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RESUMEN

Poco se ha estudiado de los anticuerpos en la defensa contra la Tuberculosis, el presente trabajo incluye nuestros
resultados de mas de 10 anos en esta drea. Se llevé a cabo por primera vez el estudio seriado de la respuesta de
anticuerpos y la distribuciéon del microorganismo en animales inmunizados con BCG. Después de la inmunizacién
con una genoteca de expresién de Mycobacterium tuberculosis (Mtb) se estudié seriadamente la respuesta de
anticuerpos frente a Mtb y BCG. Se obtuvieron anticuerpos monoclonales (AcM) poliméricos de la clase IgA contra
antigenos de Mtb. Se desarrollaron modelos de proteccién pasiva mediante estudios de distribucién y de reto por
infeccion nasal con Mitb y BCG. Los estudios de proteccién pasiva se realizaron administrando AcM IgA contra el
antigeno de 16 kDa de Mtb y de inmunoglobulinas humanas (Intacglobin) con reto intranasal con BCG. En los
estudios de proteccién activa se aplicé BCG intranasalmente seguido de reto con Mib por igual via. También se
administraron antigenos recombinantes de Mtb por via intranasal con reto con BCG por via endovenosa y Mtb
intranasalmente. Los resultados obtenidos en los experimentos de protecciéon pasiva y activa demostraron una
significativa disminucién del nomero de micobacterias en los grupos inmunizados con respecto a los grupos control,
lo que evidencié el papel protector de los anticuerpos especificos frente a las micobacterias. Estos resultados son
novedosos a nivel internacional y de relevancia para el desarrollo de nuevas vacunas y métodos terapéuticos para

las infecciones por micobacterias.

Descripcion del resultado
y discusién de su importancia

Hasta el momento, existe un amplio consenso en el
ambito internacional que le atribuye a los mecanismos
de inmunidad mediada por células el papel fundamental
en la defensa contra las infecciones por micobacterias,
en particular la tuberculosis. La aplicacion de este con-
cepto al desarrollo de vacunas no ha logrado hasta el
momento ningin preparado con una capacidad protec-
tora superior al BCG, vacuna actualmente en uso y
ampliamente cuestionada en su capacidad protectora.
Sin embargo, el papel de la inmunidad mediada por
anticuerpos especificos frente a las infecciones
micobacterianas no ha sido estudiado a pesar de que los
mismos pueden jugar un importante papel mediante
mecanismos como la lisis mediada por complemento, la
potenciacion de la fusion del fagolisosoma en el
macrofago, la neutralizacion de toxinas, asi como su
papel a nivel de la puerta de entrada mucosal, donde es
probable que los anticuerpos presentes en las secreciones
ejerzan algtin papel bloqueador de la entrada de los mi-
croorganismos. Teniendo en cuenta esta hipétesis de
trabajo, nos dimos a la tarea de estudiar algunos aspec-
tos relacionados con el papel de los anticuerpos especi-
ficos en la defensa contra las micobacterias, debido a la
potencial aplicacion de estos conocimientos al desarro-
1lo de nuevas vacunas y métodos terapéuticos. El pre-
sente trabajo muestra los resultados mas importantes
obtenidos por nuestro grupo en mas de 10 afios de tra-
bajo en esta linea de investigacion.

Para llevar a cabo esta investigacion fue necesario
desarrollar los siguientes estudios y herramientas
metodoldgicas, las cuales no estaban disponibles a ni-
vel nacional ni internacional:

1. Estudio seriado de la respuesta de anticuerpos
especificos después de la administracion de BCG a
ratones por distintas vias.

2. Estudio seriado de la respuesta de anticuerpos
especificos frente a antigenos de M. tuberculosis y
BCG en ratones inmunizados con una genoteca de
expresion de M. tuberculosis.

3.0btencion de anticuerpos monoclonales IgA
poliméricos y los hibridomas correspondientes, diri-
gidos contra antigenos de M. tuberculosis, los cuales
se utilizaron en los modelos de proteccion pasiva.

4. Desarrollo de modelos en raton de administracion
pasiva de anticuerpos monoclonales y sus hibridomas
correspondientes, incluyendo el uso de ganmaglobulinas
humanas comerciales (Intacglobin). En estos modelos
se determind la distribucion de los anticuerpos especi-
ficos en distintos fluidos, determinandose las condicio-
nes O6ptimas de su administracion.

5. Desarrollo de modelos de reto mediante la ad-
ministracion intranasal de M. tuberculosis y BCG.
Estos modelos revisten crucial importancia, ya que
el reto por via de mucosas representa el elemento
mas importante para evaluar el papel protector de
los anticuerpos a nivel mucosal. Como elementos
novedosos y de utilidad practica, estos modelos cons-
tituyen una alternativa a los modelos de infeccion
por via de aerosol, que por su alta peligrosidad, solo
se realizan en contados centros a nivel internacional
con elevado costo.

Después de desarrollados los elementos metodolo-
gicos anteriores se dio paso a los experimentos que
probarian nuestra hipdtesis de trabajo:
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1. Evaluacion de la capacidad protectora de los
anticuerpos monoclonales IgA contra el antigeno de
16 kDa de M. tuberculosis y de los preparados de
ganmaglobulinas humanas después de su administra-
cion a ratones utilizando el reto con BCG por via
intranasal.

2. Evaluacion de la capacidad protectora de la in-
munizacion activa por via intranasal con BCG y
antigenos recombinantes de M. tuberculosis.

Descripcion del experimento

Estudio de la respuesta de anticuerpos
especificos en ratones inmunizados
con BCG por distintas vias

Con el objetivo de caracterizar la respuesta inmune hu-
moral especifica después de la administracion de BCG
por distintas vias, incluyendo la via mucosal, y
correlacionar la respuesta inducida con la distribucion
tisular del microorganismo, se inmunizaron ratones Balb/
¢ por las vias endovenosa, subcutanea y oral y se estudio
seriadamente, con una periodicidad semanal durante 7
semanas, la respuesta de anticuerpos séricos por ELISA
y Western Blot, asi como la distribucion del microorga-
nismo en cerebro, corazon, rifiones, estdbmago, intesti-
nos, timo, pancreas, ganglios linfaticos mesentéricos y
superficiales, glandulas salivales y tejido celular subcu-
taneo. Se demostro una potente respuesta inmune hu-
moral por ELISA independientemente de la via de
administracion, asi como el reconocimiento de una am-
plia gama de antigenos por Western Blot. Estos resulta-
dos demostraron por primera vez a nivel internacional
demostraron la posibilidad de inducir potentes y am-
plias respuestas de anticuerpos especificos después de
la inmunizacién con micobacterias por distintas vias, lo
cual, brinda soporte experimental para la inmunizacion
con micobacterias para inducir respuestas inmunes
humorales especificas en el caso que dichas respuestas
posean potencial profilactico y terapéutico. (Publica-
ciones 1y 2, Tesis de Doctorado 1 y Trabajo Destacado
en Forum Nacional de Ciencia y Técnica. 1993).

Estudio seriado de la respuesta

de anticuerpos especificos frente

a antigenos de M. tuberculosis y BCG

en ratones inmunizados con una
genoteca de expresién de M. tuberculosis

Teniendo en cuenta la utilidad potencial de la inmuni-
zacion con ADN para el desarrollo de vacunas contra
la tuberculosis, y la importancia de la inmunizacion
con genotecas de expresion para la identificacion de
antigenos y genes relevantes para la proteccion, se
1levo a cabo por primera vez a nivel internacional la
inmunizacion de ratones con una genoteca de expre-
sion de M. tuberculosis, estudiandose la respuesta in-
mune humoral especifica inducida en dichos animales,
mediante el método de Western blot frente a antigenos
de M. tuberculosis y BCG. En los animales inmuniza-
dos se demostro la produccion de una respuesta in-
mune especifica frente a una amplia gama de proteinas,
entre las que predominaron las proteinas de shock
térmico y las de secrecion, lo cual es similar a lo obte-
nido después de la inmunizacién con microorganis-
mos completos o la infeccion experimental. Como
elemento interesante no reportado hasta el momento
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se sefiala la deteccion de una respuesta inmune cruza-
da frente a antigenos de BCG, lo que habia sido repor-
tado después de la infeccion natural y experimental,
pero no después de la inmunizacion con ADN (Traba-
jos de Diploma 1 y 2, Tesis de Doctorado 2, y Premio
Anual del MINSAP 2002).

Generacién de hibridomas productores
de AcM contra antigenos relevantes
de M. tuberculosis

Se desarrollé un panel de hibridomas productores de
AcM de la clase IgA, especificos para las proteinas de
16 y 38 kDa de M. tuberculosis. Se utilizaron como
fuente de linfocitos, bazos y glandulas salivales de rato-
nes Balb/c, previamente inmunizados por via intranasal
con estas proteinas conjuntamente con toxina colérica.
La utilizacion de linfocitos provenientes de glandulas
salivales para realizar las fusiones es un elemento nove-
doso anivel internacional. Los hibridomas se generaron
mediante procedimientos establecidos. La talla molecu-
lar de los AcM obtenidos se determindé mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones no
reductoras y Western blot. Todos los hibridomas obteni-
dos produjeron anticuerpos de la clase IgA, fundamen-
talmente en forma dimérica y polimérica, aunque se pudo
apreciar una pequefia cantidad de mondmero. Se selec-
cionaron para los estudios posteriores los AcM TBAG61,
TBA84 (ambos IgA) y TBG65 (IgG1) (Publicacion 3).

Estudio de la distribucién de los anticuerpos
especificos hacia diferentes fluidos
corporales después de su administracién
por distintas vias

Con el objetivo de determinar las condiciones dptimas
de administracion en los modelos de proteccion pasi-
va se estudio la transmision de los AcM seleccionados
(contenidos en fluido ascitico) y de un preparado de
ganmaglobulinas humanas, hacia la saliva, pulmén y
suero de ratones Balb/c después de la administracion
de estos por via intranasal, intraperitoneal e intravenosa.
Ademas, se implantaron los hibridomas correspon-
dientes subcutaneamente (Backpack). La aplicacion
intranasal de los preparados se realiz6 con dosis entre
20y 50uL, mientras que los volumenes de aplicacion
intravenosa e intraperitoneal fueron de 200 y 500uL,
respectivamente. La implantacion subcutanea de los
hibridomas se realizo con dosis entre 0.5 y 2x10° célu-
las contenidas en 500uL de PBS. La presencia de los
anticuerpos especificos en los diferentes fluidos cor-
porales se determin6 mediante ELISA. Los resultados
mostraron claramente que la aplicacion intranasal es
mas eficiente que la ruta intravenosa para la transmi-
sion a través del tiempo de diferentes AcM hacia las
secreciones pulmonares de ratones Balb/c. Para man-
tener los niveles de anticuerpos por periodos mas pro-
longados es necesario realizar inoculaciones repetidas.
La transmision limitada de IgA desde la sangre hacia
los pulmones tiene ademas implicaciones para la va-
cunacion, ya que resulta evidente que so6lo se lograria
eficientemente la inducciéon de la produccion de
anticuerpos IgA especificos a nivel de mucosas, me-
diante la administracion de los antigenos correspon-
dientes a ese nivel. Después de la administracion a
ratones por via intraperitoneal del preparado de
ganmaglobulinas humanas (el cual contiene anticuerpos
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especificos contra BCG y M. tuberculosis), se de-
mostro el paso de los mismos al suero, la saliva y las
secreciones traqueobronquiales, encontrandose los ti-
tulos maximos a las dos horas post inoculacién. Cuan-
do se aplica este preparado por via intranasal se
detectan anticuerpos especificos solamente en las
muestras de saliva y lavados pulmonares, alcanzandose
los mayores titulos a las dos horas para saliva y entre
1 y 3 horas para los lavados pulmonares (Publicacio-
nes 2, 3 y 5, Trabajo de Diploma 3).

Modelos de infeccion intranasal

Se desarrollaron modelos de reto con M. tuberculosis
y BCG en ratones Balb/c, determinandose su cinética
de infeccion. En el primer caso, los ratones se
anestesiaron y se infectaron por via intranasal con
1.25x10° bacilos viables de la cepa H37Rv de M. tu-
berculosis contenidos en 30uL. La inoculacion se rea-
liz6 directamente en ambas fosas nasales durante un
minuto. Se determino la cinética de infeccion hasta los
24 dias en pulmén y bazo. Durante los primeros 7
dias la infeccion fue completamente restringida a los
pulmones. Posteriormente la infeccion se disemina al
bazo, aunque con un numero de Unidades Formadoras
de Colonias (UFC) 100 veces inferior que en pulmoén,
al menos por 3 semanas. Para la evaluacion de la infec-
cion post vacunacion se selecciond una cosecha tem-
prana de los pulmones entre 7 y 14 dias y una cosecha
tardia de pulmones y bazo después de 8 semanas. En
el segundo caso se inocularon ratones ligeramente
anestesiados con células de M. bovis BCG-cepa To-
kio por via intranasal, esto se realiz6 mediante aplica-
cion directa de S0uL del indculo en ambas fosas nasales
durante un minuto. Se determind la cinética de infec-
cion hasta los 21 dias, solo detectandose presencia de
bacilos en pulmoén. Para la evaluacion de la infeccion
post vacunacion se selecciond una cosecha tnica 24
horas posteriores al reto. Este modelo de infeccion
mediante aplicacion directa en las fosas nasales tiene
ventajas sobre el utilizado tradicionalmente mediante
infeccion por aerosol, por ser mas econéomico, repro-
ducible y no implicar alto peligro de transmision para
el operador (Publicacion 4 y Trabajo de Terminacion
de Residencia 1).

Modelos de proteccion pasiva

Se evaluo la capacidad protectora de un anticuerpo
monoclonal IgA dirigido contra la proteina de 16 kDa de
M. tuberculosis después de su administracion a ratones
Balb/c por via intraperitoneal, demostrandose su paso
efectivo a saliva y secreciones pulmonares. Los ratones
fueron retdos con BCG intranasalmente 2 horas des-
pués de la inoculacion y se sacrificaron a las 24 horas. Se
evidenci6 una disminucion significativa del nimero de
UFC en el pulmédn de los animales que recibieron este
anticuerpo al compararlo con el grupo no inmunizado.
La evaluacion de la capacidad protectora de preparacio-
nes de anticuerpos humanos frente a un reto con BCG se
llevo a cabo mediante la aplicacion a ratones Balb/c de un
preparado de ganmaglobulina humana por via intranasal
e intraperitoneal y se retaron con BCG-cepa Tokio por
via intranasal 2 horas después. Un grupo extra de anima-
les se inocularon por via intranasal con 50uL de BCG
preincubadas con ganmaglobulina humana. Se sacrifica-
ron los animales a las 24 horas post infeccion, y se le
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extrajeron los pulmones para su estudio microbiologico.
La administracion del preparado de ganmaglobulina hu-
mana por via intranasal e intraperitoneal se comportd
como un factor protector al observar una disminucién
significativa del nimero de UFC de BCG en los animales
retados. Ademas, la preincubacion de BCG con
ganmaglobulina humana antes de la inoculacion intranasal
aratones, produjo una disminucion significativa del na-
mero de UFC en estos animales (Trabajo de Termina-
cion de Residencia 1)

Modelos de proteccién activa

La evaluacion de la capacidad protectora de los me-
canismos de defensa a nivel de mucosa se llevo a
cabo mediante la inmunizacion de ratones Balb/c con
10° UFC de M. bovis BCG-cepa Pasteur por via
intranasal bajo condiciones de anestesia ligera, me-
diante la aplicacion directa de 30uL de indculo en
ambas fosas nasales durante un minuto. Los anima-
les recibieron una segunda dosis dos semanas des-
pués. A las cuatro semanas de la primera inmunizacion
los animales se retaron por la misma via y con el
sistema descrito con 1.25x10° bacilos viables de la
cepa H37Rv de M. tuberculosis. Alas 2 y 8 semanas
después del reto se sacrificaron los animales y se
cosecharon los pulmones y bazos, determinandose
las UFC en los o6rganos. Los resultados obtenidos
fueron los siguientes: la aplicacion intranasal de M.
bovis BCG-cepa Pasteur fue altamente protectora
frente a la infeccion con la cepa patogénica H37Ry,
encontrandose una reduccion de 100 veces las UFC
en pulmén y bazo. La fuerte proteccion conferida
por el BCG sugiere que la via de administracion de la
vacuna es crucial en su capacidad protectora, demos-
trandose que la administracion por via mucosal ejer-
ce un marcado efecto protector frente al reto por la
misma via. También en este trabajo se demostro la
induccion de resistencia frente al reto con M. tuber-
culosis por via intranasal después de inmunizar con
antigenos recombinantes de M. tuberculosis por via
intranasal. En otro experimento se inmunizaron ra-
tones Balb/c por via intranasal con una mezcla de
antigenos recombinantes de M. tuberculosis y toxina
colérica (adyuvante de comprobada accion de induc-
cion de respuesta de anticuerpos, con poco efecto
sobre la induccion de respuestas de tipo Th 1). El
volumen total del in6culo fue de 40uL, distribuido
en ambas fosas nasales. A las dos semanas de la pri-
mera inmunizacion este grupo recibid una reinmuni-
zacion. Cinco semanas después de iniciado el
experimento los animales fueron retados por la via
intravenosa con 10° UFC de M. bovis BCG-cepa
Tokio contenidas en 100uL por via intravenosa. Los
animales fueron sacrificados 3 semanas después y se
extrajo pulmon y bazo para analisis microbiologico,
determinandose las UFC en los 6rganos. Los resulta-
dos obtenidos fueron los siguientes: la inmunizacion
con la mezcla de antigenos indujo aumentos signifi-
cativos de la respuesta de anticuerpos IgG especifi-
cos en el suero y el lavado bronquial de los animales
inmunizados, sin respuesta detectable de inmunidad
celular (medida por estimulacion antigeno-especifica
de los linfocitos esplénicos de los animales inmuni-
zados), lo que se relaciona con las caracteristicas del
adyuvante utilizado. Se demostr¢ el efecto protector
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de la administracion de la mezcla de antigenos frente
al reto con BCG, aunque este efecto fue menor que el
inducido por la vacunacion con BCG (Publicacion 4
y Trabajo de Terminacion de Residencia 2).

Resultados de impacto cientifico
del presente trabajo

A. Se realiza el primer reporte a nivel internacional
del estudio de la respuesta inmune humoral especifica
después de la inmunizacion de ratones con BCG por
distintas vias.

B. Se lleva cabo por primera vez a nivel internacio-
nal la inmunizacion con una genoteca de expresion de
M. tuberculosis, demostrandose la induccidon de una
amplia gama de respuestas de anticuerpos especificos
contra antigenos de M. tuberculosis y BCG.

C. Se realiza el primer reporte a nivel internacional
de la obtencion de anticuerpos monoclonales de la clase
IgA poliméricos contra antigenos de M. tuberculosis.

D. Se reporta por primera vez la obtencion de
anticuerpos monoclonales usando células obtenidas
de glandulas salivales.

E. Se reporta por primera vez a nivel internacional
estudios de biodistribucion de anticuerpos monoclo-
nales de la clase IgA contra antigenos de M. tuberculo-
sis 'y de un preparado de ganmaglobulinas humanas en
diferentes fluidos corporales de ratones, después de
su administracion por diferentes vias.

F. Se establecieron biomodelos novedosos para la eva-
luacion de la inmunidad secretora contra M. tuberculosis.

G. Se establecieron los modelos de infeccion
intranasal con M. tuberculosis y BCG, los cuales oftre-
cen numerosas ventajas sobre el método tradicional de
reto mediante aerosol. Estos modelos pueden ser usa-
dos para la evaluacion de cualquier preparado vacunal
experimental, ofreciendo una variante muy proxima a
la via normal de infeccion en la tuberculosis.

H. Se demostrd el papel protector de los AcM de la
clase IgA, especificos para la proteina de 16 kDa,
frente al reto con BCG por via intranasal.

1. La administracion del preparado de ganmaglobulina
humana por via intranasal, intraperitoneal, asi como la
preincubacion de los microorganismos con dicho pre-
parado se comportd como un factor protector al obser-
varse una disminucion significativa del nimero de UFC
de BCG en los animales retados. Este resultado, ade-
mas de ofrecer evidencias adicionales sobre el papel de
los anticuerpos en las secreciones en la defensa contra
las micobacterias, abre la perspectiva de estudios expe-
rimentales para evaluar el uso de las ganmaglobulinas
comerciales en el tratamiento de la tuberculosis.
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J. Se reporta por primera vez que la inmunizacién
intranasal de ratones con BCG tiene mayor efecto
protector frente al reto con M. tuberculosis que la
administracion de la vacuna por via subcutanea, lo que
demuestra el papel protector de la inmunidad mucosal
y abre nuevas perspectivas a la vacunacion con BCG
utilizando vias de administracion alternativas.

K. Se demuestra que la administracion mucosal de
antigenos de M. tuberculosis induce proteccion, rela-
cionada con la produccion de anticuerpos especificos
séricos y en las secreciones traqueobronquiales, inclu-
so en presencia de un reto por via sistémica con BCG.
Este efecto también se evidencié después del reto
intranasal con M. tuberculosis. Estos resultados cons-
tituyeron el primer reporte de inmunizacion por via
intranasal con antigenos de M. tuberculosis.
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