa parental no mutante y cepa complementada
(mutante a la que se le trarfdsfectaron los genes eliminados para reconstituir su
funcionalidad) y se determinara la sobrevida -de los animales infectados, en diferentes
tiempos se sacrificaran y se determinara la cantidad de bacterias vivas en los pulmones por
conteo de unidades formadoras de colonia y la extension del dafio tisular por la
cuantificacion del porcentaje del pulmon afectado por neumonia usando morfometria
automatizada. Grupos de ratones inmunodeficientes se vacunaran con estas bacterias y su
sobrevida se determinara. Para evaluar la inmunogenicidad, los pulmones colectados en
diferentes tiempos se usaran para purificar RNA total y por RT-PCR en tiempo real se
cuantificara la expresion de los genes que codifican IFN .y TNF. Para evaluar la
inmunogencidiad in-vitro, ratones BALB/c son vacunados por via subcutinea y en
diferentes tiempos se sacrificaran para obtener ganglios linfaticos, bazo y pulmon, de los
cuales se hacen suspensiones celulares que se estimulan con antigenos totales e
inmunodminantes de M. tuberculosis, en los sobrenadantes se medira IFN por ELISA, la
dosis que haya producido mas IFN se usa para vacunar ratones y dos meses después se
evaluara la proteccion- al retar con M. tuberculosis de virulencia intermedia e
hipervirulentas, determinando la sobrevida, carga bacilar pulmonar y dafio tisular en
ratones sacrificados 2 y 4 meses después del reto, comparandolos con controles no
vacunados o vacunados con BCG




Criterios que se consideraran para establecer los puntos terminales humanitarios que
determinaran que se sacrifique al animal por presentar dolor o sufrimiento durante el

procedimiento experimental, le enlistamos los siguientes puntos:

- Dificultad para alimentarse o beber agua.
- Pérdida de peso mayor al 20%.

- Dificultad para respirar.

- Disminucién de la actividad.

- Piloereccion. .

- Postura anormal o espalda arqueada.

A

ver %
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ENTREGABLES

1.- Educacion

Sub Categoria

Seminario

Semestre de entrega

4to. Semestre

Congreso internacional

Maestria

3er. Semestre

4to. Semestre

Descripcién

Presentacidn de resultados en
foros organizados por el ICYyTDF
tales como el Seminario
Permanente de Investigacién de
Ciencia y Tecnologia o en la
Semana de la Ciencia y la
Innovacion como ya se tuvo el
honor de participar en octubre de
2011.

Presentacion de los resultados en
un congreso internacional sobre
vacunas

El Médico Cirujano Hector




1.- Educacién
Sub Categoria | Semestre de entrega ‘ Descripcion

Mayoral egresado de la ENEP
Iztacala UNAM ha sido
recientemente aceptado como
estudiante de Maestria en

" Ciencias Medicas en la Escuela
Superior de Medicina del IPN, el
desarrollara como proyecto de
tesis el estudio con las vacunas
subunidad. De acuerdo al

" programa terminara sus estudios
y obtendr4 el grado al finalizar el
proyecto en el cuarto semestre,

) por lo que nos comprometemos a

SR ’ entregar la Tesis de Maestria

"Efecto inmunoprofilactico de

peptidos purificados del factor de

transferencia en la tuberculosis

pulmonar en un modelo murino

de vacunacién con BCG". El

. : QFB Martin Becerril Sambrano
egresado de la Universidad la
Salle aprobd recientemente el
exdmen de ingreso a la Maestria

" en Ciencias Bioquimicas en la
UNAM, el desarrollara como
proyecto de tesis el estudio con la
mutante sigE/fadD26. De acuerdo
al programa terminara sus
estudios y obtendrd el grado al
finalizar el proyecto en el cuarto
semestre. Por lo que nos
comprometemos a entregar la
Tesis de Maestria "Actividad
inmunoprotectora de la bacteria
doble mutante sigE/fadD26 en un
modelo experimental de
tuberculosis”




2.- Investigacién cientifica

Sub Categoria Semestre de entrega Descripcion

Articulo en revista indexada 4to. Semestre : Se publicaran 3 trabajos
internacionales, uno por cada
modalidad de vacuna en el cuarto
semestre del proyecto.

Solicitud Nacional 4to. Semestre Se solicitara una patente ante el
IMPI para proteger la vacuna con
la micobacteria recombinante
BCG conjuntamente con el
CIATEJ.

A

L Y

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES Y TAREAS

ACTIVIDAD O TAREA e ENTREGABLE SEMESTRE

. DE
. ‘ ‘ _ : . - ENTREGA
Estudio de la virulencia de la bacteria mutante Durante el primer Mgestrfa ler. Semestre

semestre se realizaran los experimentos de virulencia, consistentes
en infectar por via intrétraqueal la bacteria mutante sigE/fadD26 en
ratones BALB/c, se determinara la sobrevida y estudios cinéticos
de carga bacilar y dafio tisular compardandola con la cepa parental y
complementada. Ratones desnudos se vacunaran con las mismas
cepas y su sobrevida se registrara para construir curvas de
sobrevida. Se determinara la inmunogenicidad y la capacidad de
proliferacion y diseminacién de las dos BCG recombinantes en
ratones vacunados a los que se les sacrificara en diferentes tiempos
y los ganglios linfaticos, bazo y pulmon se obtendrénfpara ﬂ
determinar la cantidad de BCG pbr UFC y en suspensiones
celulares la cantidad de IFN producido por la incubacién con
antigenos micobacterianos inmunodominantes. El mismo tipo de
estudios se realizara en ratones vacunados con los 4 péptidos que se
usaran como vacunas de subunidad en animales inicialmente
vacunados con BCG, comparando a los péptidos solos con los
incorporados con hemocianina como adyuvante.

Durante el segundo semestre se repetirdn los experimentos Maestria 2do. Semestre
descritos para el primer semestre para confirmar reproducibilidad

Los resultados obtenidos durante los tres primeros semestres se ' Congreso 3er. Semestre
analizaran y organizaran para ser presentados en el International internacional

Congress of Vaccination




ACTIVIDAD O TAREA ENTREGABLE SEMESTRE
DE
ENTREGA

Durante el tercer semestre se realizaran los estudios de proteccién, Maestria 3er. Semestre

vacunando animales con la dosis de la bacteria mutante, BCG

recombinante y péptidos de subunidad que hayan inducido la

maxima cantidad de IFN y que con esto sugiera que es la dosis

idénea. Dos meses después se retaran con bacterias de virulencia

intermedia y alta y se sacrificaran a los 2 y 4 meses i)ara_evaluar en

los pulmones la cantidad de bacterias vivas por UFC y la extensién

del daifio histolégico, siempre comparando con animales no

vacunados y vacunados con BCG. Los resultados preliminares se

presentaran en un congreso internacional

Durante los cuatro semestres que durara este trabajo, se organizaran Seminario 4to. Semestre

los resultados obtenidos para poder presentarlos de manera -

actualizada en foros organizados por el ICYyTDF. -

Si los resultados son satisfactorios; la patente en Europa que ya Solicitud Nacional ‘4to. Semestre

existe con la mutante sigE se pueden ampliar-para esta doble

mutante. La recombinante BCG también es patentable en conjunto

con el CIATE].

Los resultados del nivel de atenuacién e inmunogenicidad de la Articulo en revista 4to. Semestre

bacteria doble mutante sigBE/fadD26, asi como su capacidad para - indexada

proteger comparada con BCG después de retar ratones con cepas de

virulencia alta e intermedia se publicaran en un trabajo en una

revista internacional. La capacidad de la BCG recombinante para

proliferar y diseminarse; asi como su inmunogenicidad y capacidad

protectora para evitar sobre todo la diseminacién ¢ infeccién del

cerebro producida por una cepa hipervirulenta y neurotrépica

comparada con la BCG convencional serdn los resultados para

publicar un segundo articulo La inmunogenicidad y capacidad

protectora de 4 peptidos diferentes obtenidos como productos

dializables de leucocitos serd determinada en animales previamente

vacunados con BCG y retados con cepas de virulencia intermedia y

alta, comparando con animales solo vacunados con BCG y con el

mismo sistema pero con péptidos unidos a hemocianina como

adyuvante seran los resultados que se informaran en una tercera

publicacion. )

Durante el cuarto semestre se repetirdn los experiméntos de Maestria 4to. Semestre

reto/proteccion descritos en el semestre anterior para confirmar

reproducibilidad, se escribiran los articulos correspondientes para

enviarlos a publicacién y las tesis de los estudiantes, asi como el

reporte final del proyecto

-

FINANCIAMIENTO DEL PROYECTO




MONTO TOTAL SOLICITADO: $ 850,000.00
RUBRO TOTAL JUSTIFICACION CANTIDAD

Gasto corriente $ 650,000.00 Animales de
Experimentacion. Para el
estudio de virulencia se.

, requerira de grupos de
w «» - .ratones BALB/c machos
de 8 semanas para ser
, infectados con cada
s ) grupo con la cepa
mutante, cepa parental,
cepa complementada y el

~ control cepa H37Rv, ,

cada cepa requiere de 50
ratones que se sacrifican
en grupos de 6 en los
dias postinfeccion: 1, 3,

‘ 2 7,14,21,28,60y 120

; : , dias y se realizan dos

experimentos

| 7 v © ' independientes, se dejan

R . © 10 animales por cepa- .
para realizar curvas de
sobrevida. En total para
este experimento se
necesitaran 500 ratones.
Se usaran ademés 160

‘ ratones desnudos, 20 por

| grupo para cada cepa

‘ para evaluar sobrevida

en dos experimentos
independientes..Para los
| estudios de

‘ inmunogenicidad, de los

| experimentos anteriores

‘ se obtendrén los

pulmones para

| determinar expresion de

citocinas, para hacer la

inmunogenicidad
in-vitro se necesitaran

170 ratones, 10 animales

se sacrifican los dias 7,

15, 30 y 60 después dela

vacunacion para obtener




RUBRO

TOTAL

JUSTIFICACION CANTIDAD

suspensiones celulares y
estimularlas con
antigenos bacterianos,

. las bacterias por estudiar

son la mutante, parental,

.complementada y el

control con BCG,-son ' -
dos experimentos

- independientes. Para el

experimento con la BCG
recombinante se
realizara un experimento
similar estudiando la

“BCG recombinante

(tenemos 2 cepas), BCG
transfectada con el
plasmido vacio y BCG
sin transfectar, son 170

. raton€s mas. Para el

experimento de
inmunogenicidad en
animales vacunados con
BCG que reciben
refuerzos con vacunas de
subunidad, tenemos4
vacunas y el grupo
eontrol vacunado
solamente con BCG, el
total de animales

estimado es de 200 para

dos experimentos
independientes. Para el
experimento de
reto/proteccion, se

usaran 40 ratones para

sacrificar 10 a los 2
meses y otros 10 a los 4
meses después del reto
con una bacteria de
virulencia intermedia y
otra muy virulenta, por
cada vacuna en dos
experimentos
independientes son 80




RUBRO ' TOTAL JUSTIFICACION CANTIDAD

ratones, el total es 1120
ratones. El gran total de
animales requeridos serd -
de 2000 ratones, estos
‘ experimentos requieren
w v - que en promedio los
| animales por
experimento se
s ) mantengan hasta por 6
| mreses en el bioterio,
tiempo en el que se
SR requiere de-alimento y
cambio de cama. Total
350000.00 pesos.
Material de laboratorio.
' Para cultivo de bacterias
; . ' (medios de cultivo, cajas
de petri), estudios
histolégicos (fijadores,
« " parafina, colorantes,
- wlaminillas etc), cultivo..
de células e inmunologia
(medio de cultivo, suero
fetal bovino, kits de
ELISA) y de biologia
molecular (RT-PCR para
la expresién de
citocinas). Total
* 300000.00 pesos
Gasto de inversion $ 200,000.00 Hace aproximadamente

NN

&

15 afios se obtuvo con un

apoyo de CONACyT un

equipo de andlisis de
imagen el cual ha sido
muy til para el tipo de
trabajo de investigacién
que realizamos. Después
de ese tiempo este
‘equipo es obsoleto, usa
discos de % para
almacenar informacién y

=

estos ya no existen en el
comercio, ademas la
camara asociada al




RUBRO

TOTAL

",

Total:  $850,000.00

JUSTIFICACION

. microscopio es muy

antigua y de poca
resolucidon. Se solicita la

“renovacion de este

equipo lo cual es mucho

.mas econdémico que un

equipo nuevo y la
compaifiia Aspelab que

nos lo vendio nos ofrece

un descuento especial
como lo muestra la
cotizacioén anexa. Total:
150000.00 pesos Los

‘animales para ser

infectados se requiere
que se anestesien con
sevofloran el cual es
volatil y este se usa

- virtiendolo en algodon

en una caja de acrilico en

.donde se ingresa el

raton, es un sistema

-eficiente pero se podria

hacer este trabajo mucho
mejor con un
vaporizador
termocompensado el
cual es un aparato que

-calienta al anestesico

para su optima
vaporizacion y lo mezcla
con oxigeno permitiendo
un periodo mas
prolongado, controlado y

_eficiente del anestesico,

ademas permite un
substancial ahorro del

anestesico que es muy

costoso Total 50000.00
pesos

CANTIDAD
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Titulo: Ensayos pre-clinicos de la eficiencia de vacunas para prevenir
la tuberculosis basadas en-bacterias mutantes, BCG recombinante y

moléculas derivadas de extractos solubles dializables de linfocitos.

Resumen

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa crénica de gran importancia clinica
y epidemiolégica particularmente en paises en vias de desarrollo. Aunque existe
tratamiento eficiente, este consiste en la administracién de 4 3 antibidticos por un largo
periodo de tiempo, lo que provoca abandono y en consecuencia recaidas y emergencia
de cepas drogo-resistentes, ademas.la vacuna BCG que actualmente es la Gnica en uso
en la poblacion humana es extraordinariamente irregular en el nivel de proteccién que
confiere y es especificamente poco protectora en paises en vias de desarrollo. Por estos
motivos es importante la produccién de nuevas vacunas o esquemas de vacunacién para
controlar a esta importante enfermedad infecciosa. Las estrategias actuales mds
frecuentemente utilizadas para la produccién de nuevas vacunas anti-TB son: la
generacion de bacterias vivas atenuadas por eliminacién de genes asociados a virulencia
sin que afecte o inclusé. incremente su inmunogenicidad; BCG recombinantes
producidas por la transfeccion de genes de la bacteria que codifican antigenos
inmunodominantes y vacunas de subunidad, que se basan en la administracién de
antigenos monomericos solos o asociados a adyuvantes.

En el presente proyecto se propone estudiar en un modelo ampliamente caracterizado de
tuberculosis  pulmonar progresiva en ratones singenicos, la  atenuacion,
inmunogenicidad y capacidad protectora de una cepa doble mutante del gen que
codifica el factor sigma E esencial en mecanismos de adaptacion de la bacteria para
sobrevivir stress extracelular y del gen fadD26 que codifica para una enzima esencial en
la sintesis de lipidos complejos de pared celular (dimicocerosatos). Es importante
mencionar que las mutantes de cada gen por separado son muy atenuadas y confieren
importante proteccién cuando se usan como vacunas. Se propone también estudiar a una
BCG recombinante a la que se transfecto el gen que codifica para el antigeno
hemaglutinina asociado a heparina, el cual contribuye a la invasividad de la bacteria y
estudios recientes en nuestro laboratorio han mostrado que bacterias que sobrexpresan
este gen se diseminan rapidamente por via hematogena e infectan al cerebro, por lo que
esta BCG recombinante pudiera ser una forma mejorada de vacuna que podria ser mas
eficiente que la BCG convencional para evijtar formas graves de TB como la cerebral o
meningea. Finalmente, proponemos también estudiar vacunas monomericas usando
protefnas purificadas de dializados solubles de linfocitos que han mostrado en nuestro
modelo experimental buena actividad terapéutica y en’ experimentos preliminares
usdndolos como refuerzo en ratones vacunados con BCG han reducido hasta cuatro
veces la cantidad de bacterias cuando se compara con ratones solamente vacunados con
BCG. Nuestro grupo de investigacion tiene mas de 20 afios de experiencia trabajando en
la inmunopatologia de la tuberculosis experimental y el disefio y prueba de regimenes
inmunoterapeuticos y vacunas, se cuenta con la infraestructura, experiencia y capacidad
para realizar este tipo de trabajo..
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Introduccion :

La tuberculosis (TB) es una importante enfermedad infecto-contagiosa que
afecta principalmente a los pulmones (1). El agente causal Mycobacterium tuberculosis
(Mtb) es un microorganismo patégeno intracelular facultativo que puede producir tanto
enfermedad progresiva como infeccion latente asintomética (1). Generalmente la
infeccion inicial se lleva a cabo en los pulmones durante la nifiez y en la mayoria de los
casos es controlada por el sistema inmuneldgico (2). Anualmente esta enfermedad
produce cerca de 2 millones de defunciones a nivel mundial,-con 9 millones de nuevos
casos y un tercio de la ‘thmanidagi tiene infeccion latente, lo cual la convierte en la
enfermedad infecto-contagiosa mas relevante a nivel mundial (3).

A pesar de que actualmente la TB es curable, se necesita de 4 antibi6ticos
administrados por 6 a 9 meses, lo que redunda en una alta tasa de abandono. Esta
situaciéon ha promovido recaidas y el surgimiento de cepas resistentes a varios
antibidticos, lo cual complica aun més el tratamiento al incrementar su costo y toxicidad
(4). La emergencia de cepas resistentes, la pandemia VIH/SIDA y el deterioro de los
sistemas de salud publica en los paises subdesarrollados han contribuido a empeorar la
situacion, de hecho es en los paises en vias de desarrollo en donde ocurren el 95% de
los casos de TB activa y el*98% de todas las defunciones (3). El consenso mundial es
que para que exista un eficiente control de la TB se requiere de diagnéstico y
tratamiento oportuno, quimioprofilaxis y vacunacién eficiente la cual deberia ser el mas
importante elemento. Sin embargo la vacuna actual BCG (Bacilo de Calmette Guerin) -
estd lejos de ser la vacuna ideal y es por eso muy importante producir mejores y mas
eficientes vacunas y/o esquemas de vacunacion.

La BCG es una cepa Mycobacterium bovis viva y atenuada que ha sido utilizada
desde el afio 1921. La BCG se usa rutinariamente en los paises subdesarrollados con TB
endémica aplicdndola una sola vez por via subcutanea en el periodo neonatal y es de
hecho la vacuna mas aplicada en la historia~de la humanidad (5). Las complicaciones de
la BCG son raras (6), es relativamente barata y aparentemente eficiente para controlar
formas graves de TB en la nifiez como la miliar o cerebral, pero su eficiencia es limitada
para prevenir la forma pulmonar en adultos en regiones en donde la TB es endémica (7),
principalmente porque su eficiencia protectora es muy irregular, del 0 al 80% de
acuerdo a diversos estudios (7, 8). '

Los avances recientes en la inmunologia y la genética molecular de Mtb, asi
como el desarrollo tecnolégico de la biologia molecular han contribuido a la generacién
de nuevos candidatos vacunales. Actualmente existen dos estrategias para la produccion
de vacunas, la primera es con bacterias vivas atenuadas como lo son las producidas por
la eliminacién de genes relacionados con virulencia (micobacterias atenuadas
auxotroficas) (10), o subcepas BCG que han sido genéticamente manipuladas para que
sobrexpresen antigenos inmunodominantes (BCG recombinantes) (9); la segunda
estrategia es el uso de componentes moleculares no vivos, como las vacunas de DNA y
antigenos puros inmunodominantes (vacunas de subunidad).

.
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Antecedentes directos

Micobacterias mutantes atenuadas

El conocimiento de la secuencia completa del genoma de Mtb (11) y las técnicas
moleculares que permiten la manipulacién de su material genético, han contribuido al
descubrimiento de genes asociados con la virulencia (12, 13). Uno de las estrategias
mas utilizadas para estudiar la virulencia ha sido la produccion de bacterias mutantes a
las cuales se les han eliminado uno o més genes e infectar con estas animales de
experimentacion, determinando la sobrevida, crecimiento de las bacterias mutantes y
dafio tisular (10). Con este tipo de estudios se han reportado- varias bacterias mutantes
con diferentes grados de atenuacién e inmunogenicidad, y algunas se han probado como
vacunas. La ventaja de estas bacterias es que generalmente expresan los mas de 100
genes que perdié la BCG durante‘su proceso de atenuacién (14). Nuestro grupo ha
probado varias bacterias mutantes como vacunas en un modelo murino de TB, algunas
de las cuales producen proteccion similar (15) o incluso mejor que la BCG (16).

Mtb es un patégeno capaz de adaptarse y sobrevivir ante las agresiones del sistema
inmune. Dicha adaptacién se debe a una red compleja de regulacién genética
transcripcional, que inducen la expresion selectiva de un grupo de genes esenciales para
su sobrevida (17). Los factores .sigma son importantes en este proceso, debido a su
capacidad para unirse a la'RNA polimerasa aportandole especificidad para promotores
especificos, con lo cual regulan la expresion de genes cuyos productos re-direccionan la
actividad metabdlica permitiendo que la bacteria se adapte al stress de su medio
ambiente (18). El factor sigma E es el mejor estudiado y al eliminarlo por mutacion
dirigida se produce notable atenuacién, los ratones infectados con estas bacterias
tuvieron largas sobrevidas y elevada expresion de los factores protectores interferon
gamma (IFN), factor de necrosis.tumoral alfa (TNF) y de la enzima oxido nitrico
sintetasa inducible (iNOS) (20). En comparaciéon con la vacunaciéon con BCG, los
ratones vacunados con bacterias mutantes sigE y después retados con bacterias de
virulencia intermedia o alta, tuvieron sobrevida mayor y la carga bacilar pulmonar y
dafio tisular fueron signiﬁcatalvamente menores (20). Por éstos resultados el grupo
Europeo de vacunas integro a esta mutante en su lista de vacunas nuevas de alto
potencial. Recientemente este grupo decidié que es necesaria una segunda mutacion
para inducir mayor atenuacién y tener una bacteria mas segura, aunque esta segunda
mutacién podria afectar la inmunogenicidad.

La mutante sigE fue producida por el grupo del Prof Manganelli de la Universidad de
Padua Italia y nuestro grupo probo su eficiencia vacunal en el modelo en ratén (20).
Dicho grupo ha producido la doble mutante, eliminando al gen fadD26 en la misma
mutante sigE y recientemente nos la han enviado para estudiarla en el modelo murino.
La mutante fadD26 fue producida por el grupo de la Prof Gicquel del Instituto Pasteur y
también nuestro grupo la estudio en el modelo murino (21). La mutante fadD26 tiene
eliminado el gen que codifica la enzima clave de la produccion del tiocerol
dimicocerosato, un componente estructural y funcional importante de la pared
bacteriana (22, 23). La mutante fadD26 es atenuada y al ser probada como vacuna
también mostro una mejor actividad protectora que BCG (21)

BCG recombinantes -

La BCG fue obtenida a partir de un aislado clinico de M. bovis en un caso de mastitits
en vaca, este aislado se atenudé después de 230 pases en medio de cultivo especial
después de 13 afios (1908-1921). Posteriormente esta BCG se distribuyo a diferentes
paises en donde se crecid y subcultivo muchas veces, generando en consecuencia varias
subcepas las cuales son genética y antigénicamente distintas entre ellas y con la original
(14). Al probar 10 de estas subcepas en el modelo murino se pudo observar que todas




protegen pero en diverso grado, siendo la subcepa Phipps la mas eficiente (24). En
nuestro sistema experimental siempre usamos la subcepa Phipps como control e
idealmente se deberia usar esta para la producciéon de BCG recombinantes.

Existen tres variantes de BCG recombinante, la primera se basa en la restauracion de los
genes que la BCG perdi6 durante su proceso de atenuacion; la segunda es la
transfeccion de genes eucariontes que codifican para citocinas protectoras y la tercera es
la transfeccion de antigenos muy inmunogenicos que expresa poco o no expresa la BCG
(9). Uno de los antigenos que Mtb expresa en la superficie de la pared celular y que es
esencial para la invasion y diseminacién de la bacteria es la-hemaglutinina asociada a
heparina (heah), este antigeno es muy inmunogenico y puede ser un buen candidato para
clonar su gen y transfectarlo a BCG, produciendo asi una BCG recombinante.

Una de nuestras principales lineas de investigacion es la caracterizacion de la respuesta
inmunolégica que confiere proteccién y progresion de la TB usando modelos
experimentales en ratén (25). Desde hace algunos afios hemos estado estudiando la
influencia de la diversidad genética de Mtb en la virulencia y respuesta inmunolégica,
principalmente usando aislados clinicos obtenidos de estudios epidemioldgicos amplios
(26). En un estudio epideniioldégico realizado en Colombia se obtuvieron aislados del
liquido cefaloraquideo de pacientes con TB meningea, una de las formas mas graves de
la enfermedad. En este estutlio se observo que algunas de estas cepas tenfan un patrén
genotipico diferente a las aisladas del pulmén y cuando tres de estas se usaron para
infectar por via intratraqueal ratones BALB/c, las tres se diseminaron rapidamente por
via hematogena e infectaron al cerebro (27, 28). Nuestros resultados experimentales
recientes han mostrado que el gen que més expresa la bacteria durante la infeccion al
tejido nervioso es la heah. Consideramos que esta es un observacion importante pues
una de las principales propiedades. que.tiene BCG para justificar su uso actual es que
esta previene las formas graves de TB, en particular la forma diseminada y meningea,
sin embargo hay aéreas del mundo en donde se usa la BCG vy los casos de TB meningea
son relativamente frecuentes, como sucede en Vietnam y Malasia (29). Es entonces
interesante la posibilidad de produ01r BCG recombinante que sobrexprese la heah, la
cual teéricameénte seria una vacuna mejorada mds eficiente para prevenir la TB
meningea que la BCG convencional. En colaboracion con el Dr M A Flores del CIATE)
en Guadalajara Jal, se han obtenido dos recombinantes BCG que sobre-expresan heah y
podemos determinar el grado de proteccién conferida por esta BCG en ratones
vacunados y retados con una cepa Mtb aparentemente neurotrépica que es ademds
hipervirulenta (cepa LAM 209).

Vacunas de subunidad ‘

Estas corresponden a antigenos inmunodominantes de Mtb, como lo son ESAT-6 y
Ag85b que confieren cierto grado de proteccion en ratén (30) y cuando son fusionados y
acompafiados con adyuvantes producen un nivel de proteccion similar a la BCG y con
un buen nivel de memoria (31).

Con el objetivo de inducir memoria a mas largo plazo y un mayor nivel de proteccion se
han usado también las vacunas de subunidad como refuerzo post-vacunal a la
administracién de BCG, este tipo de estrategia ha dado buenos resultados como lo fue
con el Ag85A (33). Es importante considerar que en estudios en los que se ha
revacunado con BCG se induce menos o no hay cambio en comparaciéon con la
proteccion producida por una sola administracion (34), ademds en paises con TB
endémica como el nuestro la mayoria de los sujetos ya estdn vacunados o tienen
infeccidn latente, en consecuencia una buena alternativa es reforzar la vacunacién hecha
con BCG administrando refuerzos con vacunas de subunidad. En el presente proyecto se
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usaran péptidos purificados de productos dializables solubles de linfocitos como
vacunas de subunidad y refuerzos en animales previamente vacunados con la subcepa
de BCG Phipps.

Los productos solubles derivados de dializados de linfocitos, también conocidos como
factor de transferencia, son moléculas de bajo peso obtenidos de linfocitos de sangre
periférica que son capaces de transferir 'la capacidad de expresar respuestas de
hipersensibilidad retardada e inmunidad mediada por células de sujetos sensibilizados a
personas no inmunizadas (35). Hasta el momento actual no se ha caracterizado la
naturaleza bioquimica y el mecanismo molecular de su actividad, pero se han utilizado
ampliamente en el tratamiento de diversas enfermedades infecciosas, neoplésicas e
inmunodeficiencias (36): En colaboracién con el Dr B Anton del Instituto Nacional de
Psiquiatria y los Dres S Estrada ‘Parra y I Estrada Garcia del IPN, se ha realizado un
extenso estudio de purificacién y caracterizacion molecular de estos productos
dializables de leucocitos. Mas de 500 péptidos se han identificado y 50 de ellos se han
probado en su capacidad terapéutica en nuestro modelo de TB progresiva. Diez péptidos
tuvieron actividad terapéutica significativa y recientemente los hemos usado en un
experimento preliminar como vacunas de subunidad en ratones previamente vacunados
con BCG. En estos experimentos, ratones BALB/c se vacunaron por via subcutanea con
BCG y después de dos meses se administro por via peritoneal y por separado 5 péptidos
diferentes en dos refuerzos con cada uno y dos meses después se retaron los animales
con una dosis alta (250,000) de bacterias vivas y virulentas cepa H37Rv.. Los ratones
vacunados con BCG y después reforzados con los péptidos 1, 4, 35 y 36 mostraron en
comparacion con los vacunados solamente con BCG, una disminucion significativa de
la carga bacilar, del 50 y 400% menos ‘a los dos y cuatro meses después del reto
respectivamente. Estos son resultados alentadores que motivan a continuar realizando
experimentos con esta estrategia.

Hipotesis: .

La micobacteria doble mutante sigE/fadD26, la BCG transfectante que sobre-expresa el
antigeno hemaglutinina asociado a heparina y los péptidos 1, 4, 35 y 36 del dializado de
linfocitos, induciran un nivel mayor de proteccién que la conferida por BCG en ratones
BALB/c retados con la cepa de referencia H37Rv y con aislados clinicos
hipervirulentos.

Objetivos: 4

General: Obtener una bacteria mutante atenuada, una BCG recombinante y un esquema
de vacunacion usando péptidos solubles dializables de linfocitos como vacunas de
subunidad para reforzar la vacuna BCG, que sean igual o mas protectoras que la vacuna
BCG convencional en ensayos preclinicos in-vivo

Especificos:

1.- Determinar el nivel de virulencia e inmunogenicidad de la bacteria doble mutante
sigE/fadD26.

2.- Estudiar el nivel de proteccién conferido por la doble mutante sigE/fadD26 en
ratones BALB/c retados con bacterias de virulencia intermedia y alta




3.- Determinar la capacidad de crecimiento, diseminacion e inmunogenicidad de la
BCG transfectada con el gen que codifica la hemaglutinina asociada a heparina

4.- Establecer el nivel de proteccion conferido por la BCG recombinante del antigeno
hemaglutinina asociado a heparina en ratones BALB/c retados con la cepa de referencia
H37Rv y el aislado clinico hipervirulento y con aparente neurotropismo 209.

5.- Evaluar el nivel de proteccion conferido por los péptidos 1, 4, 35 y 36 administrados
solos o en sistemas adyuvantes en ratones BALB/c vacunados con BCG

Estrategia Experimental

Estudio de virulencia: ° e

Ratones machos singenicos BALB/c de 8 semanas se anestesian con isofluorano y por
via intratraqueal se administraran 250,000 bacterias suspendidas en 100ul de PBS, los
animales infectados se almacenan en un sistema de microaisladores con flujo constante
y filtracién de aire. El proceso de infeccién y sacrificio se realiza en campanas de
bioseguridad 3. Grupos de 50 ratones se infectaran con la cepa doble mutante
sigE/fadD26, otro grupo con el.mismo nimero de animales se infectara con la cepa
parental no mutada y un tetcer grupo de ratones se infectara con la cepa mutante a la
que se le restituyeron los genes eliminados (cepa complementada). Grupos de 6 ratones
se sacrificaran por exsanginacion los dfas 1, 3, 7,.14, 21, 28, 60 y 120 después de la
infeccion, 4 pulmones derechos o izquierdos se destinaran para determinar carga bacilar
por unidades formadoras de colonia (UFC), otros 4 pulmones se perfundiran con
formaldehido al 10% amortiguado en PBS y en estos se medird por morfometria
automatizada el porcentaje de pulmoén afectado por neumonia y tamafio de granulomas;
4 pulmones mas se usaran para purificar RNA total y por RT-PCR en tiempo real se
determinara la expresién de los genes que codifican TNF, IFN e iNOS. Diez animales
maés se infectaran y se dejaran para recabarta sobrevida y con esta informacién construir
graficas de sobrevida.

En este tipo* de vacunas es fundamental realizar experimentos con ratones
inmunodeficientes, para este experimento se vacunaran por via subcutdnea en la base de
la cola 8000 bacterias vivas mutantes sigE/fadD26 y se fechara la muerte espontanea de
los ratones durante 4 meses, como control se usara otro grupo de 10 animales que se
inocularan con la cepa parental no mutada (H37Rv) y un grupo mas vacunado con BCG
Phipps.

Estudio de inmunogenicidad

Grupos de 40 ratones se vacunaran por via subcutinea con 8000, 5000 y 2500 bacterias
vivas cepa doble mutante sigE/fadD26, otro grupo de animales recibirdn las mismas
dosis de BCG transfectada con el gen de la heah y el grupo control que se vacunara con
8000 bacterias cepa BCG Phipps. Después de 1, 2, 4 y 8 semanas, grupos de 10 ratones
se sacrificaran por exsanguinacion y los ganglios linfaticos cercanos al sitio de
vacunacion (inguinales), el bazo y los pulmones se disecaran y dividirdn en dos, la
mitad se congelara de inmediato para después hacer homogenizados y determinar las
UFC y la otra mitad se prepararan para hacer suspensiones celulares, las cuales serdn
estimuladas con los antigenos totales de Mtb obtenidos por sonicacién y los antigenos
inmunodominantes recombinantes ESAT-6, Ag85b y heah. Después de 48 hr se
colectaran los sobrenadantes y en ellos se cuantificara IFN por ELISA, siguiendo los
procedimientos publicados por nuestro grupo (20). Con estos experimentos se escogerd
la dosis de vacuna que induce la maxima produccién de IFN para usar esta en los
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experimentos de reto. La cuantificacién de bacterias por UFC en los diferentes 6rganos
y tiempos nos permitird determinar la capacidad de proliferacién y diseminacion de la
BCG recombinante y la doble mutante, siempre haciendo la comparacién con los grupos
vacunados con BCG Phipps, que como se menciono es la mejor confiriendo proteccién
en este modelo experimental (24).

Estudio de reto para determinar la capacidad de proteccion

Grupos de 12 animales se vacunaran por -via subcutdnea con la dosis de bacterias
mutantes y BCG recombinante que haya producido el mayor nivel de IFN. El grupo
control recibira el vehiculo solamente (solucion salina), otro grupo control de maxima
proteccion se vacunara ‘con BCG. Phipps (24). En relacién con el experimento con
vacunas monomericas, s€ vacunarah ratones con BCG Phipps y dos meses después se
les administrara por via subcutdnea 1pg de cada uno de los péptidos, solos o acoplados
a hemocianina. La hemocianina es una proteina de la hemolinfa de crustdceos que tiene
una potente actividad adyuvante. El Dr B Anton del Instituto Nacional de Psiquiatria ha
usado con muy buenos resultados la hemocianina para producir vacunas anti-adiccion;
anticuerpos anti cocaina o nicotina, ambas son moléculas haptenicas que unidas a la
hemocianina son capaces de inducir la produccion de altos titulos de anticuerpos y de
células T activadas cooperadoras y citotoxicas,. Por estos antecedentes se considera que
la hemocianina es un sistema adyuvante idéneo para tratar de mejorar aun mas la
capacidad protectora de estos péptidos. El grupo.del Dr Anton se ha encargado de
producir estos péptidos y acoplarlos a hemocianina, los 4 péptidos ya estdn en este
sistema y listos para usarlos en el modelo murino.

Después de dos meses del ultimo refuerzo, los animales se anestesian e infectan por via
intratraqueal con 250,000 bacterias vivas cepa H37Rv de virulencia intermedia, cepa
LAM hipervirulenta y cepa 209 hipetvirulenta y con aparente neurotropismo. Grupos de
6 animales se sacrificaran a los 2 y 4 meses posteriores al reto, 6 pulmones derechos se
usaran para determinar la cantidad de ‘bacterias vivas por cuantificacion de unidades
formadoras de colonia y en 6 pulmones izquierdos se perfundiran con formaldehido al
10% en PBS para medir el dafio tisular por la cuantificacion del porcentaje de area
pulmonar afectado por neumonia (20). Otro grupo de 10 animales se dejaran intactos y
en ellos se determinara la mortalidad para después construir curvas de sobrevida.
Durante mds de 20 afios el grupo de investigacion de la Seccién de Patologia
Experimental del Instituto Nacional de la Nutricién se ha dedicado a estudiar la
inmunopatologia experimental de la tuberculosis, mas de 100 publicaciones en revistas
internacionales se han producido y una red-extensa de colaboraciones internacionales y
nacionales se ha establecido. Se cuenta con la infraestructura para realizar este tipo de
estudios con bacterias altamente patégenas que es Unica en, México y Latinoamérica, se
tiene por lo tanto la experiencia y la infraestructura necesaria para poder realizar este
proyecto con éxito '/
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Descripeion
Problema practico o cientifico que genero el proyecto.

Varios grupos de investigacion en diversas partes del mundo han estado trabajando en
producir nuevas y mads eficientes vacunas para prevenir la tuberculosis, incluido el
nuestro que en colaboracién internacional con diferentes grupos se han estudiado el
nivel de atenuacion y proteccion conferida por bacterias mutantes atenuadas, en
particular la mutante sigE y fadD26 han producido mayor proteccion que la BCG en un
modelo murino de tuberculosis, Contamos actualmente con la doble mutante
sigB/fadD26 que teéricamente” debe de ser mas atenuada y quizds induzca mds
proteccion que las mutantes con ¢liminacion tnica de los mismos genes. Otra estrategia
utilizada para producir vacunas mas eficientes es la tranfeccion de genes que codifican
antigenos inmunodominantes a la vacuna BCG, con lo cual esta BCG recombinante
producird mas antigenos especificos que induzcan respuestas inmunolégicas eficientes,
un antigeno importante de virulencia por su capacidad de conferir invasién y
diseminaciéon es la hemaglutinina asociada a heparina, contamos con una BCG
recombinante que sobrexpresa este antigeno y es necesario probarla en un modelo in-
vivo para definir si esta es mas capaz de evitar sobre todo la diseminacién e infeccion
sobre todo del tejido nervioso. Finalmente, el esquema de vacunacién basado en
administrar primero BCG y después reforzar con la administraciéon de vacunas de
subunidad es otra estrategia de gran potencialidad y resultados preliminares nuestros
muestran que haciendo esto con péptidos dializables de linfocitos produce una respuesta
protectora significamente mejor que la BCG sola. La posibilidad de mejorar la respuesta
protectora utilizando sistemas adyuvantes a estos péptidos es una atractiva posibilidad
que debe de experimentarse.

L

Disefio general:

Para evaluar la atenuacion, inmunogenicidad y nivel de proteccion se usara un modelo
experimental de tuberculosis pulmonar progresiva en ratones BALB/c ampliamente
caracterizado. Para determinar la atenuacién de la bacteria mutante, se infectaran
ratones por via intraqueal con la cepa mutante, cepa parental no mutante y cepa
complementada (mutante a la que se le transfectaron los genes eliminados para
reconstituir su funcionalidad) y se determinara la sobrevida de los animales infectados,
en diferentes tiempos se sacrificaran y se determinara la cantidad de bacterias vivas en
los pulmones por conteo de unidades formadoras de colonia y la extensién del dafio
tisular por la cuantificacién del porcentaje del pulmon afectado por neumonia usando
morfometria automatizada. Grupos de ratones inmunodeficientes se vacunaran con estas
bacterias y su sobrevida se determinara. Para evaluar la inmunogenicidad, los pulmones
colectados en diferentes tiempos se usaran para purificar RNA total y por RT-PCR en
tiempo real se cuantificara la expresion de los genes que codifican IFN y TNF. Para
evaluar la inmunogencidiad in=vitro, ratones BALB/c son vacunados por via subcuténea
y en diferentes tiempos se sacrificaran para obtener ganglios linfaticos, bazo y pulmon,
de los cuales se hacen suspensiones celulares que se estimulan con antigenos totales e
inmunodminantes de M. tuberculosis, en los sobrenadantes se medira IFN por ELISA,
la dosis que haya producido mas IFN se usa para vacunar ratones y dos meses después
se evaluara la proteccion al retar con M. tuberculosis de virulencia intermedia e
hipervirulentas, determinando la sobrevida, carga bacilar pulmonar y dafio tisular en




ratones sacrificados 2 y 4 meses después del reto, comparandolos con controles no
vacunados o vacunados con BCG

Financiamiento:

Total: 1,000,000

Gasto corriente:

Animales de Experimentacion

Para el estudio de virulencia se requerira de grupos de ratones BALB/c machos de 8
semanas para ser infectados con cada grupo con la cepa mutante, cepa parental, cepa
complementada y el control cepa H37Rv, cada cepa requiere de 50 ratones que se
sacrifican en grupos de 6 en los dias postinfeccion: 1, 3, 7, 14, 21, 28, 60 y 120 dias y se
realizan dos experimentos independientes, se dejan 10 animales por cepa para realizar
curvas de sobrevida. En total para este experimento se necesitaran 500 ratones. Se
usaran ademés 160 ratones desnudos, 20 por grupo para cada cepa para evaluar
sobrevida en dos experimentos independientes. .

Para los estudios de inmunogenicidad, de los experimentos anteriores se obtendran los
pulmones para determinar expresion de citocinas, para hacer la inmunogenicidad in-
vitro se necesitaran 170 ratones, 10 animales se sacrifican los dias 7, 15, 30 y 60
después de la vacunacién para .obtener suspensiones celulares y estimularlas con
antigenos  bacterianos, las bacterias por estudiar son la mutante, parental,
complementada y el control con BCG, son dos experimentos independientes. Para el
experimento con'la BCG recombinante se realizara un experiménto similar estudiando
la BCG recombinante (tenem(")s 2 cepas), BCG transfectada con el plasmido vacio y
BCG sin transfectar, son 170 ratones mas. Para el experimento de inmunogenicidad en
animales vacunados con BCG que reciben refuerzos con vacunas de subunidad, tenemos
4 vacunas y el grupo control vacunado solamente con BCG, el total de animales
estimado es de 200 para dos experimentos independientes.

Para el experimento de reto/proteccién, se usaran 40 ratones para sacrificar 10 a los 2
meses y otros 10 a los 4 meses después del reto con una bacteria de virulencia
intermedia y otra muy virulenta, por cada vacuna en dos experimentos independientes
son 80 ratones, el total es 1120 ratones. ’

El gran total de animales requeridos serd de 2000 ratones, estos experimentos requieren
que en promedio los animales por experimento se mantengan hasta por 6 meses en el
bioterio, tiempo en el que se requiere de alimento y cambio de cama.

Total 500, 000 pesos

Material de laboratorio

Para cultivo de bacterias (medios de cultivo, cajas de petri), estudios histologicos
(fijadores, parafina, colorantes, laminillas etc), cultivo de células e inmunologia (medio
de cultivo, suero fetal bovino, kits de ELISA) y de biologia molecular (RT- PCR para la
expresion de citocinas).

Total 300, 000 pesos

Equipo de laboratorio
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Hace aproximadamente 15 afios se obtuvo con un apoyo de CONACyT un equipo de
analisis de imagen el cual ha sido muy util para el tipo de trabajo de investigacion que
realizamos. Después de ese tiempo este equipo es obsoleto, usa discos de ¥ para
almacenar informaciéon y estos ya no existen en el comercio, ademds la cadmara
asociada al microscopio es muy antigua y de poca resolucion. Se solicita la renovacién
de este equipo lo cual es mucho mas econémico que un equipo nuevo y la compaiiia
Aspelab que nos lo vendi6. nos ofrece un descuento especial como lo muestra la
cotizacién anexa.

Total: 150, 000 pesos

Asistencia a congresos AR

Se solicita para presentar los resultados en un congreso internacional especializado en
vacunas

Total 50, 000 pesos

Entregables: L ree

Educacion
Subcategoria: Grado de Mestria (estudiante Martin Becerril Sambrano)
Semestre de entrega \

Cuarto semestre

Descripcion:

El QFB Martin Becerril Sambrano egresado de la Universidad la Salle aprobé
recientemente el exdmen de ingreso a la Maestria en Ciencias Bioquimicas en la
UNAM, el desarrollara como proyecto de tesis el estudio con la mutante sigE/fadD26.
De acuerdo al programa termmara sus estudios y obtendra €l-grado al finalizar el
proyecto en el cuarto semestre”

Educacion

Subcategoria: Grado de Mestria (estudiante Hector Mayoral)

Semestre de entrega ’

Cuarto semestre

Deseripcion: 1

El Médico Cirujano Hector Mayoral egresado de la ENEP Iztacala UNAM ha
sido recientemente aceptado como estudiante de Maestria en Ciencias Medicas en la
Escuela Superior de Medicina del IPN, el desarrollara como proyecto de tesis el estudio
con las vacunas subunidad. De acuerdo al programa terminara sus estudios y obtendr4 el
grado al finalizar el proyecto en el cuarto semestre

Ciencia '

Se publicaran 3 trabajos internacionales, uno por cada modalidad de vacuna en
el cuarto semestre dél proyecto. En el tercer semestre se presentaran los resultados en un
congreso internacional sobre vacunas

Cronograma de Actividades

Subtipo

Estudio de la virulencia de la bacteria mutante -

Durante el primer semestre se realizaran los experimentos de virulencia,
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consistentes en infectar por via intratraqueal la bacteria mutante sigE/fadD26 en ratones
BALB/c, se determinara la sobrevida y estudios cinéticos de carga bacilar y dafio tisular
comparandola con la cepa parental y complementada. Ratones desnudos se vacunaran
con las mismas cepas y su sobrevida se registrara para construir curvas de sobrevida.

Se determinara la inmunogenicidad y la capacidad de proliferacion y
diseminacion de las dos BCG recombinantes en ratones vacunados a los que se les
sacrificara en diferentes tiempos y los ganglios linfaticos, bazo y pulmon se obtendran
para determinar la cantidad de BCG por UFC y en suspensiones celulares la cantidad de
IFN producido por la incubacién con antigenos micobacterianos inmunodominantes. El
mismo tipo de estudios se realizara en ratones vacunados con los 4 péptidos que se
usaran como vacunas de subunidad en animales inicialmente vacunados con BCG,
comparando a los péptidos solos' con los incorporados con hemocianina como
adyuvante.

Durante el segundo semestre se repetiran los experimentos descritos para el
primer semestre para confirmar reproducibilidad

Durante el tercer semestre se-realizaran los estudios de proteccion, vacunando
animales con la dosis de“la bacteria mutante, BCG recombinante y péptidos de
subunidad que hayan inducido la maxima cantidad de IFN y que con esto sugiera que es
la dosis idoénea. Dos meses después se retaran con bacterias de virulencia intermedia y
alta y se sacrificaran a los 2 y 4 meses para evaluar en los pulmones la cantidad de
bacterias vivas por UFC y la extension del dafio histolégico, siempre comparando con
animales no vacunados y vacunados ¢on BCG. Los resultados preliminares se
presentaran en un congreso internacional

Durante el cuarto semestre se repetiran los experimentos de reto/proteccion
descritos en el semestre anterior para confirmar reproducibilidad, se escribiran los
articulos correspondientes para enviarlos a publicacion y las tesis de los estudiantes, asi
como el reporte final del proyecto :
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Metas: Determinar la eficiencia vacunal de la bacteria doble mutante sigE/fadD26,
esperando que esta sea mds protectora que la BCG convencional

Determinar la eficiencia vacunal de la BCG, recombinante que sobre-expresa el antigeno
hemaglutinina asociado a heparina y que este sea mas eficiente para evitar la
diseminacion y desarrollo de tuberculosis extrapulmonar particularmente en el cerebro

Confirmar que la administracién de vacunas de subunidad basadas en péptidos solubles
de dializados de linfocitos usadas para reforzar la vacunacién con BCG sean mas
eficientes para producir proteccioén que la vacuna BCG sola

-

Justificacion:

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa cronica de gran importancia clinica y
epidemioldgica que afecta sobre todo a paises en vias de desarrollo, en donde la vacuna
BCG la Unica actualmente en uso es ineficiente en proteger el desarrollo de tuberculosis
pulmonar en poblacién adulta. Es por lo tanto necesario desarrollar nuevas vacunas o
esquemas de vacunacioén que sean mas eficientes que la vacuna BCG
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