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A pesar de los esfuerzos por erradicar la tuberculosis (TB) a nivel mundial, esta enfermedad atin
es un grave problema de salud. El Bacilo de Calmette-Guérin (BCG), Unica vacuna disponible
contra la TB, tiene una eficacia variable y aunque protege contra las formas graves de la
enfermedad en la infancia, su papel es cuestionable en la proteccién contra la forma pulmonar
en adultos. En los ultimos anos, se desarrollan nuevos candidatos vacunales contra la TB al
emplear multiples variantes tecnolégicas. Teniendo en cuenta la similitud antigénica que existe
entre M. bovis BCG y M. tuberculosis y los antecedentes del uso de los proteoliposomas en
formulaciones vacunales, se propuso estudiar las potencialidades del proteoliposoma de M.
bovis BCG (PLBCG) como posible candidato vacunal contra la TB. Los resultados demuestran
que se obtuvo un PLBCG compuesto por vesiculas nanoparticuladas. Adicionalmente, el
andlisis en electroforesis (SDS-PAGE seguido de tincién con Coomassie) mostré la presencia
de numerosas bandas de proteinas que por su tamano molecular corresponden a proteinas
reportadas para M. bovis BCG que poseen homologia con M. tuberculosis.
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Introduccién

A casi cien anos de la aplicacion de la primera vacuna aunque las cifras fueron inferiores a las que se
contra la tuberculosis (TB) y a pesar de la declararon en el ano 2011 (1).

introduccion desde 1943 de la terapia
antimicrobiana, la tuberculosis contintia siendo la
segunda causa de muerte por enfermedades
infecciosas (1,3 millones de muertes en el 2012) (1).
Sélo en ese ano se reportaron 8,6 millones de casos,
de los cuales, probablemente la causa de mas de un
15% fueron cepas resistentes a miultiples farmacos
de sus siglas en inglés MDR o extremadamente
resistentes a farmacos de sus siglas en inglés XDR,

La busqueda de una nueva vacuna contrala TB es un
campo relativamente joven. Los enfoques que se
dirigen a la obtencién de nuevas vacunas contra la
TB se basan en tres estrategias fundamentales, los
cuales incluyen el reemplazo del BCG, vacunas de
refuerzo y vacunas inmunoterapéuticas (2). Los
avances en la identificacién de genes y antigenos, la
disponibilidad de las secuencias gendmicas del
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hombre y del microorganismo causante de la TB, asi
como un mayor conocimiento de los mecanismos
inmunolégicos involucrados en la defensa del
hospedero contra M. tuberculosis permiten la
valoracion de nuevas estrategias vacunales.

Se evalGian un namero considerable de candidatos
vacunales en diferentes fases de ensayo clinico, sin
embargo, todos fallaron al no demostrar superioridad
en proteccion al compararse con BCG (2). Una
estrategia para la obtencion de nuevas vacunas
contra la TB se basa en el uso de proteoliposomas
(PL), estos son extractos de membrana celular que
estan compuestos por proteinas y lipidos del
microorganismo que les dio origen (3).

A pesar de existir varios estudios que indican sus
propiedades inmunogénicas (4), en la actualidad
existen muy pocas vacunas basadas en PL.

Estudios previos demostraron el potencial
inmunogénico de los PLs derivados de micobacterias
no patogénicas (Mycobacterium smegmatis vy
Mycobacterium bovis BCG) en modelos animales de
experimentacion (5, 6).

Teniendo en cuenta las potencialidades de los PLs
como candidatos vacunales asi como la elevada
similitud antigénica existente entre Mycobacterium
bovis BCG y Mycobacterium tuberculosis (7), el
objetivo del presente trabajo fue profundizar en la
caracterizacion del PL de M. bovis BCG (PLBCG)
como candidato vacunal contra la TB.

Materiales y Métodos

Obtencion del PLBCG
Cepa bacteriana

Se empleé la cepa M. bovis BCG Moreau, procedente
de la Empresa de Productos Biolégicos “Carlos J.
Finlay” (La Habana, Cuba).

Obtencién de la biomasa bacteriana

La cepa se subcultivé en medio Sauton-papa bajo
condiciones de cultivo estatico durante 21 dias a 37°C,
para lo cual se utilizaron erlenmeyers con 500 mL de
medio, que se inocularon con la micobacteria a partir de
un ampula liofilizada reconstituida en medio Sauton
sintético. El cultivo que se obtuvo se subcultivé dos veces
en medio Sauton sintético durante 15 dias, bajo las
condiciones descritas previamente. Al recolectar las
células crecidas en la superficie del medio, se filtraron
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asépticamente a través de un filtro Birkhaug para obtener
la biomasa semi-seca.

Preparacioén del PLBCG

La biomasa obtenida se resuspendio en una solucién
tampén (30 mM Tris — 2 mM EDTA, pH=8,5) y se
ajusté la concentracion celular. Una vez
homogeneizada la suspension celular, se anadié
desoxicolato de sodio (DOC) 0,2 mL/min, preparado
al 5-15% a razén de 0,25-1 mL/g de biomasa (4) y se
incubé durante un intervalo de 30 min a 2 h en bano
de agua con hielo. La suspensién que se obtuvo se
centrifugé a 17700 G durante 20 min a 4°C. Luego se
desechd el sedimento celular y el sobrenadante se
sometid a un sistema secuencial de ultrafiltracion
tangencial (Sartocon slice 200, Sartorius) hasta
obtener el PL. Finalmente, la muestra se filtr6 bajo
condiciones estériles al emplear filtros Sartorius
Minisart plus de 0,45 y 0,2 um y se almacené a 4°C
hasta su formulacion y caracterizacion.

Caracterizacion del PLBCG

Cuantificacién de proteinas

La concentracién de proteinas se determiné
mediante el método de Lowry (8), se utilizd6 un
estandar de albumina sérica bovina fraccion V
cristalizada (Sigma, EUA).

Analisis del perfil electroforético

Para conocer el perfil electroforético del PLBCG, una
fraccién del mismo se aplicd en un gel de poliacrilamida
con sodio-duodecil sulfato (SDS-PAGE, tincion con
Coomassie) al 12,5%, segin Laemmili (9). La muestra de
PLBCG (30 uL) se mezclé con 15 L de solucién tampén
(muestra 4X) y se calenté a 100°C durante 5 min, se aplico
en el gel 15 uL a una concentracién de 4 ug/uL. Se utilizé
un patrén de peso molecular (PPM) con un rango entre
14,4 y 94 kDa (Amersham Pharmacia Biotech AB, Suecia).
Posteriormente, el gel se sometié a tincion con Azul
Coomassie R250 (Sigma, EUA) y se analizd en un
procesador de imagenes (Quantity One, Biorad GS800,
USA), para determinar el peso molecular de las proteinas,
asi como identificar las de mayor representacién en la
muestra.

Estimaciéon del tamano del PLBCG mediante
cromatografia de exclusién molecular

Con el objetivo de estimar el tamano del PLBCG, se aplico
1 mL que contenia 2 mg de proteinas en una columna
cromatografica XK 16/40, empaquetada con Sephacryl S-
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1000 (Pharmacia, Suecia), previamente equilibrada con
Tris 30mM, EDTA 2mM y DOC 0,5%. La elucion se realizd
a 0,4 mL/min y el perfil cromatografico se registr6 al
emplear un rango maximo de absorbancia de 0,2. El
tamano del PLBCG se estim6 mediante la relacién entre el
volumen de su elucion (Ve) y el volumen total de la
columna (Vt), tomando como referencia los estudios de
caracterizacion de otros PLs (Neisseria meningitidis, Vibrio
cholerae, Bordetella pertusis) que incluyen la microscopia
electronica y el tamano de particulas (4, 10).

Determinacién del tamano y la morfologia del PLBCG
mediante microscopia electrénica de transmisién

La confirmacion del tamafno del PLBCG y su
morfologia se realizdé mediante microscopia
electrénica de transmision mediante la técnica de
tincién negativa (11). Se empleé una rejilla de cobre
de 400 mesh recubierta con membrana de formvar.
Una gota de la muestra en estudio se expuso en la
rejilla durante 3 min, luego se secé con papel de filtro
y se dejo reposar por 1 min. Posteriormente, se
adicion6 una gota del colorante (tungstato de
metilamina al 2%) en la superficie de la rejilla y
después de 1 min se sec6 nuevamente con papel de
filtro. Finalmente, la muestra se observdé en un
microscopio electrénico Phillips CM12, (Holanda).

Confirmacién del tamano del PLBCG e indice de
polidispersién  mediante  espectroscopia  de
correlacion foténica

El diametro promedio y la distribucién de las particulas
(indice de polidispersién) se analizaron mediante
espectroscopia de correlacién foténica en un equipo
Delsa Nano C (angulo fijo de dispersién de 165°, Beckman
Coulter, USA), al seguir las instrucciones del fabricante.
Los valores de talla e indice de polidispersién se
obtuvieron por los algoritmos de CONTIN y Cumulant,
respectivamente.

Para determinar la homogeneidad en cuanto al tamano de
las vesiculas, se utilizé una fuente de laser fija y un angulo
de luz desviada a 90°. Se tomaron 2 mL de PLBCG y se
diluyeron en 10 mL de solucién salina tampén sulfato,
para una concentracion final de 0,4 mg/mL. Se realizaron
10 mediciones del lote experimental que se evalud, se
determiné la media aritmética de la talla con su desviacién
estandar y el indice de polidispersion de las particulas,
mediante el empleo de un Delsa Nano C (Beckman
Coulter, Alemania).
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Resultados y Discusion

El proceso de purificacidon que se utilizb en este trabajo,
permitié obtener una preparacion de PLs derivados de M.
bovis BCG. El procedimiento es sencillo, rapido y
escalable a nivel industrial, compatible con la tecnologia
que utiliza el Instituto Finlay para la produccion y
desarrollo de la vacuna VA-MENGOC-BC® compuesta
por PLs, el cual muestra excelentes resultados en
modelos animales (4). Estas caracteristicas, hacen mas
factible la idea del desarrollo de un candidato vacunal
contra la TB basado en PLs.

La determinacion de proteinas totales se comporté
de manera similar en cada uno de los procesos de
purificacién que se realizaron. Los resultados del
promedio de los procesos indicaron un rendimiento
de entre 0,038 y 0,043%. Estos valores coinciden con
estudios anteriores que utilizan micobacterias como
fuente de obtencion de PLs (5) vy difieren
esencialmente de los altos rendimientos de proteinas
con el uso de otros microorganismos (4,5). En este
estudio el bajo rendimiento proteico de los procesos
se relaciona con el alto contenido de lipidos
presentes en la superficie de las micobacterias (mas
del 60% de su peso seco) (12).

Anélisis del perfil electroforético

El perfil electroforético del PLBCG mostré bandas de
proteinas en la zona correspondiente a los 16-90 kDa

(Fig.
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Fig. 1. Perfil electroforético de PLBCG en SDS-PAGE (12,5% de
acrilamida, tincién con Azul de Coomassie). Columna 1: PPM
(Pharmacia); Columna 2: PLBCG (15 uL concentracién de 4
ug/uL).
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representadas tanto las proteinas de estrés térmico
(hsp 65 kDa y hsp 70 kDa), como las lipoproteinas
(19, 26, 27 y 38 kDa) (7). Estas proteinas secretorias
quedaron incluidas en la estructura esférica del PL
mediante el proceso de obtencion que se utilizé.

Algunas investigaciones sugieren que sin la
presencia del complejo antigénico del que forma
parte el Ag85B es imposible la supervivencia de
la micobacteria dentro del fagosoma (14). La
inmunogenicidad de este antigeno se estudid
mediante diferentes estrategias que abarcan
desde las vacunas de acido desoxirribonucleico
(ADN) (15) y BCG recombinante (16), hasta su
combinacién con otros antigenos secretorios
(17). Un estudio anterior muestra la generacién
de anticuerpos contra esta proteina en ratones
BALB/c inmunizados con PLBCG (18), ademas se
evidencié que la inmunizacién con el Ag85B es
capaz de inducir proteccion parcial en modelos
murinos (13).

En la zona cercana a los 70 kDa se observa una
banda intensa que pudiera corresponder a la
proteina de hsp70 (Rv0350). Esta proteina se localiza
en la membrana celular y en el citosol de M. bovis
BCG y M. tuberculosis (19) por lo que quedé incluida
en la estructura proteoliposdmica. Se conoce que
hsp70 actia como chaperona y su sintesis se induce
bajo condiciones de estrés lo cual le atribuye un
papel importante en la persistencia de la
micobacteria en el organismo (19).

A pesar de su caracter inmunogénico, su uso como
candidato vacunal se limita por la posible asociacion
con enfermedades autoinmunes (20).

La electroforesis de proteinas permitié inferir, en
base al peso molecular, las proteinas ensambladas
en el PL que se estudid; no obstante resulta
necesario la confirmacién mediante métodos mas
precisos como los estudios de Western blot, al
emplear anticuerpos monoclonales contra las
proteinas a identificar y/o estudios de secuenciacion
y proteémica.

Estimacion del tamano del PLBCG mediante
cromatografia de exclusién molecular por filtracién
en gel

El cromatograma muestra el comportamiento del
PLBCG en cromatografia de exclusién molecular
mediante Sephacryl S-1000. Se obtuvo un pico
simétrico y mayoritario (Fig. 2).
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Fig. 2. Perfil cromatogréafico del PLBCG mediante cromatografia
de exclusiéon molecular. Columna XK16/40, empaquetada con
Sephacryl S-1000. Se aplicé 1 mL (2 mg de proteinas) de la
muestra, lo que representa aproximadamente el 1,25% del
volumen total de la columna. La elucién se realizé a 0,4 mL/miny
se registré con un rango maximo de absorbancia de 0,2.

Tomando como referencia los estudios de
caracterizacion a otros PLs (3,4,10), se determiné el
cociente Ve/Vt.

El valor que se obtuvo fue de 0,45, el cual sugiere que se
trata de una vesicula nanoparticulada, con un tamano
molecular estimado de mas de 100 nm, lo que se
corresponde con un PL de gran tamafo.

Determinacion del tamario y morfologia del PLBCG
mediante microscopia electrénica de transmisién

Posterior a la estimacion del tamafo del PL mediante
cromatografia de exclusion molecular por filtracion
en gel, se evalu6 mediante microscopia electrénica

Fig. 3. Microscopia electronica de transmision, técnica de tincion
negativa. La muestra se examiné con un microscopio electrénico
modelo Philips CM12, magnificacién 70000 X.
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de transmisién con tincién negativa (Fig. 3), las
estructuras muestran una configuracién vesicular y
nanoparticulada, elemento que caracteriza a los PLs
derivados de bacterias (21). Los PLs muestran
didmetros aproximados de hasta 200 nm lo que
confirma los valores estimados a partir de la
cromatografia de filtracién en gel. Las unidades que
se encontraron presentaron homologia estructural
entre ellas (Fig. 3).

Evaluacién del tamaro de PLBCG e indice de

polidispersion  mediante  espectroscopia  de
correlacién foténica

Se utilizd un método de difraccion laser
(espectroscopia de correlacién foténica) para

determinar la homogeneidad de la muestra vy
corroborar el tamafo del PLBCG que se estimé por
cromatografia y que luego se observd por
microscopia electrénica. Se obtuvo como resultado
que las particulas presentes en la muestra poseen un
tamano promedio de 109,5 nm, con valores entre
59,9-159,1 nm y un indice de polidispersion
equivalente a 0,226, lo que indica que la poblacion es
medianamente heterogénea (22).

Si bien las tres técnicas que se emplearon para
la estimacion y determinacién del tamafo de
particulas en el PLBCG, utilizan diferentes
propiedades para analizar la muestra, se observo
una correlacion en los resultados obtenidos
entre ellas, ademdas se observé en todos los
casos que la poblacién de vesiculas posee una
talla en el rango de 100 a 200 nm. En la literatura
que se consulté no existen evidencias de la
realizacion de estos estudios con PLs de M. bovis
BCG; sin embargo, indices de polidispersion
cercanos a 0,2 se observaron en poblaciones de
PL que se obtienen a partir de V. cholerae O1 (23)
y B. pertusis (10).

Es relevante el uso de PLs en la preparaciéon de
vacunas  profilacticas contra  enfermedades
infecciosas, no sélo como componente antigénico
principal, sino también como inmuno-adyuvante en
vacunas antivirales y contra la alergia (24). Entre
estos PLs se encuentra el de Neisseria meningitidis
serogrupo B, el cual se emplea como componente
antigénico principal de la vacuna cubana
antimeningocécica VA-MENGOC-BC® (4).

El uso de PLs como posibles candidatos vacunales contra
la TB pulmonar se aborda escasamente en la literatura. De
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los dos resultados publicados, uno corresponde al uso de
PL que se obtiene a partir de M. smegmatis y sefala la
inmunogenicidad de dicha formulacion, asi como la
induccion de respuesta de reactividad cruzada contra
antigenos de M. tuberculosis en ratones BALB/c (5). El
otro resultado, y a su vez el Unico antecedente que se
encontrd del uso de PLs obtenidos a partir de M. bovis
BCG, es un estudio que se publicé recientemente por el
mismo grupo de investigacién del presente trabajo, donde
se evaluo la reactividad de anticuerpos inducidos por la
inmunizacién con PLBCG en ratones contra antigenos de
BCG y otros seleccionados de M. tuberculosis (18). Como
continuidad de los resultados, en este estudio resulta
necesario profundizar en la caracterizacion mediante
protedmica y lipiddmica del PLBCG, con el objetivo de
identificar los componentes proteicos vy lipidicos que lo
componen, asi como estudiar su antigenicidad frente al
suero de individuos sanos y personas infectadas con M.
tuberculosis, todos con exposicion a la micobacteria
durante un largo periodo de tiempo.

Conclusiones

En el presente estudio se demuestra, mediante los
métodos de caracterizacion que se utilizaron, que el
PLBCG tiene forma esférica, tamafo nanoparticulado y
presenta proteinas que por su tamafno molecular pudieran
tener homologia con proteinas que se declaran para M.
tuberculosis. Teniendo en cuenta los resultados de este
trabajo, asi como los derivados de estudios recientes de
inmunogenicidad en ratones BALB/c, se propone
profundizar en los estudios de caracterizacién del PLBCG
y avanzar hacia la evaluacién de su capacidad protectora
en un modelo murino, en aras de demostrar su potencial
como candidato vacunal frente a la infeccién por M.
tuberculosis.
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Advances in the characterization of a proteoliposome derived from
Mycobacterium bovis BCG as vaccine candidate against tuberculosis

Abstract

Despite efforts to eradicate tuberculosis (TB) worldwide, this remains a serious health problem.
The Bacillus Calmette-Guerin (BCG), the only available vaccine against TB, has variable efficacy
and though protects against severe forms of the disease in childhood, has a questionable role
in the protection against pulmonary tuberculosis in adults. In recent years, new TB vaccine
candidates are being developed using multiple vaccine strategies. Taking into account the
antigenic similarity of M. bovis BCG and M. tuberculosis, and the history of the use of
proteoliposomes in vaccine formulations, we aimed to study the potentialities of a
proteoliposome derived from M. bovis BCG (PLBCG) as a potential vaccine candidate against
TB. The results demonstrate that a PLBCG was obtained, which was observed by different
techniques and that is composed of nanoparticulate vesicles. Additionally, analysis by SDS-
PAGE followed by Coomassie stained showed the presence of several protein bands on PLBCG
whose molecular size may correspond with that reported for M. bovis BCG protein having
homology to M. tuberculosis.
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