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Informe sobre la unitat estructural de la memoria de tesi i la

idoneitat de la seva presentacié com a compendi d’articles.

La infeccio per Mycobacterium tuberculosis afecta avui dia a un terc¢ de
la humanitat, és a dir a 2.000 milions de persones. S’estima que cada
any apareixen 8 milions de nous casos, i que més de 2 milions de

persones moren degut a la malaltia.

Ja als anys 60, es va comencar a impulsar el tractament de les
persones infectades en paisos amb el suficient poder econdomic, per
intentar reduir aquest reservori, aixi com reduir el risc de reinfecci6 i de
malaltia en ambients amb una baixa incidéncia. Lamentablement,
aquesta estratégia ha trobat un gran contratemps: el tractament
establert per a la infeccio tuberculosa latent és extremadament llarg, cal
l’'administracié d’isoniazida durant 9 mesos. Aquest fet ha dificultat
moltissim 'adheréncia al tractament de les persones infectades, donat
que no pateixen cap simptomatologia. Per aquesta rad, el Comité per a
I’Eradicacio de la Tuberculosi va promulgar 'any 1998 la necessitat

d’obtenir una vacuna terapéutica contra aquesta infeccié globalitzada.

En la memoria de tesi, que es presenta com a compendi d’articles,
queda reflexada la cronologia dels estudis realitzats. Aquesta cronologia
permet entendre com es va portar a terme el desenvolupament dun
projecte de tal magnitud, com pot ser fer una vacuna terapéutica contra

la infeccio tuberculosa latent.

De fet, amb els tres articles que es presenten, i un quart article pendent
de publicar que quedara annexat, queden perfectament retratades les
quatre etapes claus del nostre projecte, que s’engloben dins de la fase

preclinica de la vacuna terapéutica contra la infeccié tuberculosa latent.




Primer, l'establiment d'un model muri de tuberculosi “humanitzat” que
ens va permetre estudiar la infeccié tuberculosa latent, sobretot els
mecanismes relacionats amb la generacio de necrosi
intragranulomatosa, ’escenari local durant la fase cronica-laténcia de la
infeccio. I també l'estudi de les hipotesis “estatica” i “dinamica” en

l'origen de la infeccidé tuberculosa latent.

Segon, el desenvolupament i la caracteritzacié de la vacuna terapéutica
contra la tuberculosi, que vam anomenar RUTI, en el model

experimental muri d’infeccié tuberculosa cronica.

Tercer, un estudi sobre la resposta immune humoral obtinguda
mitjancant immunoterapia amb RUTI, respecte del fenomen de
reactivacio que té lloc després duna pauta curta de tractament

quimioterapic, en el model mutant de ratoli SCID.

I quart, i encara pendent de publicacio, un estudi sobre la
caracteritzacio de la resposta immune cellular obtinguda mitjancant
immunoterapia amb RUTI, en els models experimentals d’infeccio
tuberculosa cronica de ratoli i conill porqui, després d’'una pauta curta

de tractament quimioterapic.

En aquesta tesi, doncs, queden patents els coneixements adquirits
treballant amb models animals, concretament ratoli i conill porqui, pel
que fa al tractament de la infeccié tuberculosa latent després duna
pauta curta de tractament antibiotic, i seguidament la immunoterapia

amb la nostra vacuna.

La positivitat dels resultats ha fet possible portar a terme estudis
complementaris amb models animals més grans, com so6n porcs i
cabres. I finalment, el desenvolupament d’'un Assaig Clinic Fase I, de la
vacuna terapéutica contra la infeccid tuberculosa latent RUTI en

humans.




RESUM

La infeccio tuberculosa latent (ITBL) afecta actualment a un terc de la
humanitat, és a dir, a 2.500 milions de persones. L’interés en el seu
estudi i tractament es basa en el fet que en un 10% dels casos tindra
lloc un recreixement bacillar, que donara lloc a una tuberculosi (TB)

activa.

Aquest fet és especialment perillos perqué encara es desconeixen els
mecanismes implicats en aquesta reactivacio, o sigui que ens manquen
factors pronostics. I perqué, a més a més, el tractament de la ITBL és
extremadament llarg (9 mesos d’isoniazida), i aix0 fa que moltes vegades

aquesta mesura terapéutica ni es plantegi a nivell de mesura sanitaria.

A partir de les observacions obtingudes en l'estudi de l’evolucio de les
lesions en el model de TB experimental en el ratoli, es va generar un
model de TB “humanitzat” que generava necrosi intragranulomatosa
pulmonar (INPG). Inicialment, la INPG s’originava mitjancant la
inoculacié de LPS intranasal, pero degut a l’elevada taxa de mortalitat
dels animals, el model es va estandarditzar portant a terme la infeccio
per aerosol amb soques de M. tuberculosis capaces de desenvolupar

INPG de manera espontania.

Gracies a aquest model humanitzat es va poder provar un nou régim
terapéutic basat en la hipotesi que la inoculacio, després duna pauta
curta de tractament antibiotic, amb fragments de M. tuberculosis
cultivats en condicions d’estrés i detoxificats (vacuna RUTI) seria capac
de controlar la reactivacio bacil'lar, i ser una eina terapéutica efica¢ per

reduir el temps de tractament actual de la ITBL.

En aquest sentit, els estudis inicials mostraven la reactivitat de

diferents subtipus d’IgG contra proteines presents en la vacuna, i la




capacitat bactericida de la resposta immune generada, en soques de

ratoli resistent (C57BL/6) i susceptible (DBA/2).

Portant a terme estudis més amplis sobre la resposta immune generada
mitjancant la immunoterapia amb RUTI després d'una pauta curta de
tractament antibiotic, s’ha volgut avaluar tant el component humoral,

com el cel-lular.

Realitzant sérum-terapia passiva amb anticossos, obtinguts després de
portar a terme aquest tractament combinat en ratolins DBA/2, es va
veure que el model de ratoli severament immunodeprimit SCID era
capa¢ de controlar la reactivacio bacillar i presentava un nombre

inferior d’abscessos pulmonars.

Pel que fa a l'avaluacio de la resposta cel-lular, els resultats obtinguts
mitjancant el mateix esquema de tractament confirmen el que s’observa

en els estudis anteriors.

I finalment, cal destacar una total abséncia de toxicitat deguda a la
inoculacié de la vacuna RUTI, ni en el model de ratoli, ni en el conill

porqui.
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1 INTRODUCCIO

La tuberculosi (TB) representa més d'un quart de les morts adultes en
el mon que es podrien evitar (1). Segons dades de la Organitzacio
Mundial de la Salut (OMS) s’estima que l'any 2005 van haver 8.8
milions de nous casos, 7.4 milions d’aquests a 1’Asia i I’Africa sub-
sahariana. I que 1.6 milions de persones van morir de TB, entre elles
195 000 infectats per el virus de la immunodeficiencia humana (VIH)
(2). Aixo es tradueix en qué cada 3.5 segons una persona s’infecta per
TB i cada 19 segons una persona es mor de TB. A continuacio es
mostra un mapa en el qual es representa la distribucié de la TB a nivell
mundial.

TB: Incidéncia estimada, 2005

8.8 MILIONS D' INFECTATS
1.6 MILIONS DE MORTS

Ezfmalad nav 15 cases

mwmm Figura 1.1 - Distribucié de la incidéncia mundial de TB
corresponent a 'any 2005. Adaptat de la publicaci6 MAP — TB

[ ] Moestimate notification, incidence and prevalence rates, inclosa al WHO

B ox Report2007

D 2% 49 http:/ /www.who.int/tb/publications/global report/2007/downl

:] 5098 oad_centre/en/index.html

B 10029

- 300 or e
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1.1 La TB: pinzellades de la seva historia

L’origen de Mycobacterium tuberculosis és incert, i al llarg del temps
s’han proposat diferents teories per tal d’explicar-lo. La teoria més
ampliament acceptada proposa que el génere Mycobacterium derivaria
d’'un avantpassat comu, que s’anomena Mycobacterium archaicum, i que
s’hauria anat ramificant fins a donar lloc a la complexitat d’espécies

actuals (3).

Proposa que l’espécie ancestral hauria viscut en estat lliure, i que d’ella,
fruit de levolucio, haurien sorgit una branca conservadora, que
compreén les actuals espeécies lliures, i una branca no conservadora,
amb espeécies associades a organismes multicel'lulars en forma de
parasits patogens. Es diu que l'associaci6 entre micobacteris i
vertebrats hauria tingut lloc fa uns 300 milions d’anys, abans dels
vertebrats terrestres. Per tant, proposa una transmissio vertical entre

els vertebrats de llurs parasits.

D’acord amb aquestes afirmacions, avui dia sabem que Mycobacterium
tuberculosis prové d’'una forma bovina. I que, segurament, ’evolucié va
tenir lloc a I’Africa, relacionat amb la domesticacié dels bovids. I potser
alguna forma africana de Mycobacterium va intervenir en el procés, com

a intermediari.

Finalment, cal destacar que 'any 2005 es va publicar un article sobre el
possible origen de Mycobacterium tuberculosis (4). En aquest estudi, els
investigadors, analitzant genéticament unes troballes realitzades a la
poblacié de Djibouti (E-Africa), van concloure que els membres del
Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC), els responsables de la TB,
(M.tuberculosis, M. bovis, M. microti, M. africanum, M. pinnipedii i M.
caprae), que mostren diferents caracteristiques fenotipiques i que
comprenen un ampli rang d’hostes, representen un dels exemples més

extrems d’homogeneitat genética. | encara més rellevant, que es tracta
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d’'un conjunt d’espécies que pertanyen a la progénie clonal dun sol

ancestre comu que va apareixer fa 3 milions d’anys.

L’Antic Egipte
La TB és una malaltia present constantment a la historia de la
humanitat. Es tracta de la malaltia social infecciosa i d’evoluci6 cronica

per excelléncia

Gracies a les proves realitzades amb acid desoxiribonucleic (ADN) fossil
recollit en excavacions arqueologiques, s’ha pogut demostrar que la TB

ja era present en I’Egipte de fa més de 5 500 anys i fins al 500 aC (5).

La literatura assiriobabilonica fa nombroses referéncies a la TB, pero
cal dir que s’ha d’anar amb molta cura a ’hora de valorar aquestes
referéncies, donat que moltes altres malalties podrien deixar signes a
les restes semblants als que deixaria el pas de la TB. Si bé, es fa dificil
afirmar la preséncia de la TB gracies als textos, com hem dit, existeixen
altres dues fonts que la confirmen: 1) les representacions artistiques i 2)
les restes humanes, les momies, a les quals es poden realitzar proves
d’ADN. La majoria de casos descrits corresponen a TB ossia. I encara
que hom sospita de l'existéncia de TB pulmonar, ganglionar i intestinal
a 'antic Egipte, no ha estat possible trobar lesions viscerals, donat que
aquestes, s’extreien i es guardaven en vasos canopis un cop arribat el

moment de la momificacio.

Europa actual: societats prehistoriques

Les primeres troballes europees daten del Neolitic. Gracies a la
paleopatologia el nombre de casos documentats és molt alt. Per
exemple, el cas d’'unes vértebres dorsals afectades d'un adult jove trobat
a un cementiri proper de Heidelberg, que data del 5 000 aC
aproximadament (6,7), casos d’espondilitis tuberculosa a Italia, que

daten del 4 000 aC (8,9), casos trobats a Alemanya i Dinamarca, que
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daten del 2 500-1 500 aC (10). O un cas trobat a Anglaterra i que data
de ’edat de Ferro, fa aproximadament 2 200 anys (11).

L’antiguitat classica

Pel que fa a l'extrem orient, la TB es troba present des dels primers
escrits que ens han arribat. E1 més antic de tots és el Rig-Veda, 1 500
aC, que anomena Yaksma a la TB i li dedica un himne sencer al seu

guariment.

A la Xina, el primer text amb al-lusions a la TB és de caracter medic, i
s’atribueix a 'emperador Shen Nung, al 2 700 aC, es tracta d'un recull

de remeis contra la malaltia.

A la Grécia classica, la TB passa a anomenar-se “tisi’. El primer
personatge del qual hom pot trobar textos sobre la tisi és Herodot, al
481 aC, que descriu com un general no pot incorporar-se a la guerra
fruit d’aquesta malaltia. Hipocrates, al seu Tractat sobre les malalties,
llibre I, la col'loca a la llista d’afectacions que invariablement resulten
mortals. I, posteriorment, fruit del desenvolupament de ’Observacio
Clinica per part de la Medicina Hipocratica, podem veure una discussio
detallada sobre els principals simptomes de la tisi, la seva edat
d’incidéncia, les variacions estacionals i el seu pronostic, a l’obra

Col-leccié Hipocratica.

Es fa dificil con¢ixer la incidéncia de la TB en aquella €poca, pero
podem deduir del elevat nombre de descripcions cliniques que la TB

pulmonar era una malaltia molt frequient.

Va ser Aristotil, I'any 350 aC, el primer en assenyalar la natura
contagiosa de la TB. A aquesta corrent dopini6 s’hi van afegir
importants metges de ’¢época. Com a tractament dels casos aguts de TB
es prescrivia repos, banys i dieta liquida, mentre que per als casos

cronics es recomanava exercici moderat i dieta de facil assimilacio.
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L’Ameérica precolombina

S’ha discutit molt sobre si els europeus son els responsables de la
introduccié d’'una soca molt virulenta de Mycobacterium tuberculosis al
Nou mon, i/o si van ser ells els qui van introduir el microorganisme per

primera vegada.

Actualment, existeixen estudis que confirmen la preséncia de TB al
continent america abans del contacte amb els europeus (12). La
hipotesi més ampliament acceptada és que la TB hauria arribat a
Ameérica fa 10 000-20 000 anys, fruit de les migracions procedents
d’Asia, a través del pont de Beringia. I hauria assolit nivells epidémics
lligat al fet sociocultural de canviar el tipus de vida nomada dels petits
grups per l'establiment de comunitats sedentaries molt més poblades

(12,13).

Tot i aixi, altres fets socioculturals, la diferent patogénia de les soques
europees... van provocar que la poblaci6 autoctona rebés un fort
impacte per la TB durant el descobriment del continent per part dels

europeus.

Europa: de ’Edat Mitjana al segle XVIII

Els coneixements sobre la TB van restar inalterats fins al segle XVII. No
és facil concretar la incidéncia que va tenir la malaltia a I’Edat Mitjana,
pero podem deduir de manera indirecta que va ser important, degut a
l'establiment de la cerimonia del “toc reial”. L'inica causa possible de la
malaltia era la intervencioé divina, segons la creenca popular. I donat
que també es suposava que els monarques tenien poder guaridor, el
tractament més desitjat era ser tocat per ells, mentre pronunciaven la

frase “El Rei et toca, i Deu et guareix” (14).
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Figura 1.2 - Gravat on es pot
veure a Henri IV de Franca
tocant als malalts d’escrofula,
mot referit a diverses formes de
TB no pulmonar, sobretot la
ganglionar cervical. Gravat de
Pierre Firers, extret del treball
d’André de Laurens.

La incidéncia de TB va augmentar progressivament durant I’Edat
Mitjana i el Renaixement. Desplacant inclas a la lepra. I ja al segle XVII
és considerada un greu problema de salut publica en tots els paisos

occidentals.

La gran epidémia europea, que minva incontablement la poblacio, va
rebre el nom de “Pesta Blanca”, amb inici al segle XVII i fi al segle XIX
(15). Els valors maxims de mortalitat s’enregistren entre el 1780 i el
1880, coincidint amb la migracié6 massiva dels camperols cap a les
ciutats buscant un lloc de treball a les fabriques. Traduit en dades
numeriques, per exemple a Espanya les estadistiques oficials parlen de

30 000-75 000 morts anuals per TB.

Pero no tot va ser negatiu en aquest periode de la historia. La nova visio
de l'anatomia sorgida durant el Renaixement va permetre realitzar
estudis anatomic-patologics. Silvius (1614-1672), gracies a les
autopsies, va ser capa¢ de relacionar els tubérculs descoberts en el
teixit necrosat amb els simptomes de tisi que havia patit el pacient
(3,14). Richard Morton (1637-1698) va incloure dins del concepte de tisi
l'afebliment que pateix l'organisme, tot ben descrit en la seva obra
Phthisiologia (1720), una obra monografica sobre la malaltia
tuberculosa que resumeix tots els coneixements sobre TB que existien
fins aquell moment. I Pierre Dessault (1675-1737) va establir que es

tractava d’'una malaltia infecciosa i que els esputs podrien ser la causa
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del contagi, perd es tractava d'un punt de vista massa avancat per a la

seva eépoca, i fou rapidament oblidat.

El Romanticisme

Durant el Romanticisme la TB es va convertir en la malaltia de moda.
Hom percebia la mort com un vehicle per alliberar-se. El suicidi o
I'abandonament personal fins a contraure la TB i morir eren els
objectius més desitjats. L’aparenca ideal era una natura malaltissa, on
hi destacaven la pallidesa, 'aspecte fragil, 'expressio de sofriment i

una sensibilitat extrema.

La TB s’esdevé culturalment “la malaltia dels privilegiats” i es creu que
confereix als malalts un increment de la creativitat. Es relaciona
sobretot amb la classe social amb elevat poder adquisitiu, els joves i les

dones.

Gracies a les estadistiques hom ha pogut comprovar que no es tractava
d’'una malaltia de rics, ni molt menys. La TB afectava principalment a la
classe treballadora degut a les condicions de vida, d’habitatge, de

treball i d’alimentacio (16).

Ja durant el segle XIX, té lloc un canvi d’actitud de la societat envers la
TB, i el personatge del malalt adquireix les mateixes connotacions que
té avui dia. El tisic passa de ser un heroi a convertir-se en un marginat

social.

La causa de la tisi encara era desconeguda. La polémica sobre el seu
caracter hereditari o contagios encara romania present a la societat. I a
mitjans del segle XIX el tractament encara era variat i ineficacg, basat en
sagnies, purgants, emeétics i una dieta enfortidora. I va ser durant
aquesta época, que es va considerar que l'aire atmosféric tenia qualitats
benefactores, la qual cosa precedeix segurament el culte a ’aire pur que

va tenir lloc durant ’¢poca sanatorial.
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El fet més destacat s’atribueix al metge militar Jean-Antoine Villemin
(1827-1892), que realitzant experiments sobre la transmissio de la TB,
inoculant conills amb matéria tuberculosa i pus de malalts humans i
bovids, va ser capac¢ l'any 1865 de demostrar que la TB havia de ser
inclosa dins dels grup de les malalties virulentes. Cal dir pero, que la
seva opinié no va ser ampliament acceptada, fins que al 1877 Julius
Conheim i Carl Salomonsen van ser capacos de reproduir experiments

semblants.

El bacil de Koch

Heinrich Hermann Robert Koch (1843-1910)
era un metge prussia que ha estat considerat
el fundador de la bacteriologia. Gracies als
estudis que va portar a terme sobre el
carboncle, va ser capa¢ de descobrir-ne l'agent

causal, el Bacillus anthracis.

Perd no sols aixo, gracies aquests estudis

previs també havia estat capac de

desenvolupar la técnica dels cultius purs,

Figura 1.3 — Foto de Koch

considerada com una de les major aportacions
del cientific alemany a la microbiologia, i desenvolupa noves técniques
de tinci6. També cal destacar que gracies al seu treball al pavello de
tisics de I’'Hospital de la Charité de Berlin, tenia accés a material
patologic. I, tot aixo, li va proporcionar una base solida per a iniciar

l'estudi de I'agent causal de la TB el 18 d’agost de 1881 (17,18).

Només 8 mesos més tard, el 24 de mar¢ de 1882, aplicant els seus
propis postulats, “Els postulats de Koch”, a aquesta malaltia, havia
estat capac¢ descobrir-ne l'agent causal, el Mycobacterium tuberculosis
(19). Va observar i aillar el bacil de lesions tuberculoses, el va cultivar in
vitro, el va inocular en animals i va veure que produia la mateixa

malaltia i, finalment, va poder recuperar novament el bacil de les
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lesions. Des d’aquest moment, el dia 24 de mar¢ s’esdevé el Dia

Mundial de la Tuberculosi.

El descens de l1a TB

Gracies a la millora en les condicions de vida, incloses les millores
laborals, la higiene i la nutricio, la incidéncia de la TB va comencar a
disminuir. I aquesta és la tendéncia que s’ha mantingut fins a la segona
meitat del segle XX, exceptuant els periodes de catastrofes mundials,

com van ser la Primera i la Segona Guerra Mundial.

Aviat la preséncia del bacil tuberculos a ’esput va ser considerada com
la prova diagnostica per excel'léncia. Els descobriment dels raigs X, que
va portar a terme W.C. Rontgen (1845-1925), va permetre 'estudi de les

lesions pulmonars i es va implantar arreu rapidament.

Encara no es disposava d’un tractament efectiu contra la malaltia, i la
medicacio es basava en cures de repds, combinades amb exercici suau i
aire pur, complementades amb una bona alimentacié. Els sanatoris
eren centres hospitalaris, amb una rigorosa reglamentacio, a vegades
més estrambotica que terapéutica, que tenien una doble missio: aillar
els malalts tuberculosos per evitar contagis i “curar” aquests malalts. El
primer sanatori europeu el va fundar Hermann Brehmer al 1854 (15). I
el primer sanatori america, en Edward Livingston Trudeau, al 1884
(20). Com a complement de la terapia sanatorial, es va desenvolupar la
col'lapsoterapia, amb una peca clau, el pneumotorax artificial de

Forlanini (1906), i també la toracoplastia.

El 4 d’agost de 1890, R. Koch va desvetllar els resultats que havia
obtingut sobre una substancia que podia prevenir el creixement del

bacil tuberculos, la tuberculina (21). Avui dia sabem que el Govern

Prussia va pressionar al cientific perqué fes public el seu descobriment.
I és fruit d’'un assaig clinic molt poc rigorés, on no es van respectar les

indicacions terapéutiques d’en R. Koch i on l'estudi estadistic mostra
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mancances importants, que es va condicionar i es condiciona encara

avui dia I"as de la immunoterapia contra la TB (19).

Tot i aixi, existeixen moltes evidéncies [22,23,24,25] que demostren que
I"as terapéutic de la tuberculina va estar ampliament estés fins a la
segona meitat del segle XX. I, obviament, no existeix cap dubte del
potencial diagnostic de la infeccio mitjancant la tuberculina, donat que
és el sistema que encara s’empra actualment, substituint la tuberculina
antiga de la prova originaria per un derivat proteinic purificat (PPD),

que presenta menys reaccions inespecifiques.

Les aproximacions quimioterapéutiques van comencar a generalitzar-se
cap al 1920, amb I"as de sals d’or (sanocrisina). Pero no va ser fins a la
meitat de la Segona Guerra Mundial, que es va descobrir el primer
antibiotic efica¢ contra Mycobacterium tuberculosis, ’estreptomicina, per
Selman Abraham Waksman. Paradoxalment, i per combatre mutacions
resistents a lestreptomicina (26), es van realitzar tractaments
combinats amb isoniazida (INH), que s’havia descobert al 1912, pero
que havia passat desapercebuda (3). Posteriorment, es van anar
introduint la resta d’antibiotics, que utilitzem encara per combatre la
TB: cicloserina (1955), kanamicina (1957), rifampicina (RIF) (1965),
etionamida (1966), etambutol (1968) i pirazinamida (PZA) (1970).

L’any 1956 es va portar a terme l'estudi de Madras, amb la finalitat de
valorar la possibilitat d’eliminar el ingrés hospitalari del malalt, per tal
de rebaixar el cost de les campanyes antituberculoses, sobretot al
Tercer Mon. Aquest experiment va aclarir dos fets del tractament: la
possibilitat que el malalt contagiés a les persones del seu entorn, i la
influéncia de la dieta en el tractament. Al 1966 va quedar demostrat
que la possibilitat de contagi no era superior si el malalt es quedava a
casa, i que el régim alimentari no influia en la resposta al tractament.
Aix0 va fer que molts sanatoris tanquessin, i que es modifiqués

I'enfocament terapéutic de la malaltia.

10
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A més a més, estudiant el problema de I'autoadministracio, al Centre de
Quimioterapia Tuberculosa de Madras, es va veure que els efectes
secundaris desagradables del tractament feien que el malalt no el
prenguessin. Aquest fet ja s’havia vist a altres parts del mon, i la Gnica
solucidé que es veia al problema era que s’administrés el tractament per
part del personal sanitari, una proposta inviable de posar en practica.
Aquest fet va ser, sens dubte, una “visié futurista” de la implantacio,
per part de la OMS, de l'actual “Tractament Directament Observat”

(TDO).

Junt amb l’esperit de voler guarir la TB, al segle XX també hi va haver
I'esperit de voler prevenir la malaltia. Encara que cal dir que 'obtencio
de la vacuna adequada va ser fruit d’'una observacio casual. Albert
Calmette (1863-1933) i el seu ajudant Camille Guérin (1872-2961) van
cultivar el bacil de la TB bovina, Mycobacterium bovis, en un medi
glicerinat de patata amb bilis de bou, per afavorir-ne 'emulsio, i van
descobrir que els successius cultius provocaven una disminucio
progressiva de la viruléncia. Al cap de 231 passades, el bacil atenuat de

Calmette i Guérin, la vacuna BCG, va participar en el primer assaig

clinic (1921-1927), mostrant la seva protecciéo en nens (14). Tot i la
preséncia de diversos estudis amb conclusions contradictories, el fet
que es determinés que era inndcua i que produia un cert grau
d’immunitat, va fer que el seu us s’estengués, un cop registrat el fort

increment de la TB després de la Segona Guerra Mundial (27).

Actualment, la BCG és encara la vacuna de referéncia utilitzada a nivell
mundial, i es continua administrant en llocs d’elevada incidéncia. Cal
dir pero, que ens resulta dificil determinar amb precisié quina pot haver
estat la influéncia de la vacunaciéo massiva amb BCG sobre el descens
de la TB, donat que la seva eficacia és motiu de discussi6é encara avui

dia.

11
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TB: una malaltia reemergent

La situacio assolida feia pensar que el problema de la TB es podria
resoldre durant les properes décades als paisos desenvolupats, i poc
després a la resta del mon. Es confiava plenament en la vacunacio
massiva i en la quimioterapia, i s’havia comencat a treballar en

tractaments que actuessin contra la infeccié tuberculosa latent (ITBL).

Pero l’aparicio de lepidémia de la Sindrome dTImmunodeficiéncia
Humana Adquirida (SIDA), a principis dels anys 80, va fer que la
regressio de la TB s’aturés. El VIH no ha fet altra cosa que augmentar
les probabilitats d’emmalaltir en el cas d’individus amb ITBL i de morir
en el cas dels malalts. I el problema encara s’ha fet més complicat amb
l'apariciéo de soques de M.tuberculosis resistents (TBR) i multiresistents

(TBMR) als farmacs emprats (28).

Fruit d'uns programes de control de TB inadequats, les xifres
d’incidéncia, prevalenca i mortalitat assolides van obligar a la OMS,

I’'any 1993, a declarar la TB com una emergéncia de salut publica.

La OMS va comencar a promoure €l TDO 'any 1991 (29,30), i ja al 1994
va produir un marc per al control efica¢c de la TB (31), on feia una
descripcio de l'estratégia TDO. Aquest marc fou revisat i ampliat 'any
2002 (32), per promoure una expansio geografica del camp d’actuacio i

per incloure-hi la problematica de les TBR i TBMR.

Molt breument, els principis basics del TDO son:
- Intervenci6 organitzada i sostinguda per part dels governs
- Identificacio rapida dels casos
- Quimioterapia eficac i facil, administrada de manera directa i sota
supervisio
- Maneig eficient dels farmacs

- Sistema de comunicacio i registre de dades

12
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L’objectiu general de la OMS és eradicar la TB 'any 2050. Amb aquesta
finalitat I'any 2006 es va formular “The Global Plan to Stop TB” (2006-

20195) (33); amb els objectius concrets de millorar i reforcar els sistemes
sanitaris, augmentar els recursos humans, incloure aspectes
relacionats amb el control del VIH i les soques resistents i
multiresistents als plans d’actuacié; promoure noves proves
diagnostiques, aixi com promoure la investigacio i el desenvolupament
de nous farmacs i noves vacunes. Els resultats publicats a l'informe
anual de 'any 2007 (2) mostren que anem assolint objectius. Tot i ser

aixi, la victoria final contra la TB encara ens queda lluny.

1.2 La infeccio tuberculosa latent (ITBL)

La infecci6é per M.tuberculosis afecta avui dia a un ter¢ de la humanitat,
és a dir, a 2 500 000 000 de persones. L’'interés en l’estudi de la ITBL i
el seu tractament es basa en el fet que, en un 10% dels casos tindra lloc

un recreixement bacil'lar donant lloc a una TB (34).

Podem dir que s’estableix la infeccié6 quan M.tuberculosis té la capacitat
de créixer al interior dels macrofags alveolars. Avui dia, aquest fet el
podem demostrar a través de la inoculaci6 intradérmica de PPD, també
anomenada prova de Mantoux, i la posterior avaluacié de la resposta
immune d’hipersensibilitat retardada (DTH) que genera (34). O
visualitzant la preséncia de cél'lules T efectores productores d’IFN-y en
cultius de ceél'lules monocitiques de sang periféerica (PBMCs), després
d’'un estimul curt amb antigens especifics, (35) mitjancant la técnica
d’ELISPOT. O bé, detectant la produccié dIFN-y en el sobrenedant

d’aquests mateixos cultius, mitjancant la técnica d’ELISA.

Un cop comprovada la infeccio, cal realitzar una radiografia de torax,

per tal de visualitzar lesions pulmonars. Si es detecten lesions actives o
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de nova generacio, es diagnostica una TB (34). Si pel contrari, no es

troben lesions, estem davant d'una ITBL.

L’aparicio del bacil latent (BL) ha estat un punt clau de la infeccié per
M.tuberculosis. Segurament, aquest ha estat un dels aspectes que més
ha motivat als cientifics estudiosos de la TB, fins al punt que la infecci6

per M.tuberculosis ha passat a dir-se “infeccio tuberculosa latent”.

D’una banda, sabem que qualsevol génere bacteria presenta formes de
resisténcia o formes metabodlicament enlentides que fan front a l'estrés
ambiental, a la manca de nutrients, mitjancant un canvi metabolic que
condueix a la induccié de la Fase Estacionaria (FE) (36). I en totes
aquestes bactéries s’ha pogut demostrar que, aquest estat els confereix

una major capacitat de resisténcia (37).

I, d’altra banda, es pot destacar que mitjancant estudis de gendémica i
proteomica s’ha demostrat que els micobacteris no difereixen gaire de la

resta de microorganismes (38).

Per qué tanta importancia, doncs, per respondre a la pregunta : Que és
el BL ? Doncs, la solucio la trobem en qué cal conéixer molt bé aquest
bacil per poder demostrar la validesa d'un nou tractament contra la
ITBL.

Models in vitro de laténcia

Sens cap dubte, l'interés sobre els BL va comencar 'any 1948, quan els
investigadors van adonar-se que les recaigudes de la malaltia, que
tenien lloc mesos o anys després del tractament, no es podien justificar
per l'adquisicio de resisténcies als antibiotics utilitzats, donat que es

feien servir pautes farmacologiques multiples (39).

A finals de la década dels anys 70, amb la introduccié de la rifampicina

i determinats estudis per explicar per qué amb l’'addici6 d’aquest farmac
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al tractament es podien esterilitzar les lesions més rapidament,
Mitchinson i Dickinson van predir l’existéncia d'una poblacié bacil-lar
que no presentava activitat metabolica o que la tenia molt reduida. (40).
De fet, els seus estudis son la base per a les teories sobre les poblacions
bacil'lars en les lesions de TB, fonamentades en la velocitat de
proliferacio dels microorganismes (41,42) Aquests descobriments van
donar sentit a les observacions classiques sobre la capacitat de
persisténcia de M.tuberculosis en cultius antics (43) i es corresponen

amb les reactivacions que poden tenir lloc a la ITBL (44,45).

Totes aquestes observacions van donar lloc a l'origen del mecanisme de
“ressuscitar”, que recentment s’ha vist afermat per la troballa de
proteines per “ressuscitar”, capaces d’induir el recreixement de BL que
es trobaven en condicions de FE durant molt de temps, al llarg del qual
la seva viabilitat no s’havia pogut demostrar per altres métodes (46).
Pero, aquest mecanisme dificilment pot explicar com els BL de lesions
tuberculoses antigues poden recréixer i generar una TB activa, si tenim
en compte que les proteines per “ressuscitar” les generen bacils en

creixement actiu.

Per demostrar la capacitat dels bacils per adaptar-se a condicions de
microaerobiosi i d’anaerobiosi, Wayne i Lin (47,48) van portar a terme
experiments amb medis artificials. Van demostrar que, induint
progressivament una baixa pressio d’oxigen, M.tuberculosis canviava el
seu metabolisme a través de 'estimulacié d’alguns enzims. Aquest canvi
metabolic va rebre el nom del shunt del glioxilat (49), i es va veure que
tenia dos finalitats, obtenir poder reductor (NAD) per poder portar a
terme una respiracio de tipus fermentacié anaerobica i obtenir energia a

partir de compostos lipidics (50).

Aquest estudi es pot criticar per la relativa importancia que té la baixa

pressio d’oxigen perque M.tuberculosis proliferi als teixits de ’hostatger.
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De fet, les condicions microaerofiles generades artificialment son les que

ja existeixen als macrofags de forma fisiologica (51).

També és criticable perqué, els resultats de cultius en anaerobiosi, per
contra, demostren que els bacils no sobreviurien més enlla d’alguns
mesos. De fet, 'anaerobiosi podria donar-se en el cas de grans lesions
presents en TB actives, o inclis en aquelles fibrosades a mig cami de
ser calcificades, pero, fins a la data, aquest ambient mai s’ha trobat en
la ITBL. Com a molt, s’ha pogut demostrat un ambient de
microaerobiosi, que d’altra banda és habitual en la majoria de teixits

cel-lulars.

I finalment, també s’ha pogut veure creixement bacil-lar exponencial en
experiments portats a terme amb ratolins Knock Out (KO) per citocines
basiques en la resposta immune, com IFN-y o TNF-a, o de cél'lules T
CD4, que presentaven grans lesions necrotiques, definides com lesions

amb baixa concentracio d’oxigen (52,53).

Models in vivo de laténcia

Podem afirmar que, la major part de la informacié disponible sobre
l'origen dels BL prové dels estudis portats a terme amb models
experimentals d’infeccido tuberculosa. Aixo ha estat possible gracies al

paral-lelisme existent entre fase cronica i ITBL.

Els estudis classics d’en Wallace (54) van demostrar en el model muri
que els bacils de pulmons infectats en fase cronica eren molt més
resistents a l'estrés per calor que quan aquests mateixos bacils eren
aillats en fase aguda. Ja que els bacils aillats de cultius en FE també
eren meés resistents a aquest estrés que els bacils procedents de fase en
creixement exponencial (FIG 1.4A), es va concloure que la resisténcia a
l'estrés per part del bacil en fase cronica tenia el seu fonament en el
metabolisme enlentit que presentava com a consequiéncia de trobar-se

en FE.
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Aquesta teoria ha estat confirmada recentment per altres autors (595),
mitjancant la comparacié entre la concentracié de bacils viables i ’ADN
cromosomic, un parametre que reflexa tant els bacteris viables com els
bacteris morts. Durant la infeccié cronica, els recomptes de UFC es
mostren estables, i podem tenir dos possibles situacions per explicar
aquest fet. Que tingui lloc un equilibri estatic, on la replicacio és
minima o nulla i per tant, veiem una petita diferéencia en 1’evolucio i la
quantitat d’ambdos parametres, bacils viables i ADN cromosomic (FIG
1.4B). O bé, que tingui lloc un equilibri dinamic, on l’elevada taxa de
replicaci6 queda compensada amb una elevada mortalitat, fruit de la
resposta immune adquirida, i a on podriem veure nombres constants de
bacils viables pero quantitats creixents d’ADN cromosomic, donat que
aquest pateix un procés d’acumulacio. Doncs bé, aquests autors
demostren que l'acumulaci6 d’ADN cromosomic és minima durant la
fase cronica. I aquesta dada reflexa que els bacils en fase cronica es

troben predominantment en FE, com va predir en Wallace al 1961.

"in vitro" "in vivo"
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Figura 1.4 - Parallelisme existent entre fase cronica i ITBL. (A)

Experiments classics d’en Wallace. (B) Demostracié de l’equilibri estatic en
fase cronica. Adaptat de la publicacié Cardona. Inflammation & Allergy-
Drug targets 2007;6:27-39 (56)

Per tant, es pot concloure que els BL s6n la poblacié bacil'lar capac¢ de

sobreviure a la immunitat especifica de '’hoste i de persistir durant la

fase cronica de la infeccio, i es troben predominantment en FE.
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La TB presenta unes caracteristiques fonamentals, com soén la
preséncia, a les lesions, de diferents poblacions bacterianes segons la
seva fase metabolica, distribuides en diferents ninxols ecologics, bacils
intra i extracelllulars, amb diferents concentracions de pH, pressio
d’oxigen, i molts altres parametres, que fan massa complicada la tasca
de modelitzar-ho tot in vitro. Per aquest motiu, els models experimentals
animals han estat tan importants en l’estudi de la TB. Sobretot, el
model muri de TB, que ha estat clau en l’estudi de la patogeénia de la

malaltia, aixi com en l’estudi del seu tractament.

Des de fa molts anys, el coneixement sobre la histopatologia de la TB
humana es basa en els estudis portats a terme per Lurie (57,58,59,60)
amb dues soques de conills, sensible i resistent, i que van ser
posteriorment completats i interpretats per Dannenberg
(61,62,63,64,65,60). D’aquests experiments es dedueix que el model de
TB desenvolupat en la soca resistent de conills de Lurie és el que més
mimetitza l’evolucio de la TB en lI’ésser huma immunocompetent.
Aquests animals sén capacos de desenvolupar una resposta immune
molt important, amb la preséncia de lesions cavitades, i d’evitar la

disseminacio de noves lesions.

Els conills porquins sén molt més susceptibles a M.tuberculosis si els
comparem amb els conills i els ratolins. Els conills porquins
requereixen dun inocul aproximadament 100 vegades menor que el
conill i el ratoli, i la infecci6 progressa cap a la mort en tots els casos.
Cal destacar que, en aquests animals té lloc una forta disseminacio
hematogena, i que desenvolupen lesions necrotiques i cavitades (67). La
preséncia de DTH en aquests animals és molt important i té una
durada molt llarga en el temps. De fet, aquesta va ser la reaccio
inicialment descrita per Koch (68). S’estimula a dosis molt baixes de
PPD, i és extraordinariament similar a la reaccié produida en humans,
tant macro com microscopicament. Per aixo es tracta d'un bon model

per estandarditzar les tuberculines.
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Si comparem el model de conill porqui amb el model muri, podem
afirmar que es tracta d’animals amb molta més capacitat per respondre
contra M.tuberculosis, capacos d’exercir un millor control sobre la
concentracio bacil'lar. Histopatologicament, mostren granulomes més
ben definits i estructurats, amb una capa gruixuda de fibrosi a
l'exterior, necrosi intragranulomatosa, i no es detecten gaire bacils, sols
en la periféria del granuloma i dins dels macrofags escumosos. I aquest
fet s’explica molt facilment: tenen un volum 50 vegades major que els
ratolins. El fet de tenir un volum superior, si assumim que el tamany de
les cél'lules del sistema immune és similar en tots els mamifers, fa que
puguin desenvolupar una resposta immune molt més intensa, generant
teixit necrotic (“teoria dels volums”)[69]. Actualment, en el cribatge de
vacunes profilactiques, s’utilitza aquest model per avaluar la toxicitat,

monitoritzant la pérdua de pes al llarg del temps.

La utilitzaci6 del model muri de TB, en l’actualitat, supera molt als
models anteriorment descrits. Logicament, una de les raons de pes ha
estat el preu, i 'altre raé ha estat el manteniment dels animals. També
cal destacar que la immunologia del ratoli es coneix millor que la dels
altres models citats. I que existeix un major ventall de reactius per

poder estudiar la resposta immune en aquest model.

El model experimental de Cornell (70,71) es va convertir en la primera
prova experimental de l'existéncia de BL. Aquest model es va fer servir
durant molt de temps i, encara avui dia hi ha cientifics que el fan servir.
Es basa en la inoculaci6 endovenosa a ratolins duna elevada
concentraciéo de M.tuberculosis, aproximadament 105 UFCs. Es deixa
que la infeccio es desenvolupi durant dos setmanes; pulmons i melsa
arriben a assolir concentracions bacillars de 107 UFCs. Després es
realitza un tractament antibiotic amb INH 25mg/Kg i PZA 1g/Kg. I es
pot comprovar que a les 12 setmanes els organs son aparentment
estérils, donat que no s’observa cap bacteri cultivable. Quan es tracten

els animals amb cortisona, durant quatre setmanes, a partir del segon o
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del tercer mes posterior a la finalitzacié del tractament antibiotic, es pot
observar la reactivacié de la infeccio en el 100% dels casos. Es postula,
doncs, que durant aquest temps que els teixits semblen estérils, els

bacils es trobarien en fase latent.

El model muri ha estat presentat com el paradigma de ’hoste capag¢ de
posar en marxa una resposta immune eficac contra M.tuberculosis,
donat que exerceix un control sobre la infecci6 sense provocar necrosi

als teixits infectats, és a dir, sense gaire toxicitat per a les cél'lules.

Gracies als avencos técnics en immunologia i biologia molecular s’han
pogut coneixer millor els mecanismes implicats en la resposta immune
del model muri. Existeixen estudis (72,73,74) que demostren la
preséncia d’'una resposta immune de tipus cellular on intervenen
limfocits T CD4 del subtipus Thl, capacos de secretar IFN-y, que junt
amb el TNF-a present, provoquen un efecte bactericida contra
M.tuberculosis. Sembla que, en aquest fet, podrien intervenir radicals
d’oxigen i de nitrogen, aixi com la disminucié del pH a linterior del

fagosoma (75,76).

També s’ha pogut demostrar, gracies a aquest model, la participacio de
les cel'lules T del tipus yd per regular l'estructura del granuloma (77), la
preséncia de cel'lules natural killer (NK) a l'inici de la resposta immune
inespecifica (78,79), aixi com una poblaci6 de limfocits de memoria
capacos de proliferar davant d’una reinfeccio (80,81). La relacié entre la
inducci6 de la DTH i les céllules T CD4 productores de IFN-y és
controvertida. Per un canté s’ha observat una poblacié de cel-lules T
CD4 responsables de portar a terme la DTH diferenciada de la poblacio
de limfocits T CD4 que sintetitzen IFN-y (82). Per un altre, s’ha
demostrat que ambdues poblacions es sobreposaven (83). I un fet
observat, molt important, és que la poblacié de limfocits T CD4

responsables de la resposta immune protectora s’estimulava amb la
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presentacio d’antigens secretats per M.tuberculosis al interior del

fagosoma.

La nostra experiéncia amb el model muri d’'infeccié per aerosol de baixa
dosi (84) ens va portar a formular una hipotesi ben diferent de la
establerta i a introduir dubtes sobre leficiéncia de la resposta
immunitaria del ratoli contra el micobacteri (85). Als nostres estudis
sobre l’evolucio de la histopatologia (FIG 1.5), vam poder observar
lesions primaries, poques, representades per acumuls de neutrofils,
macrofags i limfocits, que amb el temps s’acabaven limitant per un
anell limfocitic. Posteriorment en el temps, apareixien lesions
secundaries, moltes, formades per un petit nombre inicial de macrofags
que eren rapidament envoltats per limfocits. Aixo s’explica perqueé quan
es desenvolupen aquestes lesions, l'hoste ja disposa d’una resposta

immune adquirida important.

Malgrat que inicialment no es va tractar d'un fet que ens cridés
l'atencio, donat que so6n cél-lules que es troben presents en lesions
pulmonars de diverses etiologies, el fet més important de les nostres
observacions ha estat descobrir l'enorme importancia que tenen els

macrofags escumosos (ME).

Amb el temps, tant les lesions primaries com les secundaries,
apareixien envoltades duna corona de ME, que ocupaven lespai
intraalveolar. Es tracta de macrofags que “netegen” les lesions de
detritus celllulars. Molts d’aquests macrofags estarien activats
directament per limfocits o bé per la ingesta de detritus que contenen
restes de paret cel'lular bacteriana. Aixo s’ha pogut comprovar gracies a
l’expressié de la Oxid Nitric Sintasa (NOS). Vam poder observar que els
ME podien portar algun bacil al seu interior, i si s’observava la
preséncia de molts bacils en l'interior de ME, aquests es trobaven fora

dels granulomes, i amb aspecte forca deteriorat.
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Pensem que l'hostatger podria ser “enganyat” pel bacteri, donat que
davant de la situacié d’estrés es tornaria “invisible” per a les cél'lules de
la resposta immune, probablement disminuint el seu metabolisme i
entrant en una fase de laténcia, de manera que no hi hauria creixement
bacil-lar. Cal tenir en compte que la resposta immune es dirigeix contra
péptids que sintetitzen els bacils en creixement, i per tant, els BL

passarien desapercebuts.

O bé, una altra explicacio possible, que no excloent, seria que el nivell
d’activacio d’aquests ME no els permetria portar a terme la destruccio
dels bacils, donat que sintetitzen Oxid Nitric (NO), que pot provocar
immunosupressié local. Quan aquestes cél'lules es trobaven plenes de
cossos lipidics i no podien fagocitar res més, es dirigien cap als espais
alveolars, per ser conduits cap als espais bronquials superiors
mitjancant l'epiteli ciliar (86). Els bacils que carreguen al seu interior
podien, doncs, iniciar una fase de creixement exponencial en zones del
parénquima pulmonar lliures de la pressi6 immune. I, d’aquesta
manera, aquestes celllules serien capaces de generar noves lesions

secundaries constantment, mitjancant la disseminacio.

Aquestes ceél'lules serien doncs, el factor clau per a 1”’escapament” dels
bacils cap a fora del granuloma. Aquesta hipotesi també ens ajuda a
explicar per qué s’observen nivells constants de citocines claus per a la
resposta immune, com IFN-y o TNF-q, al teixit dels animals infectats i,
tot i aixi, no s’aconsegueix esterilitzar-los. I aquesta també podria ser la
radé per la qual els ratolins moren per la quasi total ocupacié del

parénquima pulmonar (87,88,89).
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Figura 1.5 - Evoluci6 dels
granulomes pulmonars en el model
muri de TB. (A) infecci6 inicial dels
macrofags alveolars; (B) formaci6
d'un pregranuloma i disseminaci6
pulmonar; (C) aparicié de la resposta
immune adquirida, es crea un anell
de limfocits; (D) aparicié dels ME,
meés externament, amb algun bacil al
seu interior (rodejat dun cercle
vermell); (E) aquesta bacils poden
reactivar, destruint el ME i, generant
granulomes secundaris, que
s’acabaran transformant en terciaris.
Adaptat de la publicaci6 Cardona.
Inflammation & Allergy-Drug targets
2007;6:27-39 (56)

Tot i que el model muri d’infeccidé cronica és el més emprat en
lactualitat, molt possiblement la seva utilitat no sempre es porti a
terme de la manera més adient. Cal destacar que alguns dels
investigadors que treballen amb models murins de TB, sovint semblen
oblidar la historia natural d’aquesta malaltia. I, o bé per comoditat, o bé
per economitzar els estudis, i sovint amb plantejaments experimentals
erronis, porten a terme la infeccio dels animals mitjancant inoculacio
endovenosa d’elevades concentracions de M.tuberculosis, en comptes de
portar a terme la infecci6 per aerosol. Obviament, quan s’inocula una
elevada concentracié bacil'lar en la melsa, es genera de manera quasi
immediata una immunitat especifica contra M.tuberculosis, i aixi s’obté
una poblacié a nivell pulmonar molt més minsa que la induida per
aerosol. Podem dir, que es tracta d'un model molt menys agressiu

(88,89). I sols seria adient per a determinats tipus d’estudis.
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El model muri “humanitzat”

Una de les caracteristiques més importants de la infecci6 per
M.tuberculosis en els humans, és el fet d’induir necrosi
intragranulomatosa (90). Altres micobacteris, com per exemple M.

avium, no ho poden fer (91).

Que al model classic de ratoli no es generés aquesta necrosi (92), ens va
semblar, si més no, inoportd, per tal que implicava dos fets importants.
Primer, feia disminuir molt la capacitat d’extrapolar les observacions
realitzades en aquest model, a ’'huma. I segon, provocava que al model
no existis una poblacié bacillar extracel'lular, necessaria per valorar

I'efecte de nous antibiodtics i noves vacunes terapéutiques.

Sabem que la concentracié bacil'lar que s’assoleix en la fase d’infecci6
és similar a la que es detecta en humans, en conills i conills porquins,
on si que es produeix la necrosi intragranulomatosa (58,78,93). Per
aquesta rad, pensem que 1Unica explicacié possible per aquesta manca
de necrosi €s que el ratoli sigui un hoste menys sensible (o el que seria
el mateix, més tolerant) als antigens de M.tuberculosis i que, per tant,
necessiti d'una concentracié bacil-lar superior perqué s’indueixi. Dues
dades que afermen aquesta teoria son que, s’han aconseguit
concentracions bacillars elevadissimes en ratolins KO per IFN-y (52), on
es pot observar necrosi intragranulomatosa; i que per aconseguir una
resposta DTH mitjancant tuberculina PPD RT-23 en ratoli ens calen
S0pg, al conill porqui 5 pg i en el huma en tenim prou amb 0,04ug

(83,94,95).
Amb l'objectiu de mimetitzar al maxim les condicions presents en la TB

humana, el nostre grup va desenvolupar el model muri de TB

“humanitzat” (96).
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Abans de poder induir necrosi intragranulomatosa en el model haviem
de saber quina era la causa d’aquesta necrosi, com podiem induir la
seva aparicio. En aquest sentit, cal dir que l'estudi bibliografic ens va
ajudar molt. L'origen de la necrosi s’havia relacionat des de l'inici de les

investigacions sobre TB amb el fenomen de Koch (97).

Buscant un meétode terapéutic contra la TB, Robert Koch va veure que
quan infectava un conill porqui intradérmicament, als 10-14 dies podia
veure un petit nodul amb ulceracio al lloc d’inoculacio, junt amb la
disseminacio cap als ganglis limfatics propers i cap a diferents organs,
provocant la mort de 'animal en pocs mesos. Pero també va veure que
si reinfectava aquest animal, la reaccié6 immune que es produia era ben
diferent. A les 24-48 hores, observava una escara que es resolia sense
problemes, els ganglis no es veien afectats i no hi havia disseminacio
sistémica. Utilitzant cultius estérils filtrats i concentrats per evaporacio
va crear la “tuberculina antiga”. Posteriorment, Von Pirquet va
extrapolar que la reacci6 a la tuberculina implicava un contacte previ de
la persona amb M.tuberculosis (98), i va introduir el métode diagnostic

que, sense gaires modificacions, encara fem servir avui dia.

La “Reacci6 de Koch” es va definir com una resposta immune
d’hipersensibilitat retardada (99). Gracies al seu estudi, es va veure que
les cellules presentadores d’antigens locals (APCs), macrofags o
cél-'lules dendritiques, eren capaces de captar i de processar els
antigens inoculats, i els presentaven als limfocits Thl especifics,
provocant l’alliberament de quimiocines, amb la finalitat de fomentar el
reclutament de més macrofags i de cel'lules polimorfonuclears (PMNs).
També es secretava IL-3 i factor estimulador de colonies de granulocits i
de monocits (GM-CSF), provocant 3 efectes claus. Produir l'estimulacio
de la produccio de monocits en la medul‘la ossia, activar als macrofags i
el seu alliberament de factors inflamatoris, com IIFN-y, i promoure

l'expressio de molécules d’adhesié a vasos sanguinis locals, com el
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TNF-a. Entre les 48 i les 72 hores seglients, s’havia provocat una forta
acumulacio local de cel-lules, sobretot macrofags i limfocits al huma o
macrofags, limfocits i neutrofils al ratoli, i una induracio local deguda
de 'edema produit per 'extravasacio de fluids dels vasos sanguinis cap

al teixit (100).

Dannerberg (63,64), amb la seva interpretacio i aprofundiment en els
estudis de Lurie (60), va explicar com tenia lloc l’evolucié de la TB en
I’ésser huma i va relacionar l’apariciéo de necrosi amb la DTH. Ell (64)
considerava que, tant la DTH com la immunitat cellular so6n
mecanismes que s’associen a la resposta immune adquirida, que té com
a objectiu controlar el creixement bacillar. I aixo ho faria, o bé generant
necrosi per evitar el creixement bacillar a linterior del macrofags
infectats no activats, mitjancant la DTH, o bé activant els macrofags
gracies als limfocits especifics (64), mitjancant la immunitat cel-lular.
Per un altre canté, hi ha almenys un estudi que fa dubtar sobre la
relacié necrosi-DTH. Lucas i Nelson (101), en els seus estudis sobre la
patogénia de la TB en pacients infectats pel VIH, van enunciar que els
pacients anergics eren els que desenvolupaven major necrosi als seus

teixits.

Aquesta va ser la teoria sostinguda durant molt de temps, pero els
mecanismes exactes mitjancant els quals la DTH generava la necrosi

intragranulomatosa no s’havien aconseguit esclarir.

Llavors, Rook i Al Attiyah (102) van establir una possible relacio entre la
necrosi i la reacci6 d'Schwartzman. Aquesta reaccio havia estat
enunciada als anys 30 (103), i descriu un fenomen de reactivitat local
en la pell, provocat per la inoculacié intradérmica prévia duna
endotoxina (injeccié preparadora), i d’'una injeccié endovenosa a les 18-

24 hores de la mateixa endotoxina (injeccio provocadora) (103).

26



Introduccio

Aproximadament a les 4 hores es desenvolupa una necrosi hemorragica
en el punt de l'inocul inicial. Si les dos injeccions d’endotoxina es fan
endovenoses, té lloc una reaccié generalitzada, sovint acompanyada de
coagulacio intravascular disseminada. La reaccio depén de les ceéllules

polimorfonuclears i de la coagulacié dels vasos sanguinis.

En aquest sentit, Rook i Al Attiyah (102) van pensar que els granulomes
tuberculosos actuarien com a zona “preparada”, i 'alliberament de TNF-
a, per part dels macrofags locals en resposta al creixement bacteria,
seria la “provocacio” necessaria per al desenvolupament de la necrosi

intragranulomatosa.

Gracies a tota la informacié disponible, el nostre grup va decidir
dissenyar experiments per aconseguir un model muri de TB
“humanitzat”. Segons les nostres observacions prévies, ens vam deixar
influenciar per les teories de Rook i Al Attiyah (102), i vam considerar
que els granulomes eren un “teixit preparat”. Aixi doncs, ens calia
trobar una “injeccié provocadora”. Vam portar a terme la inoculacio
local de lipopolisacarid (LPS) d Escherichia coli O111:B4, en el pulmo,
per via intranasal, 3 setmanes després de la infeccié per aerosol. I vam
aconseguir induir necrosi als granulomes primaris als 10 dies. Aixi com
una disminuci6é de les UFCs a les 24h, que es resolia als 10 dies, i un
augment del nombre de lesions secundaries. A les 9 setmanes post-
infeccid podiem observar una necrosi intragranulomatosa ben

estructurada, basicament eosinofilica i de consisténcia caseosa.

Mentre que al model muri classic, la infeccié es produia habitualment
per via endovenosa, i es comencava el tractament antibiotic a les 3
setmanes, quan encara no hi havia poblaciéo bacillar latent, molt
possiblement perqué encara no hi ha una resposta immune adquirida,
al nostre model “humanitzat”, la infeccié es produia per aerosol de

baixa dosi (entre 10-50 bacils als pulmons), amb un inocul de 25 pg de
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LPS al dia 20, intranasalment, per a generar la reaccié d"Schwartzman
i, per tant, la necrosi intragranulomatosa. Posteriorment, portavem a
terme un procés de reactivacié bacillar mitjancant 1’administracio
diaria d’hidrocortisona, de la setmana 9 a la 18, basat en les teories de
Rook, que relacionen un increment del cortisol amb la “reactivacio
endogena” que té lloc en els humans. A la setmana 18, amb uns
granulomes ben estructurats, amb un centre necrotic, un exterior
densament fibrosat i una concentracio de UFCs elevada, iniciavem el

tractament antibiotic.

Amb aquest model vam aconseguir dos fites molt importants. La
primera, demostrar que la preséncia de necrosi intragranulomatosa
podria estar lligada a la reacci6 d'Schwartzman (103). I la segona,
d’aquesta manera aconseguiem imitar millor que amb cap altre model

existent les alteracions que sofreix ’'huma (96).

La nostra hipotesi és que lincrement agut i massiu de LPS
s’aconseguiria just abans de l’entrada en escena de la resposta immune
adquirida, quan la concentracio de M.tuberculosis augmenta de manera
exponencial (60,63,64). En aquest cas la font de LPS, o en aquest cas de
la toxina necessaria, serien el lipoarabinomana (LAM) i el cord factor,
entre d’altres, presents abundantment en la paret celllular
micobacteriana (104). L’augment de l’endotoxina provocaria l’activacio
dels macrofags, que secretarien molt TNF-a, provocant la necrosi pel
propi alliberament de proteases, junt amb la necrosi produida per els
PMNs acumulats, i junt amb la coagulaciéo de vasos sanguinis locals,
que podrien produir uns petits fenomens d’isquémia local, amb la

producci6 d’anoxia (103,105).
Pero, amb aquest model vam observar una elevada taxa de mortalitat,

aproximadament del 20% dels ratolins. Vam associar aquesta mortalitat

a la inoculacié de LPS, hipotetitzant que el LPS no es distribuia
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homogéniament mitjancant la inoculacié intranasal, i que, en alguns
casos, podia produir pneumonia massiva, provocant la mort de ’animal.
Per aquesta rao, el nostre seglient objectiu va ser estandarditzar
l'administracio de LPS mitjancant aerosol, per aconseguir distribuir
ampliament la mateixa dosi de LPS al llarg de tot el parénquima

pulmonar (106).

Amb aquest model vam portar a terme un treball comparatiu sobre
l'efecte que produien diferents soques de M.tuberculosis, 1 H37Rv, CL-
511 i alguns aillats clinics (UTEO335R, UTE0423R, UTEO705R i
UTEO0824R), respecte dos soques de ratoli, C57BL/6 (resistent) i DBA/2
(sensible). Gracies a aquest treball, vam poder observar que
determinades soques de M.tuberculosis, postulem que degut a la seva
viruléncia, eren capaces d’induir necrosi intragranulomatosa de manera
espontania en el model muri, sobretot en la soca de ratolins resistent

(107), sense la necessitat d’'introduir cap altre endotoxina, com el LPS.

Amb un treball final sobre la relacid entre la necrosi
intragranulomatosa i la resisténcia-susceptibilitat, segons la dotaciéo H-
2, de diferents soques de ratoli a la infeccié tuberculosa, el nostre model
muri “humanitzat” de TB va quedar estandarditzat (108). La figura

segient mostra l’evoluci6é dels parametres més importants del model.
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Figura 1.6 - Cinetiques
growing bacilli tipiques del model
experimental muri. Les
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1.3 El projecte RUTI: desenvolupament d’una vacuna

terapéutica

El plantejament de RUTI va sorgir com a resposta a les preguntes

plantejades respecte a la fisiopatologia de la ITBL.

El tractament antibiotic en la ITBL i la hipotesi “dinamica”

Gracies als estudis realitzats hem pogut oferir una visi6 més racional
dels mecanismes implicats en la ITBL, la “hipdtesi dinamica”, en
contraposicio a la hipotesi “estatica”, que ha estat la base classica per

explicar 'aparicio de la ITBL (56).

Des dels treballs realitzats per Comstock (109) el tractament establert

per a la ITBL és 'administraciéo dINH durant 9 mesos (34). Pero si fem
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un estudi de I'EBA (early bactericidal activity) en pacients amb TB
pulmonar podem veure que l'efecte maxim del farmac té lloc a les 48
hores de tractament, amb una reducci6o de 0,7Logio de la carrega
bacteriana (110). Es més, podem dir que l’efecte maxim bactericida de
la INH té lloc durant els primers 15 dies de tractament. Per aquesta rao,

hom es questiona perqué calen 9 mesos de tractament.

La hipotesi dinamica és ["nica capa¢ d’argumentar la necessitat
d’aquest tractament antibiotic per evitar que es generi una TB a partir

d’'una ITBL. La hipotesi estatica defensa 3 premisses per raonar la ITBL:

- després de la infeccio i disseminaci6 inicial dels bacils, es formen
uns granulomes estancs, que son capacos de contenir la infeccio
mitjancant la formaciéo d'una banda fibrosa exterior. Tot plegat
crea un ambient d’anaerobiosi (48)

- aquests granulomes resten inalterats durant anys (90,111)

- el bacil latent, que ha quedat tancat dins del granuloma durant
anys, i que haura estat capac¢ de resistir 'ambient anaerobic
(112), pot reactivar el seu creixement en preséncia d'un factor de

“ressuscitacio” (111)

La hipotesi dinamica té en compte els aspectes fisiologics de l’hoste,
com el temps de vida mitjana que tenen les ceél-lules i la regeneracio dels
teixits danyats, i explica que el bacil genera la ITBL degut a 3

particularitats:

- una velocitat de creixement extremadament lenta
- la capacitat que té M.tuberculosis de generar necrosi
intragranulomatosa

- la seva paret cel-lular

No implica l’existéncia d’anaerobiosi. Suposant que n’hi hagués, s’ha

pogut demostrar en models in vitro que els bacils no sobreviuen més
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enlla d'uns mesos. I en tercer lloc, per generar aquesta anaerobiosi
caldria un consum d’oxigen constant per mantenir-la, com passa per
exemple als budells, fet que no succeeix precisament en lesions on hi

ha BL (113).

Tampoc implica 'aparicié en escena de cap factor “magic” que, si bé és
cert que s’han descobert algunes proteines amb la capacitat d’induir
reactivacio en bacils latents, la seva procedéncia sempre és deguda a
bacils en creixement actiu (46), que no es troben en aquest tipus de

lesions.

En el context de la hipotesi “dinamica”, quan M.tuberculosis entra a
I’espai alveolar, té la necessitat de ser fagocitat per un macrofag, donat
que 'ambient que el rodeja es troba ple de surfactant i enzims que van
erosionant la seva paret cel'lular (114). Un cop dins de la ceél-lula, un
percentatge de bacteris poden multiplicar-se i sobreviure. Evitant la
unio fago-lisosomica, poden iniciar una fase de creixement (Log) i
destruir el macrofag (115). Novament al medi extracel-lular, ara encara
meés agressiu degut a lelevada mort cellular (surfactant, enzims
bactericides, radicals lliures d’oxigen, radicals lliures de nitrogen, pH
acid (116)...), els bacils entren en FE fins a ser fagocitats per un altre
macrofag. Fruit del creixement bacil'lar i del reclam de nous macrofags
atrets cap al procés inflamatori, el cicle es va reproduint. D’aquesta
manera es generen bacils en creixement actiu i bacils en FE, que

s’acumulen al teixit necrotic.

Un cop apareix la resposta immune adquirida, capac¢ d’atacar als bacils
en creixement actiu (117), el creixement bacillar queda aturat i els
macrofags comencen a ser activats. Es en aquest punt que entren en
escena els ME. Aquests macrofags son els mateixos que teniem abans
en la lesio, perd en ser activats, ja no son destruits pel creixement
bacillar i poden fagocitar més quantitat de teixit necrotic, restes

cel'lulars, acumulant gran quantitat de cossos lipidics al seu
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citoplasma. Quan un ME fagocita un bacil, junt amb el teixit necrotic, el
bacil no es multiplica, perd el macrofag tampoc és capac¢ d’executar la
seva destruccio (107). Segurament la seva carrega lipidica els dificulta
la uni6 fago-lisosoma (118), o bé no porten a terme una bona
presentacio d’antigen als limfocits (119), o bé amb la secrecio de NO

generen un ambient d’immunosupressio al seu voltant (120).

Aquests ME acaben formant la capa més externa del granuloma i,
viatjant cap a les vies respiratories superiors amb la finalitat de ser
expulsats o deglutits. O bé el ME fagocita el bacil que es troba entre els
detritus cel'lulars sense adonar-se, o bé la resposta immune sap que
aquests bacils hi son presents pero prefereix centrar el seu efecte en els

bacils en creixement actiu, perqué els considera més perillosos.

La questio és queé els bacils han estat capacos d’adaptar-se a aquesta

situacio6 i de persistir en el temps.

I A) _ Figura 1.7 -  Aproximacio
6|9 _;_ m;igg;‘?}gz&gﬁg?'o" matematica del model dinamic de

laténcia. Durant la fase aguda els
bacils arriben al seu valor maxim
d’'UFCs després de 20 dies de
creixement. Quan s’estableix la
immunitat el 99% de la carrega
bacteriana es destruida. (A)
Aquesta reacci6 crea un 0,1% de
bacils latents al teixit necrotic.
L’1% restant recreixen durant 20
dies, fins a ser destruits
novament, es repeteix el mateix
esquema. Aquesta dinamica
continua fins a establir-se un
equilibri, que té el llindar a
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2Logl0 en humans. El nombre
de bacils en el teixit necrotic
disminueix, mentre que el
percentatge de patir la malaltia
va disminuint amb el temps,
0,74% el primer i segon any,
0,31% entre el tercer i el cinqué...

(B) es mostra el final del recreixement constant gracies a la quimioterapia, i
leliminaci6 periodica dels bacils latents del teixit necrotic. El nombre dels bacils
localitzats dins dels macrofags es mostra en vermell, mentre que els del teixit
necrotic es mostren en gris. Adaptat de la publicacié Cardona. Tuberculosis
2006;86:273-89 (69)
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El procés de drenatge dels bacils es troba molt relacionat amb un
mecanisme fisiopatologic clau pero, que no ha estat gaire relacionat
amb la fisiopatologia de la TB, la generacio d’aerosols. La formacio
d’aquests aerosols té lloc a les vies respiratories superiors amb la
finalitat d’acondicionar l’aire entrant, afegint calor i humitat (121). I per
a la formacié d’aquests aerosols cal fluid alveolar, que en el cas d'una
ITBL, pot contenir aquests bacils que havien de ser drenats. I els
aerosols, un cop units a laire inspirat, tenen com a desti tornar a

I’espai alveolar.

A. Inspiracio
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Figura 1.8 — Dinamica dels aerosols. Les figures mostren la relacié entre la
capa mucosa que conté el surfactant, la generacié d’aerosols i el drenatge
bacil-lar. Un cop el bacil es troba a l’espai alveolar, sera drenat cap a les
vies respiratories superiors amb la mucositat, per a ser expulsat o deglutit.
La inspiraci6 d’aire fred i sec provoca la formacié d’aerosols des de la capa
mucosa cap al lumen de l'arbre bronquial, donant una possibilitat a la
reinfecci6 endogena. Durant l'espiracié el refredament de l'aire condensa

Doncs, bé, la cinética d’aquests aerosols, junt amb la capacitat de
resisténcia a l’estrés que presenten els bacils latents, pot explicar que la
ITBL podria ser fruit d'una reinfecciéo endoégena, o d'una disseminacio i
reactivacio constants. I amb aquesta hipotesi “dinamica” si s’explica que

el tractament d’INH durant 6-9 mesos sigui efica¢c. Mentre que la
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hipotesi “estatica”, que postula que durant la disseminaci6 inicial es
generen petits granulomes en la part apical dels pulmons, que contenen
bacils latents, que tenen la capacitat de reactivar molts anys després,
fruit d’'un factor per “ressuscitar”, el tractament actual seria ineficac.
Segons aquesta hipotesi, l'administraci6 d’INH s’hauria d’establir

durant tota la vida, o una gran part d’aquesta (122).

Figura 1.9 - Esquema dels
volums pulmonars i de la
cinética que tindria lloc segons
la hipotesi dinamica. Es pot
observar com té lloc una
constant reinfecci6 endogena
fruit dels bacils drenats per els
ME. Segons aquesta hipotesi la
TB activa seria la conseqtiéncia
d’una reinfecci6 que ha tingut
lloc a 'apex pulmonar, degut a
les condicions favorables que es
donen en aquesta zona per al
creixement bacil'lar. Adaptat de
la publicaci6 Cardona.
Keystone Symposia 2007

La hipotesi dinamica no contradiu el fet que als lobuls pulmonars
superiors l'elevada concentracié d’oxigen faci que siguin una zona on el
bacil pugui créixer més rapid, i amb tanta intensitat que pugui arribar a
generar cavitats (123,124), sols postula que el creixement bacil-lar és

fruit d’'una reinfeccié endogena constant.

Aix0 doncs, gracies a la hipotesi “dinamica” s’explica que amb el
tractament d’INH de 6-9mesos, ’hoste pugui portar a terme el drenatge

dels bacils en FE, evitant que puguin reactivar el seu creixement.

D’'una banda, el tractament quimioterapic presenta avantatges per
I’hoste, com poden ser reduir la resposta inflamatoria (125), permetre
l'estabilitzacio de la poblacio bacillar cap a un minim inactiu, reduir

l’'acimul de ME al voltant del granuloma i el possible creixement dels
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bacils al seu interior, aixi com la font d’immunosupressio local que
suposen, i també disminuir les possibilitats de generar una resposta de

tipus Koch toxica.

Figura 1.10 - Aspecte dels granulomes en fase cronica de la infecci6,
setmana 6, en el model de TB experimental en ratolins (A) i un cop s’ha
finalitzat el tractament antibiotic (B). Es pot observar la desaparicié de la
capa de macrofags escumosos, responsables de la immunosupressié local.
Adaptat PdCardona; Tuberculosis 2006;86:273-89 (69)

Pero d’altra banda, també crea immunodepressioé per si mateix. Com els
bacils no es multipliquen, no reestimulen la resposta immune, no
s’arriba al llindar minim necessari per a la formacié de noves cel-lules
efectores i, la resposta immune acaba cedint (125). Degut a la manca de
resposta inflamatoria i immunitat local, els bacils en FE poden iniciar
una nova fase de creixement. I és per aquesta rao, que les pautes de

tractaments quimioterapiques curtes no funcionen.

Pero, aquest panorama podria canviar substancialment si es realitzés
un tractament immunoterapic després del periode curt de
quimioterapia que evités, per un costat, la reactivacio bacil-lar dels BLs

i, per l'altre, la induccié d'una immunodepressio local especifica.
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RUTI: La vacuna terapéutica contra la TB latent

El disseny de RUTI respon a 5 questions:

1) RUTI es va dissenyar per a ser utilitzada després d’'una pauta curta
de tractament quimioterapic, per reomplir aquest espai “buit” de
resposta inflamatoria i d’immunitat local que es genera un cop s’acaba

el tractament antibiotic.

Portant a terme investigacions prévies, amb el model experimental
muri, el nostre grup havia vist que després d'una pauta curta de
tractament antibiotic, tenia lloc una reactivacié del creixement bacil-lar
que no es seguia per una resposta immune immediatament. Aquesta
reactivacio podia arribar inclus als 4Logio de carrega bacillar i, la
resposta immune podia apareéixer amb un retard de 2 mesos respecte el

moment de la reactivacio (126).

Segurament, aquest fet es troba relacionat amb el fenomen de
“tolerancia” que presenta el model experimental d’infecci6 tuberculosa
cronica en ratoli (96), comparat amb d’altres hostatgers que tenen un

volum corporal superior, com els humans.
Doncs, bé, la finalitat de la vacuna terapéutica RUTI seria fer un

“boosting”, una reestimulacio, a la resposta immune, per tal d’ accelerar

la seva actuacio.
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Treatment with Qx+RUTI Treatment with Qx
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Figura 1.11 - Estudi dels mecanismes de la ITBL. (A) Es pot observar
que la inoculacié de RUTI (en fletxes blaves) aconsegueix augmentar la
resposta immune, resumit segons la produccié6 dTFN-y (en vermell)
després del tractament antibiotic (franja taronja), impedint la
reactivacio bacillar. (B), Es pot observar com el fet d’administrar una
pauta curta de tractament antibidtic permet que la resposta immune
decreixi i tingui lloc la reactivacié bacilllar. Adaptat del dossier de
premsa: El desenvolupament de la vacuna antituberculosa RUTI 2007

2) RUTI també es va voler dissenyar per mostrar a la resposta

immune antigens propis dels bacils latents.

Realitzant l'estudi de l’evolucié dels granulomes, ens vam adonar de
1”escapament” dels bacils latents de les lesions. Els bacils latents séon
“invisibles” per a la resposta immune, fruit de la transformacié que
pateixen (céllules amb una taxa de creixement molt baixa, amb un
temps de divisio llarguissim, amb menys ADN i ARN i pocs nucleotids
per cel'lula, amb substancials canvis en la seva paret celllular, que
impliquen un engruiximent, un augment en la preséncia de 'antigen de
16KDa...), en resposta a l'estrés que es genera en contra d’ells. A partir
d’aquest fet, que la resposta immune es focalitzi sols en els bacils en
creixement actiu (127), va sorgir la idea d'immunitzar amb fragments de

bacils cultivats en condicions d’estreés.
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3) RUTI és una vacuna feta amb bacils que han crescut sota
condicions d’estrés. Els cultius de Mycobacterium tuberculosis H37Rv es
porten a terme en medi solid, en agar Middlebrook 7H11, a 37°C.
D’aquesta manera, el cultiu pateix una davallada progressiva de la

pressio parcial d’oxigen i del pH (128,129).

En resum, els bacils que s’utilitzen per fer RUTI es troben sotmesos a
les condicions fisiologiques que trobem en els granulomes dels hostes
amb una immunitat activa, és a dir, baixa concentracié d’oxigen degut a
I’estructura fibrotica del granuloma i baix pH dins del fagolisosoma dels

macrofags activats.

4) RUTI es presenta com a fragments de bacils liposomats per

optimitzar el procés de presentacié d’antigen (130).

Portant a terme estudis amb microscopia electronica de transmissio,
vam podem veure que RUTI es composava d’una barreja de liposomes
unilamelars i multilamelars. I, portant a terme estudis amb un
analitzador de mides de particules per difraccio laser, vam poder veure
que les particules tenien un diametre mig de 100nm, i que el 99,9%

d’elles el tenien inferior a 1um.

5) D’altra banda, se sap que els components de la paret cel-lular
micobacteriana tenen propietats adjuvants (131), per tant, no cal afegir
res més per a induir una resposta immunologica capag¢ de reconéixer els
bacils latents. Una part basica del procés de produccié de RUTI és la
“detoxificacio” dels fragments de paret cel-lular obtinguts que han de ser

liposomats.

En estudis previs amb models experimentals de ratolins, portant a

terme la recerca d’'un model “humanitzat”, vam poder relacionar la
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preséncia de necrosi intragranulomatosa amb la reaccié d"Schwartzman
(una resposta Koch-like). El fenomen de Koch (102) s’atribueix
classicament a l'administraci6 de vacunes terapéutiques en pacients
infectats, on la preséncia d’endotoxines, com poden ser glicolipids
localitzats en la part més externa de la paret cellular (96), poden

provocar reaccions immunes inespecifiques.

Per eliminar el risc potencial de desenvolupar un “fenomen de Koch”
vam decidir treure totes les molécules “endotoxiques” (132,133)
contingudes als fragments utilitzant el detergent suau Trité6 X-114

(134).

El canvi substancial en la pauta de tractament seria el seglient:

CASES PER 100
CASES PER 100

0 6 12 18 24 0 6 12 18 24
MONTHS OF TREATMENT MONTHS OF TREATMENT

9 mesos d’INH 1 mes d'INH + 2 dosis de RUTI

Figura 1.12 — Modificaci6 en la pauta de tractament antibiotic per tractar
la ITBL

En la nostra opini6 la vacunacio terapéutica hauria de constar de dues

fases. En primer lloc, un periode curt de tractament quimioterapic que

estandarditzara les proporcions relatives de les diferents poblacions
bacil'lars que es troben en les lesions. Que també destruira els bacils

actius i ajudara a reduir la resposta immune local i la inflamaci6. Que
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reduira la preséncia de ME, i la possible font d’immunosupressio local.
Que també reduira el tamany dels granulomes i afavorira la reabsorcio
del teixit necrotic present. I, per ultim, reduira la probabilitat que la
inoculacié de la vacuna terapéutica pugui induir una reaccié de Koch

toxica. I en segon lloc, la immunitzaci6 amb una vacuna poliantigénica,

que contingui, tan antigens procedents de bacils en creixement actiu,
com antigens procedents de bacils latents. I que indueixi una
immunitat amplia, intensa i perllongada en el temps, mitjancant una

resposta immune cel-lular i humoral equilibrada.

Efectivitat de la vacuna RUTI

L’abséncia d'una correlacié directa entre els resultats que s’obtenen
mitjancant models experimentals animals i el que realment passa en els
humans dificulta molt la interpretacié de les dades. Per exemple, en la
ITBL el tractament establert en humans té una eficacia contra la
reactivacio del 90%, mentre que en el model del ratoli aquesta eficacia
no supera el 10%. Quan s’avaluen assaigs d’efectivitat de noves vacunes
contra la TB cal tenir molt present aquesta afirmaci6é. I una altra
questié molt important és fer una bona elecci6 del model experimental

animal segons les necessitats de 'estudi.

Per tal d’avaluar l’efectivitat de la vacuna terapéutica RUTI, inicialment
es va escollir el model “humanitzat” d’infeccié cronica en el ratoli.
Gracies a estudis previs s’havia pogut observar un fenomen de
“tolerancia” del model enfront els antigens micobacterians, la qual cosa
podria infravalorar els resultats obtinguts mitjancant un nou
tractament. Per aquest motiu, es van establir com a parametres a
avaluar la reduccio de la concentracié bacillar i el seu control després

d’'una pauta curta de tractament quimioterapic.

Els experiments inicials van mostrar que RUTI, després d’una pauta

curta de tractament quimioterapic, produia una elevada reduccio
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bacil'lar, aproximadament de 2Logio, i que era capa¢c de mantenir
aquesta davallada un minim d'11 setmanes més, després de l"ultima

inoculaci6 de la vacuna.

6 Figura 1.13 - Activitat bactericida de

RUTI en pulmé, en ratolins C57BL/6.

Les marques negres corresponen al

3 grup control, mentre que les blanques

- corresponen al grup tractat amb RUTI.

-5 4 Els valors corresponen a la mitjana i la

2 desviaci6 estandard. Les diferéncies

Q3 * significatives es marquen amb * quan

& p<0,005. Adaptat de la publicacio

8 o - Cardona. Tuberculosis 2006;86:273-
289 (69)
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Tenint en compte el fenomen de “tolerancia” descrit en aquest model, es
van iniciar experiments amb el model de conill porqui. La nostra
hipotesi sobre aquest fenomen es basa en la “teoria dels volums”, com
ja hem comentat anteriorment. Pensem que quan meés gran és el volum
de l’hostatger, més gran sera la resposta inflamatoria que podra
desenvolupar contra M.tuberculosis, degut a que té molta més quantitat

de parénquima pulmonar per comprometre.

.0e0®

Mice Guinea Pig Rabbit Monkey Pig Human
25g 250¢g 2500¢g 4000 g 30000 g 65000 g

Figura 1.14 - Comparaci6 entre diferents hostatgers segons el seu pes.
Amb una esfera vermella es mostra el pes de 25g que sol tenir una

caverna pulmonar. Adaptat de la publicaci6 Cardona. Tuberculosis
2006;86:273-289 (69)
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El model de conill porqui que es va triar va ser també un model
“humanitzat”. L’administracio de RUTI després d’una pauta curta de
tractament antibiotic, 4 setmanes d’INH + RIF, va promoure un descens

de la concentracio bacillar, aproximadament de 0,7Logo.

° Figura 1.15 - Activitat bactericida de
RUTI en pulmé, en conills porquins.
o 4 Les marques negres corresponen al
-E grup control, mentre que les blanques
= » corresponen al grup tractat amb RUTI.
"(_i 3 Els valors corresponen a la mitjana i la
= desviaci6 estandard. Les diferéncies
E‘ significatives es marquen amb * quan
2 [WeR | AUTI p<0,005. Adaptat de la publicacio
Cardona. Tuberculosis 2006;86:273-

1 9 . . 289 (69)

0 4 810 1416
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L’estudi histopatologic, realitzat en la setmana 4 després de la infeccio,
revela diferéncies entre ambdos models. Mentre que al ratoli s’observen
lesions granulomatoses petites, plenes de bacils i sense gaire fibrosi, al
conill porqui els granulomes es mostren ben estructurats, amb elevada
fibrosi i necrosi intragranulomatosa, i sols es poden detectar alguns

bacils a l'interior de ME situats a la part exterior del granuloma.
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Figura 1.16 — Comparaci6 de la histopatologia dels models de
ratoli (C, D, G i H) i conill porqui (A, B, E, F), en la setmana 4
després de la infecci6. Les figures A-D mostren tinci6 amb
hematoxilina-eosina, mentre que les E-H mostren Ziehl-Neelsen.
Adaptat de la publicaci6 Cardona. Tuberculosis 2006;86:273-
289 (69)

Per portar a terme el control de la poblaci6é bacil-lar, el conill porqui ha
de desenvolupar una resposta inflamatoria superior a la que
desenvolupa el ratoli, la qual cosa mata l’hostatger molt més
rapidament. Perdo no per aquesta raé podem assumir que el ratoli és
molt més resistent a la infeccié que el conill porqui, siné que és molt
meés “tolerant”. El fet de desenvolupar una resposta inferior, permet la
constant disseminacio bacil-lar, li permet viure més temps, pero també

acaba morint per la total ocupacié del parénquima pulmonar.

Tant en el model de ratoli, com en el model de conill porqui es van
portar a terme estudis de toxicitat. Sols es va poder observar una petita
resposta inflamatoria en el lloc d’inoculaci6 de la vacuna, que es resolia

en questio d’hores. En cap dels models es van veure fenomens de
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toxicitat sistémica (pérdua de pes o augment de la resposta

granulomatosa).

Control RUTI s.c. BCG

1200

INH+RIF

weight

600 /

weeks

Figura 1.17 — Control de pes de conills porquins per avaluar la possible

toxicitat induida per RUTI.
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2 HIPOTESIS i OBJECTIUS

Una de les propietats més extraordinaries de la infecci6 per
Mycobacterium tuberculosis és la seva capacitat de persistir en els teixits
de I’hostatger durant llargs periodes de temps. Aixo fa que el bacil pugui
gaudir d’un reservori increible: un ter¢ de la humanitat és portadora de
bacils. Aquesta capacitat de persisténcia, anomenada laténcia, encara
presenta un altre problema afegit: la necessitat de tractament

quimioterapic durant 6-9 mesos.

Els coneixements sobre els mecanismes implicats en la
immunopatologia de la infeccio i la fisiologia del bacil ens apropen al

disseny de noves estratégies més efectives per lluitar contra la TB.

Es per aix0, que es varen generar les seglients hipotesis:

1.- La inducci6 de necrosi intragranulomatosa provocada
artificialment mitjancant la inoculacio local de LPS, té les mateixes
caracteristiques que la induida espontaniament per certes soques
cliniques de M.tuberculosis. D’aquesta manera, es podra treballar
amb un model humanitzat més senzill i menys agressiu per

I’animal.

2.- La induccié6 de la necrosi intragranulomatosa pot estar
relacionada amb caracteristiques de I’hostatger, com Ila
susceptibilitat contra la infeccio per M.tuberculosis, relacionada
amb el perfil de resposta immune Thl/Th2 o el background

genétic.
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Hipotesis i Objectius

3.- La inoculacio de la vacuna RUTI en models de TB experimental
generen una resposta immune poliantigénica contra antigens

presents en bacils en creixement i bacils latents.

4.- La inoculacio de RUTI permet la destruccio dels bacils latents i,
per tant, és capac de controlar la reactivacié del creixement

bacil-lar.

5.- La resposta humoral induida amb el tractament antibiotic de
curta duracio i la inoculacio de RUTI presenta efectes protectors en

el model experimental d’infeccié de ratoli SCID.

Es per aix0, que els objectius concrets que es van plantejar per portar a

terme en aquest estudi son els que es citen a continuacio:

1.- Valorar les caracteristiques de la necrosi intragranulomatosa
induida espontaniament per soques cliniques de M.tuberculosis, i

comparar-les amb la induida mitjancant la inoculacié local de LPS.

2.- Valorar 1la relacio entre 1la induccio de necrosi
intragranulomatosa i la resisténcia de I’hostatger contra la infeccio

per M.tuberculosis.

3.- Caracteritzar la resposta immune induida mitjancant la vacuna

terapéutica RUTI en models experimentals animals.
4.- Avaluar la resposta humoral generada mitjancant Ila

immunoterapia amb RUTI en el model de tuberculosi experimental

provocat en ratolins severament immunodeprimits (SCID)
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3 RESULTATS

3.1 Estudi sobre la relacio existent entre la necrosi
intragranulomatosa i 1la resisténcia a 1la infeccio

tuberculosa cronica en el model de ratoli

Una de les caracteristiques clau en la historia natural de la TB en
humans és el desenvolupament de Ilesions amb necrosi
intragranulomatosa. Aquest fenomen no s’observa en el model
experimental d’infecci6 tuberculosa en ratolins. S’ha pogut induir de
manera artificial aquesta necrosi mitjancant la inoculaci6 de LPS per
aerosol, 3 setmanes després de la infeccio amb Mycobacterium
tuberculosis. El centre dels granulomes primaris mostra una necrosi
eosinofilica, a la setmana 9 post-infeccio, en les soques de ratoli
C57BL/6 i 129/Sv (H-2P), mentre que aquesta necrosi no es
desenvolupa en les soques BALB/c i DBA/2 (H-29). Quan s’infecta amb
una soca procedent d’'un aillat clinic, anomenat UTEO335R, es veu el
mateix patré de necrosi, sense la necessitat d’inocular cap endotoxina.
En totes les soques de ratoli estudiades s’observa la mateixa resposta
immune, avaluada segons l’expressio local d’ARNm d’alguns dels gens
claus en la immunopatologia de la infeccio. El nostre estudi demostra
que la inducci6é de necrosi intragranulomatosa en el model experimental
d’infeccio per aerosol en ratoli és independent de la “resisténcia” o

“susceptibilitat” associada al model, segons la seva dotacio H-2.
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Resultats

El LPS provoca la inducciéo de necrosi intragranulomatosa en la
setmana 9 post-infeccio.

En setmana 3 post-infeccio, la inoculacié de LPS va provocar una forta
infiltracio de cél'lules PMN a les 24 hores de linocul, tant en els
granulomes com en els espais alveolars. Es va poder observar aquest fet
en totes les soques de ratoli emprades, excepte en la soca C3H/Hed
(control negatiu, LPS-resistent). Aquesta infiltracio no es va veure quan
els ratolins sols eren infectats amb H37Rv, ni amb la soca UTE 0335R.
La seglient figura mostra un esquema dels diferents experiments que es

van portar a terme.

Experiment A: Infection with H37Rv

Aerosol Harvesting 1 Harvesting 2
Weeks 0 9 18

Experiment B: Infection with H37Rv plus LPS inoculation

Aerosol LPS Harvesting 1 Harvesting 2

Weeks 0 3 9 18

Experiment C: Infection with UTE 0335 R

Aerosol Harvesting 1 Harvesting 2

Weeks 0 9 18

Figura 3.1 - Disseny experimental de I’estudi.

A la setmana 9 post-infeccié, i amb tincié d’hematoxilina-eosina, es va
poder veure que la necrosi granulomatosa localitzada en el centre dels
granulomes era basicament eosinofilica, amb una preséncia molt
reduida de macrofags. La tincié de tricromic de Masson va revelar un

grau de fibrosi en les lesions molt elevat.
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A continuacié es mostren imatges d'un granuloma primari en setmana
9 post-infeccio, en les soques de ratoli C57BL/6 i 129/Sv, infectats amb
H37Rv sol o H37Rv amb LPS. Es pot observar la preséncia i abséncia de
necrosi, amb i sense LPS, respectivament. En ratolins C3H/HeN es van
poder induir les mateixes lesions, perd no va ser aixi en les soques

DBA/2, BALB/c i C3H/HeJ.

H37Rv + LPS

Figura 3.2- Imatges d’histologia de granulomes
pulmonars de lexperiment B, infecci6 amb H37Rv i
inoculaci6 de LPS en setmana 3 post-infecci6. En la
setmana 9 post-infeccié s’observa necrosi eosinofilica,
amb alguns macrofags en el centre dels granulomes
primaris dels ratolins inoculats amb LPS. Tinci6
d’hematoxilina-eosina. La barra representa 200um.

I, a continuacidé, es mostra un granuloma primari en setmana 9 post-
infecci6 amb la soca UTE 0335R, que indueix necrosi de manera
espontania. Amb la tincié de tricromic de Masson també es demostra

un elevat grau de fibrosi dels granulomes.
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S9
UTE 0335R

C57BL/6 C3H/HeN 129/Sv

Figura 3.3- Imatges d’histologia de granulomes pulmonars de l’experiment C,
infecci6 amb la soca UTE 0335R. En la setmana 9 post-infeccié s’observa necrosi
eosinofilica amb un elevat grau de fibrosi. Tincions d’hematoxilina-eosina i
tricromic de Masson. La barra representa 200um.

A continuacio es mostra l'evolucio al llarg del temps de les fibres de
collagen, des de la periféeria de la lesi6 cap al centre necrotic, en
ratolins C57BL/6, infectats amb la soca UTE 0335R. De fet, passa el
mateix amb els ratolins 129/Sv i C3H/HeN infectats amb la mateixa
soca de micobacteri. I el mateix que en les 3 soques de ratoli infectades

amb H37Rv, que han rebut LPS i que han generat la necrosi.

En la setmana 3 post-infeccio es pot veure com el centre del granuloma
es compon duna barreja de neutrofils i monocits, que s’esdevé més
necrotica i ocupada per debris cel'lulars, fibrina i més neutroéfils en
setmana 6. Finalment, en setmana 9, el centre s’esdevé una lesio

eosinofilica compacte.
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Figura 3.4- Imatges d’histologia que mostren l'evoluci6 de la
necrosi intragranulomatosa en l’experiment C, infeccié amb la
soca UTE 0335SR, en la soca de ratolins C57BL/6. Tincions
d’hematoxilina-eosina i tricromic de Masson. La barra
representa 100um.

La infiltracié pulmonar no es relaciona amb la induccié de necrosi
intragranulomatosa pulmonar.

A continuaciéo es mostra el percentatge d’infiltraci6 granulomatosa
pulmonar, que és el ratio obtingut després de dividir ’'area pulmonar
infiltrada entre ’area pulmonar total, i multiplicant per 100, per a totes
les soques de ratolins, en els 3 experiments: (A) infecci6 amb H37Rv, (B)

infeccio amb H37Rv més LPS i (C) infeccié amb UTE 0335R.

Es pot observar com la inoculaci6 de LPS provoca un augment

important en la infiltracio pulmonar en les soques 129/Svi DBA/2; i
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com la infeccio amb UTE 0335R provoca un augment encara més gran
del percentatge d’infiltracio en totes les soques, excepte les de

background C3H.

129/Sv DBA/Z C57BL/B BALB/c C3H/N C3H
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Experiments

Figura 3.5- Percentatge d’infiltracié6 pulmonar en els 3 experiments, on A és
infeccio amb H37Rv, B és infecci6 amb H37Rv més LPS i C és infecci6 amb UTE
0335R. La caixa engloba els valors entre els percentils 25 i 75. Mentre que la
divisi6 de la caixa mostra la mediana. Les diferéncies estadisticament
significatives entre grups es marquen amb * quan p<0,05.

L’estudi estadistic va revelar diferéncies entre tots els grups excepte
entre 129/Sv i BALB/c en l'experiment A. Sols es van observar
diferéncies entre 129/Sv, C3H/HeN i C3H/Hed a l’experiment B. I en
I'experiment C sols es van observar diferéncies entre 129/Sv i C3H/HedJ

quan es comparaven amb la resta de soques.

Aquests resultats demostren que la infiltracié pulmonar induida per la
infeccio amb H37Rv no esta relacionada amb el background H-2, les
respostes de tipus Th1l/Th2 o la susceptibilitat de les soques davant
M.tuberculosis. Aixo es demostra igualment en el ratolins inoculats amb
LPS i, en el cas de la infecci6 amb UTE 0335R. Es a dir, que 'augment
en la infiltracié6 pulmonar no es troba relacionat amb la inducci6é de

necrosi intragranulomatosa.
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La inoculacio de LPS provoca una reduccio transitoria en la carrega
bacteriana pulmonar.

Després de 'administracio de LPS, la carrega bacteriana tenia tendéncia
a disminuir, en pulmons i en melsa, encara que sols es van poder
observar diferéncies estadisticament significatives en teixit pulmonar de

ratolins 129/Sv i BALB/c, com es mostra en la figura segtient.

129/5v DBA/2 C5TBLG BALB/c C3HN C3HA

S - ——
i = HEDE EE -.

Lungs

N.D. N.D.

e EHEEBHHBE 5 uf

log g CFUs/mI
o

Spleen

N.D. N.D.

A B C A B C A B C A B C A B C A B C
Experiments

Figura 3.6— Concentraci6 bacillar pulmonar en la setmana 9 post-infeccié
en els 3 experiments, on A és infecci6 amb H37Rv, B és infecci6 amb H37Rv
més LPS i C és infeccio amb UTE 0335R. La caixa engloba els valors entre
els percentils 25 i 75. Mentre que la divisi6 de la caixa mostra la mediana.
Les diferéncies significatives entre grups es marquen amb * quan p<0,05.

Aquestes diferéncies no es van poder observar en setmana 18 post-
infeccio. Cal destacar que, quan els ratolins s’infectaven amb la soca
UTE 0335R, el patré que es podia observar era tot el contrari, la carrega
bacteriana tenia tendéncia a augmentar, en pulmons i en melsa.

Excepte en el cas de BALB/c, on s’apreciaven valors d’'UFCs més baixos.
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Quan es van analitzar les dades dels valors obtinguts dins del mateix
experiment, per a les diferents soques de ratoli, sols es van poder
observar diferéncies estadisticament significatives (P<0,05) en pulmo de
l'experiment C, entre les soques DBA/2 - C57BL/6 i DBA/2 - BALB/c. I

en melsa, en 'experiment B, entre les soques DBA/2 — 129/Sv.

L’expressio de citocines clau en la resposta immune, iNOS i
RANTES no es relaciona amb la inducci6 de mnecrosi
intragranulomatosa.

L’expressio dIFN-y, TNF-a, iNOS i RANTES va mostrar una certa
tendéncia a augmentar en els ratolins inoculats amb LPS. I a ser encara
superior en els ratolins infectats amb la soca UTE 0335R, com es pot

observar en la segiient figura.
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Figura 3.7- Evoluci6 de l’expressio6 d’ARNm en els 3
experiments, on A és infecci6 amb H37Rv, B és infeccié amb
H37Rv més LPS i C és infecci6 amb UTE 0335R. El ratio
s’obté després de dividir els valors obtinguts entre ’expressio
d’HPRT i multiplicant per un factor, de 10 a 107. La caixa
engloba els valors entre els percentils 25 i 75. La divisié
mostra el percentil 50. Les diferéncies significatives entre
experiments es marquen amb * quan p<0,05.

No es van poder observar diferéncies estadisticament significatives
(p<0,05) entre les diferents soques, dins del mateix experiment. Excepte

per TNF-a entre les soques 129/Sv - C57BL/6.

Novament, el nivell d’intensitat d’aquests parametres no mostra relacio

amb la inducci6 de necrosi intragranulomatosa.
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Ni la infeccio amb la soca UTE 0335R, ni ’administracio de LPS
afecten al benestar animal.

Ni la inoculaci6 d’LPS, ni la infecci6 amb la soca UTE 0335R,
mitjancant aerosol, van afectar negativament al benestar animal. Prova
d’aixo és que el “protocol de punt final” no va ser necessari en cap cas. |
tampoc es van poder observar ni peérdues de pes, ni mortalitat

espontania, ni conductes estereotipades en cap cas.
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3.2 Estudi dels efectes del tractament immunoterapic
amb RUTI sobre la quimioterapia, en el model muri

d’infeccio tuberculosa cronica.

S’estima que un ter¢ de la humanitat es troba latentment infectada per
Mycobacterium tuberculosis. Els bacils latents han estat capacos
d’adaptar-se a les condicions d’estrés generades per ’hoste gracies a les

seves “armes”, els seus factors de viruléncia:

- un metabolisme enlentit
- una gruixuda paret cel'lular hidrofoba

- D’habilitat de generar necrosi intragranulomatosa

Donat que, tant la resposta immune com els tractament antibiotics,
afecten solament als bacils en creixement actiu, la seva destruccio en
un periode curt de temps es fa dificil. Des de fa molt de temps, s’ha
hipotetitzat sobre la  possibilitat de fer servir vacunes
immunoterapéutiques per poder portar a terme aquesta fita. En aquest
estudi, s’han demostrat els beneficis que comporta ’'administracié de la
vacuna terapéutica RUTI després d'una pauta curta de tractament
antibiotic, en el model de TB d’infeccié cronica en el ratoli. D’una
banda, es pot observar una important reduccié en la carrega bacil-lar.
D’altra banda, RUTI desenvolupa una resposta immune Th1l/Th2, com
es demostra per la produccié d’anticossos IgG1, IgG2a i IgG3 contra un
ampli ventall de péptids. L’analisi histologic no va mostrar ni eosinofilia
ni necrosi, i el percentatge d’infiltracié pulmonar sols va augmentar

lleugerament quan RUTI era administrat intranasalment.

Immunoterapia amb RUTI, intranasal o subcutania.
Figura 3.8- Disseny

Aerosol d H3TRy RUTI  zachfici experimental de la

¢ l ¢ ¢ immunoterapia amb

INH + RIF RUTI després d'una

] g 17 43 2 22 pauta curta de
setmanes tractament antibiotic.
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RUTI té activitat bactericida en pulmé i melsa.
La inoculacié de RUTI, intranasalment o subcutaniament, en ratolins
resistents, CS7BL/6, o susceptibles, DBA/2, induia un efecte

bactericida, tant en pulmoé com en melsa.

C57BL/6 DBA/2
R0 (B) i B
5
*
2 %
3 $ LUNG
2
-
g 1 INH + RIF INH + RIF
:
L
02 (D)
o * *
o
-
SPLEEN
$
0 3 9 17 22 0 3 9 17 22
Weeks

—@— Control

—g— Chemotherapy

—— Chemotherapy + RUTI IN
—{— Chemotherapy + RUTI SC

Figura 3.9 - Activitat bactericida de RUTI en pulmé (A, B)
i melsa (C, D), en ratolins C57BL/6 i DBA/2. Els
resultats mostren la mitjana i la desviaci6 estandard. Les
diferéncies estadisticament significatives (p<0,05) entre el
grup control i la resta, es marquen amb * i, entre el grup
tractat amb quimioterapia i la resta, amb $.

Quan els ratolins no rebien tractament quimioterapic previ a la
inoculaci6 immunoterapéutica de RUTI, aquesta davallada en la

concentracio d'UFCs no s’observava.
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RUTI indueix un augment en ’expressio d’IFN-y.

Com es pot veure en la taula seglient, la inoculacié de RUTI provocava
un increment en l'’expressio, en pulmé, duna citocina clau per a la
resposta immune, I'IFN-y, respecte dels ratolins tractats sols amb
quimioterapia. Aquest efecte era més evident en ratolins C57BL/6, que
en DBA/2, i sols va ser estadisticament significatiu quan RUTI era

inoculat intranasalment.

Table 1
Local expression of cytokines (IFN-y and TNF) and granulomatous infiltration m the pulmonary parenchyma at week 22
Ratio cytokine/HPRT x 10° Morphometry (% of infiltration)
TFN-y TNF
DBA/2
Control 193.548032" 313460.61° 1192413
Chemoatherapy 1.16+ 045" 0.07+0.07" 5014226
Chemotherapy + RUTI IN 1.88+£1.95 0.32+047 3384231
Chemotherapy + RUTI SC 1314043 0.08 +0.07 1.66+0.88
C57BL/6
Control 220.3+35.75" 198.8 +96.32" 422407
Chemotherapy 0.704£0.51%* 0.024+0.01° 243 £ 048
Chemotherapy + RUTI IN 44242437 0.0540.02 5.2541.26%%
Chemotherapy + RUTI $C 2454194 0.0540.05 3.5340.59%

Sigma Stat (SPSS Software, San Rafael, CA, USA) was used to compare the differences between groups through all pairwise multiple comparison procedures
(Student-Newman—Keuls method)
* p<0.05.
** p=0.009.
$ p=0.012.
# p=0.002.
* p=0.03.

Taula 3.1- Expressio local de citocines, segons mesures d'ARNm en pulmé, i
percentatge d’infiltracié pulmonar, en setmana 22 després de la infeccio.

No es van poder observar increments en l'expressio de TNF-a.

Cal destacar que, els valors tan elevats que s’observaven en els ratolins
controls, son deguts a l’elevadissima carrega bacteriana que tenien

aquests animals.

RUTI no indueix necrosi.

En cap cas es va poder observar eosinofilia ni necrosi. I respecte del
percentatge d’infiltracié granulomatosa, sols es va veure lleugerament
augmentat quan RUTI era administrat intranasalment en la soca de

ratolins resistents, com es pot veure en la taula anterior.
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RUTI genera una resposta immune equilibrada.
Un cop coneguda la composicido de la vacuna terapeéutica RUTI, el seu
perfil peptidic, vam portar a terme l’estudi de la resposta humoral que

era generada per I'administracio de la vacuna.

CFP Ag85B MW FMtbC IgGl IgG2a IgG2b IgG3
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Figura 3.10- Composicié de RUTI. (A) Perfil peptidic en un
gel SDS-PAGE al 12%, el tercer carril és un marcador de pes
molecular de 14-198KDa. (B) mostra l’analisi per Western
Blot de cellules de M.tuberculosis fragmentades, utilitzant
serum control de ratolins inoculats amb RUTI i un perfil de
bandes (KDa) definit amb anticossos especifics i el patré de
I'SDS-PAGE. Els carrils 5, 6, 7 i 8 s’obtenen contra
anticossos conjugats I1gGl, IgG2a, IgG2b i IgG3,
respectivament.

Aquest estudi de la resposta humoral ens va donar una visié que la
immunitat generada era equilibrada. Es a dir, que es podien observar
anticossos de diferents isotips, IgG2a i IgG3, relacionats amb una
resposta de tipus Th1l, anticossos IgG1, relacionats amb una resposta
de tipus Th2 i, anticossos 1gG2b, relacionats amb una resposta de tipus

Th3.
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Com es pot veure en la segiient figura, RUTI era capac¢ de generar una
resposta immune amplia, contra un gran ventall de péptids, tant en la
soca de ratolins resistent, C57BL/6, com en la susceptible, DBA/2, a on

estaven implicats tots els isotips IgG.
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Figura 3.11- Resposta humoral IgG desenvolupada contra les proteines de céllules
de M.tuberculosis fragmentades, per western Blot, en setmana 22 post-infeccio. Es
representen la mitjana i la desviaci6 estandard.

No es van detectar nivells d’IgE en cap cas.
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Es va poder demostrar la producciéo dIgA en BAL, després de la

inoculacié de RUTI, intranasal i subcutania, en ratolins DBA/2. I també

en ratolins C57BL/6 immunitzats intranasalment.
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Figura 3.12- Resposta per IgA
contra proteines de cellules de
M.tuberculosis fragmentades, per
Western Blot, en setmana 22 post-
infecci6. Es representen la mitjana
i la desviacio estandard.
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3.3 Estudi dels efectes de la sérum-terapia passiva amb
anticossos policlonals en el model experimental de ratoli

SCID.

Classicament, la immunitat cel'lular de tipus Thl ha jugat un paper
central en el control de la infecci6 per Mycobacterium tuberculosis. 1
encara que s’han pogut observar limfocits B a linterior dels
granulomes, especialment durant la fase cronica de la infeccio, la
hipotesi que els anticossos podrien jugar un paper protector en la ITBL,

encara avui dia, és font de controveérsia.

En aquest estudi s’ha avaluat el rol protector de la immunoterapia
passiva amb sérum, obtingut a partir de ratolins inoculats amb RUTI,
en el model de ratoli SCID. Es tracta d'un model mutant
immunologicament deficient que, donat que no posseeix ni ceél-lules T ni
B, ens ha permeés explorar l'efecte protector de la resposta humoral,
sense interferéncies per part de la resposta cellular. S’ha pogut
observar una restriccio en la disseminacio bacilllar en pulmo, una
infiltraci6 pulmonar inferior i un menor nombre d’animals amb
abscessos pulmonars en els animals tractats amb immunoterapia
passiva. La qual cosa suggereix que la resposta d’anticossos contra
multiples antigens de M.tuberculosis té€ un paper protector contra la

infeccio tuberculosa.

1. Produccid de sérum hiperimmune en ratolins DBA?2

Aerosol d H3TRY BUTI  sacdfici
Y tmanes d 1713 21 23 Figura 3.13- Disseny
experimental de la
2. Sarum-terapia passiva en ratolins SCID sérum-terapia  passiva
o en els ratolins SCID. (1)
sachfici Esquema de lobtencio
¢ del sérum hiperimmune
INH + RIF | HS en ratolins DBA/2. (2)
0 3 5 10 Esquema del tractament

zetmanes
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El tractament de ratolins infectats amb sérum hiperimmune fa
disminuir notablement el nombre de bacils en els pulmons.

Els ratolins SCID infectats tenien 5.98 + 0.43Logio UFCs en els
pulmons i 3.51 + 0.29Logio UFCs en la melsa, en setmana 3 post-
infeccio. Després de S setmanes de tractament antibiotic amb INH i RIF
(10 i 25 mg/Kg, respectivament), aquesta valors havien disminuit, 2.98
+ 0,026Logio UFCs i 2.12 £+ 1.02Logio UFCs, en pulmé i melsa,

respectivament.

En la seglient figura es pot veure com la immunoterapia passiva amb
sérum hiperimmune inhibia la reactivaci6 que tenia lloc després del
tractament quimioterapic; aquesta inhibicié era molt més evident en els
pulmons, on les UFCs disminuien 2Logio (3.68 + 2.02Logio vs. 5.72 +
1.41Logio UFCs). Els recomptes de la concentracido bacillar en melsa
també es veien disminuits pero no es van poder veure diferéncies
estadisticament significatives (4.75 + 1.84Logio vs. 5.79 + 1.02Log1o).
Cal destacar que el limit de detecci6 de la técnica es trobava en 2Logo,
per aix0 es pot veure que sis ratolins presenten aquest valor i, és

indicatiu que alguns d’ells podrien tenir recomptes encara inferiors.
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La immunoterapia passiva protegeix contra la disseminacio
bacil'lar en els pulmons.

La seguent figura mostra imatges sobre la histologia dels lobuls
pulmonars en setmana 10 post-infecci6. Es pot apreciar que els
granulomes estaven formats per un centre ric en macrofags, infiltrat
amb ceéllules mononuclears i neutrofils (A). Es pot veure com la
infiltracio neutrofilica va augmentant progressivament, engrandint els
granulomes (B). I que, finalment, es formen abscessos, representats
com un nucli de teixit necrotic, envoltat sobretot de mneutrofils

fragmentats, i alguna cel'lula encara sencera (C).

granuloma primari granuloma secundari  abscés

Figura 3.15- Imatges d’histologia de seccions pulmonars en setmana 10 post-
infecci6 (1000x). La barra representa 100pm.

L’exploracio macroscopica dels pulmons en setmana 10 post-infeccio va
revelar la preséncia de grans abscessos (de diametre igual o superior als
3mm) en 10 dels 12 ratolins del grup control. En el grup tractat amb
sérum hiperimmune, sols 6 dels 11 ratolins presentaven abscessos, i
aquests tenien un tamany inferior (de diametre igual o inferior als
2mm). Aixd implica que sols el 16.7% dels ratolins controls no
presentaven abscessos, enfront del 45.5% en el grup tractat

(FIG 3.17C).
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Figura 3.16- Histologia de seccions pulmonars en setmana 8 (A) i 10 (B, C) després

de la infeccio.

Tincié6 d’hematoxilina-eosina. (A)

mostra

imatges després del

tractament antibidtic. (B) mostra seccions del grup control i (C) mostra seccions del
grup tractat amb sérum-terapia. Els abscessos es marquen amb *, els granulomes es
marquen amb fletxes blaves, i els granulomes secundaris es marquen amb fletxes
vermelles. La barra representa 3mm.

El percentatge d’infiltracié pulmonar, que s’obté després de dividir ’area

pulmonar infiltrada respecte de ’area pulmonar total, i multiplicant per

100, va disminuir significativament (FIG 3.17B), més del triple, en el

grup tractat amb sérum hiperimmune respecte

0.67% vs. 31.2 £ 1.77%).
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Figura 3.17- Quantificacio de la infiltracié pulmonar. (A) Mostra 1’area global dels
lobuls estudiats. (B) Mostra el percentatge d’infiltracié pulmonar. (C) Mostra el
percentatge d’animals sense abscessos. Les diferéncies significatives es marquen

amb * quan p<0.05.
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L’expressio de citocines pulmonars i de iNOS tendeix a ser inferior
en el grup tractat.

Com es pot observar en la seglient figura, no es van trobar diferéncies
estadisticament significatives en l'expressio pulmonar d’IFN-y, TNF-q,
IL-12p40, RANTES i iNOS, en setmana 10 post-infeccio, entre els dos
grups, encara que els nivells d’expressio tendien a ser menors en el

grup tractat respecte del control.
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Figura 3.18- Expressi6é de citocines, RANTES i iNOS en pulmé. No
s’observen diferéncies estadisticament significatives. Les fletxes
mostren les inoculacions de sérum hiperimmune. La barra mostra el
tractament quimioterapic amb INH i RIF.

En el BAL dels ratolins tractats s’observa 1’abséncia d’anticossos

contra péptids entre 40 i 70 KDa.
Com s’havia descrit anteriorment, els titols serologics d’anticossos IgA i

IgM es trobaven per sota de 2, el limit de deteccio de la técnica.
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El patro de produccio d’anticossos de lisotip IgG en el sérum dels
ratolins SCID era exactament el mateix que l'obtingui en el sérum
hiperimmune obtingut dels ratolins DBA/2 immunitzats amb RUTI,
amb predominanca IgG2a > IgG2b > IgG1l > IgG3. Cal destacar que
aquests anticossos eren menys abundants en els ratolins SCID, amb

una diferéncia mitjana d”1Logio.

En els ratolins SCID, els nivells d’anticossos en BAL van ser molt més
inferiors que en sérum. I cal destacar que, en BAL no es detectaven
anticossos contra péptids de 40 a 70KDa, com es pot veure en la

seguent figura.
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Figura 3.19- Nivells d’anticossos IgG en sérum i en BAL en setmana 10
post-infecci6. Els Western Blots van ser portats a terme utilitzant
dilucions 1:25 fins a 1:51200 en seérum i 1:25 fins a 1:256 en BAL. Les
dades corresponen a la mitjana i la desviacié estandard en cada punt de
l'experiment.
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Abséncia d’IFN-y i TNF-0 en el sérum hiperimmune.
Les concentracions dIFN-y i de TNF-a en el sérum hiperimmune es
trobaven per sota del limit de detecci6 del kit comercial d’ELISA

utilitzat.
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4 DISCUSSIO I PERSPECTIVES

Tradicionalment, s’ha considerat que el tret distintiu de la infeccié per
M.tuberculosis és la capacitat del bacil per romandre en estat latent,
dins de lesions granulomatoses que romanen “enquistades” durant tota
una vida. Aquest bacil adormit, pot reactivar el seu creixement en
entrar en contacte amb factors de ressuscitaciéo i/o en preséncia de

fenomens immunodepressors.

Pel contrari, en valorar la naturalesa dinamica de la fisiologia animal en
general, i valorant els temps de vida mitja de les cél'lules i la constant
capacitat de regeneracio dels teixits lesionats, sembla dificil defensar
una teoria que propugni la persisténcia de petits granulomes durant

tota una vida.

Igualment, el tractament actual de la ITBL es basa en 'administracio
d’isoniazida durant 9 mesos. Aquest antibiotic només és actiu contra
bacils en fase de multiplicacié. Aquesta és la gran paradoxa ! Si
realment el fenomen de la ITBL es basés en la persisténcia del bacil
durant anys en fase latent enquistat en una lesio vella, l’actual pauta de
tractament, que ha demostrat una eficacia del 90% en la prevencio de la

TB, no funcionaria. Caldria un tractament preventiu de per vida.

Finalment, la visualitzacié que els ME, sén capacos de drenar els bacils
en estat estacionari (latents) cap a l’espai alveolar, recolza el fet que
aquests bacils tenen loportunitat d’incorporar-se en els aerosols

generats a partir del fluid alveolar, que va pujant constantment cap als

73



Discussio i Perspectives

espais bronquials superiors. D’aquesta manera, els bacils, bo i prenent
part dels propis aerosols que constantment inspirem, poden generar
noves lesions constantment. Aquest fet explicaria l’efectivitat del
tractament amb isoniazida, donat que durant el temps d’administracio
es previndria la reactivaci6 del bacil, i a la vegada s’agilitzaria el
drenatge dels bacils latents que encara son dins del teixit necrotic dels

granulomes que poden restar en actiu.

Tot plegat, s’inscriu en una relacio bacil-hostatger que fa uns 3 milions
d’anys que dura, i que manté un equilibri molt subtil, tal com es

ressenya en la taula segient:

LA HIPOTESI DINAMICA. CONCLUSIONS

ESTRATEGIA DE ESTRATEGIA BACIL-LAR
L’HOSTATGER
1. Induir una resposta immune 1. Multiplicar-se al maxim

potent contra els bacils en
creixement (117)
la. Més perillosos

1b. Més susceptibles (54)

2. Drenar els bacils latents 2. Romandre en fase latent al llarg
2a. Menys perillosos del temps
2b. Més resistents (54) 2a. Per escapar de la immunitat

2b. Per ser més resistent l'estres i
més capac de reinfectar exogena i

endogenament

Taula 4.1- Esquema de la hipotesi dinamica
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Segons aquesta hipotesi, la immunoterapia contra la ITBL hauria de

tenir 2 fases:

- tractament quimioterapic inicial per destruir els bacils en
creixement actiu i afavorir la desaparicio de la inflamacio i la
resposta immune local, disminuint el tamany dels granulomes,
reduint la preséncia de ME (i, per tant, de la immunodepressio

local que indueixen) i afavorint la reabsorcio de teixit necrotic

- immunitzaci6 amb una vacuna terapéutica que ha de contenir
tant antigens estructurals com antigens secretats, oferint aixi una
immunitzacié amplia, intensa i equilibrada, que estimuli en
I’hostatger una resposta immune cellular i humoral capac¢ de

destruir els bacils, independentment del seu estat metabolic

D’acord amb les premisses establertes, el nostre grup ha desenvolupat
una vacuna terapeéutica, la RUTI, a partir de la fragmentacio i
liposomacio de cellules de M.tuberculosis cultivades en condicions
d’estrés (baixa pressié d’oxigen i baix pH). Aquesta vacuna, després
d’'una pauta curta de tractament quimioterapic, indueix una resposta
immune de tipus Th1/Th2/Th3 que ja ha demostrat la seva eficacia en
el model “humanitzat” d’infeccié cronica tuberculosa en el ratoli, que si
presenta necrosi intragranulomatosa. També hem pogut demostrar,
sortosament, que la inoculaci6 de RUTI, en contra del que plantegen
alguns estudis publicats recentment que recomanen evitar 1as de
vacunes fetes amb bacteris, no indueix ’'aparicié de cap reaccio toxica.
Aquest fet és degut al procés de produccio de la vacuna, que inclou un
pas de detoxificacio, per extreure’n els possibles components de la paret
cel'lular micobacteriana, que podrien donar lloc a aquest tipus de
reaccions immunes. En aquesta abséncia de toxicitat també juga un
paper molt important el tractament quimioterapic previ, que disminueix

la concentracio bacillar i la resposta immune local, disminuint aixi les
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probabilitats de generar una resposta toxica, com la reacciéo de Koch,

inductora de la necrosi intragranulomatosa.

El model muri “humanitzat”

Tradicionalment, el control de la infeccié per M.tuberculosis s’ha volgut
portar a terme com el de qualsevol altre patogen intracel-lular, sense
tenir en compte les seves caracteristiques basiques: el seu metabolisme
enlentit (100 vegades més lent que E. colj) i la seva capacitat per generar

necrosi (56).

El model experimental triat tant per a l’estudi de la TB, com per a
l'estudi de nous tractaments, vacunes, etc. ha estat des de sempre el
ratoli. Classicament, es va determinar que el ratoli era un hostatger
“resistent”, en contraposicié al conill porqui, que es considerava un
hostatger “susceptible”. Aquesta classificacio, entre d’altres fets, tenia
en compte que la resposta immune en el ratoli no generava necrosi
intragranulomatosa. Durant molt de temps, s’ha considerat que la
generacid de necrosi és perjudicial per I'hostatger, un fenomen toxic,
perque mostra un mecanisme immune “descontrolat” i poc efica¢. Des
dels anys 80 aquesta necrosi s’ha anomenat reaccié “Koch-like” i, ha
estat associada a la DTH, i com a consequiéncia d’'una resposta immune
cel'lular debil. Més recentment, es va postular que podria estar
relacionada amb una resposta immune de tipus Th2 molt predominant

sobre la resposta de tipus Thl.

L’objectiu d’aquest treball va ser optimitzar el model “humanitzat”
d’infeccio cronica tuberculosa en el ratoli (96), per tal de poder avaluar
el fenomen de la necrosi intragranulomatosa i la suposada “resisténcia”
del model muri. Es tracta d'un model experimental que intenta

mimetitzar el que ocorre en humans, I’hostatger que ha sofert la
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seleccio natural més rigorosa contra M.tuberculosis, fet pel qual només
un 10% dels humans infectats desenvolupen la malaltia, i d’aquests
sols un 40% moriran. Al contrari del que passa en el ratoli, on tots els
animals infectats desenvolupen una malaltia de tipus cronic, que
provocara la total ocupacio del parénquima pulmonar amb granulomes,

1 tots moriran.

Inicialment, en aquest model la necrosi intragranulomatosa
s’aconseguia mitjancant I'inocul de LPS intranasalment, provocant una
reaccio d’'Schwartzman, donat que el granuloma es comportaria com
una “zona preparada” i, els elevats nivells de TNF-a (102) secretats per
la resposta immune local en resposta a l’elevada concentraci6 bacil-lar,
actuarien d’injeccio “provocadora”. Es va observar que la inoculacio de
LPS provocava un rapid i momentani augment de neutrofils en el BAL,
mentre que la necrosi intragranulomatosa tenia lloc a les 6 setmanes
post-infeccié, 3 setmanes després de linocul intranasal. I que
s’obtenien granulomes tipics, ben estructurats, en la setmana 9 post-
infecci6 (96). Perd, desafortunadament, en aquest model, també
associat a la inoculacio intranasal de LPS, s’observava un increment de

la mortalitat superior al 20%.

El segiient pas en la optimitzacio del model va ser inocular el LPS
mitjancant la generacié d'un aerosol. I, portant a terme aquest estudi,
vam poder observar que determinades soques de Mycobacterium
tuberculosis, entre elles alguns aillats clinics, postulem que degut a la
seva viruléncia, podien provocar necrosi de manera espontania en el

ratoli (107).

Un cop establert el model “humanitzat” hem demostrat que la necrosi
intragranulomatosa no es relaciona amb la resisténcia contra la infeccio

tuberculosa. Aquest estudi obre questions relacionades amb el
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mecanisme inductor de necrosi en els humans, que s’ha relacionat amb
una resposta de tipus Th2, en un entorn ric en TNF-a (102,135). Les
nostres dades mostren que hem estat capacos d’induir necrosi en les
soques CS57BL/6 i 129/Sv pero no en les soques DBA/2 i BALB/c.
Alguns autors suggereixen que aquestes soques tendeixen a polaritzar

cap a respostes de tipus Thl i Th2, respectivament (136,137).

Existeix un model muri d’infeccié endotraqueal on la resposta Th2 es
relaciona amb l'aparicio de necrosi. Perdo la comparacié entre aquest
model i el model “humanitzat” es fa molt complicada donat que son
forca diferents. En aquest model, la influéncia de IL-4 combinada amb
el TNF-a promou la induccié de necrosi en BALB/c (138), mentre que
aquesta és una de les soques que no desenvolupa necrosi al model
“humanitzat”. Aquest altre model utilitza una elevada dosi infectiva,
mitjancant la inoculacio intratraqueal. I la necrosi sols es pot observar
durant la fase inicial de la infecci6. Mentre que al model muri
“humanitzat” la dosi infectiva és molt baixa (entre 10-50 bacils als
pulmons), mitjancant aerosol, de manera que els animals desenvolupen
una malaltia de progressio molt lenta, amb una carrega bacil-lar baixa,
relacionada amb una resposta Thl forta i on els animals poden
sobreviure durant més de 2 anys, en comptes de mig any. Amb uns
nivells d’'UFCs tan baixos, és molt poc probable veure resposta de tipus
Th2. En defensa d’ambdos models, cal dir que el model Th2-necrosi
(138) és un model de TB desenvolupada, mentre que el model
“humanitzat” el que pretén és mimetitzar la necrosi induida en els

humans (90).

Existeixen altres models, que fent servir aerosol de baixa dosi,
aconsegueixen induir necrosi intragranulomatosa. Es tracta de models
de ratolins immunodeficients per alguna de les citocines clau en la

resposta immune (IFN-y en resposta Th1l, TNF-a en resposta Th2....),
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o deficients en limfocits af T (52,139). Es tracta de models on s’indueix
necrosi massiva i on es poden veure bacils en creixement actiu dins del
teixit necrotic. No es tracta de bons models per a 'estudi de la laténcia.
Podriem dir que, en aquests models, la necrosi intragranulomatosa es

troba relacionada amb l’elevada carrega bacil-lar (52,53).

Portant a terme estudis comparatius entre la necrosi generada
mitjancant la inoculaci6 de LPS i la generada naturalment, en la
setmana 9 post-infeccid, es podia observar el mateix patré histologic

independentment del mecanisme d’inducci6 de la necrosi.

S’observaven diferéncies importants entre les soques resistents i les
susceptibles. En les soques susceptibles, la inoculacié de LPS provocava
un augment en la infiltracié granulomatosa pulmonar i una disminucio
en la concentracié bacil'lar. I s’observava un increment en 'expressio de
TNF-a i dIFN-y. Quan la infecci6 es portava a terme amb la soca UTE
03353R, la infiltraci6 pulmonar augmentava, a ligual que l'expressio de
TNF-a, IFN-y, iNOS i RANTES. Pero el fet més important era un

increment en les UFCs.

Respecte les soques de ratolins resistents, el LPS no modificava la
infiltraci6 pulmonar i tampoc s’observaven gaires variacions en
l'expressio de TNF-a, IFN-y, iNOS i RANTES, encara que la carrega
bacil'lar pulmonar tendia a disminuir. Quan la infeccié es portava a
terme amb el aillat clinic UTE 0335R, la infiltracié6 pulmonar tenia
tendéncia a augmentar, al igual que l'expressio de TNF-a, I[FN-y, iNOS i

RANTES, mentre que es controlava la carrega bacillar en els pulmons.

Les soques C3H (140) es caracteritzen per ser susceptibles a la infeccio
per M.tuberculosis. Pero es varen fer servir com a control de la
inoculaci6 de LPS, donat que la soca C3H/HeJ és LPS-resistent. En
ambdues soques, 1nica diferéncia que es va poder observar va ser

I’aparicio de necrosi intragranulomatosa en la soca C3H/HeN.
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Aquestes dades recolzen la hipotesi que l'augment en la resposta
inflamatoria, 'augment en la resposta immune local, la infiltracio
granulomatosa pulmonar i la concentracié bacil'lar en els pulmons no

son parametres claus per a la induccié de necrosi intragranulomatosa.

Si analitzem el patro d’expressio de TNF-a, IFN-y, iNOS i RANTES, ens
adonem que existeix una tendéncia cap a una resposta de tipus Thl
(107). Per aixo, el control de la concentracio bacil-lar que s’exerceix amb
el inocul de LPS no és gens sorprenent. Aquestes dades haurien de ser
interpretades com una induccio externa de la resposta inflamatoria, on
el LPS afavoriria I’hostatger, en la lluita que manté amb al bacil. I el fet
que es pot deduir en la comparacié entre soques resistents i
susceptibles és que en les resistents no augmenta el percentatge
d’infiltracié6 pulmonar. I es tracta d’un fet molt més important del que
pot semblar a primera vista, donat que aquests animals moren per la
total ocupacié del parénquima pulmonar, de manera que la soca
resistent podria extreure del LPS wuna avantatge en termes de

supervivéncia.

Quan es porta a terme la infecci6 amb la soca UTE 0335R, es pot
observar que malgrat que aquests parametres també es troben
augmentats, no s’exerceix un control sobre la poblacié bacillar. Aixo
demostra que l'augment d’aquests parametres no sempre implica un
millor control bacillar. De fet, en la progressio de la infecci6 per
M.tuberculosis, aquests valors sempre augmenten després que hagi
tingut lloc un augment en la carrega bacil-lar. Fet que proposa que el

bacil és qui porta la iniciativa en la infecci6 (84,96,107,141).
Un dels fets més importants és D'abséncia de diferéncies

histopatologiques entre la necrosi induida amb LPS i la induida amb la

soca UTE 0335R. Aixo implica que la generacio de la necrosi

80



Discussio i Perspectives

intragranulomatosa ha de ser un fenomen limitat temporalment a l'inici
de la infecci6. I aquesta afirmacio recolza la hipotesi que la necrosi
(reaccio de Koch) es troba relacionada amb una reaccié d’Schwartzman,
i que es desenvolupa arrel d'una resposta no-especifica contra un
“factor provocador”, com el LAM, el cord-factor, etc. I, a més a més, que
la DTH no es troba implicada en la necrosi. Les diferéncies en la
composicio i en la quantitat d’aquestes molécules “endotoxiques” en les
diferents soques podrien explicar perqué es produeix la necrosi de

manera espontania o no.

En resum, el model “humanitzat” ens ha permeés observar que:
- la inducci6 de la necrosi intragranulomatosa es relaciona amb un
ambient Th1l
- la induccié de la necrosi intragranulomatosa té lloc en la fase
inicial de la infeccio
- la necrosi intragranulomatosa no es troba relacionada amb la
resistencia o susceptibilitat contra la infeccio, siné amb la

preséncia de molécules “endotoxin-like”

La vacuna terapéutica RUTI

Ruti podria ser una vacuna immunoterapéutica util per portar a terme
la reduccio del temps de tractament quimioterapic en la ITBL. Segons
els nostres resultats, el seu mecanisme d’accidé podria estar relacionat
amb la inducci6é d’una resposta protectora de tipus Th1l contra un ampli
ventall d’antigens de M.tuberculosis (142). La seva efectivitat també es
troba relacionada amb el tractament quimioterapic previ, donat que el
tractament sols amb RUTI no aconsegueix reduir la carrega bacteriana.
I també amb el fet que la quimioterapia indueix una disminucié de la
inflamaci6 i de la resposta immune, augmentant indirectament
lefectivitat de RUTI i disminuint la possibilitat de desenvolupar

respostes toxiques (125).
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RUTI podria actuar tant com un estimul (booster) per a la resposta
immune existent, com un inductor d'una resposta immune capac¢ de
reconeixer peptids estructurals, independents de l’activaciéo metabodlica,
i péptids secretats, tipics de bacils en creixement actiu, permetent el
reconeixement dels bacils latents. RUTI faria canviar la tendéncia de la
infeccio natural d’estimular la resposta constantment cap al control
dels bacils en creixement bo i negligint, per questions “econdomiques”
obvies, la resposta contra els bacils que no es multipliquen i que per
tant no son “perillosos”. Aquest bacils simplement els drena amb el

fluid alveolar, per ser posteriorment destruits a I’estomac.

A banda de la resposta immune de tipus Th1l, RUTI també seria capag¢
de desenvolupar mecanismes relacionats amb respostes de tipus Th2 i
Th3. Encara que s’ha demostrat que la resposta de tipus Th2 té
tendéncia a contrarestar la resposta de tipus Th1 (138,143), recentment
s’ha vist que la resposta mixta Th1/Th2 desenvolupada amb BCG és
igual o més eficient que la resposta Thl sola, contra la infeccio per
M.tuberculosis (144). La resposta de tipus Th3 encara no és gaire
coneguda pero es relaciona amb un paper antiinflamatori per part del
TGF-B, que permet el control de reaccions massa toxiques en el

desenvolupament de la infeccio tuberculosa en el model de ratoli (145).

Hem pogut avaluar que la inoculacio de RUTI no indueix ni toxicitat
sistémica, ni local. Aquest ha estat un dels fets que més ha preocupat
en la vacunacio terapeéutica contra M.tuberculosis des de l'assaig amb
tuberculina antiga per R. Koch (97). RUTI no desenvolupa cap resposta
toxica perqué al seu procés de produccio s’inclou una fase de
detoxificacio, on s’extreuen totes les molécules endotoxiques (LAM,
cord-factor...) (104) amb Tritéo X-114 (146). D’altra banda, el tractament
antibiotic previ redueix la resposta immune i la inflamacio (125)

induides per la carrega bacteriana, disminuint aixi la probabilitat de
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desenvolupar una reaccio de Koch (96). I, finalment, el tractament
antibiotic també promou la reduccié del tamany dels granulomes,
eliminant la corona de ME, possibles inductors potencials
d’immunosupressio local (147), la qual cosa també ajuda a augmentar

l’eficiéncia de la vacuna.

La resposta humoral induida per RUTI

Els models experimentals animals han demostrat que la immunitat
cel'lular és basica en el control de les infeccions per patogens
intracel'lulars com C. neoformans, L. monocytogenes, o M.tuberculosis.
De fet, no es detecta resposta humoral en els models murins de TB
induida per aerosol o sols es detecta una produccié molt limitada
d’anticossos contra glicolipids (125). Unicament es pot detectar una
forta resposta humoral en els estadis finals de la malaltia, quan els
pulmons es troben greument infiltrats i els ratolins es troben molt
propers a la mort. Una altra dada interessant és que, lelevat
percentatge de célllules B que es troben en els granulomes durant la
fase cronica de la infeccid no es correlacionen amb la produccio
d’anticossos (148). Per aquests motius, el paper dels anticossos en la

ITBL és font de controvérsia.

La total predominanca de la resposta cel-lular en el control de la infeccio
tuberculosa va ser el fet clau que ens va portar a plantejar el disseny de
l'experiment amb ratolins SCID, com ja havien fet abans altres autors
(149,150), per poder eliminar les interferéncies de la resposta especifica
i poder avaluar l’efecte protector de la immunitat humoral. Vam triar un
model de ratoli on la extremada viruléncia de la soca H37Rv provoca la
mort de tots els animals sense tractar, en sols 4 setmanes, per tal de
poder avaluar la capacitat d’inhibir la reactivacié bacil-lar dels

anticossos.
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En estudis previs haviem vist que la immunoterapia amb RUTI permetia
no sols un control de la reactivacio cel-lular, siné també un efecte
bactericida. Per aquest motiu vam hipotetitzar que aquesta proteccio
havia d’estar relacionada amb mecanismes antigénics Thl i respostes
citotoxiques, perd que també era necessaria una important resposta
humoral. Encara que la quimioterapia per si mateixa ja és una
important inductora de la resposta basada en anticossos en els
humans, i pot tenir un paper molt important en el control de la
concentracio bacillar (151,152), no ocorre el mateix en el model muri.
Utilitzant ratolins DBA/2 s’ha pogut demostrar que la produccio

d’anticossos és molt limitada.

Els resultats que hem obtingut després de la inoculaci6 de sérum
hiperimmune, procedent de ratolins préviament immunitzats amb RUTI,
en ratolins SCID, han superat les nostres expectatives. A nivell
macroscopic ja vam poder observar l'abséncia de grans abscessos en els
ratolins tractats. La carrega bacteriana pulmonar va ser 2Logio més
baixa en els animals tractats i, la infiltracié6 granulomatosa pulmonar,
tres vegades més baixa. A més a mes, la reduccio en la carrega bacil-lar
es relacionava amb una disminucido en la resposta inflamatoria en el
grup tractat. Ara bé, si la reducci6o era proporcional a la carrega
bacteriana o, si pel contrari, es quedava relativament elevada per ajudar
al control del creixement bacil-lar, encara no se sap i haura de ser

aclarit en nous estudis.

Les dades obtingudes suggereixen que l’efecte protector es troba
localitzat a l'interior dels espais alveolars, perqué se sap que el control
de la reactivacio bacillar es troba associat al control de la disseminacio
pulmonar (84). Encara que la immunoterapia passiva amb sérum també
té un efecte protector en la melsa, la qual cosa avala un efecte sistémic

tambeé.
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En relaci6 als mecanismes implicats en el control de la infeccio, les
nostres dades només proposen que es tractaria dun efecte Thl
independent. Pero aquesta hipotesi es basa en el fet d’haver utilitzat
com a hostatger ratolins SCID, en el fet que les citocines Thl no
augmentessin durant el tractament, i en el fet que la resposta no fos
mediada per IgA. Els titols d’IgM i d’IgA es trobaven per sota de 2, el
limit de detecci6 de la técnica. Per aixd sembla que tot el paper
protector sigui mediat per anticossos IgG. De fet, ja ha estat suggerit en
la literatura el possible paper protector que tindrien els anticossos IgG
(153) en experiments que fan servir cellules de M.tuberculosis o de
BCG, envoltades d’anticossos monoclonals abans de la inoculacié en

ratolins.

En el nostre estudi, hem obtingut una forta resposta humoral amb
predominanca IgG2a > IgG2b > IgG1 > IgG3. Calen estudis addicionals
per determinar quina fraccio del sérum és la responsable de l'efecte

protector que trobem.

En resum, la immunitzacié passiva amb anticossos generats contra
RUTI protegeix contra la reactivacio bacil'lar de M.tuberculosis en
ratolins SCID que han estat tractats amb una pauta curta de
quimioterapia, la qual cosa recolza la hipodtesi que els anticossos també

tenen un paper protector central en el control de la ITBL.
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La resposta cel'lular induida per RUTI

En estudis previs, la vacuna RUTI ha demostrat que produeix una
resposta immune equilibrada Th1/Th2/Th3 i poliantigénica (126) . Per
a 'estudi de la resposta cel'lular induida per RUTI es van portar a terme

experiments amb tres models diferents d’infeccié tuberculosa latent.

Experimental Model A: Infection of mice with HITRy by aerosel
Infection I'lI' IT sacrifice
INH + RIF "' i i
0 6 |14 17 19
Weeks
Experimental Model B: Infection of guinea pig with H37Rv by aerosol
Infection IT IT Sacrifice
l INH + RIF i i i
0 4 's 1 16
Weeks
Experimental Model C: Infection of mice with HA7Rv by intraperitoneal inoculation
Infection Iil" IT Bacrifice
INH + RIF
0 3 ] 11 13
Weeks

Figura 4.1- Disseny experimental dels models animals. En el model A els
animals es van infectar amb aerosol de baixa dosi amb la soca H37Rv, seguit
d’'una pauta curta de tractament antibiotic amb INH i RIF, i es va realitzar
immunoterapia amb RUTI o BCG. En el model B els conills porquins es van
infectar amb aerosol de baixa dosi amb la soca H37Rv, seguit d'una pauta
curta de tractament antibidtic, més curta que en el model A, sols de 4
setmanes, amb INH i RIF, i es va realitzar immunoterapia amb RUTI. En el
model C els ratolins es van inocular intraperitonealment amb la soca H37Rv,
seguit d’'una pauta curta de tractament antibiotic amb INH i RIF, i es va
realitzar immunoterapia amb RUTI.

Les dades obtingudes sobre l'estudi de la resposta immune cel-lular
suggereixen que el mecanisme d’accié més important de RUTI implica
una induccié duna resposta immunologica de tipus Thl contra un

ampli ventall d’antigens secretats i estructurals.
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En general, la immunoterapia amb RUTI després d'una pauta curta de

tractament antibiotic permet:

- un millor control de la infeccio tuberculosa latent

- nombres més elevats de céllules T CD4+ i CD8+ efectores,
productores d’IFN-y

- una major secrecio d’aquesta citocina

- una restriccio en la disseminacio bacil'lar en els pulmons dels

animals infectats

Tot i que existeixen estudis recents que recomanen no fer servir
vacunes terapeéutiques, ja sigui amb micobacteris morts o vius, donat
que poden produir efectes toxics (132,154), cal posar de manifest que la
immunoterapia amb RUTI no se n’ha mostrat cap, ni en els models
experimentals murins, ni en el model de conill porqui. En aquest sentit,
cal destacar la importancia del tractament quimioterapic previ per
reduir la resposta immunologica i la resposta inflamatoria local en els
pulmons. D’aquesta manera es redueix la probabilitat de generar una
reaccio local de Koch. D’altra banda, estimula la reabsorcio de la lesi6 i
drena l'acimul de macrofags escumosos localitzats en la part més
externa dels granulomes, importants inductors d’immunodepressio, aixi

com potencials vehicles de bacils en estat latent.

Sabem de la importancia en el control de la infeccié tuberculosa cronica
que tenen els limfocits T CD8+(155). I per tant, aquest és un tema que
cal tenir molt en compte en el desenvolupament de vacunes
terapeéutiques contra la infeccié latent. RUTI, en el model experimental
muri d’infecciéo per aerosol de baixa dosi, ha demostrat que augmenta
les poblacions de limfocits T CD4+ i T CD8+ productors dTFN-y,

mitjancant 'estimul amb diferents antigens, secretats i estructurals.
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En estudis previs, es va demostrar que l'administracié terapéutica de
RUTI o BCG aconseguien augmentar 10 vegades la poblacio de cél-lules
T CD4+ IFN-y+ especifiques per PPD, mentre que solament RUTI
aconseguia augmentar també la poblacio de céllules T CD8+ IFN-y+.
Encara no coneixem el mecanisme mitjancant el qual la vacuna RUTI
augmenta aquesta poblacio de limfocits, perdo el seu alliberament
mitjancant liposomes podria ser la clau en aquest procés. Pensem que
una part important dels antigens micobacterians de la vacuna podrien
ser presentats per MHC de classe I, afavorint la resposta per part de

limfocits T CD8 (156).

Sens dubte, la part més complexa en la recerca de noves vacunes
contra la ITBL és la manca d’'un métode per correlacionar 'efectivitat de
les vacunes en models animals i en I’'home. Per tant, la limitaci6 més
important que presenta aquest treball és el fet que ha estat
desenvolupat en models animals. La qual cosa implica que les dades
han de ser traslladades al model huma amb molta precauci6. Per poder
imitar realment que passa en els humans hem fet servir un model muri
d’infecci6 cronica, que presenta necrosi intragranulomatosa. Aixi com,
un model de conill porqui que supera les limitacions de “tolerancia” que
s‘observen en el ratoli. Amb la mateixa finalitat, hem portat a terme
estudis amb cabres, i estem posant a punt un model d’infeccié en mini-
pigs. Els estudis inicials ens mostren resultats molt similars als
obtinguts amb els models de menor tamany, un clar efecte protector de

RUTI, amb total abséncia de toxicitat.
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5 CONCLUSIONS

Les conclusions més remarcables que poden ser extretes dels estudis

que presentem es poden resumir com segueix:

1)

2)

3)

4)

La necrosi intragranulomatosa dels granulomes pulmonars és
independent del grau de resisténcia contra la infeccio per

M.tuberculosis en el model muri “humanitzat”.

La inducci6 de la necrosi intragranulomatosa, que té lloc en les

fases inicials de la infeccio, es basa en la reaccié d"Schwartzman.

La immunoterapia amb RUTI posterior a la quimioterapia de
curta duraci6 genera una resposta immune poliantigénica
dirigida contra antigens relacionats amb les fases de
multiplicacio i de laténcia del bacil, que expliquen la seva
activitat bactericida contra els bacils latents i la seva capacitat

per controlar-ne la reactivacio.
La immunoterapia amb anticossos policlonals contra

M.tuberculosis protegeix contra la reactivacié bacil'lar que té lloc

en la infeccidé tuberculosa en el model muri SCID.
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Intragranulomatous necrosis in pulmonary granulomas (INPG) is
a characteristic feature in lesions induced by Mycobacterium

tuberculosis infection in  humans.

structured, with a macrophage-based ring surrounding INPG and

an outer lymphocyte-based layer well

€ 2006 Blackwell Publishing Ltd

Summary

Intragranulomatous necrosis is a primary feature in the natural history of human
tuberculosis (TB). Unfortunately, this phenomenon is not usually seen in the experimental
TB murine model. Artificial induction of this necrosis in pulmonary granulomas (INPG)
may be achieved through aerosol inoculation of lipopolysaccharide (LPS) 3 weeks after
Mycobacterium tuberculosis infection. At week 9 post-infection, the centre of primary
granulomas became larger, showing eosinophilic necrosis. Interestingly, INPG induction
was related to mice strains C57BL/6 and 129/Sv, but not to BALB/c and DBA/2.
Furthermore, the same pattern was obtained with the induction of infection using a clinical
M. tuberculosis strain (UTE 0335R) that naturally induces INPG. In all the mice strains
tested, the study of pulmonary mRNA expression revealed a tendency to increase or to
maintain the expression of RANTES, interferon-g, tumour necrosis factor and iNOS, in both
LPS-and UTE 0335R-induced INPG, thus suggesting that this response must be necessary
but not sufficient for inducing INPG. Our work supports that INPG induction is a local
phenomenon unrelated to the resistant (C57BL/6 and BALB/c) or susceptible (129/Sv and
DBA/2) background of mice strains against M. tuberculosis infection.

Keywords
intragranulomatous necrosis, Koch’s reaction, murine model, Mycobacterium tuberculosis,
Shwartzman reaction

limited by a fibrotic container (Grange 1998). Thisis basic in the
natural history of TB, because INPG is an important source of
latent bacilli (Gomez & McKinney 2004). The difficulty in
finding a successful short-course chemotherapy (Mitchison &
Dickinson 1978) to control both TB and latent

These lesons are well
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TB infection (as well as the 8000,000 annual incidental new cases
and prevailing 2,000,000,000 infected people, respectively) liesin
the presence of these bacilli (World Health Organization 2001).
Unfortunately, the most commonly used experimental model of
tuberculosis (TB) does not show INPG. At the most, similar
lesions (hamed primary granulomas) (Cardona et al. 2000) with a
macrophage-based centre surrounded by lymphocytes may be
seen in the murine model of TB. After afew weeks, these lesions
are also surrounded by a mantle of foamy macrophages profusely
filling alveolar spaces immediately related to the granuloma.

A few years ago, our group described a technique to induce INPG
in the murine model based on old data obtained with the
experimental TB model in rabbits (Lurie 1932). As other authors
did before (Rook & al Attiyah 1991), we supported the hypothesis
that the origin of INPG was related to the Shwartzman reaction
(Shwartzman 1937). This reaction was originaly described as a
local skin reaction triggered by an intradermal injection of
endotoxin (preparatory injection), followed 24 h later by an
intravenous injection (provoking injection). Approximately, 4 h
later, a haemorrhagic skin necrosis developed at the intradermal
injection site (Shwartzman 1937). In this regard, tumour necrosis
factor (TNF) secreted by locally activated macrophages would
cause haemorrhagic necrosis in mycobacteria-infected tissues
reacting as a ‘prepared site’. Indeed, intranasal inoculation of
lipopolysaccharide (LPS) 3 weeks after M. tuberculosis infection
induced INPG in primary granulomas of mice, thus providing a
kind of ‘human-like’ model of TB (Cardona et a. 2001). In this
model, LPS inoculation caused the infiltration of lung
parenchyma with neutrophils (PMNSs) after 24 h. Necrosis could
only be detected in primary granulomas at week 3 after LPS
inoculation, when the presence of eosinophilic necrosis became
apparent in the centre of the granulomas. At week 6 post-LPS
inoculation, necrosis extended and presented a compact caseous
consistency made by collagen (Cardona et al. 2001). However,
this model was also associated with a high mortality rate in mice.

Further experiments showed the convenience of aerosol LPS
inoculation to induce the same effects without such a high
mortality rate. Searching for a model of ‘human TB disease’, and
thus combining induction of INPG with spontaneous reactivation,
resulted in new experiments with a susceptible mice strain, such
as DBA/2 (Medina & North 1998). The outcome was clear after
tests had been conducted using both intranasal and aerosol LPS
inoculation: no INPG was induced in either case, and thus
additional experiments were carried out with new mice strains.
BALB/c and 129/Sv strains were chosen to search for strains that
shared the same H-2 background but also had different
susceptibility to M. tuberculosis

infection, defined on the survival time after infection (Medina &
North 1998).

The aim of this work was to obtain more extensive data on this
‘human-like’ model and the origin of intragranulomatous necrosis
in TB; hence, we used different common inbred mouse strains

with different resistance degrees against
M. tuberculosis infection to test a more refined and equally

effective model in which LPS mortality may be avoided using an
aerosol instead of an intranasal LPS inoculation. INPG was not

induced in all strains, appearing in H-2b mice strains  (e.g.
C57BL/6 and 129/Sv), but not in H-2" strains (e.g. BALB/c and
DBA/2). Interestingly, this phenomenon was not related to the
resistant (C57BL/6 and BALB/c) or susceptible (129/Sv and
DBA/2) background of mice strains against M. tuberculosis
infection (Medina & North 1998). The association between LPS
inoculation and INPG was demonstrated by its induction in
C3H/HeN mice, but not in LPSresistant C3H/HeJ mice.
Furthermore, the accidental finding of clinical M. tuberculosis
strains that spontaneously induce INPG (Cardona et al. 2003) has
led to similar histopathological findings. These data support the
hypothesis of a Shwartzman reaction-like response as the origin
of INPG in the experimental murine TB models of infection
probably linked to the ‘provoking’ action of endotoxin-like
molecules of the M. tuberculosis cell wall, like cord-factor.
Finally, our data suggest that the induction of INPG is not related
to the degree of resistance against M. tuberculosisinfection.

Materials and methods
Mice

Parental inbred specific pathogen-free (spf) female mice, 6-8
weeks old, were obtained from Charles River Laboratories (St
Germain sur I Abredle, France) The parental strains were
C57BL/6 (H- 2) 129/Sv (H- 2) BALB/c (H- 2) DBA/2 (H- 2)
C3H/HeJ (H- 2) and C3H/HeN (H- 2). They were shipped in
adequate travel conditions, with the corresponding certificate of
health and origin. All the animals were kept under controlled
conditions in a P3 High Security Facility with sterile food and
water ad libitum.

Bacteria and infection

M. tuberculosis strains H37Rv NCO007416 and UTE 0335R
(Cardona et a. 20033, b) were grown in Proskauer Beck medium
containing 0.01% Tween 80 to mid-log phase and stored at -70 °C
in 2 ml aliquots. Mice were placed in the exposure chamber of an
airborne infection apparatus (Glas-Col Inc., Terre Haute, IN,
USA). The nebulizer compartment

© 2006 Blackwell Publishing Ltd, International Journa of Experimental Pathology, 87, 139-149
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was filled with 7 ml of a M. tuberculosis suspension at a
previously calculated concentration (2.5 - 10 CFU/ml) to provide
an approximate uptake of 20 viable bacilli within the lungs. Four
mice were used for every time-point in every experimental group.
The numbers of viable bacteria in the left lung and spleen
homogenates were followed in weeks 9 and 18 by plating serial
dilutions on nutrient Middlebrook 7H11 agar (Biomedics s..,
Madrid, Spain) and counting bacteria colony formation after
incubation for 21 days at 37 °C. Specia care was taken not to
include hiliar lymph nodes when removing the left lung so as not
to artificially increase colony-forming units (CFU) values. Lungs
were immediately removed after euthanasia by means of a
hal othane overdose (Zeneca Farma, Pontevedra, Spain).

LPS aerosol inoculation

In Experiment B (Figure 1), mice were placed in the exposure
chamber of an airborne infection apparatus (Glas-Col Inc.) at
week 3 post-infection and submitted for half an hour to the
aerosol obtained after filling the nebulizer compartment with 3 ml
of distilled water with 100 mg of Escherichia coli 0111:B4 LPS
(St Louis, MO, USA). Animals were then sacrificed at weeks 9
and 18 post-infection.

Animal health

Mice were weighed once aweek. They were supervised every day
under a protocol paying attention to weight loss, apparent good
health (bristled hair and wounded skin) and behaviour (signs of
aggressiveness or isolation). Animals were euthanized with
hal othane (Fluothane, Zeneca Farma) overdose so as to avoid any
suffering. Sentinel animals were used to check spf conditions in
the facility. Tests for 25 known mouse pathogens were all
negative. All experimental proceedings were approved and
supervised by the Animal Care Committee of ‘Germans Trias i
Pujol’ University Hospital in agreement with the European Union
Laws for protection of experimental animals.

MRNA quantification

The procedures are described elsewhere (Cardona et al. 2003b).
In short, total RNA from the middle right lobe was removed with
a commercial phenol-chloroform method, RNAZzol
(Cinna/Biotecx, Friendswood, TX, USA). After a Dnase
treatment with DNA-free kit (Ambion, Woodward Austin, TX
USA), a denaturing agarose gel was used to assess the stability of
RNA. Five microgram of RNA was reverse transcribed using a
Superscript RT kit (Gibco BRL, Grand

Island, NY, USA) following the manufacturer’ s recommendations
to obtain cDNA. The quantitative analysis for interferon-g (IFN-
g), RANTES, iNOS and TNF was performed using a

Ligth/cIerT'VI System (Roche Biochemicals, Idaho Falls, ID,
USA). A red-time PCR was carried out in glass capillaries to a
final volume of 10 ml in the presence of 1 ml of -10 reaction
buffer (Tag Polymerase, dNTPs, MgClz2, SYBRGreen, Roche
Biochemicals), 1 ml of cDNA (or water as negative control,
which was always included), MgCl2t0 afina concentration of 2—
5 mm, and primers to a final concentration of 0.5 mm were aso
added. A single peak was obtained for each PCR product by
melting the curve analysis, and only one band of the estimated
size was observed on the agarose gel. Hypoxanthine guanine
phosphoribosyl transferase (HPRT) mRNA expression was
analysed for every target sample to normalize for efficiency in
cDNA synthesis and RNA loading. A ratio based on the HPRT
MRNA expression was obtained for each sample.

Histology and morphometry

Procedures have been described in previous works (Cardona et al.
2003b). Briefly, two right lung lobes from each mouse were fixed
in buffered formalin and subsequently embedded in paraffin.
Every sample was stained with haematoxylin and eosin (H&E).
For histometry, 5mm thick sections from each specimen were
stained with H& E and photographed at -6 using a Stereoscopic
Zoom SMZ800 microscope (Nikon, Tokyo, Japan) and a Coolpix
990 digital camera (Nikon). Sections of eight lung lobes were
studied in each case. A segquence of appropriate software
programs was used, Scion Imace (Scion Corporation, Frederick,
MD, USA) and ProtosHor 5.0 (Adobe Systems Incorporated, San
Jose’, CA, USA), to determine the area of each single lesion and
the total tissue area on photomicrographs. Sections were blindly
evaluated to get a more objective measurement.

Statistical analysis

Sigma Stat (Jandel Scientific Software, San Rafael, CA, USA)
was used to compare values. Mann-Whitney Rank Sum Test or
Kruskal—-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks and All
Pairwise Multiple Comparison Procedures (Student-Newman-
Keuls Method) were used to determine the differences among
experimental groups when comparisons were done between two
groups or more, respectively. Differences were significant when
marked with * for P < 0.05.
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Results

Induction of INPG in pulmonary granulomas at week 9 after
aerosol infection

Preliminary data revealed that LPS aerosol inoculation at week 3
post-infection with strain H37Rv caused a profuse PMN
infiltration both in the granulomas and in the alveolar spaces after
24 hin all the mice strains tested but C3H/HeJ. Furthermore, this
infiltration was not seen in mice infected only with either H37Rv
or UTE 0335R strain (data not shown).

The presence of primary granulomas was detected in an average
of one out of eight lobes in all the 5 mm sections examined (data
not shown), as observed earlier (Cardona et a. 2001).

INPG was described as the presence of an eosinophilic necrosis
with a scanty presence of macrophagesin H& E staining in the
enlarged centre of aprimary granuloma. Thislesion revealed a
profuse presence of collagen as demonstrated by Masson's
trichromic staining, thus reflecting scarring of an older necrotic
process. The presence of these lesions may be detected at week
9 after infection, as described elsewhere when LPS was
administered by intranasal inoculation at week 3 after infection
(Cardonaet a. 2001).

Experiment A: Infection with HA7 Ry

Asrosol Harvesting 1
Wesks 0 g

Exparimant B: Infection with HA7Rv plus LPS inoculation

Asrosol LPS Harwesting 1

Weaks O a g

Exparimant & Infection with UTE 0335 R

Aarosol Harvesting 1

Weeks 0 9

Figure 2 shows a primary granuloma at week 9 after infection
with H37Rv strain both with and without L PS aerosol inoculation
in C57BL/6 and 129/Sv mice, demonstrating the presence and the
absence of INPG after H& E staining. These lesions may also be
induced in C3H/HeN mice, but not in DBA/2, BALB/c and
C3H/HeJ mice (pictures not shown).

Figure 3 shows primary granulomas in C57BL/6, C3H/HeN and
129/Sv mice at week 9 after infection with the M. tuberculosis
clinical strain UTE 0335R (Cardona et al. 2003a), which may
naturally induce INPG. In this case, images obtained after
Masson's trichromic staining are also shown to demonstrate the
presence of collagen in the INPG at this point.

Figure 4 shows the evolution through time of the collagen-based
fibrotic tissue from the periphery to the necrotic centre in
C57BL/6 mice infected with M. tuberculosis clinical strain UTE
0335R, which is also representative to what happens in 129/Sv
and C3H/HeN mice strains, and also to the same mice strains after
being infected with H37Rv strain and inoculated with LPS
aerosol at week 3 post-infection. Trichromic of Masson reveas
the progressive occupation of the centre of primary granulomas
by afibrotic tissue. This centre is initialy filled by a mixture of
monocytes and neutrophils (week 3) and becomes mostly necrotic
and occupied by debris,

Harvesting 2

'

18
Harvesting 2
18
] Figure 1 Dwsigns of the experiments ¢omn-
Harvesting 2 ducted in this study, Experiment A & rum
with mice only infected with H3 7R
Experiment B with mice indected with
HI7Rv and inoculated with lipopalysac-
charnde (LP5), and Experiment © with
18 mice infected with UTE 0335,
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Figure 2 Induction of intragranulomatous necrosis in pulmonary
granulomas (INPG) after haematoxylin and eosin stain at week 9
post-infection in mice infected with H37Rv (Experiment B) after LPS
inoculation at week 3. INPG was described as the presence of
eosinophilic necrosis with a scanty presence of macrophages in the
enlarged centre of a primary granuloma. Panels (a) and (b) show
C57BL/6 and 129/Sv control mice. Panels (c) and (d) show LPS-
inoculated mice, C57BL/6 and 129/Sv, respectively. Bar represents
200 mm.

karyorrhexis, fibrin and some neutrophils by week 6. At week 9,
this centre finally forms a compact eosinophilic scar.

PGIPis not related to the induction of INPG

Figure 5 shows pulmonary granulomatous infiltration percentage
(PGIP), which is the ratio obtained by dividing the area of
granulomatous infiltration by the total area of the lung section,
multiplied by 100. LPS inoculation in H37Rv-infected

Figure 3 Intragranulomatous necrosisin
pulmonary granulomas in mice C57B/6 (a,
d), C3H/HeN (b, e) and 129/Sv (c, f)
induced by the Mycobacterium tuberculosis
strain UTE 0335R at week 9 post-infection
(Experiment C). Panels (a—) represent cuts
stained with haematoxylin and eosin
(H&E). Panels (df) represent cuts stained
with Trichromic of Masson which reveal a
profuse presence of collagen (in green) in
the enlarged centre of a primary granuloma,
where H& E stain shows eosinophilic
necrosis. Bar represents 200 mm.

mice to strains 129/Sv and DBA/2 caused a significant increase of
PGIP compared with those mice non-inoculated with LPS.
Furthermore, infection with UTE 0335R generated a significantly
higher percentage of infiltration in al strains but C3H/ HeN and
C3H/HeJ, compared with mice infected with H37Rv and
inoculated with LPS.

One way analysis on the variance on ranks and al pairwise
multiple  comparison  procedures  (Student-Newman-Keuls
Method) revealed significant differences among all mice strains
but except for the comparison of 129/Sv and BALB/c mice in
Experiment A. No differences were seen only among 129/Sv,
C3H/HeN and C3H/HeJ in Experiment B. In Experiment C,
differences were only significant when comparing 129/Sv and
C3H/HeJ strains to the other strains.

These data established that infection with H37Rv induces
different PGIP values that are not related to the H-2 background,
the Thl or Th2 type or the resistance of the strains against M.
tuberculosis infection. This trend is also seen in LPS-challenged
mice. However, PGIP induced by UTE 0335R seems not to be
related to the infected mice strain and shows similar values,
except for the significant highest infiltration found in strain
129/Sv. This analysis indicates that the increase in granulomatous
infiltration is not related to the induction of INPG.

Inoculation of LPS transiently reduces bacillary
concentration in the lungs of H-2 haplotype mice

Bacillary concentration in the lungs and spleen tended to decrease
after LPS administration, although these differences were only
significant in the lungs of 129/Sv and BALB/c (Figure 6). These
differences were not observed when bacillary concentration was
assessed at week 18 after infection (data not shown).
Interestingly, UTE 0335R-infected mice
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Figure 4 Evolution of intragranuloma-
tous necrosisin pulmonary granulomas
(INPG) through time in mice C57B/6
infected by the Mycobacterium tubercu-
losis strain UTE 0335R at week 3 (a, b),
6 (c, d) and 9 (c, f) post-infection
(Experiment C). Panels (a), (c), (e)
represent cuts stained with haematoxylin
and eosin (H&E). Panels (b), (d), (f)
represent cuts stained with Trichromic of
Masson which reveal's the progression
from the periphery to the centre of the
collagen-based fibratic tissue (in green)
to occupy the necrotic centre of a pri-
mary granuloma. Haematoxylin and
eosin stain shows a mixture of mono-
cytes and neutrophils at week 3; acentre
occupied by debris, karyorrhexis, fibrin
and some neutrophils at week 6 and a
compact eosinophilic scar at week 9. Bar
represents 100 mm.

tended to show the opposite pattern when comparing with Furthermore, there were almost no significant differences

H37Rv-infected mice, but in the case of BALBI/c, that showed ~ @mong the values obtained in the same experiment. The only
lower values. differences were observed in the lungs from Experiment C

Figure 5 Values of pulmonary granulo-

matouws infiltration percentage (PGIP) in
12y DBAZ CSTBLS BALB/C C3HN C2HU all experiments (A to C). PGIP values
were obtained after dividing the area of
granulomatous infiltration by the total
area of the lobes multiplied by 100, Data
are graphed as a box representing statis-
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between DBA/2 and the other mice, save for 129/Sv (P < 0.05). In
the spleen, differences were only significant among strains
129/Sv and DBA/2 in Experiment B (P < 0.05).

Expression of mMRNA in the lungs

Expression of IFN-g, RANTES, TNF and iNOS tended to
increase in LPS-challenged mice and to be even higher in UTE
0335R-infected mice, when comparing with mice only infected
with H37Rv (Figure 7). Usually, mice infected with UTE 0335R
present higher expression values than mice infected with H37Rv
(LPS-challenged or not). This difference is somewhat correlated
with PIPG, although the relation is the opposite in C3H/HeJ,
because PIPG is lower. Again, the intensity level of the
expression of these parameters has no correlation with the

induction of INPG.
Significant differences between the strainsin the same experiment

group were not found in any on the parameters investigated, save
for TNF expression in Experiment B between 129/Sv and
C57BL/6 strains (P < 0.05).

No expression of IL-4 and IL-10 was detected in any mice strains,
either in those infected with H37Rv and challenged or not with
LPS or in those infected with UTE 0335R (data not shown).

Aerosol LPS inoculation and infection with UTE 0335R did
not affect the animal welfare

Aerosol LPS inoculation and infection with UTE 0335R did not
induce any suffering to the animals. End point protocol

was not required in any case. No weight loss or spontaneous
mortality was detected in any experimental protocol.

Discussion

This study aimed to improve the ‘human-like model of
experimental TB in C57BL/6 mice described elsewhere (Cardona
et a. 2001). In this model, INPG may be induced by intranasal
LPS inoculation, thus resembling the Shwartzman reaction
because TB granuloma would be considered to be a ‘prepared
zone' due to high levels of TNF (Rook & al Attiyah 1991). In this
context, local inoculation of LPS suddenly increased neutrophil
count in mice BAL, whereas INPG was first detected at week 6
after infection (3 weeks after intranasal LPS inoculation) and was
well structured by week 9 (Cardona et al. 2001). Unfortunately,
this procedure resulted in a high mortality rate in mice (up to
20%) and thus required further refining.

We have demonstrated that the induction of INPG is not related to
the resistance against M. tuberculosis infection. Moreover, this
study raises some questions on the mechanism of INPG in human
TB, because it has been related to the activity of TNF in a Th2
environment (Rook & a Attiyah 1991; Rook et al. 2004). Our
data show that INPG has been associated to C57BL/6 and 129/Sv
strains but not to the BALB/c and DBA/2 ones. This is very
interesting because several authors suggest that these strains tend
to polarize towards Thl and Th2-type responses, respectively
(Mattner et al. 1996; Mills et a. 2000). In this regard, future
studies
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Experiments

need to be carried out to further determine whether H-2 back-
ground or Th1-Th2 response is responsible for INPG.

The experimental model in which the participation of the Th2
response in the necrotic process was demonstrated is completely
different from the model presented in this study. Therefore, it is
difficult to compare both models. In fact, in this study, we could
not produce necrotic granulomas in BALB/c; however, the model
in which the influence of IL-4 combined with TNF induced
necrosis was actualy achieved using this mouse strain
(Hernandez-Pando et al. 1996). Besides, that model used a very
high infecting dose by intratracheal inoculation, and necrosis was
exclusively observed during the progressive phase of infection.
Nevertheless, in our model, the infecting dose was very low, and
animals developed a very dow progressive disease, with very few

ABCAGBTGCAGBTCGCAGBTCA AGBTCATBC

between mice groups were signilicant
when marked with * (P < 0.05).

CFU that is usually related with a strong Th1l response and where
survival is prolonged for 2 years, instead of half ayear. In fact, it
is quite difficult to induce an evident Th2 response when the CFU
is very low, and the lungs exclusively show granulomas, but not
pneumonia. In this regard, it must be stated that the model used
by Hernandez-Pando et al. (1996) tries to induce a model of
developed TB, whereas our model tries to resemble the natural M.
tuberculosis infection by aerosol, which also induces necrosis in
humans (Grange 1998).

There are other experimental models that use a low dose aerosol,
which are able to induce extensive INPG. In these models,
immunodeficient mice strains are used that lack clue Thl
cytokines (i.e. IFN-g or 1L-12), ab T cells or TNF (Cooper et al.
1993; North & Jung 2004). Unfortunately, these are not
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good models for looking at latent bacilli, as they induce extensive
INPG, but growing bacilli are easily seen in the necrotic tissue
(Cooper et a. 1993). In this case, INPG is much related to the
presence of ahigh bacillary concentration.

Previous studies carried out to establish the virulence of different
clinical strains of M. tuberculosis revealed a natural induction of
INPG (Cardona et al. 2003b), and thus new experiments were
conducted to determine whether an association existed between
artificial induction caused by LPS inoculation and INPG induced
by one of the strains. The time point chosen for these experiments
was week 9 after infection again. Interestingly, the UTE 0335R
strain showed the same histological INPG pattern in the same
mice strains, as seen with the LPS inoculation.

Clear differences can be established between M. tuberculosis
susceptible (129/Sv and DBA/2) and resistant (C57BL/6 and
BALB/c) mice strains. In susceptible strains, LPS inoculation
induces an increase in PGIP and a decrease in pulmonary CFUs
(dthough not significant in DBA/2). Regarding mMRNA
expression, there is an increase in TNF, and in IFN-g (only
significant in 129/Sv strain). After infection with UTE 0335R, a
different scenario can be seen, as PGIP raises, as well as the
expression of IFN-g, RANTES, TNF and iNOS, but the important
fact isthat pulmonary CFUs also tend to increase.

In resistant mice strains, LPS challenge does not modify PGIP (in
fact, it decreases in BALB/c). The expression of IFN-g,
RANTES, TNF and iNOS does not vary either, although thereisa
tendency to decrease bacillary concentration in the lungs.
Regarding UTE 0335R infection, there is a tendency to increase
PGIP (at least in C57BL/6) as well as the expression of IFN-g,
RANTES, TNF and iNOS. Nonetheless, the most important point
isthat bacillary concentration in the lungs is controlled.

The aim to use C3H mice strains, which are also susceptible
against M. tuberculosis infection (Medina & North 1998), was to
obtain a negative control of LPS inoculation, as C3H/Hel is a
LPS-resistant strain. Interestingly, the only difference between
both strains was that C3H/HeN developed INPG. In this case, the
parameters were almost the same as those used to compare LPS or
natural induction of INPG, athough the latter aso induced a
greater inflammatory and immunological response, because it
triggered a higher mRNA expression of RANTES and iNOS.
Once again, these data support the hypothesis that the increase in
the inflammatory and immunological response, PGIP and
bacillary concentration in the lungs are not paramount for the
induction of INPG.

Regarding on the increase in the mMRNA expression of RANTES,
TNF, IFN-g and iNOS, we must take into account that the
expression of the former tends to favour Thl response (Cardona

et a. 2003b); TNF is a key factor that induces the formation of
granulomas and synergizes with IFN-g in the

activation of infected macrophages to trigger a bactericida
response against bacilli. The expression of iNOS is a marker of
macrophage activation (Rhoades & Orme 1997) involved in the
production of reactive nitrogen intermediates (RNIs). Because al
these parameters tend to increase, a bacillary control after LPS
inoculation is not surprising, although this response is observed 6
weeks after challenge. These data may be interpreted as an
externa induction of an inflammatory response, where LPS
favours the host in its fight against infection as previousy
described (Cardona et al. 2001), although the difference between
resistant and susceptible strains is that the former do not increase
PGIP. This is a crucia factor, because the survival of mice
infected with

M. tuberculosis is directly correlated with the control of PGIP,
and these animals finally die due to complete infiltration of the
lungs (Cardona et a. 2000, 2003b; Medina & North 1998).
Hence, only resistant strains would take advantage from this
external agent in terms of survival.

Besides, infection with UTE 0335R also increased these
parameters, but in this case, the bacillary load in the lungs was not
reduced, thus indicating that the increase in these values does not
aways imply acontrol of bacilli. In fact, in the progression of M.
tuberculosis infection, values aways rise after an increase in
bacillary load (Cardona et al. 2000, 2001, 20033, b). In other
words, bacilli always take the initiative. However, as an external
factor, LPS inoculation stimulates this expression differently from
the natural infection: it enhances an extra production of Thil
response not proportional to the magnitude of bacillary
concentration, thus tending to favour the host (although, as
mentioned above, PIPG may increase too much and be deleterious
for the host).

The time when the immunological response is triggered is aso
crucial: it must be triggered at the precise moment. For example,
in the evolution of iINOS expression, this parameter is related to
the activation of macrophages, but also to the induction of local
immunosuppression, thus being a factor that favours chronicity in
infection. For instance, in a susceptible mice strain like DBA/2,
this parameter tends to increase spectacularly at week 18-22 post-
infection as a consequence of its accumulation in the foamy
macrophages surrounding the granulomas. These cells are not
sufficiently stimulated and may not induce levels of iINOS high
enough to produce enough RNIs (Rhoades & Orme 1997). These
micobacteriostatic levels allow bacilli to survive inside them and
may aso induce local immunosuppression, thus favouring the
survival of bacilli, which may potentialy reactivate with time
(Cardonaet a. 2003b).

At all events, these data are obtained when INPG takes place and,
despite providing information on the later stages of INPG, they do
not allow usto fully understand the direct mechanisms that induce
it. In this case, the parameters related
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to Thl response (RANTES and IFN-g) and macrophage activ-
ation (TNF and iNOS) are maintained or increased, whereas Th2
expression is not found, thus not supporting previous hypothesis
(Rook & al Attiyah 1991).

Moreover, the presence of PMNSs is not crucia for the induction
of INPG, as this reaction is induced both after favouring its local
increase (with the LPS inoculation) and without such increase
(after UTE 0335R infection).

Finaly, the most interesting fact is that, in both cases, no
histopathological differences were found between LPS and nat-
ural induction of INPG by the M. tuberculosis strain UTE 0335R,
thus supporting the hypothesis that the generation of INPG may
be a localized phenomena temporally limited at the beginning of
infection. These data also support the hypothesis that the Koch
reaction is related to the Shwartzman reaction (Shwartzman 1937)
and thus to a nonspecific response triggered against a ‘ provoking’
factor, like endotoxin-like molecules of M. tuberculosis, such as
cord-factor (Roach et al. 1993), and not to a delayed-type
hypersensitivity (Dannenberg 1991). Differences in the
composition and quantity of these molecules in M. tuberculosis
strains may explain why some of these molecules spontaneously
induce INPG while others do not. This opens a new field to study
new aspects related to the virulence of M. tuberculosis.
Nevertheless, this aspect needs to be further studied by searching
for more strains able to induce INPG and studying their
endotoxin-like molecules.

In conclusion, the search for a new ‘human-like' model has
revealed a new feature of murine response against M. tuberculosis
infection, i.e. that the induction of INPG is related to a Thl-type
environment (as in mice C57BL/6 and 129/Sv), that it is a local
phenomenon temporally limited at the beginning of infection and
unrelated to an increased resistance or susceptibility against
infection. This is associated with the presence of LPS or LPS-like
molecules, thus linking the Koch phenomenon with the
nonspecific Shwartzman reaction. Although further studies will
clarify this aspect, this work opens a new field in which new
experiences may help study this paramount pathological process
in humans and will provide new data on the virulence of M.
tuberculosis.
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Abstract

Reduction of colony forming units by rifampicin-isoniazid therapy given 9—17 weeks post-infection was made more pronounced by
immunotherapy with a vaccine made of fragmented Mycobacterium tuberculosis cells detoxified and liposomed (RUTTI), given on weeks
17, 19 and 21 post-infection, in the murine model of tuberculosis in C57BL/6 and DBA/2 inbred strains. RUTI triggered a Th1/Th2
response, as demonstrated by the production of IgG1, IgG2a and IgG3 antibodies against a wide range of peptides. The histological
analysis did not show neither eosinophilia nor necrosis, and granulomatous infiltration was only slightly increased in C57BL/6 mice when
RUTI was administered intranasally. © 2004 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Immunotherapy; Chemotherapy; Histological analysis

1. Introduction

It has been estimated that one third of mankind harbours a
latent infection with Mycobacterium tuberculosis [1].
Latent bacilli have to adapt to stressful conditions generated
by the infected host against them by slowing down the
metabolism or becoming dormant [2,3]. Since
chemotherapy and immunity are mainly directed against
growing bacilli [4,5], their destruction in a short period of
time is difficult. It has been hypothesized the usefulness of a
immunotherapeutic vaccine, but the results of some recent
studies strongly recommend not to use post-infection
vaccination with killed or alive BCG, as this induces strong
tissue toxicity [6,7]. In the present study,

4+ Corresponding author. Tel.: +34 93 497 88 94; fax: +34 93 497 88 95.

E-mail address: pcardona@ns.hugtip.scs.es (P.-J. Cardona).

0264-410X/$ — see front matter © 2004 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.vaccine.2004.09.008

we have assessed the benefit of the administration of a frag-
mented M. tuberculosis cells formulation (RUTI) to reduce
the bacterial load after the treatment with chemotherapy in a
murine model of chronical tuberculosis infection.

2. Material and methods
2.1. Experimental infection

Specific pathogen-free DBA/2 and C57BL/6 female mice, 6
weeks old, were provided by Charles River (L’Arbresle
Cedex, France) and kept under controlled conditions in a P3
High Security Facility with sterile food and water ad li-
bitum. M. tuberculosis standard strain NC007416 (H37Rv)
was grown in Proskauer Beck medium containing 0.01%

Tween 80 to mid-log phase and stored in aliquots at — 70

C.
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Mice were placed in a Middlebrook Airbone Infection Ap-
paratus (Glas-col Inc., Terre Haute, IN, USA). The neb-
ulizer compartment was filled with a 6-mL suspension at
10" bacteria/mL in distilled water delivering 20-50 viable
bacilli into the lungs. CFUs at each time point from the left
lung and the spleen homogenized in 1 mL of distilled water
were monitored by plating serial dilutions on nutrient
Middlebrook 7HI11 agar (Biomedics s.l., Madrid, Spain)

and counted after 21 days incubation at 37 ~C. Broncho-
alveolar lavage (BAL) was obtained by gentle intratracheal
injection of 1 mL phosphate-buffered saline (PBS) and
lungs were immediately extracted after euthanasia by means
of a halothane (Zeneca Farma, Pontevedra, Spain) overdose.

2.2. Serum samples

Blood samples were collected from the retro-orbitary veins
of all the animals after being anaesthetized with halothane.

Samples were kept at 4~ C for 8 h; serum was obtained by
centrifugation at 2500 x g, aliquoted and then kept at — 20

" C until needed. A pool of previous positive samples was
titrated, aliquoted and kept at — 20 " C to be used as con-
trols for Western blotting.

2.3. MRNA quantification

The procedures are described elsewhere [8]. In short, total
RNA from the middle right lobe was extracted with a
commercial ~ phenol-chloroform  method, RNAzol
(Cinna/Biotecx, Friendswood, IX, USA). After a DNase
treatment with DNA-free kit (Ambion, Woodward Austin,
USA), a denaturing agarose gel was used to assess the
stability of RNA. Five micrograms of RNA was reverse
transcribed using a Superscript RT kit (Gibco BRL, Grand
Island, NY, USA) following the manufacturer’s
recommendations to obtain c¢cDNA. The quantitative
analysis for IFN-y and TNF was performed using a
LightCyclerTM System (Roche Biochemicals, Idaho Falls,
ID, USA). A real-time PCR was carried out in glass
capillaries to a final volume of 10 pL in the presence of 1

pL of 10% reaction buffer (Taq Polymerase, dANTPs, MgCl,

SYBRGreen, Roche Biochemicals), 1 pL of ¢cDNA (or
water as negative control, which was always included),
MgCl2 to a final concentration of 2—5 mM and primers to a
final concentration of 0.5 uM. A single peak was obtained
for each PCR product by melting curve analysis and only
one band of the estimated size was observed on the agarose
gel. Hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase
(HPRT) mRNA expression was analyzed for every target
sample to normalize for efficiency in cDNA synthesis and
RNA loading. A ratio based on the HPRT mRNA
expression was obtained for each sample.

2.4. Histology and morphometry

The procedures have been described in previous works [8].
In short, two right lung lobes from each mouse were fixed

in buffered formalin and subsequently embedded in paraf-
fin. Each sample was stained with hematoxilin—eosin. For
histometry, 5 um thick sections from each specimen were
stained with hematoxilin—eosin and photographed at 10x
using a SMZ800 stereoscopic microscope (Nikon, Tokyo,
Japan) and a Coolpix 990 digital camera (Nikon). Three
sections from two lung lobes per animal were studied. Us-
ing the appropriate software (Scion Image, Scion Corpo-
ration, Frederick, MA, USA) and Photoshop 5.0 (Adobe
Systems Incorporated, San José¢, CA, USA), the area of
each single lesion and the total tissue area were determined
on photomicrographs at each time point. The sections were
blindly evaluated to obtain a more objective measurement.

2.5. RUTI

RUTI is the name of a patent-pending product (P.J. Car-
dona and I. Amat, 31 October 2003, Spanish Patent Office).
Originally, RUTI is the name of the mountain where the
Hospital Universitari Germans Trias i Pujol is placed, and
all the experiments were done. Nowadays, RUTI is manu-
factured under Good Manufacturing Procedures (GMP) by
Archivel Technologies, s.l. (Matard, Catalonia, Spain). Dif-
ferent batches have been tested and showed equivalent ef-
ficiency. Briefly, fragmented M. tuberculosis cells (FMtbC)
were obtained after culturing M. tuberculosis H37Rv for 3

weeks in Middlebrook 7H11 agar (Biomedics s.1.) at 37 " C.
Colonies were carefully removed and mechanically
disrupted using silica—zirconia beads in a Bead Beater
(BioSpec products Inc., OK, USA) and a PBS buffer with
4% TritonX114 (Sigma—Aldrich Chemie, Stenheim,

Germany). After centrifuging at 3000 x g at 4 ~C for 30
min the supernatant was centrifuged twice at 27,000 x g at

4 " C for 60 min and washed with PBS to remove the lipidic

supernatant, to be finally pasteurized at 65 ~C for 40 min
and lyophilized. RUTI was obtained by dissolving FMtbC
in liposomes made of phosphatidyl choline (Lipoid AG,
Cham, Switzerland) and sodium cholate (New Zealand
Pharmaceuticals Ltd., Palmerston North, New Zealand)
(20:1.4) after mixing at high speed. Analysis of RUTI with
a Laser Diffraction Particle Size Analyzer PS 13320
(Beckman Coulter, Miami, FL, USA) showed particles with
an average diameter of 100 nm, 99.9% of them smaller than
1 um. RUTI showed a mixture of multilamellar and
unilamellar liposomes after being examined with a trans-
mission electron microscope (JEOL 1010, Tokyo, Japan).
The peptidical composition of FMtbC was determined after
comparing it with the profile obtained with M. tuberculosis
well known products like purified protein derivative (PPD),
culture filtrate proteins (CFP) and Ag85 using SDS-PAGE,
and with the patterns obtained through Western blot analy-
sis with monoclonal antibodies (mAbs) against CFP
peptides [9]: IT-12, 20, 23, 43, 44, 46, 51, 56, 58, 69 and 70
(Fig. 1). All these products were kindly donated by Dr. John
Belisle, from the Colorado State University according to the
NIH contract no. AI-75320.
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2.6. Treatments

RUTI was administered subcutaneously (SC) or intranasally
(IN) on weeks 17, 19 and 21 post-infection. A volume of 50
pL containing 185 pg of FMtbC was used. Chemotherapy
was administered orally 5 days a week by gavage from
week 9 to 17 post-infection. The suspension of rifampicin
(RIF) (Sigma) was prepared in a one-tenth volume of water
with a pH 2 and made up to volume with 5% sucrose
(Sigma). Once it was well dissolved isoniazid (INH) was

added (Sigma). The final suspension was stored at = 20 " C,

and thawed at 5 " C 1 day before administration. INH was
administered at 25 mg/kg and RIF at 10 mg/kg.

2.7. Humoral response

Humoral response was analyzed against a pre-established
peptidic profile (6, 10, 17, 19, 27, 30, 38, 40, 47, 50, 55, 65,
70 kDa) (Fig. 1). Western blot was run as described

[10] in a SDS-PAGE preparative gel (12% acrylamide Nu-
PAGE BisTris Gel, Invitrogen), electrotransferred onto ni-
trocellulose sheets (Millipore, Bedford, MA, USA) using a
semidry transfer method (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
that was finally divided into 16 lanes. The strips (0.30cm
wide) were incubated with 1:25 to 1:51,200 diluted sera, or
I:1 to 1:256 diluted BAL for lh at room temperature.
Appropriate  horseradish ~ peroxidase = (HRP)-labeled
secondary goat anti-mouse antibody (Southern Biotechnol-
ogy Associates Inc., Birmingham, AL, USA) was used as
well as chemoluminiscent substrate Super Signal West Pico
(Pierce) and X-ray films Hyperfilm ECL (Amersham
Biosciences, Arlington Heights, IL, USA) for developing.

1 2 3 4 kDa 8 kDa

Fig. 1. Composition of RUTI. Comparison of the peptidic profiles in a
12% SDS-PAGE gel (A) of culture filtrate proteins (CFP) (1), Ag85 (2)
and fragmented M. tuberculosis Cells (FMtbC) (4). Line 3 shows the
molecular weight control of 14-198 kDa. (B) Shows a Western blot
analysis of FMtbC, using the control serum of infected mice inoculated
with RUTI and the kDa profile of bands previously defined with known
mAbs and the SDS-PAGE pattern. Lines 5, 6, 7 and 8 are obtained against
IgGl, IgG2a, IgG2b and 1gG3 conjugates, respectively.

A molecular weight standard was run in each gel (Invi-
trogen).

3. Resaults

Fig. 2 shows the bactericidal activity induced by the inoc-
ulation of RUTI IN or SC in both susceptible or resistant
mice strains [8,11] after chemotherapy, which also impedes
the reactivation suffered by mice treated only with
chemotherapy. Besides, inoculation of RUTI without a
previous chemotherapy did not affect the bacterial load
although elicited a similar immunological response (data
not shown). This bactericidal activity seems to be related to
the Th1 response as it is demonstrated by the increase of the
IFN-y expression in the lungs after the inoculation of RUTI
when compared with the group only treated with
chemotherapy (Table 1). This effect was more evident in
C57BL/6 mice and it was only significant in the IN
inoculated. On the other hand, no significant increase on
TNF expression was detected (Table 1). It must be taken
into account that the expression of such cytokines are

C57BL/6 DBA/2
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Fig. 2. Bactericidal activity of RUTI in lung (A and B) and spleen (C and
D) in C57BL/6 and DBA/2 mice. The results are the mean values and the
standard deviations obtained from 4 to 6 mice in each time point.
Differences were considered significant when p was <0.05 and were
marked with (*) among control and every other groups; and ($) among
groups treated with chemotherapy alone or groups treated with
chemotherapy and both IN or SC inoculation with RUTIL.
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increased in control mice because they harbour a high bacil-
lary concentration [8]. The study of the humoral response
(Fig. 3) gave us an indirect view on the immunity generated
as Thl, Th2 and Th3 responses are related to IgG2a and
IgG3, IgGl and IgG2b isotypes, respectively [12]. In
general, RUTI triggered a wide response against FMtbC
peptides in both mice strains implying all the IgG isotypes
(Fig. 3). Furthermore, IgA production was detected in BAL
after IN or SC inoculation in DBA/2 and also in IN
immunized C57BL/6 mice (Fig. 4). No IgE levels were
detected in any samples. The histological analysis did not
show eosinophilia or necrosis, and granulomatous
infiltration was only slightly increased in C57BL/6 mice
when RUTI was administered IN (Table 1).

4, Discussion

RUTI might be a useful vaccine for reducing the period of
chemotherapy in M. tuberculosis infection at the point when
it has less efficacy because of the presence of latent bacilli
in the lesions [13—-16]. Its mechanism of action might be re-
lated to the induction of a Thl response against a wide
range of M. tuberculosis antigen able to elicit a protective
response against M. tuberculosis infection like ESAT-6,
CFP-10, Ag85 or Hsp70 [4]. Also, its effectiveness is
necessarily linked to a previous chemotherapy, as treatment
with RUTI alone does not induce any decrease in the
bacterial load. This fact can be linked to the decrease on the
immunological response induced

Control Chemotherapy Chemotherapy+RUTI IN Chemotherapy+RUTI SC
6
I C57BL/6
54| 1 pBaR B . 4
ny
3 - - -
‘] ‘ l 1 Hl ‘ n“ ‘
L 1T 1T 71 UL L L L L L L L L L LI B B T T LI B B R R | T rrnra T LI |
6
5 - - - - -
&
“1 i | | o
o
3+ - - 4
2 < - - -1
g T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T IL IL IL “ T T T T 1 T
2,
g
5 - - - -
Q
o
44 7 b k (4]
=
3 - - - 4
2 | | 1 l L L
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 T T T T T T T L L 1 T L 1 T L T
5]
51 1 —
47 1 &
>
3 - - -
g { ] “I L Lt

LU B B N N R B B B N B B

61017 19 27 30 38 40 47 50 5565 70

61017 1927 3038 40 47 50 5565 70

T T T T T T T T

610171927 30384047 50556570 61017 1927 3038 40 47 505565 70

Ags

Fig. 3. Humoral IgG response to FMtbC proteins in a Western blot determination at week 22. The results are the mean values and the standard deviations of
the sera obtained from 4 to 6 mice in each time point. The values in DBA/2 mice are represented with open bars and those in C57BL/6 mice with closed

bars.
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Table 1 Local expression of cytokines (IFN-y and TNF-a) and granulomatous infiltration in the pulmonary parenchyma at week 22

P-J Cardenaeral

Table 1

ccing 23 (2005 1393-1398 139

Local expression of cytokines (TFN-+ acd TNF) and granulomatous infiiration in the pulmorary parenchyma at week 22

Ratio cytokine HPRT x 10°

Mozphomeny (% of infilmation)

TFN-y NF

DBA?2

Coatrol 193.5+80.32° 313£60.61° 1192%13

Chemotherapy 1.16+045° 0.07£0.07" 501+226"

Chemotherapy = RUTI IN 1884195 0324047 3384231

Chemotherapy = RUTI $C 1314+043 0.08+0.07 166088
C57BL/S

Control 198.8+9632° 422407

Chemotherapy 0.02+0.01" 2432045

Chemotherapy = RUTI IN 005£002 525+124%%

Sigma Stat (SPSS Software, San Rafael, CA, USA) was used to compare the differences between groups through all pairwise multiple comparison

procedures
(Student-Newman-Keuls method).
+ p<0.05.

p=0.009. "
* #
p=0012.
p=0.002.
“p=0.03.

by chemotherapy, as described before [17]. In this case,
RUTI would act both as a booster of the previous immunity
and as an inducer of a new response against other FMtbC
peptides, that will favour the bacterial destruction. On the
contrary, bacilli in the group treated only with
chemotherapy reactivate after ceasing the treatment because
of the absence of
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Fig. 4. IgA response to FMtbC proteins in a Western blot determination in
BAL at week 22. The results are the mean values and the standard
deviations of the samples obtained from 4 to 6 mice in each time point.
RUTI inoculations administered intranasally or subcutaneously (IN or SC)
are represented with closed or striped bars, respectively.

immunological response. A threshold bacillary concentra-
tion must be achieved to trigger this immune response again
[18].

On the other hand, RUTI also triggers Th2 and Th3 mech-
anisms. Although it has been demonstrated that Th2
response tends to counterbalance the Thl one [19,20],
recent data demonstrated Th1/Th2 response induced by
BCG was as efficient as the Thl alone against M.
tuberculosis infection [21]. Less is known about Th3
counterbalancing, although it is linked to the anti-
inflammatory role of transforming growing factor-beta
(TGF-B) which has been considered one of the facts that
allows the chronicity in the murine model of tuberculosis
[22].

Interestingly, inoculation of RUTI did not induce local or
systemic toxicity. This fact has been the major point against
the use of immunotherapy against M. tuberculosis infection
since Robert Koch firstly assayed the old tuberculin [23].In
this regard, the formulation of RUTI includes the extraction
of endotoxin-like molecules like lipoarabinomannan [24]
with Triton-X114 [25], which could be related to the
production of intragranulomatous necrosis in tuberculosis
[26].0n the other hand, it seems paramount the previous
treatment with chemotherapy to decrease the inflammation
induced by the growing bacilli [17], and thus reducing the
chance of developing a local Koch reaction that would induce
necrosis [26]. Chemotherapy also removes the accumulation
of foamy macrophages outside the granulomas (data not
shown). These cells are potent inducers of local
immunosupression [27], this is why its elimination would be
also a major issue to make RUTI efficient.

Although further studies must be done to study specific and
innate cellular immunity, as well as the particular role
played by humoral response, specially regarding on local
IgA production [28], our data suggest that RUTI would be a
useful immunotherapeutic vaccine against M. tuberculosis
infection
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by triggering a wide response against a lot of peptides
present both in growing and non growing bacilli.
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from mice infecied with M. fubsrculoric, reated with chemotherapy (INH + RIF) for § weeks and inocolated with RUTT (HS group) ar with
nirmal semum {(CT group). Sigmificant differences were fmmd between HS and CT groups im the mumber of acill m the lmgs (368 4= 202
vi 572 4 1.4]1 log,, cfn), exient of pnimomry gramlomatomons nfikation (1033 4 067 w. 3124+ 1L77%), and percenmtage of animals

withoul pulmemary abscesses (16. 7% va. 45.5%). These duta strongly suggest a profeciive mole of specific antihodies against lung disssmimdion

of M. fubsroulosis mieciion.
B 2006 Ekevier SAS. All rights reserved.
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1. Introduction

Cell-mediated immunity {CMI) by Thl-specific celk plays
a central rok in the control of Mycobacierion fuberculosis
infection; interferon gamma (IFM-y) secreted by Thl cells,
in synergy with mmor necrosis facior (TWF), is crucial for
the endogenous activation of antinyeobacterial mechaniams,
such as the production of niwic oxide snd reactive nitroegen
intermediates (RNI) by the inducible form of nitric oxide

* Paes of this stady were presested @ the Keystiome Symposian — Tabemn-

losis: Integmeng Hest and Pabogen Biology, Whisder, Bonish Cokemibia,

Comada, Apsl 2-7, 005

* Corvesponding awshor Tel: 434 90 497 2304 fax: 434 93 467 2508,
E-mrall aldrern: poardona @es bagep seaes (P-). Cambona )

1286 43THE - see front mamer & 3006 Hsevier SA5. Al nighes resenved.
o 21 0L D00 e i 00, 12 004

synihase (iMOS) [1=3]). In this process, both CTM and CDE
T oells play a paramount rade as effector cells, which ako
lead to cytotoxic sctivity of infecied macrophages [34]. Al-
though B cells are found in M. fubsrcwlosis grannloma, espe-
cially during the chronic phase of infection [5], the suggestion
that the antibody response fays a mole in proection against
M. nbercwlogs remaing controversial. However, resuls from
classical studies do not support & proective rok for anti-
body-medisted immunity against M. gaberculiz [6]. In fact,
in human tuberculosis, the presence of specific antibodies
{ Abs) against LAM or against antigen-85 complex conmelated
with the shsence of diseminated mberculosis in a pediatric
population [7] and with & positive outcome in wbercolms
Mexican Indizns [R], respectively. Funthermore, several sudies
in murine models have revealed a protective role for IgM, IoG
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and IgA monoclonal antibodies {mAbs) against different anti-
gens of M. fubsreulbug in early lung infection [9, 10].

Passive immunizstion with specific polyclonal antibodies
{pAbs) and mAbs alao has a protective effect against intra-
cellular pathopens such as Ehdichia chaffesnsis in SCID
mice [11,12]). However, passive immunization of pAbs did
niod prodect against other intracellular pathogens, such as Lisre-
rig monocyiogenss [13] or Crypiococcus meoformans [14],
wherness pasive immunization with mAbs did [15, 16].

Thee positive immane response that we observed upon trest-
ment with chemotherapy (8 weeks with INH + RIF) and de-
toxified M. fubercwlosis exract (delivered in liposomes in
a composition known 2 RUTI in a latent tobercolosis mouse
mdel encouraged us to asses the pro@ective action of the
strong humoral response elicied [17]. The present investiga-
tions reveal that passive inmuonization with hyperimmuone se-
rum {HS) obtained from mice immuonized with RUTT restricts
dizzemination of bacilli in the lungs of SCID mice infected
with & fuberculogiz. The data from our animal model strongly
suggest that the antibody response againsg multiple antigens
of M. sdwrewlosle plays an important protective role against
tuberculosiz infection.

2. Material and methods
21 Mire

Specific pathogen-free (spf), 6 to B-week-old, female,
DBASZ and CB1Ter-SCI0 mice were obiained from Haran
Therica (Sant Felin de Codines, Catalonia, Spain). The animals
werne shipped in appropriae conditions with the cornesponding
certificate of health and origin. All the animals were kept un-
der controlled conditions in a P3 High-Security Facility with
aterile food and water ad libitum.

2.2, Anival health

Mice wene checked every day using a prowncol that evalu-
aed weight loss, apparent good heakh (bristled hair and
wounded skin) and behavior (signs of aggressivensss or isola-
tion) and weighed once a week. Animals were euthanized with
an overndose of halothane | Fluothane, Fensca Farma, Pontewve-
dra, Spain), o avoid suffering. Sentine] animals wene usad to
check spf conditions in the facility. Tests for 25 known mouse
pathogens were all negative. All experimental procesdings
were approved and supervised by the Animal Care Commigee
of “(eermans Trizs | Pujol"" University Hospital in agreement
with the Europesan Union Laws for protection of expermental
animals.

2.3 Bacewrin and infecrion

M. nbercidogls sraing HITRv Pasieur were grown in
Proakawer Beck mediom containing (U0 % Tween-80 to mid-
log phase and stored at —70 °C in 2-ml aliguots. Mice were
placed in the exposune chamber of an aifome infection device
{Glas-col Inc, Teme Haute, TM, USA). The nebulization

provided an approximate uptake of 20 vishle bacilli within
the lungs. The mmber of viable bacteria in the lefi lung and
apleen homogenates were monitoned by plating serial dilutions
on nuirient Middlebrook THI1 agsr (Biomedics a1, Madrid,
Spain) and counting bacerial colony formation (colony foam-
ing units; c.fw) after incubation & 37 °C for 21 days. Special
cane was takoen not to inc lode hilar Dymph nodes when removing
thee lefit lung soas to preventan antificial increase of ¢ £, vales.
Lungs wene immediately removed after euthanasia by means of
a halodhane overdose (FZeneca Farma, Pontevedss, Spain). Bron-
cho-alveolar lavage (B AL) was obtained by gentle intratracheal
injection of 1 ml phosphste-buffered saline (PBS) and lungs
were removed immediaely afier eothanssia by means of an
overdose of halothane {Zeneca Farma, Ponie vedra, Spain).

2.d. Serum samples

Blood samples wene collecied from the metro-orbital veins of
all animals after being ansesthetized with halothane. Samples
were kept at 4 *C for § h semem was obtained by centrifugation
at 25060 = g, aliguoted and then kept at —20 9C until needed. A
peoeel of previous positive samples was titrsted, aliguoted and
kept at —20 °C i be used as control for Western blotting.

2.5 mRNA quandficarion

The procedures for mREMNA guantfication are described
ehkewhere [18]. In short, wtal RNA from the middle right
lobe was pemoved with a marketed phenol-chloroform
method, BMNAzol (CinnaBisteck, Friendswood, TX, TSA).
Afer DMNase meatment with DNA-free kit (Ambion, Wood-
ward Austin, USA), & densturing agarose gel was used (o as-
semd the stability of BNA. A Superscript BT kit (Gibeo BRL,
Grand Kland, NY, USA) was used to obtain cDNA by everse
tranacription of 5 pg of RNA, following the manufscmurer's
recommendations. The quantitative analysis for IFN-y, IL-
1 2pdil, RANTES, iNOS, IL-4, IL-10 and TNF was performed
using & LightCycler™ Syasem (Roche Biochemicals, Tdsho
Falls, Iy, USA). Real-time PCR. was carried out in glass capil-
laries i a final wolume of 10 g inthe presence of 1 pl of 10
reaction buffer (Tag Polymerase, dNTPs, MgCl, SYBRGreen,
Raoche Biochemicals), 1 pl of cDMA {or water a5 negative con-
trpl, which was always included), MaCly to & final conoen-
tration of 2=5 mM and primers v a final concentration of
0.5 pM were also added. Following PCR, a single peak was
present in the melting- corve analysis, comesponding & asingle
apecies of the appropriate estimated size on agarose gel elec-
trophoresis. Expression of hypoxanthine guanine phosphogsibo-
ayl transferase (HPRT) mPBMNA expression was analyzed for
eviery target sample i normalize for efficiency in cDNA syn-
thesis and BMNA loading. A ratie based on the HPRT mBEMNA
expression was ohtained for each sample.

2.6, Hivtology and morphometry

The procedures for histology and mosphometry have been
described elsswhere [20]. Briefly, two right lung lobes from
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each mouse were fixed in boffered formalin and subseguenthy
embedded in paraffin. All samples were stained with hema-
toxylin—eosin, wichrome of Masson and Fiehl Meelsen. For
histometry, 5-pm-thick sections from each sample wene
stained with hematoxylin—eosin and photographed at G
magnification using a Sterecacopic Zoom SMZA) mico-
scope (Mikon, Tokyo, Tapan) and a Codpix 990 digital camera
{Nikon). Sections of eight lung lobes were studied for each
sample. Scion Image (Scion Corporation, Frederick, MD,
USA) and Photoshop 5.0 (Adobe Systems Inc., San Josg,
Ca, USA), wene used to quantify the anea of each single lesion
and the total tiswe anes on phoibmicrographs. In all caes, sec-
tions werne blindly evaluated.

2.7. Fragmented M. tuberculosis cells

Lipoaome preparstions of detoified, fragmented M. ruber-
culsgis (RUTD were kindly provided by Archivel Technolo-
gies, &l (Matard, Catalonia, Spain), manofacured wnder
strict GMP standsrds. The manufacuring proces of RUTI
has been published elsewhere [17). Briefly, M. nibercudogis
HITRv are cultured for 3 weeks in Middlebrook TH11 agar
at 37 °C, and colonies are carefully removed and mechsani-
cally dismpted wing silics-rirconia beads in PBS buoffer
with 4% Triton X-114. After centrifuging at 3000 = g
remove undisrupted cells, dhe pellet is cenirifoged at
27,0060 = g, the lipidic supematant is removed and the final
product is washed, pasteurized at 65 °C for 40 min and lyoph-
ilimed. Finally, liposomes ane prepared after mixing the cell ex-
tracts &t high speed with phosphatidylcholine and sodiom
cholate (20:1.4) The peptide composition of RUTI is deter-
mined wsing S0S—PAGE and Western blot analysis & previ-
ously described [17].

2.8, Traasiments

Hyperimmune semum (HS) wa obtained at week 23 posi-
infection from DBASZ mice infected by serosnl with M. fuler-
culpgiy strain HITRv Pasiewr, treated orally with rifampicin
and Boniazid (10 and 25 meg'ke, respectively) for 5 days a
week from weeks 9 0o 17 post infection. RUTT (245 pg) was
administered subcumnecusly at weeks 17, 19 and 21 post
infiection.

Protection sindies were carried out in semsol-infected
SCID mice and trested with rifampicin and isonizzid (10
and 25 mgkg, respectively) from week 3 until week 8. Mice
werne then divided into two groups and treated with HS (HS
group) of non-immune semm from healthy DBAS2 mice (CT
group). In both cases, sera were inoculaied intraperitoneally
with 100 pl of serom every 3 days {a total of four inocula-
tions). Mice were sacrificed at week 1.

The semum obtained from infected DBAZ mice treated with
chemotherapy alone presented only low levels of antbodies
against antigen 38 (the logio of the tier was below 2). Hence,
this serum was not used in any other semum-therapy experi-
mental eroup.

2.9, Humaoral response

Weatemn blot was carried out &5 described [ 17) follow ing pre-
parative SDE=PAGE { 12% acrylamide NuPAGE BisTris Gel,
Imwvitrogen), elecirotransfenmad onto nitroce lulose sheets (Milli-
pore, Bedford, MA, TUSA) using a semidry transfier method | In-
vitrogen, Carshad, CA, USA) and cutting intp  sirips
comesponding to 16 lanes. The sirips wene incubsted with
1325 00 1:50,200 diluted serz, of 1:2 o 1:256 diluied boone hoal -
veolar lavage (BAL) for | h at moom temperstune. Approps iate
horseradish peroxidase (HRF)-labeled secondary goat anti-
mouse antibody { Southem Biotechnolegy Associates Inc., Bir-
mingham, AL, TSA), che miluminesc ent substrate Super Signal
West Pico (Fierce) and X-ray films Hyperfilm ECL {Amersham
Biosciences, Arington Heights, IL, USA) were used. A molec-
wlar weight standsrd was mon in each gel {Invirogen). The hu-
minral response was analyzed using & pre-established peptidic
profile (&, 10, 17, 19, 27, 30, 38, 40, 47, 50, 35, 63, 70 kDa) [17].

2,10, Measurement of cyiokines (n serum

The concentrations of IFN-y and TWF in semm wene
mieasured using specific ELISA kits (Endogen Inc., Cambridge,
M, USA) The detection limit of assays for [FN-y and TNF
was |5 and 5.1 pg/ml, respectively.

211 Semvisdeal analysis

Sigma Stat (Jandel Scientific Software, San Rafael, CA,
USA) was used to discover differences betwesn experimental
groups with the Mann—Whitney rank sum test. Differences
were significant for P = (05,

3. Results

A1, Treaiment of infecied mice with HE markedly
decraages the number of bacilli in the bangs

Infected SCID mice had 5.98 £ 043 log,q c.fw in the lungs
and 3.51 = 0.29logq c.fw in the spleen at 3 weeks after aen-
a0l infection. After five funther weeks of chemotherspy these
vales were 298 + (U026 gy, cfw and 212 £ 102 log
el respectively. Fig. | shows that semem therapy (HS group)
inhibited reactivation after chemotherapy; this inhibition was
maore evident in dhe ungs, where mean efn. values decne ased
by 2 Doy g (368 £ 202 va, 572 £ 141 logyg e ). The bacil-
lary counts in the spleen also decreased, although not signifi-
cantly (4.75 £ 184 va. 579 £ 102 logys cfu ) It must be
highlighied that the lowest point of detection was at 2 boggg.
This explains why six mice had the same values, and indicates
that some of them could have even lower counts.

3.2, Reriom therapy protects against baciBary
digsemination b G lungs

Macroscopic exploration of the lungs in necropsy at week
10 post-infection revealed the presence of big abacesses
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Fig. 1. Bacillary cousts @ week 10 post-infecton i contol (CT) aimals and
animals weaed with senem thempy (HS )L Cfn from hegs and spleens are
plotesd a5 imdivideal valwes fram m = 12 conmrol gmep) and &= 11 (HS
Eroep) mice and as a bon mprese pong s ooal vabees Consmsos aed domed

1 mems il e o it e e el dtbe mean valwes, respectively. The
boumdary of dhe box closest 1o zano indi e Mub e, wh the
boumdary of the box fardhest from mem indh the THeh alle. Whisker

cops show the St and S5k percensle. DEffaences were significant when
marked with @ eserisk for P QU

{diameter aqual i of higher than 3 mm) in 10 oot of 12 mice
imthe CT {eontrol) group. In contrast, in the HS {semom ther-
apy) groap, only & out of 1] mice presenied abscesses, which
were of small size (diameier equal to or smaller tan 2 mm).
Therefore, only 16.7% of the CT group mice presented no
abacesses in the lung, whereas this percentage increased to
45.5% in the HS group. Fig. 2 shows bow-power miciophoto-
graphs of the lobes obtained for hisological and histometry
studies, revealing an incressed number of absoesses and gran-
womas in the CT group when compared with mice treated
with seram therapy at week 10 post-infection (HT grougp).
Granulomas were formed essentally by a macrophage-rich
come infiltrated with mononuclear oells and neurophils
{Fig. 3A) that were progressively enlarged by a strong newinn-
philic infiliration (Fig. 3B) i form an abscess &t the end, ie.
a localized collection of necrotic tssue surrounded almost
exclusively by fragmented, and ranely, entire newtrophils.

1233

The percentage of pulmonary granulomatous infiliration,
defined as the ratio obtained after dividing the infiltrated
area by the total area of the lung section, and then muoltiphying
by 100, decreased significantly (Fig. 4), up to threefold, in
the semum-therapy group companed with the control group
(10033 £ 067T% wa, 31.2£ 1.77%) despite the fact that the
global area was higher in the latter.

2.3, Pulmanary eytokine and iNOQS expression ad io be
lovwer in the senom therapy group

As seen in Fig. 5, no significant differences were found in
the lung expression of IFN-v, RANTES, TNE IL-12pd0 and
iMOS at week 10 of the two groups, slthough levels wene con-
sisently lower in mice wreaed with HS companed with mice in
the CT group.

A4 Abgence of antibodies againgt pepride 40 & 70 in
BAL of SCID} mice

Serological titers {logyg of the titer) of IgA and Tghd anti-
heoedies againat the different antigens identified in RUTL, as pre-
vinusly described [ 17], were below 2. The production patem
of different [g0 otypes in the seom of SO0 mice treated
with seram therapy (Fig. &) was the same & the hyperimmuone
serum (HS) obtained from DBAZ immuonized with RUTL ie.
IpG2a = IpG2b = IpGl = IgG3 predominance, although anti-
baodies wene nuch less sbundant in SCTD mice than in immo-
nized DBASZ mice {a mesn difference of 1logge data not
shown)l In SCID mice, levels of antibody in BAL were
much lower than in serum and, inerestingly, we wene not
able to detect antibodies against Ag 40 o 70 in BAL.

2.5, Absence of IFN-y and TNF in the hyperimmiine sera

Concentrations of IFN-y and THF in the HS were below
the detection limits of the commerncial kits usad.

d. Discusson

Afer a long period of oblivion, thene is an increasing inter-
edt in sidying antibody-based immunity to mderstand folly
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Fig. * Hisodogy of mpresestasive bemaonylis—eosin sained sectons fmemn ot palmosary lobes af week (A} od wedk 10 post-infection, an kow-power
maguificasos (10} (B} shows sectices fom the contmd (CT) goep and 10) shows sections from e growp weated with senem dempy (HS). Abscesss are
marksd with o whie asteisk; gramelomas ae marked with g blee armw md elarged gmeslomas with g ed amow The bar represents 3 mme

134



Compendi d’Articles

E. Guirady et al.{ Mlcrobes and Tnfectlon 8 (3006) {252—1298

infiltrated with moscesckear cells mnd peusrophals (A). Enlorged gmmslomas bave o stroeg esenphd B infilea ion (B). Absceses show a lombred collacton of
mecrot ¢ iswee sermended abmost e besively by fragmested, and rarely, etie nesrophals (O The bar represeses 100 pum.

the immunclogical response against intracellular pathogens
such as C. neafbrmans, L. monocwopenes, E. chaffensis and
M. ruberculosis [9,10,12,15,16]. Experimental murine models
have demonstrated that cell-medisted immunity & crucial in
controlling infections of these intracellular pathogens; infec-
tions by these bacteris mosily elicii responses of specific
T celk that activate infecied macrophages with IFN-y or resalt
in direct T-cell cytotoxicity against the infective agent [3]. It
is nowewonhy that antibody responses were not detected in
murine models of mberculosis induced with an serosol, o
only a limited production against glycelipids [19]. A strong
antibody response was only detected during the final stages
of infection, when lungs were highly infilirated by granulomas
and mice were close to dying (dsta not published). Inteest-
ingly. in murine models of tuberculosis, the high percentage
of B cells in the granulomas found during the chronic phase
[5] did mot correlate with production of antbodies. Thus, the
role of the antibody response to mbercolosiz infection is
controversial. Forthermore, the comparion between musine
experimental models and human wherculosis reveals impor-
tant differences. In humans, the initial strong inflammatory re-
sponse in the infectious foci generaies intragranulomatows
necrosis {caseum ), and liquefaction of the caseous foci is the
source of a large exwacellular bacillary population [20]; this
phenomenon is never observed in infected mice. In mice,
M. tuberculosis spreads both through the bleodstream and by

getting out the pulmonary gramlomas through foamy macro-
phages that cocupy the alveclar spaces; it is thought that some
of these infected foamy macrophages harbor & single or just
a few bacilli (considened to be in a latent state) that may reac-
tivate [18,21].

The complete pradominance of cell-mediaied immunity in
the control of M. nidberculosly infection in mice encouraged
us to use the model of SCID infection, as other reseanchers
did before [12,16], to remove all specific immmunity and thos
explone the protective effect of antibody-mediaed immunity.
We investigated antibody therapy in 2 mouse model whene
the extreme vimlence of M. rebercilosis infection kills 100%
of unresed mice in just 4 weeks. Specifically, we wanted
o sudy the prowective effect of antibodies against reactivation,
for which we used a mouse model treated with ashort period of
chemotherapy. Since immunoterapy with RUTI [17] allowed
the control of resctivation and induced a bactericidal sctivity,
wie hypothesized that prowection was effected not only by tig-
gering a poly-antigenic Thl ora cytotoxic response, but ako by
the srong antibody response elicited following inoculation
with RUTL Akhough chemotherapy by iself is a strong
inducer of antibody produc tion in humans and podentially plays
some mle in the control of the bacilli [22.23], his & not the
case in mice. Using DBAS2 mice, the production of antibodies
after chemotherapy is very limited, as reported above and
previously described [17]). On the other hand, this production
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is quie higher in CSTBEL/G. Thus, future experiments will
dissect the individual contributions of each of these factors to
the generation of protective semm antbodies.

In fact, the result obtained after inoculstion with HS from
previosly immunized mice overwhelmed all expectations.
Thiz was already evident at a macoscopic level, when no
large abacesses were found in passively- immuonized mice; ba-
cillary load was 100-fold lower in trested mice compaed with
unireated, with up to threefold differences in pulmonsry infil-
tration between the HS and CT groups. Besides, the bacillary
reduction was comelated with a decrease in the inflammatory
response in the HS groop. Whether such a reduction is progqos-
tional to the bacillary load or on the contrary, remains nela-
tively higher and helps the control of bacillary growth, is not
known, and should be clarified in foiure studies.

Globally, these data suggest that the protective effect is lo-
calized in the intra-alveolar space, because it & known that the
contrel of bacterial reactivation is associated o the control
of pulmonary dissemination [21]. Furthermore, HS therspy
appears to have litke effect on the spleen, consistent with a
limited systemic effect of HS therapy. Conoerning the mecha-
nisms involved in the contrel of infection, our dsta only
indicaw that it & independent of the presence of a Thl ne-
aponae, & suggested by other suthors [24.25). The suggestion
that protection of serum therapy in our experiments is inde-
pendent of & Thl response is suppontsd by the tpe of hosts

used {SCID mice), by the finding that the expression of
Thl-macisted cytokines did not incresse upon treatment,
and alsp becsuse the response wis not medisted by IgA
antibodies. The levels of TgA and Ighd were negligible in
the hyperimmune serum and, therefone, the protectve effect
appesrs v be medisted only by IpG antibodies. This data
confirms the prowective effect of IglG recently found by
Hamasur et al. [26], whoe have demonstrated the proective
value of IplG mAbs against LAM.

A protective mle of IgG mAbs in experimental models of
musine tuberculosis is alsp suggested in the litersture in ex-
periments that used M. sbercudogis or BOG cells pre-coated
with mAbs before inocolation in mice. Specifically, M. ruber-
cufogis cells coated with IpG3 against arabinomannan (AM)
enhamced granulomatous formation and survival of indratra-
cheally inoculated mice [27]; M. lowis BOG cells coated
with IgG2a and IgG3 anti heparin-binding hemagelutinin ad-
hesin (HEHA) mAbs before intranasal incculation limited
exwrapulmonsary diszemination and reduced the number of ba-
cilli in the spleen [28], whereas M. bowis ozlls ooated with
IeG2b anti-MPBE3 mAbs before intravenous inoculation in-
creased long-term survival but did not reduce the bacterial
load [29]. In our study, we obtained a swong humoral ne-
aponse againat a wide antigenic range with an [gG2a-
IoGidbh = IgGl = IpG3  predominance. Additional studies
ane reguired @ identfy with grester precision fhe serum
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fraction{s) that is (are) responsible for the proective effect
described in this work {immuneglobulin fraction, fraction-
ation by antibody isotype, ec).

In conclusion, passive immuonization using antibodies gen-
eraied against fragmented M. fubercuwlosiz cells protects
against reactivation of tuberculosis in SCID mice weated for
a short period of time with chemotherspy, thus supporting
the hypothesis that antibody-mediaed immuonity plays a cen-
tral mole in controlling M. tubercukogis infection.
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Abstract

RUTI is a therapeutic vaccine generated from detoxified and liposomed Mycobacterium
tuberculosis (MTB) cell fragments that has demonstrated its efficacy in the control of
bacilli reactivation after short-term chemotherapy. The aim of the study was to
characterize the cellular immune response generated after short-period chemotherapy
supplemented by therapeutic administration of RUTI and to corroborate the lack of
toxicity of the vaccine. Three different experimental models were used: mice infected
either intraperitoneally or by low-dose aerosol and guinea pigs infected by aerosol.
RUTI-treated animals showed the lowest bacillary load in the three experimental
models used. RUTI also decreased the percentage of pulmonary granulomatous
infiltration in mice, as well as the pathology scoring in the guinea-pig model. To
investigate cellular immunity in these animals, IFN-y production was monitored through
intracellular staining, ELISPOT and ELISA assays following cell-stimulation with a
wide range of MTB specific structural and secreted antigens. Our data show that the
difference between the therapeutic administration of BCG and RUTI resides in the
strong activation of IFN-y+ CD4+ and CD8+ cells against PPD, ESAT-6 and Ag85B;
comparison of RUTI-treated mice with mice treated only with short-term chemotherapy
also implicates other MTB structural antigens, like 16, 19 and 38 kDa and hsp65, in
vaccine-induced cellular-mediated immunity. The results show that RUTI plays a
protective role in the control of latent tuberculosis infection by triggering a Th1-specific
immune response against structural and growth-related antigens that reduces both the

bacillary load and pulmonary pathology.

241 words

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, murine model, mycobacterial antigens, IFN-y,

cell-mediated immunity, latent tuberculosis infection, therapeutic vaccine RUTI.
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Introduction

Tuberculosis (TB) was one of the first infectious diseases for which an etiologic agent,
the bacterium Mycobacterium tuberculosis (MTB), was identified, more than 100 years
ago. In fact, it was one of the first pathogens to which a vaccine, the BCG, was
developed (1,2). In spite of this, MTB still generates a latent tuberculosis infection
(LTBI) in one-third of humans and kills 2 million people every year, more than any
other infectious disease, including AIDS and Malaria (3). This fact implies a fabulous
reservoir of TB that renders the objective of controlling the disease in the short or
middle term very difficult. These data clearly indicate that developing therapies against
LTBI remains a priority and that new vaccines and drugs are needed to control it. In
addition, it is crucial to understand the nature of LTBI better to enable the development

of new antituberculous tools.

The induction of LTBI has been classically related to the generation of latent MTB
bacilli. It has been proposed that the induction of intragranulomatous necrosis and the
stressful extracellular environment (where bacilli find a local environment with low pH,
a high number of catalytic enzymes and a mixture of toxic radicals), as well as the
specific immune response, are responsible for inducing a nonreplicative state (NS) and

thus latent bacilli (LB) (4).

Classical observations have demonstrated that LB are different from actively growing
bacilli because they are more able to resist stressful conditions (heat, low pH, ROIs) (5),
which may be why immunity against MTB is mainly triggered against the latter.
Immunity against growing bacilli is focused against soluble antigens related to the
multiplication of the bacilli, such as complexes ESAT-6/CFP-10 or Antigen 85 A/B.
Although it has been recently confirmed that LB have a slower growth rate (6) which
make them more resistant to stress (5), little is known about which are the main antigens

related to LB.

The present gold-standard therapy against LTBI is based on the administration of
isoniazid (INH) for a 9-month period (7). The fact that INH is only active against
growing bacilli led us to elaborate the “dynamic hypothesis” of LTBI (4). The dynamic

hypothesis is based on the idea that LTBI persists as a consequence of the constant
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endogenous re-infection by LB that manage to escape the intragranulomatous necrosis
areas drained by foamy macrophages. By reaching the alveolar fluid, these LB are able
to form part of the aerosols induced to condition inspired air (8). When administering
INH for a long period, the host has the opportunity to drain all the LB without having

the risk of re-infection.

We previously observed that the cessation of Chemotherapy (Qx) in the TB murine
model led to the reactivation of bacillary growth, as Qx also lowered the local
immunological response (9). We hypothesized that the quick increase of the
immunological response that was achieved with the immediate administration of the
RUTI vaccine after cessation of a short period of Qx (4) inhibited the reactivation of
any remaining bacilli (mainly LB). The composition of RUTI, made with fragmented
MTB cells grown under stressful conditions, might have a wide-enough antigenic
composition to help boost or induce new specific T cells. These T cells recognize
epitopes shown by new macrophages, which return to the remaining granulomas to
phagocyte LB; these various epitopes provided by the RUTI vaccine would otherwise
remain “invisible” to the usual immune response. The main aim of this paper was to

demonstrate the presence of such a wide immunological response.

So far, RUTI has already demonstrated its efficacy in controlling MTB infection in
mice and guinea pig experimental models after a short-period of Qx. The mechanism of
action of RUTI has been partially studied, by quantification of different IgG isotypes
against fragments of MTB through western blotting, and is characterized by the
induction of a mixed Th1/Th2/Th3 strong polyantigenic response (10,11). We have
also demonstrated that RUTI plays a crucial role in controlling the reactivation of MTB
infection in SCID mice after receiving serum from mice treated with RUTI, thus

demonstrating the protective role of the antibody mediated immunity (12).

On the other hand, it has been postulated that therapeutic vaccination would be toxic for
the host already infected by MTB, an effect known as the Koch phenomenon
(13,14,15). The development of RUTI is also based on previous experiences in our
group, in which we related the Koch phenomenon to a kind of local Schwartzman
reaction caused by endotoxin-like molecules, rather than caused by a specific immunity

triggered against MTB (16,17). To avoid such reactions, MTB fragments used in the
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RUTI vaccine are cleaned with Triton, in order to remove those endotoxin-like
molecules from the cell wall surface. Demonstration of a lack of toxicity is also a
paramount issue in the development of vaccines. For this reason we have also tested the
efficacy of RUTI in the guinea pig model, which has a special susceptibility to the

reinoculation of MTB antigens (18).

The present study confirms that the inoculation of RUTI induces a polyantigenic
response after short term Qx, related to both the reduction of the bacillary load and

pulmonary pathology.

Material and methods

2.1. Animals
Specific pathogen-free (spf) C57BL/6, female mice, 6 weeks old as well as female
outbreed Dunkin-Hartley guinea pigs (weighing 200-240g at the beginning of the

experiment) were provided by Harlan Iberica (Sant Feliu de Codines, Catalonia, Spain).

The animals were shipped in appropriate conditions with corresponding certificate of
health and origin. All the animals were kept under standard controlled conditions in a

P3 High Security Facility with sterile food and water ad libitum.

2.2. Animal health

Mice were checked every day following a protocol that paid attention to weight loss,
apparent good health (bristled hair and wounded skin) and behavior (signs of
aggressiveness or isolation). Guinea pigs were weighed once a week and checked every
day for pain and distress using a modified Karnofsky scale (19). Mice were euthanized
with a halothane overdose and guinea pigs were euthanized with ketamine (100mg/kg),
plus diazepam (5mg/kg) overdose if required, in order to avoid any suffering. Sentinel
animals were used to check spf conditions in the facility. Tests for 25 known mouse

pathogens were all negative.
All experimental proceedings were approved and supervised by the Animal Care

Committee of “Germans Trias 1 Pujol” University Hospital in agreement with the

European Union Laws for protection of experimental animals.
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2.3. Bacteria and infection
2.3.1 Bacteria
MTB strain H37Rv Pasteur was grown in Proskauer Beck medium containing 0.01%

Tween 80 to mid-log phase and stored at —70 °C in 2 ml aliquots.

2.3.2 MTB aerosol infection

In the aerosol infection model, animals were placed in the exposure chamber of an
airborne infection apparatus (Glas-col Inc., Terre Haute, IN, USA). The nebulization
provided an approximate uptake of 20-50 bacilli to mice lungs and 10 bacilli to guinea

pig lungs (20).

2.3.3 MTB intraperitoneal infection
In the intraperitoneal (IP) infection model, mice were challenged with 1 x 10° Colony

Forming Units (CFUs).

2.3.4 CFUs

The number of viable bacteria in target organs was determined at various time-points by
plating serial dilutions of whole organ homogenates on nutrient Middlebrook 7H11 agar
(Biomedics s.1., Madrid, Spain) and counting bacterial colonies after 21 days incubation
at 37 °C. Special care was taken to avoid hiliar lymph nodes when removing the left
lungs of mice, to prevent an artificial increase of CFUs values. Data were expressed as

the logo of the mean number of bacteria recovered per organ.

2.4. RUTI

RUTT vials were kindly provided by Archivel Farma s.l. (Matard, Catalonia, Spain),
manufactured under strict GMP standards. The manufacturing process of the therapeutic
vaccine RUTI has been published elsewhere (10). Briefly, MTB H37Rv are cultured for
3 weeks on Middlebrook 7H11 agar at 37 °C and colonies are carefully removed and
mechanically disrupted using silica-zirconia beads in PBS buffer with 4% of Triton X-
114. After centrifuging at 3000 x g to remove undisrupted cells, the pellet is centrifuged
at 27000 x g, the lipidic supernatant is removed and the final product is washed,
pasteurized at 65 °C for 40 min and lyophilized. Finally, liposomes are prepared after

mixing the cell extracts at high speed with phosphatidylcholine and sodium cholate
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(20:1.4). The peptide composition of RUTI is determined using SDS-PAGE and
Western blot analysis as previously described (10).

2.5. Antigens

PPD and BCG were obtained from the Statens Serum Institute (SSI, Copenhagen,
Denmark). The rest of the antigens, ESAT-6, Ag 85B, CFP-10, Ag 38kDa, Ag 16kDa,
Ag 40kDa, Ag 19kDa, MPT64 and hps65, were kindly provided by Lionex Diagnostics
and Therapeutics GmbH (Braunschweig, Germany).

2.6. Treatments and immunizations

2.6.1 Chemotherapy

Studies were carried out in aerosol-infected mice and guinea pigs, and IP infected mice.
Mice were treated with Qx from 6 to 14 weeks post-infection in the aerosol model, and
from 3 to 9 weeks post-infection in the IP infection model. Guinea pigs were treated
with Qx from 4 to 8 weeks. Qx in mice consisted of oral treatment with INH plus
rifapentin (RIF) (25 and 10 mg/Kg, respectively), once a week. Qx in guinea pigs was
oral, using INH plus rifampicin (RIF) (25 and 10 mg/Kg, respectively) in a 5% sucrose

solution, 5 days a week.

2.6.2 Immunotherapy

In the aerosol infection models (Figure 1), three groups of animals were defined. The
first group, the ‘“control non-vaccinated group” and the “vaccinated group”, that
received PBS or RUTI respectively at fixed time points (Figure 1) The third group, the
“control vaccinated group”, received a single dose of BCG (2 x 10e6 CFU) at week 14
and PBS at week 17 in mice, or one dose of BCG at week 8 and PBS at week 11 if
guinea pig. Different batches were used: batch B04 (277 pg) in mice and batch A03
(245 png) and A04 (262 pg) in guinea pigs.

In the IP-infection model, three groups of mice were defined. The first group, the
“control infected group”, received nothing. The second group, the “control Qx-treated
group”, only received Qx (INH plus RIF from 3 to 9 weeks). The third group, the
“vaccinated group”, received Qx plus two doses of RUTI of batch A05 (285 pg) at
weeks 9 and 11.
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Experimental Model A: Infection of mice with HI7Rv by aerosol
Infection IT IT Sacrifice
L INH + RIF 4 l l
0 B 14 17 19
Weeks
Experimental Model B: Infec ion of guinea pig with H37Rv by aerosol
Infection IT IT Sacrifice
L INH+RIF l l
0 4 8 1" 16
Weeks
Experimental Model C: Infecton of mice with H3I7Rv by intraperitone al inoculation
Infection IT IT Sacrifice
INH+RIF ¥
0 3 9 " 13
Weeks

Figure 1. Designs of the experimental animal models used in this study. In the Model A mice were
infected with a low dose aerosol with H37Rv, short-term chemotherapy with isoniazid (INH) plus
rifampicin (RIF) and Immunotherapy (IT) with RUTI or BCG. In the Model B guinea pigs are infected
through a low dose aerosol with H37Rv. Chemotherapy was shorter than in the previous one, 4 weeks
instead of 8, and only two experimental groups were included, Qx and Qx plus RUTI. In the Model C
mice were intraperitoneally inoculated with the same MTB strain, short-term chemotherapy with
isoniazid plus rifampicin and Immunotherapy with RUTIL. In this case, a control infected non treated

group was included.

2.7 Measurement of delayed hypersensivity response (DTH)
For the DTH evaluation, each mouse received an injection of PPD (batch RT-49, 5ug)
into the hind foot-pad. Swelling at the hind foot-pad was measured by an engineer’s

micrometer before and 24 hours after the infection.

2.8. Histology and morphometry in mice
Procedures have been described previously (12). Briefly, two right-lung lobes from each
mouse were fixed in buffered formalin and subsequently embedded in paraffin. Every

sample was stained with hematoxilin-eosin, thrichromic of Masson and Ziehl Neelsen.

For histometry, 5 um thick sections from each specimen were stained with hematoxilin-
eosin and photographed at 6x using a Stereoscopic Zoom SMZ800 microscope (Nikon,
Tokyo, Japan) and a Coolpix 990 digital camera (Nikon). Sections of 8 lung lobes were
studied in each case. A sequence of appropriates software programs was used: Scion
Image (Scion Corporation, Frederick, Maryland, USA) and Photoshop 5.0 (Adobe

Systems Incorporated, San José, California, USA), to determine the area of each single
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lesion and the total tissue area on photomicrographs. Sections were blindly evaluated in

order to get a more objective measurement.

2.9. Pathology score in lung of guinea pig
All lung lobes, left apical, left cardiac, left diaphragmatic, right apical, right cardiac and
right diaphragmatic, were examined individually and the Pathology Scoring was

quantified using the standards adapted from Vordermeier ef al. (21) detailed in table 1.

Table 1: Pathology scoring in the lungs of guinea pigs

Value (points) Type of lesion
0 no visible lesions
1 1 lesion of <2mm in diameter
2 <5 lesions of <2mm in diameter
3 >6 lesions of <2mm in diameter or a single

distinct gross lesion of >5mm in diameter

4 >1 lesion of >5mm in diameter
5 1 coalescent lesion
+1 point for each coalescent lesion (10 maximum)
+0.1 point for each lesion of <2mm in diameter

2.10. EX VIVO analysis of antigens-specific T cells

2.10.1. IFN-y Intracellular staining and Flow Citometry

Cell suspensions obtained from splenocytes of individual mice, at different weeks post-
infection, were cultured (5 x 10° cells/well) overnight with the antigens in a 96-well

round bottom plate at 37 °C and 5% CO,.

The antigens were PPD (10pg/mL), ESAT-6, Ag 85B, Ag 38kDa and Ag 16kDa (all of
them at a final concentration of Spug/mL). Cells stimulated with NA/LE anti-mouse CD3
(CD3 ¢ chain, clone 145-2C11) plus NA/LE anti-mouse CD28 (clone 37.51) served as
positive controls, whereas stimulated with media alone served as negative controls. The
following antibodies used for immunophenotyping were purchased from BD
Biosciences: FITC anti-mouse CD4 (L3T4, clone RM4-5), PE-Cy5 anti-mouse CD8a
(Ly-2, clone 53-6.7), PerCP anti-mouse CD45 (Leukocyte common antigen, Ly-5, clone
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30-F11), APC anti-mouse IFNy (clone XMG1.2) and APC anti-mouse IgG1 isotype

control.

Intracellular staining was assayed with a Flow Cytometry Cytofix/Cytoperm™
Fixation/Permeabilization Solution Kit and BD GolgiStop (BD Biosciences, San Diego,
CA) according to the manufacturer’s recommendations. In brief, surface and
intracytoplasmic antigen-staining were performed sequentially: the inhibition of IFN-y
secretion was done with Golgistop (monensin) for an additional 4 hours; cells were
washed twice with staining buffer (1% fetal calf serum in PBS). Cells were stained first
for surface markers (20 minutes, 4 °C, in the dark), washed with staining buffer,
followed by a permeabilization step with Cytofix/Cytoperm (50ul). Finally cells were
incubated with anti-IFN-y antibody (30 minutes, 4 °C, in the dark). Unbound antibody
was removed by washing; cells were resuspended in perm/wash buffer and transferred

to FACS tubes.

A total of 250.000 cells from the lymphocyte gate for each sample were acquired for
analysis. Data were collected using a Flow Cytometer (FACSCalibur; BD Biosciences,
San Diego, CA) and analyzed using CellQuest Pro software (BD Biosciences, San
Diego, CA). Lymphocytes were identified by their characteristic size (forward light
scatter) and granularity (side light scatter) and by lymphocyte surface phenotype.

2.10.2. ELISPOT

Activated antigen-specific IFN-y secreting T-cells were detected using the BD murine
IFN-y ELISPOT kit (BD Bioscience, San Diego, CA) according to the manufacturer’s
recommendations. Briefly, cell suspensions obtained from spleen of individual mice, at

different weeks post-infection, were added to wells at an initial concentration of 2.5 x

10° cells/well.

Cells were stimulated with PPD (10pg/mL), BCG ( 10e6 CFUs), ESAT-6, Ag 85B, Ag
38kDa, Ag 16kDa, Ag 40kDa, Ag 19kDa, CFP-10, MPT64 and Hsp65 (all of them at a
final concentration of Sug/mL). PMA (5 ng/ml, Sigma) plus ionomycin (500 ng/ml,
Sigma) stimulated cells served as positive controls, whereas non-stimulated served as

negative control. The plate was incubated overnight at 37°C and 5% CO.,.
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Next day, the plate was incubated with detection antibody (a biotinylated anti-mouse
IFN-y antibody), for 2 hours at room temperature. Unbound detection antibody was
removed by washing and the enzyme conjugate (Streptavidin-HRP) was added.
Following 1 hour incubation at room temperature, unbound enzyme conjugate was
removed by washing and the plate stained with an AEC substrate solution for 20
minutes. The plate was washed, allowed to air dry overnight, and Spot Forming Units

(SFUs) counted using an Elispot Reader.

2.11. Cytokine ELISA
Cell suspensions obtained from spleen of individual mice at different weeks post-
infection, were cultured (5 x 10> cells/well) during 4 days with the antigens in 96-well

round-bottom plates at 37 °C and 5% CO..

The antigens were PPD (10pg/mL), BCG ( 10e6 CFUs), ESAT-6, Ag 85B, Ag 38kDa,
Ag 16kDa, Ag 40kDa, Ag 19kDa, CFP-10, MPT64 and Hsp65 (all of them at a final
concentration of Spug/mL). Supernatants were collected after 96 hours and production of
IFN-y was assayed by a double-sandwich ELISA kit (Diaclone, Besancon, France),
according to the manufacturer’s recommendations. The detection limit of the assay was
15pg/mL. OD was read in a multiscan plate reader at 450nm with a 620nm reference

OD and concentrations were determined after correction of background values.

2.12. mRNA Quantification

Protocols for mRNA quantification have been described elsewhere (12). In short, the
middle right lobe of the lungs was removed and frozen with RNA Later (AMBION,
Woodward Austin, Tx, USA) at -20 °C, for extraction of total mRNA. RNA extraction
was performed using TRIzol (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA) in combination
with FastPrep Products (Qbiogene Inc., Illkirch, France). Lysing matrix B tubes were
filled with an adequate volume of TRIzol and samples were homogenized in the cell
fragmenter FastPrep FP120 for two cycles of 45 and 20s at maximum speed, chilling on
ice between cycles. Subsequent steps of RNA extraction were performed following the

manufacturer’s recommendations.

Total RNA concentration was determined by spectrophotometry with a nanodrop

(Nanodrop Technologies Inc., Wilmington, DE, USA) and, in addition, a denaturing
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agarose gel was used to check RNA stability. Total RNA was subjected to a DNase
treatment with DNA-free kit (Ambion, Woodward Austin, TX, USA).

Then, 5pg RNA were reverse transcribed using a Transcriptor Reverse Transcriptase kit
(Roche Biochemicals, Idaho Falls, ID, USA) according to manufacturer’s
recommendations, using Oligod7 (Gibco BRL) to obtain cDNA. The quantitative
analysis of IFN-y, TNF-a, INOS, RANTES, IL-4, IL-10 and IL-12p40 was performed
using a LightCycler = System (Roche Biochemicals, Idaho Falls, ID, USA). Real-time
PCR was carried out in glass capillaries to a final volume of 10ul in the presence of 1ul
of 10X reaction buffer (Taq Polymerase, dNTPs and SYBRGreen), 1ul of cDNA (or
water as a negative control), MgCl, to a final concentration of 0,8mM and primers to a

final concentration of 0,5uM.

Following PCR, a single peak was present in the melting-curve analysis, corresponding
to a single species of the appropriate estimated size on agarose gel electrophoresis.
Expression of hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase (HPRT) mRNA
expression was analyzed for every target sample to normalize for efficiency in cDNA
synthesis and RNA loading. A ratio based on the HPRT mRNA expression was

obtained for each sample.

2.13. Statistical analysis

SigmaStat 3.5 (Systat Software Inc., San José, CA, USA) was used to compare values.
Data were expressed as the mean + standard deviation (SD). Statistical significance was
determined using paired two-tailed Student T-test or One Way Anova test. Differences

were significant when marked with * for p <0.05.
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RESULTS

3.1. Immunotherapy with RUTI after short-period chemotherapy decreases the number
of bacilli in the lungs

Figure 2 shows the effect of RUTI administration on the bacterial load in the three
different experimental models studied: either aerosol-infected mice or guinea pigs or

mice infected intra-peritoneally.
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Figure 2. A. Bacillary concentration in the lung of aerosol infected mice. After infection, mice were
treated with INH/RIF from week 6-14 (in red), and with 2 subcutaneous inoculations of RUTI at weeks
14 and 17 (in green) or BCG at week 14 (in blue). B. Bacillary concentration in the lung of aerosol
infected guinea pig. After infection, guinea pig were treated with INH/RIF from week 4-8 (in red), and
with 2 subcutaneous inoculations of RUTI at weeks 8 and 11 (in green). C. Bacillary concentration in the
lung of IP infected mice. After infection, mice were non-treated (in black), treated with INH/RIF from
week 3-9 (in red), and with 2 subcutaneous inoculations of RUTI at weeks 6 and 9 (in green). The results
are given as mean values with standard deviations obtained from 4 to 6 mice for each time point.

Differences with control were significant when marked with * for p< 0,05 (t-test).

Mice experimental models showed reactivation after Qx, which was controlled in the
group to whom RUTI was administered, although no bactericidal effect was observed.
In the guinea pig model, no reactivation was seen in the control group, but a bactericidal
effect was shown after RUTI vaccination. Figure 2A shows that inoculation of BCG did
not reduce significantly the bacterial load in the only model that was tested, the aerosol

model in mice.

153



Compendi d’Articles

3.2. RUTI protects against bacillary dissemination in the lungs and does not cause any
toxic effect

Since the granulomatous infiltration response plays a critical role in controlling
mycobacterial dissemination, we examined the granulomatous infiltration in the lungs.
The percentage of pulmonary granulomatous infiltration, defined as the ratio obtained
after dividing the infiltrated area by the total area of the lung section, and then
multiplying by 100, decreased significantly in the RUTI group after Qx compared to the
control group, in the aerosol infection model in mice (Figure 3). The quality of the
lesions did not differ among the experimental groups and neither intragranulomatous

nor pyogranulomatous necrosis were detected in any case.
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Figure 3. Quantification of the granulomatous infiltration in the lung of aerosol infected mice. After
infection, mice were treated with INH/RIF from week 6-14 (in red), and with 2 subcutaneous inoculations
of RUTI at weeks 14 and 17 (in green) or BCG at week 14 (in blue). Picture shows the percentage of
pulmonary infiltration obtained after dividing the area of granulomatous infiltration by the total area of
the lobes multiplied by 100. Values represent the mean value and standard deviation. Differences with

control were significant when marked with * for p < 0.05 (t-test).

In the experiments performed with guinea pigs, we examined all the pulmonary lobes
individually. A pathology scoring method adapted from that employed for cattle (21)
was applied to quantify the severity of disease. In our case, we noticed a slight reduction
in the number of lung lobes infected, as well as reduced lung pathology scoring, in
RUTI-vaccinated animals compared with the control group consisting of Qx-treated

only (Figure 4).
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CONTROL
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Figure 4. Pie chart represents the pathology score in the lung of aerosol infected guinea pig. After
infection, guinea pig were treated with INH/RIF from week 4-8 (in black), and with 2 subcutaneous
inoculations of RUTTI at weeks 8 and 11 (in red) or BCG at week 8 (in green). Values represent pathology

score in percentage.

3.3 Inoculation of RUTI increases the DTH response in mice
Immunotherapy with RUTI increased the DTH response by 3-fold in vaccinated animals
when compared with BCG-vaccinated animals. The swelling in the control group was

undetectable (Figure 5). R .
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Figure 5. Delayed-type hiper sensivity response against PPD in aer osol infected mice. After infection,
mice wer e treated with INH/RIF from week 6-14, and with 2 subcutaneous inoculations of RUTI at
weeks 14 and 17 (in green) or BCG at week 14 (in blue). Results are expressed in mm.

3.4. RUTI increased the percentage of antigen specific T-cells in the murine
experimental models

The IFN-y intracellular staining results showed that in both the “control non-
vaccinated” and “control vaccinated” groups, the percentage of CD4+ and CD8+ IFN-
v+ T-cells tended to be lower than in RUTI-vaccinated mice, especially after the second
inoculation of RUTI (18 and 20 weeks post-infection). These differences were
significant when the cells were stimulated with PPD, ESAT-6 or Ag85B. In contrast, a
difference between mice vaccinated with RUTI or BCG were not that clear after
stimulation with 16 kDa or 38 kDa proteins, although these animals had higher values

than the control non-vaccinated group (Figure 6).
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Figure 6. Evolution of T CD4+ and CD8+ IFN-y+ cells from spleen in aerosol infected mice. After
infection, mice were treated with INH/RIF from week 6-14 (in red), and with 2 subcutaneous inoculations
of RUTI at weeks 14 and 17 (in green) or BCG at week 14 (in blue). CD4+ cells are represented with
plain bars and CD8+ cells with spotted bars. Data are expressed as the percentage of mean and standard
deviation. Differences between means were compared using paired two-tailed Student T-test. Differences

were significant when marked with * for p < 0,05.

ELISPOT results indicated that higher SFUs/250.000 cells were obtained after the
second RUTI inoculation in both infection models when compared to the Qx group. In
the aerosol-induced model (Figure 7) this difference was clear after the stimulation with
PPD, ESAT-6 and Ag 85B one week after the first inoculation, confirming the results
obtained by intracellular staining. In the IP model (Figure 8), a wider range of antigens
were used to characterize better the immunological response induced by the RUTI
inoculation, which was always significantly higher after the second inoculation when
compared with the group only treated with Qx. In this case we wanted also to compare
this response with the one obtained in untreated infected mice. It must be highlighted
that the response obtained from the “only-infected” group was caused by the presence
of the bacilli itself in the cultured splenocytes, as detected in non-stimulated cells.
Interestingly, ESAT-6 treatment was the only one that gave an extra stimulation in the
“only-infected” group, which was equivalent to that obtained after the 2" RUTI
inoculation in 7 out of the 11 antigens. Only the splenocytes stimulated with BCG,
CFP-10, 40 kDa and Hsp65 had lower levels in the RUTI-treated group than in the only

infected one.
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Figure 7. Activated antigen-specific IFN-y secreting cells from spleen of aerosol infected mice. After
infection, mice were treated with INH/RIF from week 6-14 (in red), and with 2 subcutaneous inoculations
of RUTI at weeks 14 and 17 (in green) or BCG at week 14 (in blue). Data represent the mean and

standard deviation. Differences were significant when marked with * for p < 0.05 (t-test).
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Figure 8. Activated antigen-specific IFN-y secreting cells from spleen of intraperitoneal infected mice.
After infection, mice were treated with INH/RIF from week 3-9 (in red), and with 2 subcutaneous
inoculations of RUTT at weeks 9 and 11 (in green). Mice not treated are showed in black. Data represent

the mean and standard deviation. Differences were significant when marked with * for p < 0.05 (t-test).

When we studied the immunological response in IP model, using the detection of IFN-y
in the supernatants after the second RUTI inoculation, we observed that IFN-y
production was almost exclusive to this group (Figure 9), while the control only

infected group exhibited a significant response only after ESAT-6 stimulation.
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Figure 9. Levels of cytokine IFN-y in supernatants from cultured splenocytes of intraperitoneal infected
mice at week 13 post infection. Mice were treated with INH/RIF from week 3-9 (in red), and with 2
subcutaneous inoculations of RUTI at weeks 9 and 11 (in green). Mice not treated are showed in black.
Data represent the mean and standard deviation. Differences were significant when marked with * for p <

0.05 (t-test).

3.5. mRNA expression of IFN-y, TNF-a, IL-4, [L-10, IL-12p40, INOS and RANTES

To assess whether the increased protection to MTB infection seen in RUTI-treated mice
was associated with impaired cytokine production in lungs and spleen, mRNA
expression of IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-10, IL-12p40, iNOS and RANTES from these

tissues was compared in the various models.

The results in the IP infection model revealed no differences between the groups of

infected, infected plus Qx and RUTI-treated mice, at any experimental timepoint.

In the aerosol infection model, the local cytokine expression in lung samples revealed
an increase in the mRNA expression of IFN-y, TNF-q, IL-12, iNOS and RANTES at
week 17 post-infection in the groups treated with Qx plus immunotherapy with BCG or
RUTI compared with the group only treated with Qx. At week 18 there is a decrease in
the expression in both immunotherapy treated groups, which was less apparent in the
group treated with RUTI. In contrast, the control group only treated with Qx showed a
raise in all cytokines except IFN-y. Finally, at week 20 cytokine levels are maintained in
the immunotherapy groups, whereas in the control group there is a marked rise,
probably as a consequence of the increased CFU. No expression of IL-10 and IL-4 was

detected in any mice group (data not shown).
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Discussion

The use of therapeutic vaccines against TB has been a controversial issue since Robert
Koch declared the usefulness of an MTB culture extract (the tuberculin) as a therapeutic
agent against initial stages of TB (22). Such declaration was not followed by the
“miraculous” cure that was expected from the very beginning. Although tuberculin did
not become the definitive cure of TB, it still became widely used as a therapeutic tool
together with other treatments (23), up until the appearance of Qx. Robert Koch
himself, however, also demonstrated the usefulness of tuberculin as a diagnostic tool in
a process linked to a toxic reaction, now known as the Koch reaction, and described that
4-6 weeks after establishment of infection in guinea pigs, intradermal challenge with
whole organisms or culture filtrate resulted in local necrosis in the original tuberculous

lesion (13).

More recently, the Stanford’s group developed another vaccine with heat-killed
M.vaccae. Initially, its therapeutic effect was attributed to the capacity of the antigens
present in M.vaccae cell wall to develop a Thl immune response and to avoid a Th2
response. This idea came from the concept of “Listeria-like” and “Koch-like” responses
(24). The former was related to a typical Thl mechanism and induced non-necrotic
granulomas, while the latter was related to a Th2 mechanism, and thus responsible for
the intragranulomatous necrosis generated by MTB infection, considered to be negative.
Th2 response should be counterbalanced in order to control the infection better and to
avoid the development of TB (25,26). The comparison of IFN-y / IL-4 ratios measured
by different techniques, following the stimulation of T-cells, have generated
controversial results (27); moreover, many theories have been postulated to explain the
observed polarization of T-cell responses. Recent findings suggest that IL-4 6 2 may
counterbalance IL-4 effects (28) or that T regulatory cells could counterbalance Th2
responses. Unfortunately, although several clinical trials have been run with M.vaccae,

little or no effectiveness has been demonstrated in TB treatment (29).

The data presented here suggest that the most important mechanism of action of RUTI
is linked to the induction of a Thl immunological response against a wide range of
MTB structural and secreted antigens, among other responses. RUTI induces several

responses important for controlling MTB infection: increased number of CD4+ and
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CD8+ effector T cells, more IFN-y secretion and restricted dissemination of bacilli in
the lungs of infected mice. We have previously demonstrated that RUTI produce a Th1-
Th2-Th3 equilibrated immune response, instead of the “pure” Th1 response that should
have more efficacy (30,31). In fact, recent data demonstrated a Th1-Th2 BCG response
was as efficient as a Thl response alone (32). Of course, the benefits of RUTI are
obtained after prior treatment with Qx. By reducing the load of MTB, this short period
of Qx allows a decrease in the immunological response and local inflammatory
response in lungs, normally induced by growing bacilli (9). The reduction of bacillary
load may also minimize the development a local Koch reaction. Qx also increases the
reabsorption of the lesion and, moreover, it also removes the accumulation of foamy
macrophages outside the granuloma. These cells are important inducers of local
immunosupression (33) and thus they probably play a key role in neutralizing any

therapeutic vaccination.

Recent studies recommend not to use post-infection vaccines with killed or alive
mycobacteria, as they could induce strong toxicity (14,15). In the manufacturing
procedure of RUTI, the vaccine is detoxified by removing endotoxin-like molecules to
avoid the potential risk of developing a Swartzman reaction (16,10). In experiments
with both mice and guinea pigs, our data revealed that inoculation of RUTI did not
induce local or systemic toxicity, but just a local transient inflammation response at the

site of inoculation.

It has been demonstrated that control of the latent state of MTB is dependent on CD8+
IFN-y+ cells (34), a finding that must be taken into consideration in the development of
new vaccines against LTBI. It is noteworthy that RUTI increases CD4+ IFN-y+ and
CD8+ IFN-y+ populations, following stimulation with antigens related to growing and
non-growing bacilli. In our previous studies (11), we demonstrated that while the
therapeutic administration of RUTI or BCG enhanced 10 fold the CD4+ IFN-y+ PPD
specific population, only RUTI was able to enhance the CD8+ IFN-y+ one. The
mechanism by which RUTI increases the CD8+ IFN-y+ population in the lung is still
unclear, but its delivery through liposomes may be crucial, as a substantial quantity of
mycobacterial antigens could be presented by MHC class I, which may favor a CD8
response (35).
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Comparison of the immune response elicited by RUTI with that of BCG also highlights
the higher response against ESAT-6 and Ag85B, as well as PPD elicited by RUTI. This
different trend may explain why BCG has no efficacy when given in a therapeutic way,
a fact previously demonstrated by others (14). It is well known that ESAT-6 and Ag85B
have a paramount role in the induction of a protective response; the majority of vaccines
in current development include either both antigens, one of them, or fusion proteins
containing these antigens (36). Both antigens are made by growing bacilli and are
known for eliciting a protective immunity (37). As infected hosts already have this
immunity, this observation supports the theory that the protective effect of RUTI is
linked to the boost of this immunity. This boosting would counterbalance the local
immunodepression induced by Qx treatment, which would allow living LB to reactivate

once Qx is stopped (4,9).

Furthermore, it has been recently demonstrated that BCG needs to survive in vaccinated
animals to generate specific immunity (38). If the vaccine is cleared by Qx, the
frequency of effector cells gradually decreases to the normal state and the protection
wains. The fact that BCG needs to grow to be effective (32) may also explain its lack of
efficacy because, since the vaccinated host already has immunity against mycobacteria,

it can curtail its multiplication

On the other hand, as expected from previous data (10), RUTI triggers a wide immune
response against structural antigens like 16, 19 and 38 kDa as well as hsp65 (39) that
will help the surveillance of LB after short term Qx, by triggering or even boosting the
proliferation of those specific T cells naturally induced by the destruction of the bacilli.
This proliferation disappears with time [37], probably because of the pressure of the
constant reactivation of the bacilli that is needed to maintain the latent infection, which

will focus the immunity against the more dangerous bacillary form: the growing one

(4).

Comparison of ELISPOT and ELISA results suggest that infected splenocytes are able
to produce a low quantity of IFN-y, maybe as a consequence of a local inflammatory

process; this low IFN-y is only detected through the ELISPOT technique, which has a
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higher sensitivity ELISAs (40). In contrast, those cells are not able to produce enough
IFN-y to be detected in the supernatant. This observation might reflect that infected cells
do not have the same ability as non-infected cells to process antigens or produce IFN-y,
as has been recently demonstrated (41). Alternatively, it may simply reflect the
destruction of these cells by the bacilli on the 4th day of culture. The possible presence
of bacilli in cell cultures should be taken into account in future studies designed to

detect the production of cytokines in infected tissues.

Research of new vaccines against LTBI is difficult because of the lack of a validated
method to correlate vaccines effectiveness in animal models and in humans.
Consequently, the limitations of the present work, carried out in animal models, must be
highlighted. Results obtained for the validation of new immunotherapy treatments such
as RUTI must be interpreted with caution. To mimic what really happens in human, we
used the chronic TB murine model induced by low-dose aerosol, because of the
similarities existing between this model and LTBI in humans (5, 6). We have also used
the IP model, in a modified form of the model described by Mustafa et al (42), to
contrast the data and also to use a simplified model that requires a shorter period before
evaluation of immunotherapy. We decided to run experiments also with the guinea pig
model in order to avoid the “TB tolerance” phenomenon observed in mice, which may
underestimate new treatments against LTBI. The guinea pig model develops a
structured and defined granuloma with strong fibrosis and intragranulomatous necrosis.
It is remarkable that the improved control of bacillary loads in the guinea pig model
requires a bigger inflammatory response than can be observed in mice; in contrast, mice
cannot develop such a high inflammatory response because it would kill the host faster
than the bacilli (11). Mice triggering a weaker immune response, with no well
structured granulomas, with discrete fibrosis, without necrosis and permitting the
constant dissemination of bacilli throughout their lungs are able to survive longer. Our
hypothesis is that, the bigger the host, the stronger the inflammatory response against
MTB, because big parenchyma can be destroyed in larger animals to stop bacillary
growth. For this reason, we are carrying out more experiments in hosts with a volume
more comparable to humans, like naturally infected goats and mini-pigs experimental

models.
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