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Resumen

La instilacién por via intravesical de Mycobacterium bovis bacillus Calmette-Guerin (BCG)
es el tratamiento de eleccién en pacientes con cancer de vejiga no musculo-invasivo
(CVNMI) tras la reseccién del tumor. M. bovis BCG presenta una eficacia demostrada
disminuyendo la recurrencia y la progresién tumoral gracias a la activacién del sistema
inmune del paciente, lo cual mejora la tasa de supervivencia de los individuos con CVNMI.
Sin embargo, el tratamiento intravesical con este agente inmunoterapéutico se asocia a
efectos adversos en mads del 50% de los pacientes tratados, pudiendo desarrollar
complicaciones graves en un 5% de casos, incluyendo infecciones pulmonares o
diseminadas. Ademsds, hasta un 30-40% de los pacientes no responden favorablemente a
la terapia con M. bovis BCG, por lo que se ven obligados a interrumpir el tratamiento. Una
de las alternativas propuestas para sustituir el tratamiento con M. bovis BCG es el uso de
Mycobacterium brumae, una micobacteria ambiental no patégena con un efecto
antitumoral e inmunomodulador demostrado tanto in vitro, como ex vivo e in vivo en
modelo murino de cancer vesical. Con el objetivo de desarrollar nuevas alternativas
terapéuticas que sean eficaces para todos los pacientes, el objetivo de esta tesis es
profundizar en las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de diferentes cepas de M.
brumae y compararlas con M. bovis BCG; evaluar su interaccion con diversos tipos de
células tumorales; estudiar el efecto inmunomodulador de ambas micobacterias en el
contexto especifico de personas mayores; y caracterizar su potencial capacidad de inducir
inmunidad entrenada.

Inicialmente se secuencid y analizé el genoma de la cepa de referencia de M. brumae y de
tres aislados ambientales de M. brumae. La comparacion con el genoma de M. bovis y M.
tuberculosis demostrd la no patogenicidad de M. brumae, asi como la presencia de genes
involucrados en la activacion del sistema inmune del huésped demostrando su
inmunogenicidad. No se observaron diferencias a nivel fenotipico de las diferentes cepas
de M. brumae y muy pocas a nivel genotipico. Sin embargo, se observé que la cepa CR-
103 era capaz de inhibir la proliferacion tumoral de una forma mas eficaz en algunas lineas
tumorales y que la cepa CR-142 inducia una mayor produccion de citocinas en macréfagos
infectados, comparando con el resto de las cepas de M. brumae. Se demostro la capacidad
de inhibir la proliferacién tumoral de M. brumae en lineas tumorales de localizaciones
diferentes a vejiga, como colon, higado o pancreas.

Por otro lado, se estudié la capacidad de activar el sistema inmune por parte de M. brumae
y M. bovis BCG en células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de individuos sanos
jovenes y mayores, asi como de pacientes con neoplasia vesical, obteniendo una
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diferencia significativa entre las poblaciones evaluadas en cuando a la induccion de la
produccion de citocinas proinflamatorias y la capacidad antitumoral de las PBMC
estimuladas.

Finalmente, se evalud si M. brumae era capaz de inducir inmunidad entrenada como M.
bovis BCG en diferentes cultivos in vitro y ex vivo, utilizando un modelo in vitro con
monocitos humanos THP-1 y monocitos derivados de PBMC, respectivamente. Los
resultados indicaron que la estimulacién inicial de monocitos con M. brumae era capaz de
inducir un incremento en la produccién de IL-6, TNF-a e IL-1f3, asi como un incremento en
la produccién de lactato tras un estimulo secundario inespecifico, indicando un cambio en
el perfil metabdlico y revelando el potencial de M. brumae para inducir inmunidad
entrenada.
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Abstract

Intravesical instillations of Mycobacterium bovis bacillus Calmette-Guerin (BCG) is the
preferred treatment in patients with non-muscle-invasive bladder cancer (NMIBC) after
tumour resection. M. bovis BCG has demonstrated efficacy in reducing the recurrence and
tumor progression due to the activation of the patient immune system, which enhances
the survival rate of individuals with NMIBC. However, intravesical treatment with this
immunotherapeutic agent is associated with adverse events in more than 50% of treated
patients, being able to develop serious complications in 5% of cases, including lung or
disseminated M. bovis BCG infections. Furthermore, up to 30-40% of patients do not
respond to M. bovis BCG therapy and, consequently, they have to finish the treatment.
One of the alternatives proposed to replace the M. bovis BCG treatment is the use of
Mycobacterium brumae, an environmental non-pathogenic mycobacterium with an
antitumor and immunomodulatory effect demonstrated in vitro, ex vivo and in vivo in a
murine model of bladder cancer. With the aim of developing new therapeutic alternatives
that are effective for all patients, the objective of this thesis is to decipher into the
phenotypic characteristics and genotypes of different strains of M. brumae and compare
them with M. bovis BCG; to evaluate their interaction with different tumour cells; to study
the immunemodulatory effect of both mycobacteria in the specific context of older
people; and to characterize its potential ability to induce trained immunity.

Initially, the genome of the reference strain and three environmental isolates of M.
brumae were sequenced and analysed. The comparison with the genome of M. bovis BCG
and M. tuberculosis demonstrated the non-pathogenicity of M. brumae, as well as the
presence of genes involved in the activation of the host immune system demonstrating its
immunogenicity. No differences were observed at the phenotypic level of the different
strains of M. brumae and very few at the genotypic level. However, it was observed that
the CR-103 strain could inhibit some tumour cell proliferation more efficiently. Besides,
the CR-142 strain induced an increase in cytokine production in infected macrophages,
compared with the rest of the strains. The ability of M. brumae to inhibit the tumour
proliferation was demonstrated in tumour cell lines from locations other than the bladder,
such as colon, liver, or pancreas.

On the other hand, the ability of M. brumae and M. bovis BCG to activate the immune
system from young and old healthy populations, as well as from patients with bladder
neoplasia was evaluated. Using peripheral blood mononuclear cells (PBMC) a significant
difference between the evaluated populations in terms of triggering the production of
proinflammatory cytokines and the antitumor capacity of the activated PBMCs.
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Finally, the capacity of M. brumae to induce trained immunity, compared to M. bovis BCG,
was evaluated in different in vitro and ex vivo cultures using an in vitro model with THP-1
human monocytes and PBMC-derived monocytes, respectively. The results indicated that
the initial stimulation of monocytes with M. brumae followed by a secondary non-specific
stimulus induce an elevated production of IL-1B, IL-6, and TNF-a, and an enhanced lactate
production. This indicates a change in the metabolic profile of the cells and shows the
potential of M. brumae to induce trained immunity.
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Resum

Les instil-lacions intravesicals del Mycobacterium bovis bacillus Calmette-Guerin (BCG) és
el tractament d'eleccid en pacients de cancer de bufeta no muscul-invasiu (CBNMI)
després de la reseccio del tumor. El M. bovis BCG presenta una demostrada eficacia en
disminuir la recurréncia i la progressié tumoral gracies a I'activacié del sistema immune
del pacient, fet que millora la taxa de supervivéncia dels pacients de CBNMI. No obstant,
el tractament intravesical amb aquest agent immunoterapeutic s'associa a efectes
adversos en més del 50% dels pacients tractats, que poden desenvolupar complicacions
greus fins en un 5% de casos, incloent infeccions pulmonars o disseminades. A més, fins a
un 30-40% dels pacients no responen favorablement a la terapia amb el M. bovis BCG, pel
gue es veuen obligats a interrompre el tractament. Una de les alternatives proposades per
a substituir el tractament amb el M. bovis BCG és |'Us del Mycobacterium brumae, un
micobacteri ambiental no patogen amb un efecte antitumoral i immunomodulador
demostrat tant in vitro, com ex vivo i in vivo en un model muri de cancer vesical. Amb
I'objectiu de desenvolupar noves alternatives terapéutiques que siguin eficaces per a tots
els pacients de CBNMI, I' objectiu d' aquesta tesi és aprofundir en les caracteristiques
fenotipiques i genotipiques de diferents soques del M. brumae i comparar-les amb el M.
bovis BCG; avaluar la seva interaccid amb diversos tipus de cel-lules tumorals; estudiar
I'efecte immunomodulador d'ambdds micobacteris en el context especific de persones
grans; i caracteritzar-ne la potencial capacitat d' induir immunitat entrenada.

Inicialment, es va sequenciar i analitzar el genoma de la soca de referéncia del M. brumae
i de tres aillats ambientals del M. brumae. La comparacié amb el genoma del M. bovis i del
M. tuberculosis va demostrar la no patogenicitat del M. brumae, aixi com la preséncia de
gens involucrats en l'activacié del sistema immune de I'hoste demostrant la seva
immunogenicitat. No es van observar diferéncies a nivell fenotipic entre les diferents
soques del M. brumae i molt poques a nivell genotipic. No obstant aix0, es va observar
que la soca CR-103 era capac d'inhibir la proliferacié tumoral d'una manera més eficag en
algunes linies tumorals i que la soca CR-142 induia una major produccio de citocines en
macrofags infectats, comparades amb la resta de soques. A més, es va demostrar la
capacitat d'inhibir la proliferacié tumoral del M. brumae a linies tumorals de localitzacions
diferents a la bufeta, com a colon, fetge o pancrees.

D' altra banda, es va estudiar la capacitat d'activar el sistema immune per part del M.
brumae i del M. bovis BCG en cél-lules mononuclears de sang periferica (PBMC) de
poblacions sanes joves i grans, aixi com de pacients amb neoplasia vesical, observant-se
diferencies significatives entre les poblacions avaluades en quant a l'induccio de la
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producciéo de citocines pro-inflamatories i la capacitat antitumoral de les PBMC
estimulades.

Finalment, es va avaluar si el M. brumae era capag d' induir immunitat entrenada de la
mateixa manera que el M. bovis BCG en diferents sistemes de cultius in vitro i ex vivo,
utilitzant un model amb monocits humans THP-1 i monocits derivats de PBMCs,
respectivament. Els resultats van indicar que I'estimulacié inicial dels mondcits amb el M.
brumae era capac d' induir un increment a la produccié de IL-6, TNF-a i IL-1[3, aixi com un
increment en la produccio de lactat després d'un estimul secundari inespecific, indicant
un canvi al perfil metabolic de les cel-lules i revelant el potencial del M. brumae per induir
immunitat entrenada.
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Introduccion

1. Cancer de vejiga: enfermedad y tratamiento

1.1 Caracteristicas generales de la enfermedad

La vejiga urinaria es un érgano hueco ubicado en la parte inferior del abdomen, cerca de
la pelvis, donde se acumula la orina filtrada procedente de los rifiones a través de los
uréteres. La vejiga estd compuesta por un conjunto de capas musculo-membranosas
capaces de distenderse para almacenar la orina y contraerse para expulsarla del
organismo.

Estructuralmente, las diferentes capas de la pared vesical se disponen de la siguiente
forma:

o Capa serosa: compuesta principalmente por grasa, tejido fibroso y vasos sanguineos,
estd situada en la parte mas externa, recubriendo el exterior de la vejiga.

o Capa muscular: formada por el musculo detrusor. Es una capa de musculo liso que se
contrae para expulsar la orina hacia la uretra y, estd compuesto por tres diferentes
capas concéntricas:

e Capa externa o superficial formada por fibras musculares longitudinales.

e Capa media formada por fibras musculares circulares.

e Capainterna o profunda formada por fibras longitudinales.

o Capa mucosa: situada en la parte mas interna y formada por:

e Lamina propia de tejido conjuntivo

e Urotelio o epitelio de transicién urinario, el cual es un epitelio estratificado de
hasta ocho capas celulares, impermeable, que se encuentra en contacto con
la orina.

Uno de los trastornos mas comunes, relacionados con la vejiga, son las infecciones del
tracto urinario, las cuales cursan con inflamacién de la vejiga (cistitis), hematuria
(presencia de sangre en la orina) y disuria (dificultad y/o dolor en la miccion). Estos
sintomas son tan inespecificos, que pueden ser facilmente confundidos con los sintomas
mostrados con otros trastornos o patologias vesicales, como el cancer de vejiga (BC).

Existen tres diferentes tipos histopatoldgicos de BC dependiendo del tejido y tipologia
celular afectado por el tumor:
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o Carcinoma de células transicionales: comienza en el epitelio transicional de la vejiga y
supone alrededor del 90% de los casos en el momento del diagndstico. Dentro del
carcinoma transicional, existen diferentes variantes segun la invasion tumoral de las
capas musculares de la pared vesical. Tal como muestran las guias de la Asociacion
Europea de Urologia (EAU), se diferencia entre cancer de vejiga no musculo-invasivo
(CVNMI) y cancer de vejiga musculo invasivo (CVMI). El primero, el CVNMI, se limita al
recubrimiento de la vejiga, afectando Unicamente a la capa mucosa (epitelio
transicional y/o ldmina propia). Supone el 70% de los diagndsticos y presenta una

elevada recurrencia. Sin embargo, el otro 30% de los casos, se originan en las células
de transicién produciendo MIBC. Esto es debido a que el tumor invade la capa
muscular, ganglios linfaticos y érganos adyacentes como prdéstata, Utero, vagina o
abdomen.

o Carcinoma escamoso: representa aproximadamente el 6-8% de los casos

diagnosticados de BC. Se origina en las células escamosas, las cuales son pequefias y
planas, siendo consecuencia de una infeccion o irritacion prolongadas.

o Adenocarcinoma: sélo representa el 1-2% de los diagnésticos de BC, se trata de células
tumorales de origen glandular de otros drganos como pulmén, pancreas, prostata,
mama, higado o colon que llegan a afectar a la vejiga.

Asi mismo, el American Joint Committee on Cancer (AJCC) y la Unidn International para el
Control del Cancer (UICC), clasifican también el cancer vesical dependiendo de la invasion
del tumor primarioy su tamafio (T), junto con la afectacidn de los ganglios linfaticos locales
(N) y la presencia o ausencia de metastasis (M) [1-3].

o Invasién y tamafio del tumor primario (T):

e TO: no existen pruebas de tumor primario.

e Ta:carcinoma papilar noinvasivo. Se trata de una variante de buen prondstico
en la que el tumor se encuentra confinado en el urotelio, presentando
crecimiento hacia el interior de la vejiga sin invadir las capas que la recubren.

e (CIS: carcinoma in situ. Es un tumor superficial plano que no invade la ldmina
propia.

e T1:eltumorinvade el tejido conectivo subepitelial o la ldmina propia.

e T2: el tumor invade la capa muscular vesical, superficialmente (T2a) o a un
nivel profundo (T2b).

e T3: el tumor invade la capa serosa o perivesical, el cual se puede observar
microscépicamente (T3a) o macroscépicamente (T3b).

e T4: el tumor invade drganos vy tejidos adyacentes como la prdstata, Utero o
vagina (T4a), o la pared pelviana o abdominal (T4b).

Segln esta clasificacion, los tumores de vejiga Ta, CIS y T1 son CVNMI, mientras que los
T2, T3y T4 son MIBC (Figura 1).
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Urotelio +—— T4 (Invasion érganos)

Figura 1. Estadios en el cancer de vejiga. Modificada de Biorender

o Afectacidn de los ganglios linfaticos locales (N):
e NO: no hay afectacion de los ganglios linfaticos.
e N1: afectacion de un solo ganglio linfatico de 2 cm o menos en su eje mayor.
e N2: afectacion de un solo ganglio linfatico mayor de 2 cm pero menos de 5
cm en su eje mayor o, varios ganglios linfaticos menores de 5 cm en su eje

mayor.
e N3: afectacion de un ganglio linfatico mayor de 5 cm en su eje mayor.
o Metéstasis (M):
e MO: ausencia de metastasis
e M1: presencia de metastasis.

Ademas de la clasificacion propuesta por la AJCCy la UICC, la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) estableciéd en 1973 una clasificacion basada en el grado histolégico del
CVNMI, donde se diferencian tres grados de anaplasia celular (G). De menor a mayor grado
de anaplasia, nos encontramos tumores de grado:

e (G1: bien diferenciado
e (G2: moderadamente diferenciado
e G3: pobremente diferenciado

Finalmente, la OMS junto con la Sociedad International de Patologia Urolégica (ISUP),
publicaron en 2016 una actualizacién de la clasificacion histoldgica, donde los grados
establecidos en la clasificacién de 1973, se ampliaban y especificaban segun el crecimiento
potencial de los tumores no invasivos[4], dividiéndolos de la siguiente manera:
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e Neoplasia papilar urotelial de baja potencia maligna: son tumores papilares
de bajo grado. Segun la clasificacién de 1973, corresponderia al carcinoma G1.

e Carcinoma papilar urotelial de bajo grado: son carcinomas papilares
uroteliales no invasivos de bajo grado. Segun la clasificacién de 1973,
corresponderia a carcinomas G1 y algunos carcinomas G2.

e Carcinoma papilar urotelial de elevado grado: son carcinomas con un
prondstico de mayor recurrencia y progresion. Segun la clasificacion de 1973,
corresponderia a la mayoria de los carcinomas G2 y a todos los G3.

De todas formas, estas dos clasificaciones no son excluyentes y se complementan.

El principal sintoma temprano en el BC es la presencia de hematuria en la orina, en
ocasiones acompafiada por dolor, tenesmo y/u obstruccion urinaria. La presencia de
hematuria, junto con el estudio de la historia clinica, un examen fisico y/o la evaluacion
histoldgica mediante biopsia, llevan al diagndstico de BC. El examen fisico es Util cuando
el tamafio del tumor es suficientemente grande, por lo que no seria relevante en el caso
de tumores Ta, CIS o T1. La urografia, citoscopia o test de orina moleculares, son algunas
de las técnicas de diagnodstico aplicadas en el BC superficial [1].

1.2 Impacto de la enfermedad y factores de riesgo

Segln apunta la EAU en su revisién del 2022, BC es el décimo tipo de cdncer mas
diagnosticado en el mundo, representando una causa significativa de morbi-mortalidad.
Aunque la incidencia varia segin el punto geografico mundial, las mayores ratios para
ambos sexos son en el sur y oeste de Europa, asi como en el norte de América [1]. En
Espafia se estiman unos 21.694 casos diagnosticados para el afio 2023, de los cuales
17.731 sera en varones [5]. Segun la Asociacion Espafiola Contra el Cancer (AECC), la
incidencia en Espafia del BC es de las mas altas del mundo, siendo el cuarto tumor mas
frecuente en hombres, tras los de proéstata, colorrectales y de pulmdn. El BC es
aproximadamente cuatro veces mas frecuente en hombres que en mujeres con una
incidencia de 9,5 y 2,4 por cada 100.000, respectivamente. Por ello, en hombres, BC
representa el sexto cancer mas diagnosticado y el noveno como principal causa de muerte.

Ademas del género, los principales factores de riesgo de BC son el tabaco, la edad, la
exposicion a determinados agentes quimicos y quimioterdpicos, infecciones crdnicas de la
vejiga o la predisposicidon genética. El consumo de tabaco supone el principal factor de
riesgo de desarrollo de BC, atribuyéndose aproximadamente el 50% de los casos a su
consumo, y presentando los fumadores un riesgo 2 veces mayor de padecerlo que los no
fumadores. El tabaco contiene multiples carcinégenos como hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAPs) o aminas aromaticas y hetrociclicas [4].
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El segundo factor de riesgo mds importante en el desarrollo de cancer de vejiga, al que se
le atribuyen el 10% de los casos, es la exposicién laboral a carcinégenos como aminas
aromaticas, HAPs o hidrocarburos clorados, presentes en determinadas industrias.

Asi mismo, el BC principalmente ocurre en las personas de edad avanzada, siendo 73 afios
la edad promedio en el momento de realizarse el diagndstico. Alrededor de 9 de cada 10
personas con este cancer tienen mas de 55 afios [6].

Otros factores como la ingesta de compuestos téxicos como el arsénico o la cloracion del
agua, la exposicion a quimioterapicos como la ciclofosfamida, la radioterapia, la
susceptibilidad genética o las infecciones de vejiga recurrentes y/o crénicas como la
producida por el pardsito Schistosoma haematobium, contribuyen en la incidencia y el
aumento del riesgo a padecer BC [4].

1.3 Tratamiento del cancer de vejiga no musculo-invasivo

El tratamiento de eleccidn tras el diagndstico de CVNMI es la reseccion transuretral (RTU)
tanto del tumor visible como del tejido circundante, seguido de tratamiento adyuvante
con guimioterapia o inmunoterapia intravesical. De esta forma se evita la aparicién de
recurrencias y/o progresion del tumor.

Los agentes quimioterapicos intravesicales que se utilizan mas habitualmente son
gemcitabina, epirubicina y mitomicina C, mientras que el tratamiento inmunoterapéutico
de eleccién es la instilacién de Mycobacterium M. bovis BCG [1].

Gemcitabina. Es una pirimidina andloga que actla inhibiendo el crecimiento celular e
induce apoptosis por inhibicion de la sintesis de DNA. Actualmente, se utiliza en pacientes
con BC de riesgo bajo e intermedio o, en aquellos de alto riesgo cuando el tratamiento con
M. bovis BCG ha fallado.

Epirubicina. Son antraciclinas que inhiben la topoisomerasa Il y la sintesis de DNA. Se
utilizan ampliamente en CVNMI cuando se produce un fallo o intolerancia al tratamiento
con M. bovis BCG.

Mitomicina C. Es un antibiotico citostatico del grupo de los agentes alquilantes, el cual
actla inhibiendo la sintesis de DNA. Es uno de los tratamientos indicados en CVNMI
después de la RTU con resultados positivos en la disminucién de la recurrencia tumoral.
Sin embargo, a diferencia de M. bovis BCG, no es capaz de disminuir la progresion de la
neoplasia.
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M. bovis BCG. Es una bacteria atenuada que se administra intravesicalmente en su forma
viva en pacientes con CVNMI de riesgo intermedio y alto. Debido a la disminucidon de
recurrencias y de progresién tumoral, se trata del tratamiento de eleccién tras la RTU.

A diferencia de los quimioterapicos expuestos anteriormente que tienen un efecto
citotoxico directo sobre las células tumorales, M. bovis BCG presenta una doble actividad:
es capaz de inhibir la proliferacion de las células tumorales y, ademas, induce una
activacion e infiltracion de células del sistema inmune del paciente en la vejiga, induciendo
indirectamente un efecto antitumoral al estimular la inmunidad innata y adquirida. El
tratamiento con BCG en pacientes con CVNMI, se inicia dos semanas después de la RTU.
Durante un primer periodo denominado tratamiento de induccién, acorde con la
propuesta realizada originalmente por Morales et al., se realiza una instilacion intravesical
semanal de M. bovis BCG durante 6 semanas consecutivas, seguida por una fase
denominada tratamiento de mantenimiento. El calendario estdndar del periodo de
mantenimiento consta de una instilacion semanal durante 3 semanas consecutivas,
repitiendo el tratamiento a los 3, 6, 9y 12 meses [4].

Aunque todos estos agentes son utilizados, el que ha demostrado mejores resultados en
cuando a disminucién de la recurrencia y de la progresién del tumor es el uso de M. bovis
BCG como terapia adyuvante Unica o asociada a quimioterapia, en contra del uso de
guimioterdpicos en monoterapia. Una de las propuestas de mas interés es el uso de
mitomicina C alternandola o combinandola con M. bovis BCG para mejorar la eficacia del
tratamiento. Algunas guias recomiendan realizar una dosis Unica intravesical de
guimioterapia justo después de la RTU como paso inicial del tratamiento, salvaguardando
las dos semanas necesarias para comenzar con el tratamiento inmunoterapéutico con M.
bovis BCG, observando resultados positivos para el paciente y disminuyendo la
probabilidad de recurrencia respecto a la realizacion sélo de RTU.

1.4 Microambiente e inmunologia implicada en cancer de vejiga

Uno de los factores relevantes para el éxito o fracaso del tratamiento en el BC es el
microambiente tumoral que se desarrolla en la vejiga una vez instaurada la neoplasia.
Concretamente, la inmunoterapia con M. bovis BCG en el contexto de BC actUa sobre
dicho microambiente tumoral, por lo que comprenderlo es fundamental.

En el microambiente tumoral se incluyen las células tumorales y las células inmunitarias,
intercomunicadas mediante citocinas y quimiocinas, las cuales actuan activando e
inhibiendo las subpoblaciones celulares inmunes y determinando su infiltracion[3]. Los
procesos que ocurren para el desarrollo de una respuesta inmune antitumoral adecuada
son el reconocimiento de los antigenos tumorales por parte de las células presentadoras
de antigeno, el priming o mecanismo activador del sistema inmune y el reclutamiento de
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células T efectoras[7,8]. Otros factores que pueden afectar al microambiente tumoral en
el BC son la genética del paciente y el microbioma comensal.

Las principales tipologias celulares del sistema inmune implicadas en BC son[2,9]:

Células T. La presencia de células T con fenotipo inflamatorio es imprescindible en la
actividad de la inmunoterapia antitumoral. Esta respuesta se caracteriza por linfocitos T
citotédxicos y células presentadoras de antigenos, un priming espontaneo de células T, asi
como marcadores de células T y quimiocinas implicadas en el reclutamiento de células T
efectoras como CCL4, CXCL9 o CXCL10.

o Linfocitos TD8+ citotdxicos. Con un papel importante en la respuesta antitumoral,
atacan directamente a las células tumorales, por lo que una mayor infiltracién de
estas células se relaciona con resultados favorables de supervivencia. Algunos
ensayos han mostrado que el bloqueo de la ruta supresora PD-1/L1, aumenta la
actividad citotdxica de las células T CD8+ en el microambiente tumoral. La
expresion de PD-1 es un marcador del agotamiento de las células Ty, por ello se
ha correlacionado con un estado inmunitario agotado y una supervivencia general
deficiente. También se ha demostrado en ensayos preclinicos que la activaciéon de
la via de sefializacion PPARy/RxRa suprime la liberacién de citocinas y quimiocinas
proinflamatorias, alterando la infiltracion de células T CD8+, lo cual conduce a la
resistencia a algunas inmunoterapias.

o Linfocitos T reguladores (Treg). Son un subconjunto de linfocitos T CD4+ que
presentan un papel inmunosupresor a través de la inhibicién de las células
presentadoras de antigeno a través del antigeno 4 de linfocitos T citotéxicos
(CTLA-4), el consumo de IL-2 vy la produccién de factores inhibidores del sistema
inmunitario. Uno de los mecanismos de expansién de las células Treg se debe a la
expresion de TGF-B e IL-10 por las células tumorales, promoviendo una infiltracién
abundante de células Treg en el tejido canceroso. Varios estudios han reportado
que es importante la cantidad de linfocitos Treg en el microambiente tumoral,
pero también es imprescindible el equilibrio entre las células Tregy el resto de los
linfocitos T con implicacién antitumoral, asociandose a los resultados positivos o
negativos de supervivencia.

Células dendriticas (DC). Actian como células presentadoras de antigenos y como
inductoras y reguladoras de la respuesta inmune adaptativa antitumoral mediada por
células T. Algunas de estas DC endocitan a las células cancerosas y transportan los
antigenos asociados a tumores a los ganglios linfaticos, donde se produce la presentacién
de antigenos y el priming de las células T CD8+. Los factores CCL5 y CXCL1, sintetizados
por las células Natural Killer, reclutan DC para el microambiente tumoral, las cuales
desencadenan la liberacion de CXCL9 y CXCL10 necesarios para el priming y reclutamiento
de células T efectoras. Varios estudios han demostrado que una abundante infiltracién de
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DC en los tumores se correlaciona con mejor eficacia de la inmunoterapia con M. bovis
BCG y con mejores resultados de supervivencia.

Macréfagos asociados a tumores (TAM). Las TAM pueden polarizarse a M1 o M2 segun las
sefiales del microambiente tumoral. Los macréfagos M1 inducen un efecto

inmunomodulador con produccién de citocinas y quimiocinas proinflamatorias como IL-6,
IL-12, TNF-a o NO[10,11], mientras que los macrofagos M2 favorecen una respuesta
inmunosupresora con liberacion de IL-10, TGF-B y expresién de IL-1ra, lo cual favorece el
desarrollo tumoral{12]. Los macrofagos M2 forman parte del sistema de evasidon
promovido por el tumor, llegando a suprimir la inmunidad antitumoral y promover el
crecimiento tumoral y su progresion mediante la produccién de citocinas y quimiocinas,
la promocién de la inestabilidad genética, el fomento de un nicho para las células
tumorales y el desarrollo de metastasis[13]. Los macréfagos con fenotipo M1, que
expresan marcadores de superficie Unicos como CD80 y CD86, es activado por IFN-y
derivado de Th1 y por lipopolisacaridos, por el contrario, los macréfagos M2 se inducen
por la exposicién a IL-4 e IL-13 [14]. El tumor es capaz de inducir la infiltracién de TAM
mediante sefiales quimiotdcticas como CCL2, CCL5 y CSF-1, lo cual se ha relacionado con
la agresividad del proceso neoplasico, el estadio tumoral o los resultados de
supervivencia[15,16].

Células supresoras derivadas de mieloides (MDSC) [17]. Esta poblacién celular es capaz de
inhibir la actividad antitumoral de otras células inmunitarias y promueven la progresién
tumoral. Son reclutadas por la liberacion de CXCL-2 y la ruta MIF-CXCR-2 promovida por
las células tumorales. Las MDSC pueden derivar de monocitos, macréfagos o DC (M-

MDSC); o presentar un origen granulocitico al derivar de neutrdéfilos, eosinéfilos o basdfilos
(G-MDSC). Se ha demostrado que las G-MDSC inhiben la proliferacién de células T CD4+ vy
la infiltracion de T CD8+ e inducen la presencia de células Treg. Esta accidn
inmunosupresora se debe a la liberacion de los factores Argl, iNOS, ROS o PD-L1[18]. Su
abundante presencia en el microambiente tumoral o una proporcion baja de la ratio
células T/MDSC en orina ha mostrado menor supervivencia sin recurrencia tras el
tratamiento con M. bovis BCG en pacientes con CVNMI[11].
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2. Micobacteria

2.1 Clasificacién y diversidad

El género Mycobacterium fue nombrado por primera vez en 1896 por Lehmann y
Neumann [19]. En 2018 se produjo una subdivision del mismo como consecuencia a los
nuevos analisis filogenéticos basados en la comparacion de las secuencias génicas del
RNAr 16S de las diferentes especies de micobacterias, junto con sus caracteristicas
moleculares [20,21]. Como resultado, se obtuvieron cinco nuevos géneros:
Mycobacterium, Mycolicibacterium, Mycolicibacter, Mycolicibacillus y Mycobacteroides
[22]. En conjunto, estos géneros pertenecen a la familia Mycobacteriaceae del orden
Actinomycetales. Sin embargo, esta nueva clasificacion del género ha sido muy discutida,
por lo que recientemente se llegd a un consenso con el que poder nombrar de nuevo
todas las especies como Mycobacterium y considerar la division de las especies como
subgéneros [19]. Por tanto, a efectos practicos para simplificar y, como se permite
actualmente, en el resto del presente trabajo se utilizard la nomenclatura original
utilizando Mycobacterium como género de todas las especies de micobacterias que se
nombrar posteriormente.

Las micobacterias tienen una temperatura éptima de crecimiento entre 25 a 402C[23],
ademds, se caracterizan por ser bacilos, aerobios o microaerdfilos con una longitud de
entre 1 a 10 um y no presentar motilidad [24]. Debido a la presencia de acidos micélicos
y al alto contenido lipidico de su pared celular, se les conoce como bacterias dcido-alcohol
resistentes (BAAR) [25]. Esto se debe a que al realizar la tincidén de Ziehl Neelsen como
parte de su caracterizacion, su pared no se decolora con una mezcla acido-alcohélica,
quedando tefiida por la fucsina basica, lo que permite diferenciarlas del resto de
microorganismos [22,25]. Su morfologia colonial puede ser rugosa o lisa, aunque hay
algunas especies que presentan ambos morfotipos cuando crecen en medio sélido. A nivel
gendmico, se trata de un grupo de bacterias que tienen alrededor de un 60-70% de
guanosina-citosina en su DNA[26].

Actualmente, gracias a las caracteristicas fenotipicas detalladas anteriormente y la
secuenciacién y ensamblaje gendmico[23], se han descrito 195 especies distintas de
micobacterias (https://bacterio.net/genus/mycobacterium). Se pueden encontrar en una
gran diversidad de nichos ecoldgicos como agua vy suelo [19,22], aunque hay también
patégenos obligados.

Atendiendo a su patogenicidad, destacan las extensamente descritas micobacterias
patégenas humanas, donde se engloban las micobacterias del complejo Mycobacterium
tuberculosis y del complejo Mycobacterium leprae. Ademas, en un segundo grupo se
incluyen las micobacterias no-tuberculosas, las cuales incluyen micobacterias patégenas
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oportunistas, como Mycobacterium abscessus, Mycobacterium  fortuitum o
Mycobacterium marinum, que infectan principalmente a individuos
inmunocomprometidos; asi como, las micobacterias ambientales como Mycobacterium
brumae, que representan mas del 75% del total de las especies descritas y presentan una
baja virulencia o son no virulentas[27-29].

Runyon propuso en 1959 una clasificacion segln la cual agrupaba las micobacterias segun
su velocidad de crecimiento y la pigmentacion de sus colonias[30]. De esta forma, cuando
las micobacterias necesitan mds de 7 dias para crecer en medio sélido, se les denomina
de crecimiento lento; mientras que cuando el tiempo necesario para obtener colonias en
medio sélido igual o inferior a una semana, las micobacterias son de crecimiento rdpido
[22,30]. Asi mismo, algunas micobacterias se caracterizan también por ser capaces de
sintetizar pigmentos frente a distintas condiciones como la exposicion a la luz o el
crecimiento prolongado[31]. Se describen especies fotocromdgenas, que producen un
pigmento amarillo-anaranjado con la exposicion a la luz; escotocromdgenas, cuando
forman colonias pigmentadas incluso en oscuridad, independientemente de la exposicién
luminica; y no cromdgenas, las cuales no producen pigmentos y crecen dando colonias de
color blanco[32].

2.2 Componentes inmunogénicos de la pared celular de las micobacterias

La pared celular de las micobacterias se caracteriza por su complejidad, su composicion
rica en lipidos y la presencia de antigenos proteicos (Figura 2). La estructura basica de la
pared micobacteriana estd formada por la unidon covalente del peptidoglicano a la
membrana citoplasmatica y, unido a éste esta el arabinogalactano, el cual se encuentra
unido covalentemente a los acidos micdlicos. Los acidos micdlicos son acidos grasos de
cadena larga que constituyen uno de los componentes caracteristicos de las
micobacterias. Aunque también se encuentran en los géneros Corynebacterium y
Nocardia, su longitud en micobacterias es significativamente superior, entre 60 y 90
atomos de carbono[33]. Cada especie de micobacteria presenta un patron especifico de
acidos micdlicos, el cual puede ser compartido por distintas especies del género.

Ademas de los acidos micdlicos, todas las especies del género Mycobacterium presentan
en su pared lipoarabinomanano, lipomanano, fosfatidilinositol mandsidos (PIM) vy
micolatos de trehalosa, aunque su estructura puede diferir entre las distintas especies.
Destaca el papel inmunoestimulador de los micolatos de trehalosa, especialmente del
dimicolato de trehalosa (TDM), el cual estd formado por una trehalosa esterificada con
dos acidos micdlicos[34]. El TDM esta relacionado con la induccion de una respuesta
proinflamatoria por promover la produccion de citocinas como IL-1B, IL-6 o TNF-a.
Finalmente, algunas estructuras como poliacil trehalosas (PAT), sulfoglicolipidos (SGL),
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fenolglicolipidos (PGL) o ftiocerol dimicocerosatos (PDIM), solo se encuentran en la pared
celular de algunas especies de micobacterias.

diacil-trehalosa
fosfolipidos
lipoarabinomanano

lipomanano
poliacil-trehalosa
fthiocerol DIMicocerosatos
PGL fenolglicolipidos
PIM fosfatidil inositol 6sid

SGL sulfoglicolipidos
" zae TAT triacil-trehalosa
Membrana C|t°plasmatlca TDM dimicolato de trehalosa
TMM monomicolato de trehalosa

Figura 2. Representacién esquemadtica de los componentes de la pared celular del género
Mycobacterium. Modificado con Biorender de Noguera-Ortega et al. [35]

los lipidos de la pared celular presentan un papel fundamental en el reconocimiento de
las micobacterias por el sistema inmunitario. Estas moléculas de la pared celular de las
micobacterias son reconocidas por receptores de manosa o receptores Toll-like (TLR) [36]
presentes en las células presentadoras de antigenos (CPA) del sistema inmune innato. Las
CPA, entre las que destacan macrofagos y DC, procesan los antigenos reconocidos y los
presentan a los linfocitos T CD4+ y linfocitos T CD8+, induciendo la sintesis de citocinas y
quimiocinas y amplificando la respuesta inmunitaria mediante la activacién de otras
células efectoras. En una respuesta antitumoral adecuada, la activacion por parte de los
antigenos de las micobacterias de las CPA promueve una respuesta Thl [36], con la
consiguiente polarizacién de las células T naive y la liberacién de citocinas proinflamatorias
como IL-1, IL-2, IL-6, IL-12p70, IL-17, IFN-y y TNF-a [36] [10]. Otras células efectoras
implicadas en esta respuesta antitumoral son linfocitos T y/ o células Natural Killer (NK).
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2.3 Historia de M. bovis BCG

M. bovis BCG ha sido utilizada en todo mundo desde 1930 como vacuna en la prevencion
de infecciones por Mycobacterium tuberculosis, siendo actualmente la Unica vacuna
comercializada para este fin[37].

El origen de M. bovis BCG se debe a una sucesién de acontecimientos que comenzaron en
1904 con el aislamiento de una cepa virulenta de M. bovis a partir de una vaca con mastitis.
Este hecho llevado a cabo por Edmond Nocard, fue el punto de partida para Albert
Calmette y Camille Guérin en la obtencion de una cepa atenuada y el desarrollo de la que
se conoce hoy como vacuna frente a la tuberculosis (TB). Calmette y Guérin realizaron 230
subcultivos de la micobacteria hasta que obtuvieron una cepa atenuada de M. bovis en
1921, la cual se denomind M. bovis Bacillus Calmette-Guérin (BCG). Posteriormente, se
demostro que dicha atenuacion se debia a la deleccion de la Regidn de Diferenciacién (RD)
1. A partir de los exitosos resultados obtenidos en los siguientes afios respecto a la
vacunacion de animales y humanos, se produjo a gran escala y se distribuyd por todo el
mundo como vacuna profildctica contra la TB [38,39].

Como se ha comentado anteriormente, una de las aplicaciones mas relevantes de M. bovis
BCG es en el tratamiento de CVNMI, uno de los descubrimientos mas exitosos del uso de
micobacterias en la inmunoterapia antitumoral. Gracias a los estudios y observaciones de
Coley, Pearl y Zbar[40] se comenzd a sugerir el uso de M. bovis BCG como agente en el
tratamiento de diferentes tipos de cancer y se establecieron las condiciones necesarias
para conseguir el efecto antitumoral y desarrollo de una respuesta inmune adecuadas en
el modelo animal. Finalmente, en 1976 fue cuando, Morales establecié el protocolo de
tratamiento del CVNMI como resultado de un ensayo en el que 7 de cada 10 pacientes
con CYNMI que habian sido tratados intravesicalmente con M. bovis BCG, no presentaron
afeccion tumoral al final del estudio. Debido a los hechos ocurridos en éste y posteriores
ensayos, M. bovis BCG fue ampliamente aceptado y, en 1990 la Food and Drug
Asministration (FDA) autorizé M. bovis BCG como tratamiento de CVNMI por su
demostrada disminucién de la recurrencia y de la progresion tumoral tras la RTU.

El envio de la cepa atenuada de M. bovis BCG a laboratorios de todo el mundo, y el
mantenimiento mediante subcultivos de la cepa original recibida en los laboratorios, dio
lugar a la aparicion de diferentes cepas, las cuales se ha demostrado con posterioridad
que difieren genéticamente de la cepa original debido a duplicaciones en tandem,
deleciones e inserciones en la secuencia de sus genomas originadas a lo largo de los
subcultivos[41]. Taxondmicamente, observando la variabilidad genética debido a varias
mutaciones puntuales, se produjo la divergencia de un primer grupo de cepas de M. bovis
BCG, compuesto por M. bovis BCG Birkhaug, Japan, Moreau, Russian y Sweden. Asi mismo,
debido a la eliminacién adicional de la RD2 generd un grupo tardio de cepas de M. bovis
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BCG formado por M. bovis BCG China, Connaught, Danish, Frappier, Glaxo, Mexico,
Pasteur, Phipps, Prague y Tice [42] (Figura 3).
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Figura 3. Historia filogenética de las cepas de M. bovis BCG. Las resiembras consecutivas y de forma
continua de la cepa original atenuada por Calmette y Guérin resulta en un nimero diverso de cepas
hijas. La pérdida gendmica de la regidon de diferenciacion 1 (RD1) genera las cepas tempranas de
M. bovis BCG (grupos | y ). Las cepas tardias (grupos lll y IV) se generaron posteriormente por la
delecién de RD2. Modificada con Biorender a partir de Lobo et al., 2021 [38].

Ademds de esta diferencia genética entre las distintas cepas de M. bovis BCG, se han
descrito diferencias en las propiedades bioguimicas, antigénicas e incluso de efectividad y
seguridad en su aplicacion como vacuna contra TB o en la inmunoterapia en el CVNMI,
aumentando el interés en el estudio de las diferencias entre las diversas cepas existentes
de M. bovis BCG o de cualquier otra especie de micobacteria con relevancia clinica, para
entender su eficacia como agente antitumoral.
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2.4 Uso de M. bovis BCG como inmunoterapia en cancer de vejiga

El mecanismo de accién antitumoral de M. bovis BCG no se ha descrito completamente y
sigue bajo investigacién después de mas de cuatro décadas de uso en pacientes con
CVNMI[43]. Sin embargo, los resultados obtenidos en ensayos preclinicos y clinicos
demuestran que después de las instilaciones con M. bovis BCG se produce una cascada de
eventos secuenciales en el epitelio de la vejiga. Se trata de una combinacion de
mecanismos que incluye la interaccion directa de M. bovis BCG con las células uroteliales
y tumorales, activacion de una respuesta inmune innata e induccién de una respuesta
inmune adaptativa[44]. Asi, como consecuencia de las instilaciones de M. bovis BCG,
también se promueve una respuesta inmune sistémica[12,40,45,46].

2.4.1.1 Respuesta local en la vejiga

En primer lugar, tras la instilacién vesical de M. bovis BCG, se produce la interaccién de la
micobacteria con las células del epitelio vesical. La adhesion entre M. bovis BCG y las
células del urotelio no se ve favorecida debido, por un lado, al ambiente hidrofilico de la
mucosa vesical y, por otro, a la carga negativa de la superficie de ambas. Sin embargo, la
pared de las células tumorales presenta una expresion menor de glucosaminoglicanos,
disminuyendo la carga negativa en la superficie vesical, lo cual favorece la adhesién de la
micobacteria. La unién estd mediada por la asociacion de proteinas de union a fibronectina
(FAPs) de M. bovis BCG con la integrina asPB: de la célula tumoral[47,48]. Esta interaccidn
desencadena la macropinocitosis de M. bovis BCG[47], siendo mayor su internalizacion
por células tumorales de alto grado respecto a las de bajo grado o a las células uroteliales
no tumorales.

Como consecuencia de la internalizacion, M. bovis BCG puede ejercer un efecto
antiproliferativo directo sobre las células neoplasicas. Se ha descrito que el mecanismo es
mediante la detencién del ciclo celular y/o induciendo apoptosis celular de las células
tumorales. La induccion de NO que se produce en este proceso juega un papel relevante
alterando la expresion génica de la célula tumoral y causando dafios en el DNA.
Finalmente, las células tumorales que internalizan M. bovis BCG intracelularmente,
secretan citocinas proinflamatorias como IL-6, IL-8, factor estimulante de granulocitos y
macroéfagos (GM-CSF) y TNF-a, conduciendo al reclutamiento y activacion de células
inmunitarias.

Ademds de esta accion directa, M. bovis BCG presenta una respuesta antitumoral indirecta
mediante la activacion de las CPA y, consecuentemente, desencadenando la liberacién de
un amplio abanico de citocinas y quimiocinas que conducen a la estimulacion e infiltracidn
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tumoral de ciertas células inmunitarias generando una respuesta inmune innata y
adaptativa.

2.4.1.1.1 El papel de la inmunidad innata

El reconocimiento de los patrones asociados a patégenos (PAMP) de M. bovis BCG
mediada por los receptores de reconocimiento de patrones (PRR) del huésped[49], hace
posible la activacion de una respuesta inmune innata con las CPA como protagonistas. Los
PRR capaces de reconocer los PAMP de M. bovis BCG incluyen receptores del
complemento, el receptor NOD2, o los receptores Toll-Like (TLR)-2, -4 y -9 [12]. Los TLR
han sido ampliamente estudiados en este contexto por ser los responsables de inducir la
via de sefalizacién MyD88, dando como resultado la activacion y translocacion nuclear de
factores de transcripcion como el factor de transcripcidon nuclear (NF)-kB, lo que conduce
a la liberacion de citocinas proinflamatorias como IL-1B, IL-12, TNF y NO.

Algunas de las caracteristicas mas destacables de las células implicadas en el desarrollo de
la respuesta inmune inespecifica desencadenada por la inmunoterapia con M. bovis BCG
son las que se detallan a continuacion.

Macréfagos. Internalizan las micobacterias mediante fagocitosis siendo su principal
huésped. Los pacientes tratados con M. bovis BCG presentan un aumento en el nimero
de macrdéfagos en la pared de la vejiga y su capacidad citotoxica frente a células tumorales
de vejiga estd incrementada, ya que M. bovis BCG induce una polarizacién de los
macroéfagos hacia el morfotipo M1. Se ha demostrado que cuando el tratamiento
inmunoterdpico falla, en el microambiente tumoral se produce una polarizacién de
macroéfagos hacia un morfotipo M2, lo cual es predictivo de recurrencia tumoral{13,50].

Células polimorfonucleares (PMN). Grupo celular compuesto por neutréfilos, eosinéfilos
y basofilos. Este tipo celular es predominante en la orina tras las instilaciones de M. bovis
BCG vy presentan la capacidad de eliminar las células tumorales infectadas con la
micobacteria.

Células dendriticas (DC). Presentan una funcion crucial en la activacién de las células Ty,
por ende, en el mecanismo de accién de M. bovis BCG. Junto con su implicacién en la
presentacion de antigenos a los linfocitos T, las DC pueden activar a neutréfilos, células T
Natural Killer (NKT) y células Tyd induciendo su capacidad citotéxica.

Células NK. Son activadas por M. bovis BCG y por la presencia de citocinas Th1l como IL-2,
IL-12 y IFN-a. Han mostrado un efecto antiproliferativo in vitro y de infiltracion tumoral
frente a células tumorales de vejiga infectadas con M. bovis BCG.
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2.4.1.1.2 El papel de la inmunidad adaptativa

En cuanto a la respuesta adaptativa, las CPA (macrofagos y DC) procesan los antigenos de
M. bovis BCG y los presentan en su superficie celular a través del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC)-II[51]. EI MHC-Il es reconocido por las células T CD4*,
activandose asi su diferenciacién [52]. Los linfocitos T CD4" activados son capaces de
liberar una extensa variedad de citocinas, entre las que destacan IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10,
IL-17 y/o IFN-y, amplificando la respuesta inmune proinflamatoria. Adicionalmente, la
mayoria de las células expresan MHC-I, reconocido por células T CD8*[53,54].

El tratamiento intravesical con M. bovis BCG favorece una respuesta inmune adaptativa
hacia un perfil Thl, caracterizado por elevadas concentraciones de citocinas IL-2, IL-12 e
IFN-y, lo mismo que niveles aumentados de IL-6, IL-8, IL-18, TNF-a y factor relacionado
con el ligando de induccién a apoptosis (TRAIL)[55,56].

lgualmente, la presentacion de antigenos también puede estar mediada por el aumento
en la expresion de la proteina de adhesion ICAM-1 en la superficie de las células epiteliales
del urotelio, favoreciendo la entrada masiva de M. bovis BCG al interior celular.

Como conclusion, a pesar de la comprension incompleta del mecanismo de accién en el
efecto terapéutico de M. bovis BCG en el CVNMI, la evidencia disponible sugiere que la
respuesta inflamatoria celular incluye linfocitos T CD4* y T CD8, células NK, granulocitos,
linfocitos y/& y macréfagos, ademas de quimiocinas como IP-10 o citocinas como IL-2, IL-
8, IL-12, IFN-y y TNF-a[57] [9]. En conjunto se favorece una respuesta inmunitaria de tipo
Th1, suponiendo un efecto antitumoral y una respuesta clinica a M. bovis BCG
favorables[53,58].

2.4.1.2 Respuesta a nivel sistémico

El tratamiento de CVNMI con M. bovis BCG no solo presenta una respuesta local en la
pared de la vejiga, sino que también es capaz de inducir una respuesta inmune sistémica.
Aproximadamente un 40% de los pacientes sometidos a instilaciones intravesicales con M.
bovis BCG, experimentan una conversion positiva de la prueba cutanea de tuberculina
(Purified Protein Derivative test, prueba PPD). Esta conversion de la prueba PPD ha
resultado ser un indicador de buen prondstico en los pacientes con BC, presentando
mejores tasas de supervivencia libre de recurrencia[50].

Se han reportado datos en los que se muestra que los pacientes que siguen tratamiento
intravesical con M. bovis BCG, presentan niveles séricos elevados de quimiocinas vy
citocinas como IL-2 e IFN-y, ademas de una respuesta humoral con aumento de los niveles
séricos y urinarios de inmunoglobulinas[59].
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Finalmente, se produce un aumento del nimero de linfocitos y un incremento en la
capacidad antitumoral de las PBMC de los pacientes que han recibido instilaciones
repetidas de M. bovis BCG.

En el tratamiento intravesical con M. bovis BCG se ha descrito que un 30-40% de los
pacientes no responden al tratamiento. Ademas, se han descrito en aproximadamente el
70% de las personas tratadas, como sintomas febriles, malestar o irritacion local de la
mucosa vesical. De acuerdo con los estudios publicados por la EAU, un pequefio
porcentaje de los individuos tiene que suspender la inmunoterapia con M. bovis BCG
debido a su toxicidad: Cuando se reporta un efecto adverso severo en un paciente con
CVNMI, se debe parar inmediatamente el tratamiento con M. bovis BCG. Menos de un 1%
sufren infecciones diseminadas y/o requieren de tratamiento con medicamentos
antituberculosos[1,4].

Debido a la administracion en su forma vivay a los efectos secundarios asociados, M. bovis
BCG no puede administrarse inmediatamente después de la RTU, sino que debe
transcurrir un periodo de dos semanas hasta el comienzo de la fase de induccion del
tratamiento inmunoterapéutico [1]. Como se ha demostrado que el tratamiento
inmediato tras la RTU es esencial, con el objetivo de disminuir la recurrencia y progresion
tumoral hasta que pueda iniciarse el tratamiento intravesical con M. bovis BCG, es
necesario el uso de quimioterapicos justo después de la RTU, con el consecuente aumento
de probabilidad de eventos adversos.

Por otro lado, como se ha detallado anteriormente, las cepas derivadas de M. bovis BCG
estan ampliamente distribuidas por el mundo. En varios estudios se han reportado
diferencias en cuanto a la efectividad y seguridad de M. bovis BCG en sus indicaciones
principales de protecciéon frente a TB e inmunoterapia en el CVNMI, de hecho,
actualmente no existe un consenso en el uso de una cepa comun. En el contexto de
CVNMI, la diferencia en cuanto a la efectividad de las distintas cepas es controvertida y
requiere de un estudio mas profundo, asi como disefios experimentales, andlisis
estadisticos mds robustos, donde la comparativa entre las cepas se pueda realizar bajo las
mismas condiciones. En un ensayo randomizado donde se comparé el efecto de M. bovis
BCG Connaught y M. bovis BCG Tice sobre la supervivencia libre de recurrencia a los 5
afios, se obtuvieron resultados significativamente mayores para aquellos pacientes
tratados con M. bovis BCG Connaught [60,61]. Sin embargo, en otro de los estudios
destacados, se mostrd que la supervivencia libre de recurrencia a los 5 afios era superior
en los pacientes tratados con M. bovis BCG Tice respecto a la cepa de BCG
Connaught[61,62]. Otro estudio reciente muestra datos de supervivencia libre de
recurrencia similares para los pacientes tratados con las de M. bovis BCG Moreau y Tice.
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Resultados similares se obtuvieron de un metaandlisis actual en el que no se obtuvieron
grandes diferencias en cuanto a la efectividad de 10 diferentes cepas de M. bovis
BCG[60,63,64].

Como resumen a lo expuesto, se han estudiado distintas alternativas para hacer frente a
las limitaciones y efectos adversos producidos por el uso de M. bovis BCG en el CVNMI,
evitando la recurrencia y/o progresion tumoral. Ademas del consenso en el calendario
actual de instilaciones intravesicales de M. bovis BCG, existen distintas publicaciones que
sugieren modificaciones de éste en caso de ciertas patologias en el paciente o fallo en el
tratamiento con M. bovis BCG. Por otro lado, estan en estudio otras alternativas a M. bovis
BCG como la combinacién de M. bovis BCG con agentes quimioterapéuticos como
mitomicina C, el uso de cepas recombinantes de M. bovis BCG o alternativas
inmunoterapéuticas. En este Ultimo grupo, se encuentran las alternativas
inmunoterapéuticas basadas en compuestos inhibidores de rutas implicadas en el
microambiente tumoral o el uso de micobacterias no-tuberculosas, como M. brumae, que
ha demostrado una efectividad y seguridad adecuadas en el tratamiento del CYNMI.

Paralelamente al uso de los quimioterapicos convencionales (mitomicina C, doxorrubicina,
epirubicina), nuevos estudios han aportado datos sobre técnicas novedosas en el manejo
de CVNMI. Por ejemplo, técnicas como la quimioterapia conducida por hipertermia, la
terapia fotodindmica o la administracién de farmacos mediante fuerza electromotriz,
aumentan la precisién y la penetracién del fdrmaco en las membranas bioldgicas[65,66].

Una de las alternativas ampliamente estudiadas estudiado ha sido la modificacién del
calendario de administracion intravesical de la micobacteria o el uso de dosis inferiores de
M. bovis BCG, disminuyendo los efectos secundarios. Algunas de las propuestas para el
tratamiento de mantenimiento con M. bovis BCG incluyen instilaciones de la micobacteria
cada dos semanas durante 12 semanas; una instilacion mensual durante un periodo de
entre 12 a 20 meses o incluso la supresion de la terapia de mantenimiento [12]. Sin
embargo, recientemente la EAU publicd el abandono del estudio NIMBUS, con el que se
evaluaba el uso de calendarios mds reducidos de instilaciones intravesicales y dosis mas
bajas de M. bovis BCG. Los resultados de este estudio nos indican que espaciar las
instilaciones en el tratamiento de mantenimiento o utilizar dosis de M. bovis BCG
menores, no funciona adecuadamente, observando un incremento en la recurrencia
tumoral[67-70].

Una alternativa basada en M. bovis BCG es el uso de cepas recombinantes, obtenidas
mediante técnicas de ingenieria molecular [49]. Se consigue disminuir la toxicidad del
tratamiento y potenciar la capacidad antitumoral e inmunomoduladora, con mayor
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produccion de citocinas de tipo Thl. Se ha observado en estudios in vitro el aumento de
la citotoxicidad de PBMC frente a células tumorales de vejiga después de ser estimuladas
con una cepa recombinante de BCG (rBCG) capaz de expresar IFN-a (rBCG- IFN-a) v,
consecuentemente desencadenando una respuesta Th1[12,45]. Paralelamente, otros
estudios in vitro con cepas rBCG- IFN-a mostraron una disminucién en la toxicidad. Otro
ejemplo, serfa el estudio in vivo realizado sobre un modelo murino de cancer de vejiga en
el que una cepa rBCG-IL-15 demostrd disminuir el crecimiento tumoral, incrementar la
infiltracién de neutrdfilos y la expresiéon de quimiocinas, asi como prolongar la
supervivencia de los ratones respecto a la cepa de M. bovis BCG no recombinante[49].

Por otro lado, algunas de las alternativas mas estudiadas se basan en el uso de virus como
vehiculo para introducir especificamente material genético en las células tumorales. Un
ejemplo de ello es el uso del enterovirus oncolitico Coxsackievirus A21, cuyo estudio
clinico en fase | ha mostrado su unién especifica a la molécula-1 de adhesién intracelular,
favoreciendo la lisis celular tumoral [71].

Otra de las alternativas propuestas es el uso de inhibidores de puntos de control de alguna
de las rutas vitales para el desarrollo tumoral, con los que se consigue el bloqueo preciso
de algunas moléculas como el receptor 1 de muerte programada (PD-1), el ligando 1 de
muerte programada (PD-L1) o la proteina 4 asociada a linfocitos T citotdxicos (CTLA-4),
rescatando la inmunidad antitumoral suprimida por el propio tumor[72].

Del mismo modo, mediante diferentes ensayos, se estd evaluando el efecto antitumoral
de nuevos agentes inmunoterapéuticos basados en otras bacterias o en alguno de sus
componentes. Para la introduccién de estas bacterias es clave demostrar su perfil de
seguridad y que presentan una efectividad igual o superior a M. bovis BCG en el
tratamiento de CVNMI. Ha presentado resultados prometedores la respuesta inmune
desencadenada por agentes como Salmonella choleraesuis, Lactobacillus rhamnosus o
Lactobacillus casei [73—75]. De igual manera, estan arrojando datos interesantes ciertas
proteinas activadoras de neutrdfilos de Helicobacter pylori o la enterotoxina A de
Staphylococcus aureus expresada en un virus oncolitico[76,77].

Otras especies de micobacterias no tuberculosas han mostrado propiedades
antitumorales similares a M. bovis BCG en ensayos in vitro, ex vivo o en modelos animales.
Algunas de las especies mas prometedoras son las que se detallan a continuacion.

o Mycobacterium phlei: Se ha analizado la capacidad antitumoral de M. phlei
muerto por calor, obteniendo resultados similares in vitro a la forma viva de la
bacteria. Ademas, el uso del complejo formado por la pared celular y los acidos
nucleicos de M. phlei, denominado MCNA, se ha mostrado en un ensayo clinico
en fase Ill, como una alternativa segura y efectiva para los pacientes que no
responden al tratamiento con M. bovis BCG[78-80].
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o Mycobacterium smegmatis: se ha estudiado principalmente el efecto antitumoral
de extractos de su pared celular o de M. smegmatis muerto por calor[81,82].
Ademds, también se han realizado estudios con una cepa recombinante de M.
smegmatis capaz de expresar TNF-a humano, demostrando efecto antitumoral e
inmunomodulador in vitro e in vivo [83]. M. smegmatis se considera una

micobacteria no patdgena, sin embargo, el uso de su forma viva esta restringido
por la notificacion de casos de infecciones.

o  Mycobacterium indicus pranii (MIP): previamente conocida como Mycobacterium
w. El estudio de esta micobacteria como herramienta en el tratamiento
antitumoral, en su forma muerta por calor, reside en el efecto citotoxico e
inductor de apoptosis celular que ha mostrado in vitro sobre diferentes lineas
tumorales, incluyendo células tumorales de cancer de vejiga. Se ha realizado un
ensayo clinico con un grupo reducido de pacientes con BC, donde se han mostrado
ratios de supervivencia del 100% en el uso de M. indicus pranii combinado con
radioterapia [84,85].

2.4.3.1 Uso de micobacterias no tuberculosas: el caso de M. brumae

M. brumae (sindnimo de Mycolicibacterium brumae; [19]) es una micobacteria saproéfita
no-tuberculosa aislada de muestras ambientales de sueloy agua, descrita por primera vez
en 1993 [86].

Recientemente, se ha descrito en distintos estudios preclinicos in vitro e in vivo a M.
brumae como una herramienta inmunoterapéutica atractiva y con resultados
prometedores para el tratamiento de CVNMI (Figura 4) [87]. Su capacidad para inhibir la
proliferaciéon tumoral in vitro se descubrié al comparar el efecto antitumoral de distintas
especies de micobacterias sobre células tumorales de vejiga de diversos grados de
diferenciacién (T24 y 182 de alto grado y, RT4 y SW780 de bajo grado). M. brumae mostrd
una capacidad antiproliferativa similar a M. bovis BCG en células de alto grado, siendo
incluso mas eficaz que M. bovis BCG, en células tumorales de vejiga bien diferenciadas
(tumores de bajo grado) [88].
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Figura 4. Capacidad inmunogénica de M. brumae comparada con M. bovis BCG Connaught.
Resumen de los resultados obtenidos en estudios previos que usan ambas micobacterias con la
linea celular de macréfagos murinos 1774, lineas celulares de cancer de vejiga, PBMCy macrofagos
murinos de médula ésea (BMM). La flecha ascendente azul indica un nivel superior al de M. bovis
BCG Connaught, la flecha descendente roja indica un nivel inferior al de M. bovis BCG Connaughty
el simbolo de igualdad indica similar a M. bovis BCG Connaught. Creado con Biorender.

Ademads, se ha observado que M. brumae induce la activacién ex vivo de PBMC,
desencadenando la produccién de citocinas proinflamatorias como IL-6, IL-8 ¢ IFN-y. De la
misma manera, frente a las células tumorales T24, las PBMC activadas por M. brumae
muestran un perfil citotoxico, tanto por contacto directo con las células tumorales, como
el uso de los factores solubles liberados por las PBMC activadas [88].

En el modelo ortotdpico murino de cancer de vejiga, la induccion de respuesta
inmunitarias locales y sistémicas mediante el tratamiento con M. brumae conduce a
prolongar la supervivencia de los ratones con tumor respecto a los animales con tumor no
tratados o tratados con M. bovis BCG [88,89]. Dicho tratamiento con M. brumae, igual que
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con M. bovis BCG, también induce la infiltracion local de células inmunes como linfocitos
T, células NK o células NKT, mientras que, como respuesta sistémica, se detecta un
aumento en la proliferacion ex vivo de esplenocitos estimulados con micobacterias y un
aumento en la produccién de anticuerpos IgG circulantes.

Por otro lado, M. brumae ha mostrado un perfil de seguridad apropiado y extensamente
probado (Figura 5) [88,90]. En la bibliografia no se han reportado casos de infeccién por
esta micobacteria ni en animales ni humanos. Esto se refuerza con el hecho de que M.
brumae no es capaz de sobrevivir en el interior de células tumorales de vejiga ni en
macroéfagos humanos o murinos, lo cual es clave de su no-patogenicidad. Recientemente,
se ha demostrado se seguridad mediante la administraciéon intravenosa de la forma viva
de la micobacteria en los modelos animales de Galleria melonella y de ratén [90].

Por tanto, M. brumae se presenta como una alternativa prometedora a M. bovis BCG por
sus caracteristicas fenotipicas al ser una micobacteria de crecimiento rapido, por su
seguridad demostrada in vitro e in vivo, su capacidad antitumoral o de inmunomodulacién
del sistema inmune en contextos tan amplios como la inmunoterapia de CVNMI.
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(supervivencia) | M. bovis BCG 43%
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: Cultivo hemolinfa | M. brumae  No CFU

(144h) M. bovis BCG 10%-10* CFU/mL
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Figura 5. Perfil de seguridad de M. brumae. Comparacién de la patogenicidad y toxicidad entre M.
brumaey M. bovis BCG Connaught. Resumen de los resultados obtenidos en diferentes estudios in
vitro infectando macrdéfagos vy lineas celulares de céncer de vejiga y, en estudios in vivo en
diferentes modelos de animales: infeccion intrahematocoélica de Galleria mellonella, instilaciones
intravesicales en modelo ortotdpico murino de cancer de vejiga e infeccidn intravenosa en ratones
SCID. Flecha ascendente azul indica alta infiltracion de células inmunitarias. Creado con Biorender.
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3. Uso de micobacterias para otros tipos de cancer

En las Ultimas décadas se han realizado un amplio nimero de estudios con diferentes
especies de micobacterias como, M. smegmatis, M. paragordonae, M. phlei o M. indicus
pranii, en los que se ha descrito el efecto beneficioso sobre otros tipos de cancer distintos
al cancer de vejiga.

En este sentido, las neoplasias mas estudiadas han sido el melanoma y el cancer de
pulmon. En la figura 6 se detallan los estudios mas relevantes realizados con micobacterias
sobre ambos tipos tumorales. El resto de los estudios realizados se resumen en Noguera-
Ortega et al., (2020) [35,91]

Melanoma Estudios | Céncer de pulmén
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Figura 6. Estudios in vitro e in vivo usando agentes derivados de micobacterias para el tratamiento
de melanoma y cancer de pulmén. Modificada con Biorender de Noguera-Ortega et al., 2020 [35]

4. Factores que influyen en el estado inmunoldgico: edad e
iInmunosenescencia

En el contexto del BC, la edad es un factor relevante ya que aproximadamente el 65% de
los pacientes que sufren esta enfermedad tienen mas de 65 afios. Segun los resultados
arrojados en los distintos estudios a lo largo de los mas de 40 afios de uso de M. bovis BCG
como inmunoterapia de CVNMI, se demuestra que la edad es un factor prondstico para el
resultado del tratamiento, asi como para la recurrencia y progresion tumoral. Se ha
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descrito una asociacion entre edad y progresién: pacientes de edades avanzadas,
superiores a 75 afios, presentan una mayor tasa de progresion [92,93].

Este impacto negativo de la edad podria deberse a que la capacidad de generar una
respuesta inmune adecuada va disminuyendo a lo largo de la vida, debido al fendmeno
denominado como inmunosenescencia. En la inmunosenescencia el sistema inmunitario
experimenta una serie de cambios degenerativos que implican respuestas
significativamente deprimidas en personas de mas de 60 afios, lo cual se ha asociado con
el inicio del proceso tumoral y la progresién [92—-94].

Este proceso fue descrito por primera vez en 1969 por Walford et al. [93], quienes
detallaron que se produce una degeneracidn progresiva que afecta la composicion,
cantidad y funcidon tanto de los drganos inmunitarios como de las células inmunes y las
citocinas [94]. La inmunosenescencia afecta la regulacion del sistema inmunitario innato
y adquirido, donde las células inmunes sufren una serie de cambios y una tendencia a
producir respuestas inflamatorias excesivas [95,96] (Figura 7).

A grandes rasgos, las principales caracteristicas son involucién timica, disminucion de la
poblacion y diversidad de células T, disminucién de la capacidad de presentacion de
antigenos por parte de las DC, atenuacién de la fagocitosis de los macréfagos y aumento
de las MDSC. Se muestra una disminucion de la vigilancia inmunitaria y de la eliminacion
eficiente de células neoplasicas, aumentando la evasion del tumor al sistema inmune con
mayor proliferacion, metdstasis y resistencia al tratamiento antitumoral [93]. Se favorece
una atmoésfera inmunosupresora en el microambiente tumoral donde disminuye la
infiltracién de DC, células T, macrdéfagos M1 y neutrdfilos. Asi mismo, se produce un
aumento en la infiltracion y acumulacion de células inmunosupresoras como células Treg
y macrofagos M2. Todo ello conduce a una eficacia desfavorable del tratamiento
antitumoral y a un mal prondstico [93,97].

4.1 Efecto sobre el sistema inmune innato

Monocitos. Con la edad la cantidad de monocitos circulantes se mantiene estable, sin
embargo, la relacion entre las diferentes subpoblaciones se ven alteradas. Se observa una
disminucion de los monocitos clasicos (CD14*CD167) y un aumento de las subpoblaciones
de monocitos intermedios (CD14*CD16*) y no-clasicos (CD149m™CD16%). Como
consecuencia se reduce la expresion del receptor de quimiocina CX3CR1 y la molécula de
antigeno leucocitario humano de clase Il HLA-DR, afectando la funcién de presentaciéon de
antigenos a linfocitos. Aunque es controvertido el efecto de la inmunosenescencia sobre
la capacidad de producir citocinas por parte de monocitos, un estudio reciente ha
demostrado que dicha capacidad se mantiene intacta, viéndose incluso aumentada la
liberacion de factores inflamatorios [98].
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Macréfagos. Aunque el nimero de monocitos circulantes se mantiene estable a lo largo
de lavida, se ha demostrado que los niveles de precursores de macréfagos se reducen con
la edad. Se comprometen sus funciones de quimiotaxis, expresion y funcién de la
respuesta mediada por TLR, transduccion de sefiales, fagocitosis y produccion de
superoxido. En un estudio preclinico in vivo en un modelo murino, se observé que los
macroéfagos de ratones envejecidos expresaban menos MCH-II, niveles mas bajos de TLR
y una produccién reducida de IL-1B, IL-6, IL-12, IFN-y y TNF-a. Ademas, también mostraron
ser menos capaces de eliminar desechos apoptéticos. Debido a la dificultad metodoldgica,
la mayor parte de los estudios realizados son con ratones, sin embargo, varios ensayos
han podido extrapolar estos resultados en humanos, corroborando estas alteraciones de
los macréfagos en individuos mayores de 65 afios.

Neutréfilos. Se ha descrito que el estado inflamatorio crénico descrito en las personas de
edad avanzada puede conducir a cambios epigenéticos en los neutréfilos, causando
anomalias en su metabolismo y funcionalidad. Durante este proceso, se compromete su
capacidad fagocitica, adhesién y quimiotaxis, asi como un aumento de la apoptosis vy
disfunciéon de TLR [94].

DC. La inmunosenescencia parece comprometer la capacidad de desarrollar sus funciones
principales como la captacion de antigenos, actividad fagocitica, quimiotaxis, su migracién
o la secrecion de citocinas [94,97]. Aunque la diferencia es sutil, se ha descrito que la
capacidad para estimular las células T CD4" por parte de las DC se encuentra
comprometida, debido a la disminucion en la capacidad de producir rapidamente IFN tipo
1 [97].

Células NK. Aunque se han observado niveles mas altos de células NK con la edad, su
funcién resulta mas deficiente [97]. Esto parece deberse a la disminucion de IL-2, IFN-a e
IFN-y, citocinas que median en la activacion de células NK, especialmente importante en
las personas mayores de 75 afios. Ademas, con la edad se ha observado una diferencia
mas acusada entre hombres y mujeres, siendo mayor en mujeres tanto la cantidad de
células NK como el poder citotdxico de éstas [94].

MDSC. Diferentes estudios han evidenciado que en la edad avanzada se observan niveles
superiores de células MDSC que en personas mas jovenes. Estas células, como se ha
explicado anteriormente, son caracteristicas del microambiente tumoral y su expansién
se ve favorecida por el propio tumor, con mayor produccién basal de radicales libres y
citocinas proinflamatorias.
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4.2 Efecto sobre el sistema inmune adaptativo

Células B. Con la edad la proporcién de células B periféricas disminuye, mientras que la
cantidad de células B proinflamatorias aumenta debido al aumento de sefiales
proinflamatorias como CD40L, IFN-y e IL-21. Sin embargo, se muestra una menor
diversidad en el repertorio de células B pero una mayor clonalidad del receptor de
antigeno de células B (BCR)[94]. Se ha descrito la acumulacion de un subconjunto de
células B “asociadas a la edad” (ABCs) caracterizadas por su tendencia a la muerte celular.
Estas células son capaces de expresar diversos receptores inhibidores y son relativamente
refractarias a la estimulaciéon mediante el receptor de células By el receptor coestimulador
CD40 caracterizandolas como células B “agotadas” [99].

Células T. Los cambios mas notables de la inmunosenescencia se observan
particularmente en las células T, produciendo un agotamiento funcional de éstas con
expresion de citocinas inflamatorias [100]. A pesar de la marcada disminucién en la
produccion de células T debido a la involucion timica [95,96], sus niveles periféricos se
mantienen con la edad gracias a la proliferacién homeostatica. Se produce una
acumulacion de células T diferenciadas, resultando en un menor repertorio de TCR [96].
La restriccion en el repertorio de TCR conduce a respuestas inmunitarias deficientes en la
vejez, pudiendo dar resultados deficientes en los tratamientos quimioterdpicos e
inmunoterdpicos y mayor mortalidad [95,97]. En cuanto a las subpoblaciones, los niveles
de células T CD4* se mantiene estables durante el envejecimiento, mientras que las células
T CD8" pueden sufrir una ligera disminucién, disminuyendo el efecto letal sobre
microorganismos o células tumorales y comprometiendo la capacidad antitumoral [95].
Asi mismo, debido a la acumulacion de células T de memoria en personas mayores, se ha
descrito un aumento del marcador de células de memoria CD45R0O y del marcador
senescente CD57 en esta poblacidn.

o Células Treg. Los niveles de esta subpoblacién de células T aumentan con la edad
debido a la diferenciacién de células T CD4*y la proliferacion de las propias células
Treg. Estan células son capaces de expresar receptores inhibitorios como PD-1y
CTLA-4 y secretan citocinas inmunosupresoras como TGF-$ e IL-10. Este hecho
afecta drasticamente el mantenimiento del equilibrio inmunitario regulando las
respuestas inmunitarias hacia un perfil supresor [94]. Igualmente, en la edad
avanzada se ha demostrado una mayor infiltracion de células Treg en el tumor,
promoviendo el crecimiento tumoral y la metdstasis.

En resumen, mientras que el sistema inmunitario innato muestra defectos funcionales en
la fagocitosis y quimiotaxis y una disminuida produccién de citocinas, las células
inmunitarias adaptativas muestran una diversidad de receptores reducida, produccién de
anticuerpos defectuosa y una fuerte disminucién en las poblaciones celulares [98]. Se
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promueve un deterioro funcional celular relacionado con la edad y un estado de
inflamacidn crénica, que puede comprometer la respuesta al tratamiento antitumoral y/o
al fracaso de la vacunacién con una disminucion de la proteccion heterdéloga.

Finalmente, la senescencia celular de cualquier tipo celular también desencadena
disfuncion metabdlica y dafio en el DNA. Los dafios en el DNA son un sello tipico de
envejecimiento, observados por el deterioro de los sistemas de reparacion, entre otros
[95]. Paralelamente, muchas células senescentes secretan factores proinflamatorios
conocidos como fenotipo secretor asociado a la senescencia (SASP) [96], compuesto por
citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento y metaloproteinasas de matriz [100]. La
funcién principal de las SASP es perpetuar el estado antiproliferativo y fomentar la
eliminacién de las células senescentes por el sistema inmune, generando la activacién de
subconjuntos de células Ty B, células NK, células NKT, células dendriticas, macrofagos y
células v, lo cual favorece el estado inflamatorio créonico que ya se produce durante la
inmunosenescencia [95].
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5. Inmunidad entrenada del sistema inmune innato como
mecanismo de proteccion

Este efecto inmunomodulador del sistema inmune que presentan ciertas micobacterias
también puede ser Util como proteccidn frente a procesos autoinmunes o infecciones por
otros microorganismos.

A este proceso se le ha denominado como Trained immunity o inmunidad entrenaday, se
caracteriza por la induccién de citocinas proinflamatorias y cambios metabdlicos y
epigenéticos en las células inmunes innatas.

La capacidad de generar memoria en el sistema inmune se ha considerado a lo largo del
tiempo como una capacidad limitada al sistema inmune adaptativo, catalogando a la
respuesta innata como primitiva y no especifica [101]. Sin embargo, con el aumento de
estudios inmunoldgicos, se han descrito otros mecanismos implicados en el efecto
protector del sistema inmune [102], desterrando este pensamiento.

Diferentes experimentos indican que el sistema inmune innato es capaz de brindar
proteccién heterdloga al huésped debido a su capacidad de desarrollar una respuesta de
memoria inespecifica frente a una amplia variedad de estimulos. A este proceso se le
denomina “Trained immunity” o inmunidad entrenada y se basa en la reprogramacién
funcional a largo plazo de las células inmunitarias innatas después de un contacto con un
estimulo primario. Como consecuencia, se induce una respuesta inmune innata
aumentada en respuesta a una infeccién o estimulo secundario [102,103]. Esta respuesta
de memoria en las células inmunes innatas es menos especifica que en la memoria
inmunoldgica adaptativa[103] y, viene determinada por el aumento de citocinas
proinflamatorias, asi como cambios metabdlicos y epigenéticos en las células implicadas.

La primera descripcién que se asemeja al concepto actual de inmunidad entrenada lo
describié Howard et al., en 1959, describiendo la resistencia de las células fagociticas a la
infeccion de Salmonella enteritidis después de la infeccidn del huésped por M. bovis BCG
[102]. De hecho, dos de los agentes mas estudiados como inductores de inmunidad
entrenada son M. bovis BCG y el B-glucano de Candida albicans. Se ha descubierto que
ambos inducen una reprogramacion epigenética estable favoreciendo la activaciéon
celular, un aumento de la produccién de citocinas y cambios en el estado metabdlico de
la célula [101]. Durante la década de 1960, a través de estudios experimentales en
animales y humanos, se demostrd que existia proteccion cruzada con otros patégenos
bacterianos no relacionados después de la vacunacién con M. bovis BCG. Estos estudios
mostraban que el contacto previo de las PBMC con M. bovis BCG inducia un posterior
aumento de la produccion de IFN-y cuando se producia una infeccion con otros
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microorganismos no relacionados, impulsando la proteccion inespecifica [39]. Esto se
debe a que la inmunidad entrenada periférica inducida por M. bovis BCG resulta en
mejores respuestas por parte de monocitos y macréfagos, con incremento de la
produccion de IL-1B, IL-6 y TNF-a, asi como una liberacién mas efectiva de especies
reactivas de oxigeno y proteasas antimicrobianas, lo que conduce a la fagocitosis mas
eficiente [39]. Aunque los monocitos y macrofagos son células troncales en la respuesta
innata, también se ha estudiado la induccién de memoria en otras células mieloides
mononucleares como DC o neutrofilos [102].

Ademads, M. bovis BCG también es capaz de inducir reprogramacién funcional a nivel de
los progenitores de células mieloides de la médula dsea, desarrollando inmunidad
entrenada central [102]. Un estudio reciente con un modelo murino ha demostrado que
el entrenamiento de monocitos y macréfagos inducido por M. bovis BCG era efectivo in
vivo. La micobacteria accedia a la médula 6sea cambiando el panorama transcripcional de
las células madre hematopoyéticas (CMH) y de los progenitores multipotentes, dando
lugar a la expansion celular local y a una mielopoyesis mejorada. Esto mostré CMH
educadas que generan macréfagos modificados epigenéticamente, favoreciendo una
mayor proteccién frente a la infeccién por M. tuberculosis respecto a los CMH sin
estimular [104]. El acumulo de estudios inmunoldgicos y epidemiolédgicos ha demostrado
que los cambios funcionales que generan memoria en células inmunes innatas son de larga
duracién [39], observdndose hasta al menos un aflo después del primer estimulo. Asi
mismo, se han descrito efectos de la proteccion inespecifica inducida por vacunacién hasta
5 afios después de ésta [102,103]. El desarrollo de nuevos estudios junto con el
seguimiento en el tiempo de los ya iniciados tendra una gran relevancia por ser un area
prometedora para conseguir nuevas vacunas y tratamientos donde el sistema inmune
innato tenga un papel destacado/principal [101,105].

Asi, como resultado de la exposicidn inicial al estimulo primario, se promueve el priming
celular no especifico del sistema inmune innato [103], con la activacién en cascada de una
serie de rutas intracelulares que se caracterizan por producir una remodelacion
metabdlica, epigenética y transcripcional [102,106], lo cual se detalla a continuacién.

5.1 Reprogramacion metabdlica y epigenética

La respiracidn aerdbica es la principal fuente de ATP en muchas de las células humanas.
Sin embargo, la glucélisis, como forma alternativa de metabolismo de la glucosa y
obtencidn energia, juega un papel importante en lainmunidad [107]. Durante la activacién
celular inmune se ha observado un aumento de la regulacion de la glucdlisis,
incrementando el consumo de glucosa con una produccion elevada de lactato [108]. Es
decir, la induccién de la inmunidad entrenada conduce a un cambio del metabolismo
celular desde la fosforilacion oxidativa hacia la glucdlisis, especificamente a través de la
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via mTOR/HIF1a/Akt [109]. En la estimulacidon de macrofagos, se ha observado que el
piruvato generado durante la glucdlisis, en vez de ser utilizado por la mitocondria
favoreciendo el proceso de fosforilacién oxidativa, se transforma en lactato, el cual se
libera al exterior celular. Las células inmunitarias innatas utilizan esta adaptacién
metabdlica para obtener la energia necesaria para su activacion en el momento oportuno
[108].

Este cambio metabdlico conlleva la acumulacion de metabolitos intermedios del ciclo de
los acidos tricarboxilicos (TCA), como el fumarato y el succinato, lo cual parece estar
relacionado con el control en la metilacion y acetilacion de las histonas, formando la base
metabdlica y epigenética de la inmunidad entrenada [110]. La acumulacién de estos
metabolitos es crucial debido a que actian como cofactores para el DNAy las enzimas que
actlan sobre histonas, siendo las mas relevantes: metiltransferasas, desmetilasas,
acetiltransferasas y desacetilasas de histonas [102]. Ademas, se ha descrito que después
de una semana del priming de los monocitos con un primer estimulo, se observa una
regulacion epigenética de los genes involucrados en la codificacion de las enzimas
glucoliticas hexoquinasa y piruvato quinasa.

La concentracién en los niveles de ciertos intermediarios del ciclo TCA tiene un impacto
directo en la funcionalidad de las enzimas implicadas en las modificaciones epigenéticas a
nivel de histonas. Un ejemplo es el efecto inmunomodulador del fumarato que media la
inhibicion de la familia KDM5 de histonas desmetilasas, lo que aumenta la metilacién de
histonas y provoca un estado abierto de la cromatina, favoreciendo la expresion de genes
proinflamatorios [111]. Otro ejemplo se debe al acimulo de succinato, que produce la
inhibicion de la hidroxilacion de HIF1, lo cual promueve la transcripcion de IL-1B en los
macroéfagos inflamatorios.

Como consecuencia del balance metabdlico a favor de la via glucolitica durante la
induccién del entrenamiento inmunitario, se produce una reprogramacion epigenética,
atribuida a cambios estables en la trimetilacidn y acetilacidn de histonas. Se ha mostrado
que las marcas epigéneticas mas relevantes relacionadas con un fenotipo de inmunidad
entrenada inducido por B-glucano y M. bovis BCG residen, principalmente en la histona 3
(H3), siendo las mds importantes la mono- y tri-metilacién de la H3 en la lisina 4 (K4)
(H3K4mel y H3K4me3, respectivamente), la metilacién de la H3 en la lisina 9 (H3K9me) y
la acetilacion de H3 en la lisina 27 (H3K27ac) [109,112-114] . Estos cambios moleculares,
presenta un impacto a largo plazo [115], modificando la accesibilidad de la cromatina. El
estado abierto de la cromatina conduce a una transcripciéon mas eficaz de los genes
importantes para la proteccion y defensa del huésped [39].

La posicion de la metilacion y el nimero de grupos metilo (mono-, di- o tri-metilacion)
estan asociados tanto a induccion como a represion génica. Mientras que la di- o tri-
metilacion de las H3K9 y H3K27 son marcas de histonas represivas, la acetilacion de H3K27
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y la di- o tri-metilacion de la H3K4 en genes proinflamatorios [116] denota cromatina
abierta y estd asociada con la activacién génica[113], con un incremento en la produccion
de citocinas [115]. Un ejemplo de metilacion represiva seria la H3K9me3, facilitando la
metilacion del ADN, la formacion de heterocromatina y, como consecuencia, el
silenciamiento génico [117]. Otro fendmeno relacionado con la modificacion de histonas
seria el de tolerancia. Se ha descrito que la estimulacion continuada de los monocitos con
lipopolisacarido (LPS), induce tolerancia mediante el acimulo de metilaciones en H3K9
tras la re-estimulacion con este agente inespecifico [118] (Figura 8).

En los estudios realizados por Arts et al., se evalud la regulacién del metabolismo de la
glucosa en monocitos y macréfagos entrenados[119]. Para ello, se determind la expresion
de RNAm de mTOR, de enzimas implicadas en el proceso y se determind la trimetilacidn
de H3K4 y H3K9. Se demostrd que cuando los monocitos se entrenaron con M. bovis BCG,
se obtuvo un aumento de H3K4me3 y una acusada disminucién de H3K9me3 en los
promotores de mTOR, IL-6 y TNF-a. Esto demuestra que M. bovis BCG induce
entrenamiento de la inmunidad innata, pero también muestra que los cambios
metabdlicos y epigenéticos estdn entrelazados y son altamente dependientes entre si
[119]

En conclusién, se ha demostrado que la glucdlisis elevada y la acumulacion de metabolitos
intermedios del TCA, controlan la metilacion y acetilacion de diferentes posiciones de la
H3, generando asi la base metabdlica y epigenética para la inmunidad entrenada del
sistema innato [120,121].
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Figura 8. Representacidn esquematica de las diferencias en la activacién celular y del comportamiento de las respuestas inmunes innatas durante
los diferentes mecanismos adaptativos inducidos por las células del sistema inmune innato. a) Diferenciacion, b) Priming, c¢) Inmunidad entrenada
(memoria inmune innata) y d) Tolerancia. Modificado con Biorender a partir de Divangahi et al., 2021, y Ochando et al., 2023 [121,122].
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CONTEXTO CIENTIFICO Y OBJETIVOS

Desde hace mads de 40 afios, M. bovis BCG se utiliza como terapia inmunoldgica local para
el tratamiento del cancer de vejiga no musculo invasivo (CVNMI) por su alta efectividad.
Sin embargo, se describen eventos adversos graves en un alto porcentaje de los pacientes
tratados [1], incluyendo casos de infeccion por BCG, por lo que explorar nuevas
alternativas es imprescindible. Se ha demostrado que M. brumae, una micobacteria
ambiental no patdgena, es segura [90] y presenta una capacidad antitumoral similar,
siendo un buen candidato para reemplazar a M. bovis BCG en el tratamiento del CVYNMI
[87]. Hay estudios que han reportado el efecto antitumoral in vitro de diferentes
micobacterias frente a células tumorales de distinta anatomia a la vesical [35], por lo que
es interesante estudiar el efecto antiproliferativo de M. brumae sobre distintas lineas
tumorales diferentes a CVNMI para aumentar el nimero de tratamientos disponibles.

Asi mismo, la poblacién diana para el tratamiento con micobacterias, en el contexto de
cancer de vejiga, son mayoritariamente hombres con una edad superior a 60 afios. Se ha
descrito el deterioro que el sistema inmune presenta con la edad, disminuyendo la
capacidad citotoxica y fagocitica por el descenso celular y/o de su capacidad efectiva
[94,96,98,123]. Sin embargo, la mayoria de los estudios sobre el potencial
inmunoterapéutico de nuevos agentes ex vivo, se realiza en muestras de donantes de una
poblacion mas joven. Con el fin de evaluar si los resultados obtenidos ex vivo en una
poblacion joven son comparables con los de una poblacion senescente, es necesario
evaluar ex vivo la capacidad inmunomoduladora de M. brumae y M. bovis BCG en células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) de poblaciones sanas de distintos rangos de
edad, asi como pacientes con cancer de vejiga.

En cuanto al mecanismo por el que las micobacterias activan el sistema inmunoldgico, se
ha demostrado la capacidad de M. bovis BCG en la activacion y modulacién del sistema
inmune innato, generando memoria y proteccion inespecifica frente a diferentes
patologias como afecciones autoinmunes, infecciones por microorganismos patégenos o
ciertos tipos de procesos tumorales [102,124]. Varios estudios demuestran que
determinados componentes de la pared celular de algunas micobacterias inducen un
aumento en la liberacién de citocinas y, promueven cambios metabdlicos y epigéneticos
en la célula [101,119,121]. Debido a ello, es relevante ampliar el conocimiento sobre la
implicacion de las micobacterias no tuberculosas, como M. brumae, en la proteccién
inmune vy, poder dilucidar el mecanismo de accién por el cual se genera la
inmunomodulacidn de la respuesta inmune innata.
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Objetivos

e Objetivo 1: Caracterizar fenotipica y genéticamente diferentes cepas de M.
brumae y evaluar su capacidad inmunomoduladora y antitumoral.

o Caracterizacion fenotipica de cuatro cepas de M. brumae comparando su
perfil lipidico y la susceptibilidad a antimicrobianos.

o Secuenciacion del genoma de las diferentes cepas de M. brumae y analisis
de las diferencias genéticas entre ellas.

o Analisis comparativo del efecto inmunomodulador in vitro de las cepas de
M. brumae sobre macréfagos humanos y murinos.

o Evaluacion in vitro del efecto antiproliferativo de las cepas de M. brumae
frente a lineas tumorales de vejiga, tracto gastrointestinal, mama, cérvix
y pulmén.

e Objetivo 2: Estudiar ex vivo la capacidad inmunoterapéutica de M. brumae y M.
bovis BCG en cancer vesical sobre diferentes grupos poblacionales.
o Evaluacion de la activacion de PBMC inducida por M. brumae y M. bovis
BCG.
o Andlisis del efecto antitumoral directo e indirecto de las PBMC activadas
sobre células de cancer vesical.

e Objetivo 3: Estudio de la capacidad de inducir el entrenamiento del sistema
inmune innato por diferentes cepas de M. brumae y de M. bovis BCG en modelos
in vitroy ex vivo.

o Inmunidad entrenada inducida por las micobacterias utilizando como
modelo de estudio in vitro la linea celular THP-1

o Evaluacion de la estimulacion y modulacion inmune innata de M. brumae
y M. bovis BCG en modelos ex vivo humanos y murinos.
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Caracterizacion de diferentes cepas de M.
brumae a nivel gendmico, fenotipico y
funcional.
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CAPITULO . IN VITRO DE LA CARACTERIZACION DE LAS DIFERENTES
CEPAS DE M. BRUMAE

1. Material y métodos

1.1 Origen de las micobacterias

Distintas cepas de M. brumae y M. bovis BCG Connaught se utilizaron para evaluar su
efecto antitumoral frente a distintas lineas tumorales de origen diverso. Ademas, se
analizé ex vivo la capacidad de la cepa de referencia de M. brumae (CR-270) y M. bovis
BCG Connaught para inmunomodular la activacion de PBMC de individuos de poblaciones
de distinto rango de edad en el contexto de cancer de vejiga. Por ultimo, se utilizaron tres
cepas de M. brumae y nueve cepas de M. bovis BCG para evaluar la linea de monocitos
THP-1 como modelo in vitro de inmunidad entrenada, asi como para analizar la capacidad
de las cepas de M. brumae de estimular ex vivo monocitos humanos generando una
respuesta heterdloga inespecifica compatible con el concepto de inmunidad entrenada.
El origen y cédigo ATCC de las distintas micobacterias utilizadas en los experimentos se
recoge en la Tabla 1.

Tabla 1. Origen y cédigo ATCC de las micobacterias utilizadas en los experimentos

Micobacteria ATCC

Lugar de obtencion

Cepario del Laboratorio de

M. brumae CR-270

51384

Micobacteriologia, UAB, Barcelona, Espafia

M. brumae CR-269

Luquin et al, 1993
(86]

Cepario del Laboratorio de
Micobacteriologia, UAB

M. brumae CR-142

Luquin et al, 1993
(86]

Cepario del Laboratorio de
Micobacteriologia, UAB

M. brumae CR-103

Luquin et al, 1993

Cepario del Laboratorio de

[86] Micobacteriologia, UAB
M. bovis BCG Connaught 35745 Aventis Pasteur Laboratories (immunocyst)
M. bovis BCG Glaxo 35741 Cedida por el Dr. Jun Liu (,Universidad de
Toronto, Toronto, Canada)
M. bovis BCG Japan 35737 Cedida por el Dr. Jun Liu (Universidad de

Toronto)
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Cedida por el Dr. Carlos Martin,

M. bovis BCG Moreau 35736 Universidad de Zaragoza, Zaragoza,

Espafia)
. Cedida por la Dra. Maria Jesus Garcia,

M. bovis BCG Pasteur 35734 Universidad Auténoma de Madrid

M. bovis BCG Phipps 35734 CECT, Coleccion espafiola de cultivos tipos

M. bovis BCG Russian 35740 Cedida por el Dr. Carlos Martin,
Universidad de Zaragoza)

M. bovis BCG Tice 27289 DSMZ, Coleccion alemana de
microorganismos y cultivos celulares

M. bovis BCG Oncotice 674275 Merck Sharp

M. gastri 15754 Cepario del Laboratorio de

Micobacteriologia, UAB, Barcelona, Espafia

De las cepas de M. brumae que se utilizaron, la cepa de referencia y las cepas CR-142 y

CR-103 fueron aisladas de muestras del rio Llobregat en Barcelona (Espafia), mientras que
la cepa CR-269 fue aislada de una muestra de suelo (Luquin et al., 1993).

1.2 Conservacidon y mantenimiento de micobacterias

La conservacidén a largo plazo de las diferentes especies de micobacterias se realiza
almacenandolas en leche desnatada al 20% en agua destilada (H,Od) (p/v), previamente
autoclavada a 1159C durante 15 minutos para su esterilizacién, y congeladas a -402C.

Para el cultivo y mantenimiento de las micobacterias, se utilizé medio Agar Middlebrook
7H10 (Difco™ Laboratories, Reino Unido) suplementado con un 10% de &cido oleico,
albumina, dextrosa y catalasa (OADC). Para su correcto crecimiento, las micobacterias se
incubaron a 372C durante 7 dias para las cepas de M. brumae y M. gastri, y 21 dias para

las cepas de M. bovis BCG.
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1.3 Técnicas de cultivo de micobacterias

Debido a que para este trabajo se han utilizado microorganismos de nivel de bioseguridad
1 (M. brumae) y 2 (M. bovis BCG y M. gastri), los experimentos se realizaron en las
instalaciones de bioseguridad adecuadas: laboratorio A/ES/15/1-35, siguiendo
procedimientos aprobados por el Comité de Bioseguridad de la UAB.

1.3.1.1 Preparacién de suspensiones bacterianas para estudios de citotoxicidad e
inmunomodulacién

Para infectar los cultivos celulares con las diferentes micobacterias, se prepararon
suspensiones de éstas que se utilizaron recién preparadas para el estudio del efecto de las
micobacterias vivas.

Se recogieron las bacterias de la superficie del medio de cultivo sélido y se depositaron en
un tubo de vidrio con bolitas de vidrio estériles. Para disgregar la biomasa de
micobacterias, se agitaron en el Vortex y, a continuacion, se afladié PBS para formar una
suspension concentrada de las bacterias. Se dejo reposar durante 20-30 minutos para que
precipitasen los agregados y se transfirid el sobrenadante a un tubo nuevo de vidrio,
ajustdndolo a una turbidez correspondiente a un estdndar McFarland 1 (McF1).
Seguidamente la suspension homogénea se centrifugd a 1640 g durante 10 minutos y 42C.
El pellet bacteriano se resuspendié en medio de cultivo celular completo sin antibidticos
y se ultrasénico en un bafio durante 3 ciclos de 30 segundos cada uno. Finalmente se
obtuvo una suspension celular de bacterias individuales, sin formacion de agregados.

Con las suspensiones bacterianas se realizaron las infecciones celulares del estudio, asi
como diluciones seriadas y siembra en medio de cultivo 7H10 para el recuento de las
unidades formadoras de colonias (CFU). La suspensién bacteriana correspondiente a un
McF1, fue equivalente a una concentracién bacteriana diferente seglin la micobacteria
sembrada, siendo de 5x10° CFU/mL para las cepas de M. brumae, de 5x10° CFU/mL para
las cepas de M. bovis BCG y, de 1x107 para M. gastri.
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1.4 Extraccidn y analisis de lipidos y acidos micélicos

Con el objetivo de conocer la composicion lipidica de las diferentes cepas de M. brumae,
se realizé la extraccion de lipidos y dcidos micdlicos. Mientras que para la extraccion de
acidos micélicos se llevd a cabo un solo procedimiento, para la extraccion de lipidos se
realizaron dos protocolos distintos. Con uno de ellos se estudié el contenido total de
lipidos de la célula micobacteriana, mientras que con el segundo se determinaron los
lipidos expuestos en la parte mas superficial en la pared de la micobacteria. Una vez
realizadas las extracciones, se monitorizd la composicidn lipidica y de dcidos micélicos de
las diferentes cepas mediante cromatografia en capa fina (TLC, thin-layer
chromatography).

Se pesaron 0.2g de la bacteria crecida en medio soélido 7H10 v se transfirié a un Erlenmeyer
de vidrio. Sobre la biomasa pesada, se afiadid una mezcla de solventes organicos
compuesta por cloroformo y metanol (cloroformo:metanol, 1:2, v/v). Con los Erlenmeyer
perfectamente cerrados, la mezcla se mantuvo en constante agitacion toda la noche (ON,
overnight). Al dia siguiente, el contenido del Erlenmeyer se filtré con papel de filtro y se
recogié la fase liquida (solventes organicos con el extracto de micobacteria) en nuevos
tubos de cristal. Los solventes orgénicos de la parte liquida se evaporaron insuflando un
flujo de nitrégeno en el interior del tubo e introduciéndolos en un bafio de calor seco a
379C. Una vez evaporados los solventes organicos, los tubos se cerraron con una
atmdsfera de nitrégeno y de almacenaron a 42C hasta su uso.

Por otro lado, los restos celulares secos de la micobacteria se recogieron del papel de filtro
y se mantuvieron en agitacion ON, de nuevo, con una mezcla de cloroformo y de metanol
(cloroformo:metanol, 2:1, v/v). Posteriormente se filtraron los restos celulares,
recogiendo la fase liquida con los extractos lipidicos en los tubos de vidrio utilizados el dia
anterior, que se evaporaron y almacenaron como se indicd anteriormente.

A continuacion, los extractos lipidicos se resuspendieron en una solucion de cloroformo,
metanol y agua destilada (H,Od (cloroformo: metanol: H,Od, 8:4:2, v/v/v). El agua
destilada utilizada contenia un 0,04% de cloruro de calcio (CaCl,) para minimizar la
formacion de interfases. Esta mezcla de lipidos se transfirié a un embudo de decantacién,
se mezcld suavemente y se dejo reposar ON hasta observar dos fases transparentes e
inmiscibles entre si. Se recogid la fase inferior, correspondiente al extracto lipidico,
mientras que la fase superior, con los lipidos mds polares, se recogiod por separado. El
contenido de ambos tubos fue evaporado, cerrado y almacenado a 42C hasta la realizacién
del andlisis lipidico mediante TLC.
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Para la extraccion superficial de lipidos de la pared bacteriana, las micobacterias se
inocularon en medio de cultivo liquido Middlebrook 7H9 (7H9) formando una biopelicula
que cubriera toda la superficie.

Para ello, se realizd una suspension bacteriana de cada cepa de M. brumae siguiendo el
procedimiento explicado anteriormente y ajustando cada suspensidn bacteriana a la
turbidez de un McF 1. Las botellas con medio 7H9 liquido fueron inoculadas en la interfase
liquido/aire con 0.3mL de la suspension bacteriana y se incubaron sin agitacion a 37°C
durante 11 dias. Trascurrido este tiempo, sobre la biopelicula de micobacterias se
afiadieron suavemente 20mL de éter de petrdleo (40-609). El solvente se mantuvo en
contacto con la biopelicula durante 5 minutos con el recipiente cerrado herméticamente.
El éter de petréleo se recogié con una pipeta Pasteur de vidrio y se transfirid a un tubo de
vidrio. Finalmente, el contenido de los tubos fue evaporado y almacenado como se detalla
anteriormente hasta la realizacién del analisis lipidico mediante TLC.

La extraccién de acidos micdlicos de la pared de la micobacteria se realizé mediante
metandlisis acida. Para ello, la biomasa de cada micobacteria crecida en medio 7H10, se
transfirié a un tubo de vidrio sobre el que se afiadieron 2mL de solucién esterificante
(metanol: tolueno: H,SO4, 30:15:1, v/v/v). La mezcla se agitd con un Voértex y se mantuvo
ON a 802C en un bafio de calor seco, favoreciendo la ruptura del enlace éster entre los
acidos micdlicos y el arabinogalactano vy, liberando los dcidos micdlicos de la pared
bacteriana.

A continuacion, se afiadid hexano sobre la solucidn esterificante, se homogeneizd y se dejo
reposar hasta observar dos fases inmiscibles entre si. Con una pipeta Pasteur de vidrio se
recogid y transfirid a un tubo nuevo la fase apolar con los acidos micdlicos extraidos. El
contenido de los tubos fue evaporado con nitrégeno a 409C, cerrado y almacenado a 49C
hasta la realizacion del andlisis de dcidos micdlicos mediante TLC.

Los extractos lipidicos obtenidos de las extracciones total y superficial, asi como los
extractos de acidos micdlicos fueron analizados mediante TLC unidimensional en placas
de silicagel 60 (Merck, Alemania). Mientras que los extractos lipidicos totales vy
superficiales de la pared bacteriana se resuspendieron en 100-200uL de cloroformo, los
extractos de acidos micdlicos se resuspendieron en 100-200uL de hexano. Se depositaron
10uL de cada muestra sobre la placa de TLC, usando capilares de vidrio (Blaubrand®),
dejandolos secar durante 5 minutos a temperatura ambiente.
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Los solventes utilizados como fase movil se afiadieron y mantuvieron por lo menos 20
minutos en las cubetas de TLC para generar una atmodsfera de saturacién. A continuacion,
la placa de TLC se introdujo en la cubeta, favoreciendo que la fase movil subiera por la
placa de TLC. Finalmente, la placa de silicagel se sacé de la cubeta, se dejé secar bajo en
una cabina de extraccion y se reveld utilizando el reactivo mas adecuado para cada
visualizacion. Cuando las placas se revelaron con antrona al 1% en acido sulfurico (p/v) o
con acido fosfomolibdico al 10% en etanol absoluto (p/v), la placa de TLC se calenté a
1202C entre 2 a 5 minutos. Sin embargo, si el revelador utilizado fue el reactivo Dittmer
(6xido de molibdeno al 1.3% en 4cido sulfurico 4.2M (p/v)), la placa de silicagel se mantuvo
a temperatura ambiente.

Las muestras obtenidas tras la extraccion total de lipidos de la micobacteria se eluyeron
mediante los siguientes sistemas de elucion: soluciones de cloroformo, metanol y agua
destilada en distintas proporciones (cloroformo: metanol: agua, 100:14:0.8, 30:8:1,
65:25:4 y 60:35:8, v/v/v); cloroformo y metanol (cloroformo: metanol, 85:15, v/v); asi
como una solucion de éter de petrdleo (60-809) y dietiléter (éter de petréleo: dietiléter,
90:10, v/v). Todas las placas de TLC fueron reveladas con antrona, excepto la placa eluida
con el sistema éter de petrdleo: dietiléter (90:10, v/v), la cual se relevé con é&cido
fosfomolibdico. Ademads, una de las placas de TLC eluidas con la solucion de cloroformo:
metanol: agua, 65:25:4 (v/v/v), fue relevada con el reactivo Dittmer.

En el andlisis de lipidos de la superficie de la pared bacteriana, se usaron soluciones de
cloroformo y metanol (cloroformo: metanol, 96:4, v/v) y; éter de petrdleo (60-802) y
dietiléter (éter de petréleo: dietiléter, 90:10, v/v) como sistemas de elucion. Las placas de
TLC de ambos sistemas de elucidn se relevaron con acido fosfomolibdico.

Finalmente, las placas destinadas al analisis de acidos micdlicos se eluyeron 3 veces con
un sistema de elucidon compuesto por hexano y dietiléter (hexano: dietileter, 85:15, v/v) y
se revelaron con acido fosfomolibdico.

1.5 Susceptibilidad a antibidticos

Los paneles comerciales Sensititre RAPMYCOI y Sensititre SLOMYCOI (Thermofisher
Scientific, Estados Unidos) fueron utilizados para determinar la susceptibilidad de las
diferentes cepas de M. brumae a diferentes antimicrobianos. Se probaron una amplia
variedad de grupos de antibidticos, incluyendo [-lactdmicos, aminoglucdsidos,
quinolonas, macrdlidos, tetraciclinas, oxazolidinonas, sulfonamidas y diversos farmacos
antituberculosos.
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Se prepard una suspension bacteriana ajustando la turbidez a un estandar McF 1. Se
afiadieron 50uL de dicha suspension a un tubo con medio liquido Mueller-Hinton,
afiadiendo 100uL de este indculo bacteriano a cada pocillo de las placas de comerciales.
El resto del procedimiento se realizé de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El
método y las pautas para la interpretacién de los resultados fueron obtenidos del Instituto
de Normas Clinicas y de Laboratorio.

1.6 Analisis gendmico de las cepas de M. brumae

El andlisis gendmico de las cepas de M. brumae se llevé a cabo en el laboratorio de la Dra.
Mireia Coscolla en el Institut de Biologia Integrativa de Sistemes |2SysBio de la Universidad
de Valencia-CSIC.

Se analizé la relacién filogenética de M. brumae con los genomas de referencia o
completos previamente publicados de diferentes especies de micobacterias. Para la
comparacién con la secuencia del genoma de la cepa de referencia de M. brumae, se
utilizaron tres secuencias de M. brumae previamente publicadas, aunque no estuvieran
cerrados los genomas. Las secuencias de M. brumae previamente publicadas fueron:
CIP1034565 (GCF_002553575.1), DSM44177 (GCF_004014795.1), and MBR1
(GCF_900073015.1).

Para la comparacion gendmica, se utilizaron los genomas de M. tuberculosis H37Rv y M.
bovis BCG Connaught, los cuales se obtuvieron de la base de datos GenBank. Los nimeros
de acceso fueron: GCA_000195955.2 and GCA_001287325.1, respectivamente.

Para la extraccion de DNA de las cuatro cepas de M. brumae, la biomasa de cada
micobacteria se recolectd a partir de su crecimiento en medio de cultivo 7H10. Se disgregd
en un tubo de cristal con bolitas estériles de vidrio y el DNA se extrajo usando el test
comercial de aislamiento de DNA microbiano UltraClean® siguiendo las instrucciones del
fabricante (MO BIO Laboratories, Inc., Estados Unidos) con ligeras modificaciones. Las
muestras se calentaron a 652C durante 10 minutos en el paso 4 del procedimiento, para
mejorar la extraccion. Los extractos obtenidos se monitorizaron mediante electroforesis
en un gel de agarosa al 0,8%, usando el colorante 6x NZYDNA Loading (Nzytech, Portugal)
y el marcador A DNA/Hind Il (Thermofisher Scientific, Estados Unidos).
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Las muestras se concentraron por evaporacion a 452C con el concentrador Eppendorf®
centrifugal vacuum concentrator 5301 (Sigma-Aldrich, Estados Unidos). Finalmente, la
cuantificacién de DNA de las muestras se llevd a cabo usando el espectofotometro
NanoDrop™ 2000 (NanoDrop Technologies, Inc. Estados Unidos).

La secuenciacién del genoma completo de la cepa de referencia de M. brumae se realizd
en el SCSIE Genomics Core Facility de la Universidad de Valencia mediante el sistema
PacBio Sequel™ (Pacific Biosciences, Estados Unidos). Se prepard una Unica libreria de
secuenciacién no multiplex mediante el kit 10kb SMRTbell Express Template Prep Kit 2.0
(Pacific Bioesciences), siguiendo el protocolo proporcionado por el fabricante. Se cred un
complejo SMRTbell-polymerase usando el kit PacBio’s Sequel binding kit 3.0 siguiendo las
instrucciones del fabricante. La libreria final se secuencié mediante 1 Sequel™ SMRT® Cell
1M v3, usando el kit comercial Sequel Sequencing Kit 3.0.

El genoma completo de las cepas CR-269, CR-142 y CR-103 de M. brumae fue secuenciado
con Illumina®. Las librerias de los genomas se construyeron con Nextera XT DNA library
preparation kit (lllumina®, Estados Unidos), siguiendo las instrucciones del fabricante. Esta
secuenciacién se llevd a cabo con la plataforma Illumina® MiSeq en el Instituto de
Biomedicina de Valencia, realizando por duplicado 300 ciclos de lecturas emparejadas.

El ensamblaje de la secuencia se realizd a partir de un total de 584,529,485 bases (los
datos crudos de secuenciacién utilizados para el ensamblaje estan disponibles en NCBI
bajo el cédigo PRINA798885) con una profundidad de lectura de 136 sobre el genoma y
una longitud de lectura N50 de 6,188 bases, utilizando la interfaz SMRT Link v8.0.0 y la
aplicacion de analisis Microbial Assembly (Pacific Biosciences). El ensamblaje del genoma
fue realizado con el parametro de tamafio del genoma establecido en 4Mb, produciendo
un Unico coéntigo circular pulido de 3,988,920 bases. Se evalud la calidad del montaje
mediante el software Inspector [125], asignando las lecturas largas al céntigo. Se utilizd
Ori-Finder 2022 (https://tubic.org/Ori-Finder2022, acceso en agosto 2022) para identificar
el origen de replicacion bacteriano. El draft del genoma de la cepa de referencia de M.
brumae ATCC 51384 fue anotado por las pipelines Rapid Prokaryotic Genome Annotation
(Prokka) v1.14.5 [126], Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAP) v2022-04-
14.build6021 [127], Bakta v1.4.2 [128], y el servidor Rapid Annotations using Subsystems
Technology (RAST) [129]. PseudoFinder [130] y PGAP se usaron para la deteccion de
pseudogenes candidatos. Solo aquellos pseudogenes predichos por ambos enfoques se

64



Capitulo |

mantuvieron como pseudogenes altamente fiables, mientras que el resto fueron anotados
manualmente como “pseudogenes putativos”. La anotacion PGAP fue curada mediante
una inspeccion detallada de los genes relacionados con la virulencia.

Se usaron dos pipelines descritos previamente [131,132] para el mapeo y deteccidon de
variantes de las tres cepas de M. brumae (CR-269, CR-103 y CR-142) respecto a la cepa de
referencia (CR-270). Solo los polimorfismos de un Unico nucledtido (Single Nucleotide
Polymorphism, SNPs) que alcanzaron fijacion dentro del aislamiento se consideraron SNPs
homocigotos (frecuencia dentro del huésped, es decir, frecuencia de SNPs superior al 90%
dentro de las lecturas de la misma muestra), siendo clasificados como SNPs heterocigotos
si no cumplian con este requisito. Todos los SNPs se anotaron utilizando SnpEffv4.11 [133]
y la anotacién de la cepa de M. brumae ATCC 51384 (CP104302). Las regiones repetidas
del genoma de M. brumae se obtuvieron utilizando run-mummer3 y una pipeline
personalizada mediante Python para identificar genes repetidos con un umbral minimo de
300pb de identidad. La secuencia de comandos utilizados y la lista de genes repetidos se
cargaron en GitHub (https://github.com/PathoGenOmics/mbrumae closedgenome). Los
SNPs ubicados en esas regiones se clasificaron como “SNPs de baja confianza”. Para el

andlisis de deleciones, fueron calculadas las medias de coberturas por gen, corregidas por
el tamafio del gen (https://github.com/PathoGenOmics/mbrumae closedgenome). Solo
fueron eliminados aquellos genes con menos de cinco lecturas por sitio en al menos un
10% de la longitud del gen. Dado que las regiones repetitivas podian comprometer la
precisiéon del analisis, también fueron excluidos los genes ubicados en regiones repetidas.

Para la construccion filogenética principal, se seleccionaron un subconjunto de genomas
del género Mycobacterium los cuales representaran diferentes partes del género,
especialmente los taxones mads cercanos a M. brumae. Solo se utilizaron genomas
cerrados y completamente descritos [134]. En total se incluyeron 21 ensamblajes de
genomas descargados el ensamblaje de la cepa de referencia de M. brumae recién
secuenciada y las secuencias de las cepas CR-269, CR-142 y CR-103 de M. brumae. Se
utilizé el software Roary v3.11.2 [135] para obtener el genoma central alineado definido
como el subconjunto de genes que se encuentran en al menos el 99% de las muestras,
incluyendo 177 genes conservados. La alineacion se usé para inferir un drbol filogenético
de maxima verosimilitud utilizando IQ-TREE v1.6.12 [136] con el modelo GTR vy, se volvid
a examinar usando el método de remuestreo Bootstrap (1000 réplicas). Hoyosella subflava
(familia Mycobacteriaceae) se utilizé para enraizar el arbol, ya que era la bacteria
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secuenciada mas cercana al género Mycobacterium [22]. El potencial de virulenciay la tasa
de crecimiento [134] se anotaron en la filogenia utilizando el software ITOL v4 [137]. Los
posibles eventos de recombinacion en el rbol se verificaron utilizando Gubbins v3.2 [135].

Se realizé un analisis filogenético adicional para confirmar la consistencia de la secuencia
del genoma de la cepa de referencia de M. brumae con otras secuencias gendmicas de la
misma cepa. Asi, se incluyeron la secuencia de M. brumae ATCC 51384" y las tres
secuencias publicadas de la cepa de referencia de M. brumae que no estaban cerradas,
denominadas como CIP1034565, DSM44177 y MBR1 con numeros de acceso
GCF_002553575.1, GCF_004014795.1 y GCF 900073015.1, respectivamente (figura
complementaria 1 del articulo). Se incluyeron también las secuencias obtenidas mediante
[llumina® de las tres cepas de M. brumae (CR-269, CR-142 y CR-103). Se utilizé el software
Panaroo v1.2.9 (Tonkin-Hill et al., 2020) para obtener el genoma central, utilizando los
siguientes pardmetros “panaroo -i*.gff -o results_panaroo_core —clean-mode strict -a
core”. La alineacidn se construyo con el software IQ-TREE v1.6.10 con el modelo GTRYy, se
volvid a examinar usando el método de remuestreo Bootstrap (1000 réplicas).

Para la identificacién de regiones de interés se utilizaron diferentes sistemas. Todas las
regiones de ESX fueron obtenidas de Mycobacterium tuberculosis (Mycobrowser, acceso
en abril 2022) y se usé BLASTp para identificar y anotar manualmente esas regiones en el
genoma de la cepa de referencia de M. brumae. Se utilizd CRISPRFinder [138] para la
prediccion del sistema CRISPR-Cas. La conservacion interna de las regiones candidatas a
repeticiones directas y a la divergencia de los espaciadores se comprobaron
manualmente. PhiSpy v4.2.21 fue utilizado para identificar los profagos alojados en el
genoma de M. brumae. Con el software CIRCOS [139] se realizé la representacién circular
del cromosoma.

En el andlisis de los genes que codifican para proteinas potencialmente inmunogénicas, se
obtuvieron todos los epitopos de células T y B verificados experimentalmente de la base
de datos de epitopos inmunes para M. tuberculosis H37Rv estudiados en humanos en el
contexto de enfermedades infecciosas, alérgicas, enfermedades autoinmunes vy
trasplantes. A continuacién, los genes asociados a los epitopos inmunogénicos se
obtuvieron de M. tuberculosis H37Rv usando una pipeline personalizada. Para evaluar la
presencia o ausencia de estos genes de M. tuberculosis en otros genomas, primero se
obtuvo la secuencia de nucledtidos del genoma H37Rv (numero de acceso
GCA_000195955.2) anotando la posiciéon de cada nucledtido con el mddulo Biopython de
Python version 1.79 [140], obteniéndose las coordenadas y la orientacién de los genes
mediante Mycobrowser. A continuacion, se tradujo y se obtuvo la secuencia de
aminoacidos. Para los genes de la cadena negativa, se realizd la traduccion
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complementaria e inversa utilizando el médulo Biopython. Se usé tBLASTn para encontrar
la similitud de aminodcidos entre las proteinas de M. tuberculosis y proteinas de M. bovis
BCG Connaught y M. brumae, utilizando BLAST+v 2.10.0 [141] mediante una secuencia de
comandos personalizada de Python v 3.6.0. Tras explorar diferentes porcentajes de
identidad, se considerd un gen presente cuando se alcanzo el 70% de identidad y el 70%
de cobertura.

Para obtener una lista de los genes de M. tuberculosis involucrados en la biosintesis de la
pared celular se realizé la siguiente busqueda bibliografica en PubMed: “(Mycobacterium
tuberculosis[Title/Abstract]) AND (biosynthesis[Title/Abstract]) AND ((mycolic acids[Title/
Abstract]) OR (PDIM[Title/Abstract]) OR (PGL[Title/ Abstract]) OR (PIM[Title/Abstract]) OR
(TDM[Title/Abstract]) OR (TMM([Title/Abstract]))”. Se obtuvo una lista de 221 articulos, por
lo que se filtraron los estudios que describian genes relacionados con la pared celular en
M. tuberculosis, obteniendo una lista final de 95 articulos y 179 genes.

Respecto a las mutaciones descritas en M. tuberculosis H37Rv asociadas a la resistencia a
antimicrobianos, se obtuvieron del catdlogo anual de mutaciones en M. tuberculosis de la
OMS de 2021. La presencia o ausencia de las mutaciones en las regiones de interés (genes
rpoB vy katG y regiones de regulacién inhA) fueron buscados manualmente en la secuencia
del gen, extraido del genoma de M. brumae usando MEGA X [142].
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1.7 Conservacion y cultivo de células eucariotas

En los distintos estudios in vitro realizados se utilizaron diferentes lineas celulares de
macroéfagos y células tumorales de vejiga, colon, higado, pulmdn, mama, cérvix y pancreas.

El cddigo de referencia de la ATCC vy tipo celular para cada linea, se encuentra resumida
en la tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas de las distintas lineas celulares utilizadas

Lineas ATCC Tipo celular

celulares
THP-1 TIB-202 Monocito
1774 TIB-67 Monocito/Macrofago
SW780 CRL-2169 Carcinoma de vejiga grado 1
RT112 ACC 418 Carcinoma de vejiga grado 2
5637 HTB-9 Carcinoma de vejiga grado 2
T24 HTB-4 Carcinoma de vejiga grado 3
MB49 - Carcinoma de vejiga grado 3
182 HTB-1 Carcinoma de vejiga grado 3
CaCo-2 HTB-37 Adenocarcinoma colorrectal
HCT-116 CCL-247 Carcinoma colorrectal
HT-29 HTB-38 Adenocarcinoma colorrectal
Hep-G2 HB-8065 Carcinoma hepatocelular
A549 CCL-185 Carcinoma de pulmoén
MCF-7 HTB-22 Adenocarcinoma de mama
SK-BR-3 HTB-30 Adenocarcinoma de mama
MDA-MB-231 HTB-26 Adenocarcinoma de mama
Hela CCL-2 Adenocarcinoma de cérvix
QGP-1 - Adenocarcinoma de pancreas

La linea celular de monocitos THP-1 fue cedida por el Dr. Alfonso del Rio (Fundacio IGPT,
Badalona, Espafia) y la linea murina de cancer de vejiga MB-49 fue cedida por el Dr.
Mangsbo (Uppsala, Suecia). El resto de las lineas celulares fueron obtenidas a partir del
Banco de Lineas Celulares de Cancer del Parc de Recerca Biomedica de Barcelona (PRBB,
Barcelona, Espafia) [87,143].
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1.7.1.1 Lineas celulares de monocitos humanos y macrdéfagos murinos

La linea de monocitos humanos THP-1 se cultivd en medio de cultivo completo RPMI con
L-glutamina y suplementado con un 10% de Suero Bovino Fetal (Fetal Bovine Serum, FBS,
Lonza), 100 U/mL de penicilina G (Laboratorios ERN, Espafia) y 100 ug/mL de
estreptomicina (Laboratorios Reig Jofré, Espafia). El cultivo se incubd a 372C en una
atmosfera humeda con un 5% de CO,. Esta linea celular fue utilizada para ensayos de
supervivencia intracelular de micobacterias, ensayos de produccion de citocinas e
inmunomodulacién y, en ensayos de inmunidad entrenada. Cuando fue necesario
diferenciar los monocitos a macréfagos, se afiadié al medio forbol-12-miristato-13-
acetato (PMA, Abcam, Reino Unido) en una concentracién de 100 nM.

La linea celular de macréfagos murinos J774 se cultivd en medio Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) con L-glutamina (Gibco®) completo. El cultivo se incubd a 372C en
una atmosfera hiumeda con un 5% de CO,. Esta linea celular fue utilizada para ensayos de
supervivencia intracelular de micobacterias y ensayos de produccién de citocinas e
inmunomodulacion.

1.7.1.2 Lineas celulares murinas y humanas (in vitro) de cancer de vejiga.

Las lineas celulares humanas de cancer de vejiga RT112, SW780, 5637, T24 y 182 (tabla 2),
se cultivaron con medio completo Dulbecco’s Modified Eagle Medium/Medio Ham’s F12
(DMEM-F12) (Gibco®). Por su parte, la linea murina MB49 fue cultivada en medio de
cultivo DMEM completo. La incubacién de todas las lineas tumorales de vejiga se realizé a
37°C en una atmdsfera humeda con un 5% de CO,.

1.7.1.3 Lineas celulares humanas de cancer de otras localizaciones anatdmicas

Las células tumorales humanas obtenidas de otras localizaciones anatdmicas fueron: HT-
29, CaCo-2, HCT-116, SK-BR-3, MCF-7, MDA-MB-231, Hela, A549, QGP-1y Hep-G2 (Tabla
2). Todas ellas se cultivaron con medio DMEM completo y se incubaron a 379C en una
atmosfera humeda con un 5% de CO..

1.7.2.1 Congelacion de células eucariotas

En primer lugar, se obtuvieron las células eucariotas a partir de un cultivo con un 80-90%
de confluencia y se realizd su cuantificacion utilizando camara de Neubauer. Se
centrifugaron a 300 g durante 5 minutos y 252C, y el pellet de células se resuspendid y
homogeneizd con medio de congelacién (FBS con un 10% de dimetil sulféxido (DMSO,
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Merck)), dispensandose finalmente en crioviales a una concentracién celular de entre 1y
3x10° células/mL. Los crioviales se almacenaron a -80°C.

1.7.2.2 Descongelacion de células eucariotas

Para descongelar las células eucariotas almacenadas a -809C, la suspensién celular se
descongeld a temperatura ambiente y se transfirié a un tubo con 5mL de medio de cultivo
completo. Seguidamente, se centrifugd a 300 g durante 5 minutos y 252C, descartando el
sobrenadante por decantacion para eliminar el DMSO del medio. El pellet se resuspendio
en 5 mL de medio de cultivo completo y se homogeneizé antes de traspasarlo a un flascén
de cultivo celular. Periddicamente se controld el crecimiento de las células realizdndose
subcultivos cuando la confluencia celular era aproximadamente del 80-90% del flascon.

1.7.2.3 Recuento celular

Para el recuento de las células se utilizd la cdmara de Neubauer vy la tincién de las células
con azul tripano (Gibco®) al 0,4% en tampdn salino fosfatado (PBS, phosphate buffered
saline). De la dilucién celular con azul tripano, se afiadieron por capilaridad 10 plL entre la
camara de Neubauer y el cubreobjetos. Se contaron el nimero de células viables en los
cuatro cuadrantes de las dos secciones de la cdmara de Neubauer, obteniendo la
concentracién celular de la muestra. El recuento celular se realizé en microscopio dptico
invertido con el objetivo de 10X.

1.7.2.4 Cultivos celulares y recoleccién de células para su uso en experimentos

Para el cultivo de las células que crecen adheridas a la superficie del flascén, se descarto
el medio de cultivo por decantacién y se realizd un lavado con PBS. A continuacion, se
afiadié Tripsina-EDTA 10X (Biowest, Francia) para despegar las células de la superficie del
flascén, se decantd el exceso de tripsina y se dejaron incubar las células durante 5 minutos
a 372C y 5% CO,. Las células ya en suspension se recuperaron y homogeneizaron, con el
medio de cultivo correspondiente a cada tipo celular.

Por otro lado, la linea celular humana THP-1 crece en suspension, por lo que su recoleccidon
del cultivo celular no requisé del uso de tripsina. Con una pipeta seroldgica, se traspasaron
las células a un tubo y se centrifugaron a 300 g durante 5 minutos y 252C. El sobrenadante
se descartd por decantacion y el pellet se resuspendid en medio Roswell Park Memorial
Institute 1640 (RPMI) (Lonza, BioWhittaker®, Suiza) completo.

Finalmente, se realizd el recuento mediante camara de Neubauer para conocer la
concentracion celular. Si el objetivo era hacer un subcultivo, las células se sembraron en
un flascén nuevo a la concentracién final dptima para cada linea celular. Sin embargo, si
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las células se recolectaron para utilizarlas en un experimento, se sembraron en la placa de
cultivo celular a la concentracién final deseada para el experimento.

Se recolectaron las células del flascon y se siembran en placas de cultivo (Nunc, Nunclon
Surface, Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) con medio de cultivo completo sin
antibidticos y se incubaron a 372C en una atmdsfera himeda del 5% de CO,, durante el
tiempo requerido para cada tipo celular. En el caso de las células adherentes tumorales y
de macréfagos murinos J774, el tiempo de incubacion fue de 3 horas, mientras que la linea
de monocitos humanos THP-1 se incubd durante 72 horas tras la adicién de PMA para
permitir la diferenciaciéon a macréfagos.

Las células se infectaron con las suspensiones bacterianas preparadas como se indica en
el apartado 1.7.2.4. Los cultivos infectados se incubaron durante 3 horas a 372C en una
atmodsfera humeda del 5% de CO,, para favorecer la internalizacién de las micobacterias.
Transcurrido este tiempo, las bacterias extracelulares se eliminaron mediante tres lavados
con PBS y se incubaron a 372C con medio de cultivo completo con antibidticos. A
diferentes tiempos, se monitorizaron los efectos de la infeccion por parte de las
micobacterias.

La respuesta de las células al reactivo bromuro de 3-[4,5-Dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolio (MTT, Sigma-Aldrich, Estados Unidos) fue el método utilizado para medir
el efecto citotoxico de las micobacterias sobre las células eucariotas, permitiendo la
cuantificacién colorimétrica de la proliferacion celular.

Para ello, se retird el sobrenadante de los pocillos del cultivo celular infectados con
micobacterias o no infectados, y se adiciond medio de cultivo completo con un 10% de
MTT (v/v), dejdndose incubar durante 3 horas a 372C y una atmdsfera himeda de CO,. A
continuacion, se resuspendieron los cristales de formazan generados con isopropanol
acido (0,04-0,1 N 4&cido clorhidrico (Carlo Erba) en isopropanol absoluto (1-propanal,
Panreac) (v/v)) en una relacién 1:1 (v/v) respecto al volumen afiadido de medio con MTT.
Se homogeneizé la mezcla y se midié la absorbancia a 550nm en un lector de placas
(Infinite 200 PRO, Tecan, Suiza). El valor obtenido se expresd en forma de porcentaje
dando un valor del 100% de proliferacién a la lectura de absorbancia obtenida en las
células control (sin infeccién con micobacterias), valor que se considerd directamente
proporcional al nimero de células metabdlicamente activas.
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Para determinar la concentracién de citocinas, quimiocinas y/o éxido nitrico (NO)
producidos por los cultivos celulares estimulados con los diferentes agentes, se recogieron
los sobrenadantes de los cultivos, se centrifugaron a 1000g durante 10 minutos y se
almacenaron a -802C hasta su posterior analisis.

Para determinar la produccién de citocinas y quimiocinas a partir de los sobrenadantes de
los cultivos celulares se utilizaron tests comerciales de enzimo-inmunoanalisis (ELISA,
enzyme-linked immunosorbent assay), en placas de 96 pocillos (Corning), siguiendo las
instrucciones indicadas por cada fabricante.

Segun el tipo celular utilizado para cada estudio, se cuantificaron determinados tipos de
citocinas y quimiocinas. Estas se muestran en la tabla 3, junto con el tipo celular del que
se obtuvo el sobrenadante y el proveedor de cada test utilizado.

Tabla 3. Resumen de las citocinas analizadas, origen del sobrenadante analizado y proveedor de
los tests de ELISA

Citocina/quimiocina | Origen del sobrenadante Proveedor
CXCL-8 / KC 1774, MB49 R&D Systems (estados
Unidos)

IL-1B8 THP-1 Mabtech (Suecia)

IL-6 THP-1, 1774, tumorales de vejiga y tumorales | Becton & Dickinson (BD,
de otras localizaciones anatémicas Estados Unidos)

IL-8 THP-1, tumorales de vejiga y tumorales de | BD
otras localizaciones anatémicas

IL-10 THP-1, J774 Mabtech

IL-12 (p40) THP-1, J774 Mabtech

IL-17 THP-1 Mabtech

TNF-a THP-1y 774 Mabtech

Por otro lado, se realizé un ensayo colorimétrico con el reactivo de Griess modificado para
la cuantificacion de los niveles de NO,. Para ello, se depositaron 50uL de los
sobrenadantes a evaluar en placas de 96 pocillos. A continuacidn, se afiadié el reactivo de
Griess (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) en una proporcion 1:1 (v/v) y se incubé durante 10-
15 minutos a temperatura ambiente y preservado de la luz. Finalmente, se midié la
absorbancia a 550nm con un lector de placas y, las concentraciones se calcularon
utilizando una curva estandar de diluciones seriadas de nitrito de sodio.
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1.8 Supervivencia intracelular de M. brumae en macréfagos murinos
y humanos

Con el objetivo de conocer la supervivencia intracelular de las diferentes cepas de M.
brumae, se realizaron experimentos con las lineas celulares de macréfagos 1774 y THP-1.
Las células se sembraron en placas de 48 pocillos (Nunc, Nunclon Surface, Thermofisher
Scientific, Estados Unidos), 24 y 72 horas antes de la infeccidn, respectivamente. Se
afiadieron 6x10% células/pocillo para 1774 y 8,5x10* células/pocillo para THP-1, las cuales
se diferenciaron a macréfago con PMA.

Tras el periodo de incubaciodn, las células se infectaron como se detalla anteriormente, a
unaMOI (multiplicity of infection) de 10 (10 bacterias por cada célula eucariota).

Alas 3, 24, 48, 72 y 96 horas tras la infeccidn se lisaron los macréfagos con una solucién
de 0.1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) en PBS (v/v). Los sobrenadantes de las 96 horas tras
la infeccion se recolectaron, centrifugaron y almacenaron a -809C para la posterior
cuantificacion de citocinas. En el caso de los macrofagos THP-1, el estudio se llevd a cabo
hasta las 120 horas después de la infeccidn Diluciones seriadas de las muestras resultantes
fueron sembradas en medio de cultivo 7H10 para conocer la supervivencia de la
micobacteria en el interior celular. Tras una semana de incubacién a 372C, se hizo el
recuento de las CFU crecidas. Se realizaron tres experimentos independientes con
replicados en cada una de las condiciones.

1.9 Actividad antitumoral directa de las micobacterias sobre lineas
tumorales y analisis de produccién de citocinas

Para el estudio del efecto antitumoral directo de las cuatro cepas de M. brumae, se
realizaron experimentos de inhibicién del crecimiento celular en las lineas tumorales
detalladas en la Tabla 2.

Las células se sembraron en placas de cultivo de 96 pocillos a una concentracién de 3x10*
células/pocillo. Los procedimientos de siembra celular, preparacién de indculos
bacterianos e infeccidn de las células con las micobacterias se detallaron anteriormente.
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Las lineas tumorales de vejiga fueron infectadas con las cuatro cepas de M. brumae,
mientras que el resto de las lineas tumorales se infectaron también con M. bovis BCG
Connaught. Tras 24, 48 y 72 horas de incubacién, se realizd un ensayo colorimétrico de
MTT para analizar la inhibicidn del crecimiento de las células tumorales, siguiendo el
procedimiento detallado en el apartado 1.7.4. Se realizaron 3 experimentos
independientes con tres replicados de cada una de las condiciones. Los sobrenadantes se
centrifugaron a 1000 g durante 10 minutos y, se almacenaron a -802C hasta su uso en el
estudio de la produccion de citocinas desencadenada durante el proceso de infeccion.

En todas las lineas tumorales se cuantificaron los niveles de IL-6 e IL-8 liberados a las 72
horas después de la infeccion. Para ello, se utilizaron test comerciales de ELISA, siguiendo
las instrucciones del fabricante.

1.10 Analisis estadistico

Todos los experimentos in vitro se realizaron al menos tres veces de manera
independiente. Los datos representan la media y la desviacion estandar (SD) de cada
condicion.

Se utilizd el andlisis de varianza (ANOVA) con el método posterior U de Mann-Whitney
para analizar la significancia estadistica de la supervivencia intracelular de las
micobacterias en macréfagos humanos y murinos, la inhibicién de la proliferacién tumoral
in vitro inducida por la infecciéon por micobacterias y las diferencias de produccién de
citocinas en las distintas lineas celulares.

El andlisis estadistico se llevd a cabo mediante el software GraphPad Prism version 8.0
(Estados Unidos). Se considerd estadisticamente significativo un valor de p <0.05.
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2. Resultados

Con el objetivo de estudiar las posibles diferencias entre las diferentes cepas de M.
brumae, se realizd una caracterizacion fenotipica y genotipica de las mismas. Ademas,
también se evalud su capacidad de supervivencia intracelular en macroéfagos, su efecto
inmunomodulador en diferentes macréfagos y su capacidad de inhibir la proliferacion de
diferentes lineas tumorales de vejiga, tracto gastrointestinal, mama, cérvix y pulmén.

2.1 Estudio fenotipico de las diferentes cepas de M. brumae

Se realizd una caracterizacion fenotipica de las distintas cepas de M. brumae: la cepa de
referencia (CR-270), y los aislados CR-269, CR-142 y CR-103. Para ello, se realizé una
caracterizacién macroscopica de sus colonias, se analizé el patrén lipidico, glicolipidico y
de acidos micdlicos de la pared celular de cada una de ellas, asi como la susceptibilidad
que presentaban a diferentes grupos de antimicrobianos.

Se caracterizé macroscépicamente cada cepa de M. brumae mediante la observacién de
las colonias obtenidas de su crecimiento en medio sélido Middlebrook 7H10 (Figura 9). No
se apreciaron diferencias significativas en la morfologia colonial en cuanto a pigmentacion,
textura o tamafio. En todas las cepas se pudo observar colonias con una pigmentacién
blanquecina, opaca y de textura rugosa. Su tamafio fue grande (en comparacién con
colonias de otras especies de micobacterias de crecimiento rapido), con morfologia
granular, margenes lobulados y elevacion convexa con tendencia umbilicada.

Figura 9. Colonias de las cepas de M. brumae CR-270 (a), CR-269 (b), CR-142 (c) y CR-103 (d),
crecidas en medio Middlebrook 7H10 durante una semana. Las imagenes se realizaron con
camara Nikon.
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Las especies del género Mycobacterium se caracterizan por su compleja pared celular,
siendo muy diversa la composicion de lipidos y glicolipidos entre las distintas especies e
incluso cepas de la misma especie. Para obtener el extracto lipidico total de las distintas
cepas de M. brumae, se utilizé la misma cantidad de biomasa de las cepas crecidas en
medio solido Middlebrook 7H10. Se realizd la extraccién lipidica con mezclas de
cloroformo y metanol para, posteriormente, monitorizar los extractos lipidicos mediante
TLC. Se utilizaron sistemas de elucidon con diferente polaridad para describir los principales
lipidos de las cepas a estudio.

Utilizando el sistema de elucion mas apolar, compuesto por éter de petrdleo (60-802) y
dietiléter (90:10, v/v), se demostrd la presencia de acilgliceroles (AG) en todas las cepas,
siendo ligeramente mas intensa su presencia en la cepa CR-142 (Figura 10 a). Cuando se
analizaron los lipidos utilizando los sistemas de elucién compuestos por cloroformo y
metanol (85:15, v/v) y cloroformo, metanol y agua (100: 14: 0.8, v/v/v; 30: 8: 1, v/v/v; 65:
25: 4, v/v/v), se pudo observar que las cuatro cepas sintetizan dimicolato de trehalosa
(TDM) y monomicolato de trehalosa (TMM) (Figura 10. b-e), mostrandose un factor de
retencién (Rf) similar entre las cepas en los distintos sistemas de elucion utilizados,
obteniendo un desplazamiento de estos lipidos hacia la parte superior de la placa de TLC
(superior Rf), conforme aumentaba la polaridad en la mezcla de solventes del sistema de
elucion.

Finalmente, se detectd la presencia de fosfatidil-inositol mandsidos (PIMs) en todas las
cepas estudiadas, sin diferencias entre cepas, cuando se utilizdé cloroformo, metanol y
agua en una proporcién de 65: 25: 4 (v/v/v/) y 60: 35: 8 (v/v/v) (Figura 10. e-g). Los PIMs,
gue se han descrito como immunogénicos, se observaron en ambos sistemas de elucién:
en 65:25:4 (v/v/v) tanto cuando se reveld con antrona (Figura 10. e) como cuando el
revelador fue el reactivo Dittmer (Figura 10. ), que especificamente revela compuesto con
grupos fosfato; y en 60: 35: 8 (v/v/v) (Figura 10. g), con Rf mayor al tratarse de un sistema
de elucién con mayor polaridad. En estos sistemas de elucion se pueden observar también
otros fosfolipidos revelados con Dittmer.
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Figura 10. Cromatografias en capa fina (TLC) correspondientes al contenido lipidico total de las cepas de M. brumae (CR-270 (cepa de referencia),
CR-269, CR-142 y CR-103). Los resultados de TLC mostrados son de un experimento representativo de al menos tres replicados. Los sistemas de
elucion utilizados en las TLC fueron a) éter de petréleo: dietiléter (90: 10, v/v); b) cloroformo: metanol: agua (100: 14: 0.8, v/v/v); c) cloroformo:
metanol (85: 15, v/v); d) cloroformo: metanol: agua (30: 8: 1, v/v/v); e-f) cloroformo: metanol: agua (65: 25: 4, v/v/v); g) cloroformo: metanol: agua
(60: 35: 8, v/v/v). Las TLC se revelaron con un 1% de antrona en acido sulfurico (b, ¢, d, e y g), reactivo Dittmer (f), y 10% de acido fosfomolibdico
en etanol (a). Todas las cepas se obtuvieron de cultivos crecidos durante una semana en medio sélido Middlebrook 7H10. AG: acilgliceroles; TDM:
dimicolato de trehalosa; TMM: monomicolato de trehalosa; FL: fosfolipidos; PIMs: fosfatidil-inositol mandsidos.
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A partir de biopeliculas obtenidas del crecimiento de las cepas de M. brumae en medio liquido
Middlebrook 7H9, se realizé la extraccion para recuperar los lipidos presentes en la parte mas
externa de la pared de las micobacterias. El extracto lipidico se analizd mediante TLC (Figura
11), utilizando dos sistemas de elucion distintos. Por un lado, los extractos lipidicos expuestos
al sistema de elucién formado por éter de petréleo y dietiléter (Figura 11. a), mostraron que
en la superficie de las cuatro cepas de M. brumae hay presencia de acilgliceroles (AG). Sin
embargo, estos AG se ven disminuidos en la cepa de referencia (CR-270) y en CR-103. Por su
lado, en las cepas CR-269 y CR-142, se observd la presencia de compuestos que, seguin la
bibliografia [89], se corresponderia a compuestos con largas cadenas alifaticas y aromaticas
(Figura 11. a. 1), asi como moléculas que contienen cadenas largas con insaturaciones cis y
trans (Figura 11. a. 2).

Finalmente, usando el sistema de elucion compuesto por cloroformo y metanol, se detectd
la presencia de glicerol monomicolato (GroMM) en todas cepas de M. brumae estudiadas,
siendo su presencia menor en la cepa de referencia (CR-270).

a) 90:10 (éter de petroleo: dietiléter, v/v) b) 96:4 (cloroformo: metanol, v/v)

AG
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Figura 11. Cromatografias en capa fina (TLC) correspondientes al extracto lipidico superficial de las
cepas de M. brumae (CR-270 (cepa de referencia), CR-269, CR-142 y CR-103. Los resultados de TLC
mostrados son de un experimento representativo de al menos tres replicados. Los sistemas de elucién
utilizados en las TLC fueron a) éter de petrdleo (60-802): dietiléter (90: 10, v/v) y b) cloroformo:
metanol (96:4, v/v). Las TLC se revelaron con un 10% de acido fosfomolibdico en etanol. Todas las
muestras se obtuvieron de biopeliculas crecidas durante 11 dias en medio liquido Middlebrook 7H9.
AG: acilgliceroles; GroMM: glicerol monomicolato.
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Tras la metandlisis dcida realizada sobre |la biomasa de las diferentes cepas de M. brumae, se
obtuvo el extracto de acidos micdlicos alojados en la pared celular. El extracto de acidos
micdlicos se analizé mediante TLC utilizando un sistema de elucién compuesto por hexano y
dietiléter. Para todas las cepas se obtuvo un patréon de dcidos micdlicos idéntico, compuesto
Unicamente por a-micolato (Figura 12).
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Figura 12. Cromatografia en capa fina (TLC) correspondientes al extracto de dcidos micdlicos de las
cepas de M. brumae (CR-270 (cepa de referencia), CR-269, CR-142 y CR-103. Los resultados de TLC
mostrados son de un experimento representativo de al menos tres replicados. El sistema de elucion
utilizado en la TLC fue hexano: dietiléter (85:15, v/v). La TLC se reveld con un 10% de acido
fosfomolibdico en etanol. Todas las muestras se obtuvieron de cultivos crecidos durante una semana
en medio solido Middlebrook 7H10.

Las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de los diferentes antimicrobianos testados en
las cuatro cepas de M. brumae se determinaron mediante dos paneles comerciales de
microdiluciéon. Como se muestra en la Tabla 4, los resultados fueron idénticos para las cuatro
cepas, demostrando resistencia a cefepime, isoniazida (concentracién de antimicrobiano <
10 pg/mL) y rifampicina. Ademas, se obtuvo un valor de susceptibilidad intermedio para
ceftriaxona. Las cuatro cepas de M. brumae mostraron susceptibilidad a amikacina,

79



Capitulo |

amoxicilina/acido clavulanico 2:1, cefoxitina, ceprofloxacino, claritromicina, doxiciclina,
etambutol, etionamida, imipenem, isoniazida (concentracién de antimicrobiano > 10 pg/mL),
linezolid, minociclina, moxifloxacino, rifabutin, estreptomicina, sulfametoxazol, tigeciclina y
tobramicina.

Los resultados de susceptibilidad de los antimicrobianos acido p-aminosalicilico,
capreomicina, cicloserina y kanamicina, fueron obtenidos de estudios publicados
previamente [86].

Tabla 4. Susceptibilidad de las diferentes cepas de M. brumae a distintos antimicrobianos. El panel de
antimicrobianos se evalud frente a las cuatro cepas de M. brumae usando los paneles Sensititre
RAPMYCOI y SLOMYCOI. *, resultados de susceptibilidad fueron obtenidos de estudios publicados
previamente por Luquin et al. (1993) [86]. Los resultados de susceptibilidad a antimicrobianos se

muestran como Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) (ug/mL). S, sensible; I, intermedio y R,
resistente.
Antimicrobianos Cepas de M. brumae Interpretacion

CR-270 CR-269 CR-142 CR-103

Amikacina 1 1 1 1 S
Amoxicilina/acido clavulanico 2:1 2/1 2/1 2/1 2/1 S
Cefepime 32 32 32 32 R
Cefoxitina 8 4 4 4 S
Ceftriaxona 32 16 16 16 |
Ciprofloxacino 0.12 0.12 0.12 0.12 S
Claritromicina 0.06 0.06 0.06 0.06 S
Doxiciclina 0.25 0.25 0.25 0.12 S
Etambutol 2 4 2-44 1-4 S
Etionamida 2.5 2.5 2.5 2.5 S
Imipenem 2 2 2 2 S
Isoniazida 2 2-4 1 1-2 R
Linezolid 1 1 1 1 S
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Minociclina 1 1 1 1 S
Moxifloxacino 0.12 0.12 0.12 0.12 S
Rifabutina 0.5 1 0.5-1 0.5-1 S
Rifampicina 2 2 2 1 R
Estreptomicina 1 2 1 1-2 S
Sulfametoxazol 0.12/2.38 0.12/2.38 0.12/2.38 0.12/2.38 S
Tigeciclina 0.25 0.5 0.5 0.5 S
Tobramicina 2 2 2 2 S
Acido p-amninosalicilico* n.d. n.d. n.d. n.d. R
Capreomicina* n.d. n.d. n.d. n.d. S
Cicloserina* n.d. n.d. n.d. n.d. S
Kanamicina* n.d. n.d. n.d. n.d. S

2.2 Analisis genémico de las cepas de M. brumae

Para obtener mas informacién sobre la composicion del genoma y la variabilidad
intraespecifica, la secuencia del genoma completo de la cepa de referencia de M. brumae fue
determinada mediante PacBio. El genoma completo y la anotaciéon curada manualmente
fueron depositados en la base de datos GenBank bajo el cédigo BioProject PRINA798885, con
el codigo de acceso CP104302.

El genoma de M. brumae constaba de un solo cromosoma circular de 3.988.920 pb, con un
contenido medio de GC del 69% (tabla 5). La calidad del ensamblaje se evalué mediante el
software Inspector. El oriC fue ubicado junto a la regién rnpA-romH-dnaA-dnaN-recF-gyrB-
gyrA como se muestra en la Figura 13. Diferentes anotaciones de M. brumae estimaron 3791,
3794, 3827 y 3781 secuencias de codificacion de proteinas (SCP) usando PGAP, Bakta, RAST
y Prokka, respectivamente. Como PGAP mostré menos SCP como proteinas hipotéticas, se
mantuvo la anotacion PGAP para la curacidon manual. Ademas, se encontraron 48 genes para
la codificacidn de tRNA y dos operones de rRNA, cada uno de los cuales incluyd tres rRNA.
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La anotacion de pseudogenes se realizd combinando los resultados de dos enfoques. PGAP
predijo 97 pseudogenes, mientras que PseudoFinder predijo 326, de los cuales 47
coincidieron en ambos analisis. Para ser conservadores, se anotaron los detectados por
ambos enfoques como pseudogenes y los detectados solo por PGAP como un pseudogen
probable. El nimero de pseudogenes encontrados con ambos enfoques fue similar al nimero
de pseudogenes en M. tuberculosis (GCA_000195955.2) e inferiores a los encontrados en M.
bovis (GCA_001287325.1) o M. fallax (GCA_010726955.1).
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Tabla 5. Resumen del genoma de M. brumae basado en anotaciones PGAP, Bakta, RAST y Prokka y, comparado con los genomas de M. tuberculosis

H37Rv, M. bovis BCG Connaught y M. fallax JCM 6405.

Caracteristicas

M. brumae

M. brumae

M. brumae M. brumae M. tuberculosis M. bovis BCG M. fallax
PGAP Bakta RAST PROKKA H37Rv Connaught

Tamafio genoma 4 4 4 4 4.41 4.29 4.16
Contenido GC (%) 69.2 69.2 69.2 69.2 65.6 65.6 70.4
Numero de contigos 1 1 1 1 1 1 1
CDSs 3791 3794 3827 3781 3906 3804 3995
Pseudogenes 97 - - - 30 190 118
RNAs totales 57 68 52 89 70 50 55

tRNAs 48 49 46 58 45 45 47

rRNAs 6 6 6 6 3 3 6

other RNAs 3 25 - 25 22 2 2
Proteinas hipotéticas 529 568 1587 1542 1051 473 641

Codigo de acceso (NCBI)
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Se analizé otra caracteristica interesante en el genoma: los sistemas adaptativos de la bacteria
frente a infecciones virales. Se analizaron las repeticiones palindréomicas cortas agrupadas y
espaciadas regularmente (CRISPRs) y profagos. El software CRISPRFinder predijo que no habia
secuencias CRISPR en todo el genoma de M. brumae. Para identificar los profagos presentes
en el genoma, se uso el software PhiSpy, con el que se detectd un inserto entre las posiciones
83.324 —110.205 dentro del genoma de M. brumae, incluyendo un total de 235 SCP.

Mycobacterium

G
L%
brumae %

ATCC 51384

3,988,920 bp

Figura 13. Representacion circular del cromosoma de M. brumae. El anillo mas externo muestra la
longitud del cromosoma en megabases, seguido por los anillos que muestran los genes forward (azul)
y reverse (amarillo). Los SNP en las cepas de M. brumae (CR-269, CR-142 y CR-103) con respecto al
genoma de la cepa de referencia ATCC 51384 se indica en los siguientes tres anillos, respectivamente.
Moviéndose hacia el interior, el siguiente anillo muestra el contenido de GC, con valores por encima
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(rojo) y por debajo (verde) de la media. El ltimo anillo muestra la desviacién del contenido en GC (G —
C)/(G + C) usando una ventana de 20kb.

Para determinar la posicion de M. brumae en la historia evolutiva del género Mycobacterium,
se construyd un arbol filogenético usando una muestra representativa de especies dentro del
género (Figura 14). El alineamiento se construyé utilizando todos los genes centrales entras
las diferentes especies para proporcionar una mayor resolucién de las relaciones filogenéticas
entre ellas. Los eventos de recombinacién fueron eliminados del alineamiento y la estructura
del arbol permanecié inalterada, lo que aporta solidez al andlisis. M. brumae se agrupd con
otras micobacterias no patdgenas de crecimiento rdpido. Mycobacterium fallax fue la
micobacteria mas cercana a M. brumae, seguida por Mycobacterium insubricum vy, 10s tres
clusters se agruparon con el grupo monofilético formado por Mycobacterium confluentis y
Mycobacterium chitae.

Aunque el genoma presentado en este trabajo fue el primero en ser cerrado de M. brumae,
la misma cepa de referencia se secuenciod previamente. Por ello, se evalud la consistencia de
la secuencia del genoma cerrado con el resto de las secuencias publicadas previamente de la
cepa de referencia de M. brumae. El andlisis filogenético mostré que la secuencia cerrada se
agrupa con el grupo monofilético formado por MBR1 y CIP1034565, todos ellos
correspondientes a la cepa tipo. Otro grupo monofilético estuvo formado por las otras tres
cepas de M. brumae (CR-269, CR-142 y CR-103) y DSM44177, que también correspondia a la
cepa de referencia. Este resultado indicd la consistencia de los resultados con dos o tres
secuencias gendmicas de la misma cepa de referencia de M. brumae.
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Figura 14. Relacién filogenética de M. brumae dentro del género Mycobacterium. Arbol genético de
maxima verosimilitud de cepas de referencia del género Mycobacterium basado en una alineacion de
177 genes centrales, destacando la posicidon de la cepa de referencia de M. brumae ATCC 513847, El
modelo GTR se utilizé con una confianza de Bootstrap de 1,000 réplicas. Las longitudes de las ramas
son proporcionales a las sustituciones de nucleétidos y el arbol se enraiza con Hoyosella subflava. El
arbol filogenético se anotdé con la patogenicidad, la presencia o ausencia de ESX-1 y la tasa de
crecimiento.

Para analizar la presencia o ausencia de los factores genéticos de virulencia propios de M.
tuberculosis en los genomas de M. brumae y M. bovis BCG Connaught, se compararon
aquellos genes relacionados con la virulencia mas relevantes, entre los que se incluian
proteinas PE/PPE, sistemas de exportacion ESX, proteinas Mce, proteinas MmpL y proteinas
de sistemas reguladores de dos componentes (TCS), entre otros. Los resultados indicaron que
M. brumae solo contenia 57 de los 324 genes asociados con la virulencia de M. tuberculosis,
con un rango de identidad proteica del 71.0 al 98.7%, cubriendo entre el 92.7 y el 100% de la
secuencia de cada gen de M. tuberculosis. De estos 57 genes, 56 genes también estaban
compartidos con M. bovis BCG (Figura 15. a). Solo la proteina phoT, implicada en la
importacion de fosfato inorgéanico a través de la membrana, se encontré en M. brumae pero
no en M. bovis BCG, debido a una mutacion de cambio de marco de lectura? en BCG que

86



Capitulo |

altera la secuencia de aminodcidos desde la posicién 156 y probablemente altera la funcién
phoT[144]. No se detectaron en M. brumae genes de las familias PE/PPE, Mce o MmpL con
mas del 70 % de identidad proteica con M. tuberculosis o M. bovis BCG, que corrobord la
ausencia de estos genes en la anotacion realizada con Proka. Sin embargo, la anotacion PGAP
de M. brumae predijo la presencia de 9 genes de la familia MmplL, 15 genes Mce y 11 genes
PE/PPE. Los genes MmpL y Mce mostraron alta identidad proteica con las anotaciones
anteriormente publicadas en los contigos de M. brumae y M. fallax, especie estrechamente
relacionada. Finalmente, los 11 genes de la familia PE/PPE mostraron una similitud o
cobertura proteica muy baja para ambos. Aunque no todos los grupos de ESX incluyen genes
de virulencia de M. tuberculosis, se analizé con detalle la presencia o ausencia de los cinco
grupos de ESX en M. brumae y encontramos que M. brumae solo tenia grupos de genes ESX-
3 y ESX-4, aunque un gen en ESX-3 estd anotado como un putativo pseudogén (eccD4). M.
brumae no contiene el ESX-1 relacionado con la virulencia, lo que es consistente con su
ausencia en todas las especies que se agrupan en la filogenia: M. fallax, M. chitae y M.
confluentis. Ademas, aunque ESX-2 no estaba completo en M. brumae, se encontraron 6
genes que podrian ser homologos a la mitad de los genes en el grupo ESX-2 de M. tuberculosis
H37Rv (Rv3884c a Rv3889c¢).

Por otro lado, se analizé la capacidad inmundgena de M. brumae como un potencial agente
inmunoterapéutico. Se ha demostrado que la inmunidad de las infecciones causadas por
especies de micobacterias como M. tuberculosis, depende principalmente de los linfocitos T.
Para el analisis in silico de los antigenos en M. brumae, se obtuvieron epitopos de células T
humanas probados experimentalmente y, se evalud el gen correspondiente a cada epitopo,
obteniendo un total de 442 antigenos no redundantes. Dentro de este grupo de genes, se
incluyo el grupo de genes ESAT-6 como potentes regiones inmunogénicas y asociadas a la
virulencia.

Se evalud y compard la presencia o ausencia de cada gen en las cepas de M. bovis BCG
Connaught y cepa de M. brumae ATCC 51384". Como resultado, se encontrd que el genoma
de M. brumae solo tenia 85 genes de los 441 genes relacionados con el sistema inmunitario
descrito en el genoma de M. tuberculosis. De los 85 genes, 83 genes se compartian con M.
bovis BCG, mientras que los dos restantes: los genes Rv2074 (una posible piridoxamina 5'-
fosfato oxidasa) y Rv3427c (una posible transposasa), solo los compartian M. brumae y M.
tuberculosis (Figura 15. b). M. bovis BCG compartia 374 de los 441 genes con M. tuberculosis.
No se encontrdé ESAT-6 entre los genes hallados en M. brumae, lo que corrobora su fenotipo
no virulento y muestra que la actividad inmunogénica de esta micobacteria estaria
relacionada con otros genes. Para explorar otros mecanismos de inmunidad que pudieran
modular la respuesta inmune, también se analizd la presencia de antigenos de células B en
M. brumae. De una lista de 127 genes no redundantes relacionados con la actividad
inmunogénica mediada por células B, el genoma de M. brumae solo contenia 17 genes, todos
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ellos compartidos con M. bovis BCG (Figura 15. c¢), mientras que M. bovis BCG compartia 81
genes con M. tuberculosis.

A) B) Q)

M. brumae M. bovis BCG M. brumae M. bovis BCG M. brumae M. bovis BCG

M. tuberculosis H37Rv M. tuberculosis H3TRv M. tuberculosis H3TRv

Figura 15. Andlisis de la presencia o ausencia de genes. Los diagramas de Venn muestran la
comparacion de la presencia/ausencia y la abundancia de: A), genes asociados a la virulencia de M.
tuberculosis; B), antigenos reconocidos por células T; y C), antigenos reconocidos por células B en los
genomas de M. bovis BCG y M. brumae.

2.2.4 Andlisis del perfil genotipico de la resistencia a antimicrobianos

Para explicar el perfil genotipico de resistencias a los antimicrobianos de M. brumae, se
analizaron las mutaciones relacionadas con la resistencia a la rifampicina e isoniazida. En
cuanto a la resistencia a la rifampicina, no se encontré ninguna de las 90 mutaciones
reportadas en el gen rpoB asociado con resistencia a dicho antimicrobiano en M. tuberculosis.
Del mismo modo, para la resistencia a isoniazida, no se encontraron en M. brumae ninguna
de las 9 mutaciones reportadas para este antimicrobiano, las cuales se incluian en el gen katG
y en el promotor upstream del operdn fabG1-inhA. Sin embargo, la secuencia de M. brumae
tenfa varias mutaciones en estas regiones en comparaciéon a la secuencia de cepas
susceptibles de M. tuberculosis, 1o que indica que las mutaciones asociadas para la resistencia
a rifampicina e isoniazida podrian estar potencialmente localizadas en otras zonas de estos
genes.
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Para analizar la composicion de la pared celular a nivel genético, se evalud en la cepa de
referencia de M. brumae la presencia de 179 genes relacionados con la pared celular
micobacteriana. Ademas, también se valoraron genes asociados a la sintesis y transporte de
acidos micdlicos, PDIM, PGL, PIM, FLy los glicolipidos TDM y TMM. El andlisis demostrd que
el genoma de M. brumae contenia genes para la sintesis y el transporte de acidos micdlicos
del grupo |, es decir, para a-micolato, asi como genes para la produccién de TDM, TMM y PIM
y, carecia de genes asociados con PDIM y PGL. Curiosamente, entre los 96 genes relacionados
con la produccién de acidos micdlicos y asociados a las funciones de biosintesis general de
acidos grasos, en M. brumae solo se encontraron 31 de estos genes. Por otro lado, de los 83
genes evaluados relacionados con la produccién de TDM, TMM, PIM y FL, se detectaron 13
genes en M. brumae (Rv0126, Rv0129c, Rv0982, Rv1166, Rv1236-Rv1238, Rv1564c, Rv2188,
Rv2610c, Rv2869c, Rv3264c, and Rv3793).

En la evaluacion de la variacion intraespecifica entre las diferentes cepas de M. brumae, se
analizaron los genomas de tres aislados: cepas CR-269, CR-142 y CR-103. Las secuencias de
las tres cepas se cargaron en la base de datos ENA-EBI bajo el cédigo de BioProject
PRIEB52012 vy los codigos de acceso ERR9463985 (CR-269), ERR9463984 (CR-142) vy
ERR9463983 (CR-103). La variabilidad intraespecies se evalud detectando SNP y deleciones
en comparacion con el genoma completo de la cepa de referencia de M. brumae ATCC 513847
recién secuenciada, usando dos pipelines distintas como se detalla en el apartado de material
y métodos. La calidad del mapeo o alineamiento fue suficiente para estudiar la variabilidad
en los SNP vy las regiones de diferencia. Ambas pipelines predijeron un nimero similar de SNP
antes del filtrado y, el mismo numero de SNP después de filtrar los SNP encontrados en
regiones no repetitivas.

Las cepas CR-269, CR-142 y CR-103 diferian del genoma de referencia en seis, tres y cinco SNP
de alta confianza, respectivamente. La mayoria, cinco de los ocho SNP totales encontrados,
estaban presentes en las regiones de codificacion (Tabla 6). En comparacion con la cepa de
referencia, las tres cepas de M. brumae aisladas presentaron una mutaciéon con cambio de
sentido relacionada con la aminopeptidasa N y otro SNP localizado en un pseudogen. La cepa
CR-269 albergaba dos uUnicos SNP en regiones intergénicas que podrian potencialmente
modificar genes relacionados con la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa/oxidasa y la
acuoporina Z. La cepa CR-142 mostrd un unico SNP relacionado con la propionil-CoA- vy
succinato- CoA-transferasa (mutacidn sindnima). Finalmente, la cepa CR-103 presentd solo
un SNP en una proteina hipotética (mutacién con cambio de sentido).
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Mediante el andlisis de la cobertura de las lecturas de lllumina® en cada posicion, se
examinaron si los genes de la cepa de referencia estaban ausentes en cualquiera de los tres
genomas de M. brumae. En este analisis, no se encontrd ningin gen completamente
eliminado en cualquiera de las tres cepas a estudio. Sin embargo, se mostraron 14 genes para
los cuales al menos el 10% de su longitud no estaba cubierta por los datos de la secuencia en
al menos una de las cepas. Solo tres de estos genes contenian regiones no cubiertas en las
tres cepas de M. brumae: L2293 000058, L2793 000604 y L2793 001659, que codifica una
proteina H-NS estructural de nucleoide, una proteina de la familia de la transglicosilasa y una
proteina de la familia de la peptidasa C40, respectivamente (Tabla 7).
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Tabla 6. Impacto previsto y caracteristicas de los SNP presentes en las cepas CR-269, CR-142 y CR-103 de M. brumae en comparacion con el genoma
de referencia de M. brumae. SNP encontrados con pipelines de variantes y fuera de las regiones repetitivas. La tabla muestra la posicion del SNP
dentro del genoma de referencia, la base de referencia (Ref) y el respectivo SNP encontrado (Alt), las posiciones inicial y final del CDS, la presencia
(“si”) o ausencia (“-“) del SNP en cada cepa de M. brumae y el impacto previsto de la mutacion determinado por el software SnpEff. La funcion de

la proteina se decide para el CDS involucrado o el siguiente gen en las regiones intergénicas.

Posiciéon Ref | Alt Comienzo Final CR-269 | CR-142 | CR-103 Efecto SNP Variante Funcidn

254,422 A G Region Region Si - - Modificador | Modificador Acuaporina Z
intergénica | intergénica

1,357,198 T C 1,357,157 1,357,465 Si - Si Bajo Sinénimo Proteina hipotética

1,541,659 A G 1,541,571 1,542,494 - - Si Moderado Sin sentido Proteina hipotética

1,929,203 C T 1,928,301 1,929,584 - Si - Bajo Sinénimo Propionil-CoA/ succinato-

CoA transferasa

2,440,841 C T 2,440,345 2,441,145 Si Si Si Moderado Sin sentido Pseudogen

2,620,902 A G 2,618,705 2,621,296 Si Si Si Moderado Sin sentido Aminopeptidasa N

2,919,681 A G Region Region Si - Si Modificador | Modificador Proteina hipotética
intergénica | intergénica

3,150,050 A G Region Region Si - - Modificador | Modificador Glicerol-3-fosfato

intergénica | intergénica
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Tabla 7. Genes afectados por deleciones en las diferentes cepas de M. brumae en comparacién con el
genoma de referencia de M. brumae. CDS ID indica el codigo de identidad PGAP para genes afectados
por deleciones. El producto obtenido para cada gen fue predicho por PGAP.

Anotacién génica

Porcentaje de delecién (%)

CDS ID Producto CR-269 CR-142 CR-103
L2793 000058 Proteina estructural de nucleoide H-NS 20 13 21
L2793 000315 Transposasa familia 1S256 0 0 21
L2793 000322 Proteina hipotética 19 0 0
L2793 000342 Proteina hipotética 0 26 18
L2793 000604 Proteina familia transglicosilasa 32 37 37
L2793 001423 Proteina hipotética 23 20 0
L2793 001447 Proteina hipotética 23 29 9
L2793 001544 Endonucleasa HNH 0 0 10
L2793_001659 Peptidasa familia C40 38 32 37
L2793 001702 Proteina de secrecién Apa rica en alaninay 25 10 0

prolina
L2793 001714 Proteina hipotética 0 0 16
L2793_001739 Proteina hipotética 0 11 0
L2793 002425 Factor de iniciacion de la traduccion IF-2 0 15 15
L2793 003782 Transposasa familia 1S3 0 0 24

2.3 Estudio de la supervivencia intracelular de las cepas de M. brumae e
inmunomodulacién en macréfagos humanos y murinos

Tras el estudio fenotipico y genotipico de las cuatro cepas de M. brumae, se evalud la
supervivencia intracelular de las micobacterias en macréfagos humanos (THP-1) y murinos
(J774). Los macrofagos se infectaron con una MOI 10:1 vy las células se lisaron a diferentes
tiempos (3, 24, 48, 72, 96 y 120 horas) tras la infeccion para conocer las CFU/pocillo
recolectadas de cada cepa (Figura 16. a). Finalmente, los sobrenadantes fueron recolectados
para cuantificar los niveles de citocinas y la produccion de NO por parte de los macréfagos
(Figura 16. b).

Los macréfagos 1774 fueron capaces de eliminar, con una tendencia similar, tres de las cuatro
cepas de M. brumae 72 horas post-infeccion, con aproximadamente una disminucion de un
orden de magnitud para cada tiempo evaluado. En el Ultimo tiempo evaluado en esta linea
celular (96 horas) solo se observd una concentracion de 102 CFU/pocillo en macréfagos
lisados que habian sido infectados con la cepa CR-269, mientras que el resto de las cepas no
habian sobrevivido en el interior celular. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las condiciones estudiadas. Sin embargo, si se encontraron diferencias en
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el andlisis de la produccién de citocinas en los macréfagos infectados con las diferentes cepas.
Por un lado, aunque en todos los casos los niveles liberados fueron muy bajos, destacé la
mayor produccion de KC por parte de los macréfagos infectados con la cepa CR-103 respecto
al resto de las cepas evaluadas, asi como una mayor produccion de NO en los macrofagos
estimulados con esta cepa respecto a la cepa de referencia CR-270y la cepa CR-269. Por otro
lado, la produccién de IL-6, TNF-a, IL-12p40 inducida por la cepa CR-142 fue
significativamente superior a los niveles encontrados pata las cepas CR-269, CR-103 g, incluso
en algunos casos, a la cepa de referencia. Respecto a la cepa CR-269, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre esta cepa y la de referencia en cuanto a la
induccién de la proteccién de TNF-a, IL-12p40 y NO en los macréfagos murinos infectados.

Se mostrd un comportamiento similar en los resultados obtenidos para la supervivencia
intracelular de las cepas de M. brumae en el interior de macréfagos THP-1 (Figura 16. a). Los
macroéfagos THP-1 fueron capaces de eliminar a las 96 horas y, con una tendencia similar, las
cuatro cepas de M. brumae. Sin embargo, a las 120 horas, sélo fueron capaces de eliminar en
su totalidad la cepa de referencia y la cepa CR-142. La cepa CR-142 ya habia mostrado una
disminucion de su concentracién intracelular significativamente mayor, respecto al resto de
cepas, en cada tiempo evaluado. A las 120 horas se obtuvo una concentracion del orden de
10% CFU/pocillo y 102 CFU/pocillo para las cepas CR-103 y CR-269, respectivamente. En cuanto
a la produccion de citocinas desencadenada por cada una de las cepas de M. brumae tras la
infeccion, se aprecié una mayor produccion de IL-6, IL-8 y IL-12p40 y una liberacién similar de
TNF-q, IL-10 e IL-1B en los macrdfagos estimulados con la cepa de referencia y la cepa CR-
269, siendo ambas las que destacan respecto a la cuantificaciéon de citocinas obtenidas con
las cepas CR-142 y CR-103. Sin embargo, se obtuvo una mayor produccién de IL-1B en la
estimulacion con la cepa CR-142, siendo estadisticamente significativa respecto a las cepas
CR-269 y CR-103 (Figura 16. b).
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Figura 16. Supervivencia intracelular de las cepas de M. brumae (a) y produccién de citocinas (b) en macréfagos murinos J774 y humanos THP-1
infectados. Los macréfagos fueron infectados con las diferentes cepas de M. brumae (cepa de referencia C-270 y las cepas CR-269, CR-142 y CR-
103) crecidas en medio sélido Middlebrook 7H10. Los macrdéfagos fueron lisados a diferentes tiempos tras la infeccion. Se realizaron diluciones
seriadas de los lisados que se sembraron en en medio Middlebrook 7H10 para recuento de CFUs. Los graficos muestran CFU de micobacterias
intracelulares a diferentes tiempos, asi como la produccion de citocinas y NO en el sobrenadante de los cultivos a las 72 horas tras la infeccion. Los
datos se representan con la media + desviacion estandar (SD) de tres experimentos independientes. * p < 0.05; ** p <0.01; *** p <0.001; **** p

<0.0001 (ANOVA test).
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2.4 Analisis y comparacién de la actividad antitumoral y la liberacién de
citocinas inducida por diferentes cepas de M. brumae

En la evaluacion de la actividad antitumoral de las diferentes cepas de M. brumae, se analizo
y comparé el impacto de cada cepa sobre la inhibicion del crecimiento celular de distintas
lineas tumorales del tracto vesical, gastrointestinal, de mama, cérvix y pulmonar. Ademas, se
cuantificd la liberaciéon de citocinas desencadenada por la infeccion de las células tumorales
con las distintas micobacterias.

La actividad antiproliferativa de las diferentes cepas de M. brumae se evalud frente a seis
lineas celulares de cancer de vejiga, con distintos grados de histopatologia, tras 72 horas de
infeccion de las células tumorales con las micobacterias. Como se muestra en la Figura 17. se
observé un efecto similar en la inhibicién de la proliferacién producida por las diferentes
cepas de M. brumae sobre todas las lineas tumorales, mientas que si se apreciaron ciertas
diferencias estadisticamente significativas entre las cepas en cuanto a la induccién de
produccion de citocinas.

En cuanto a la capacidad de inhibicion de la proliferacion celular, se observé una mayor
inhibicion de las células correspondientes a la linea 5637, de grado 2 de diferenciacién
respecto a las células de grado 1 (SW780), de grado 2 (RT112) y grao 3 (T24, MB-49 y 182).
Sin embargo, comparando las lineas tumorales de grado 1 y 3, se observd una mayor
inhibicion del crecimiento tumoral en las células de grado 3, destacando la linea celular J82.
En las Unicas células infectadas de grado 1, linea celular SW780, se demostrd una inhibicion
de la proliferacion del 30% para la cepa de referencia y la cepa CR-103, siendo
estadisticamente significativo respecto al efecto producido por la cepa CR-142, la cual
present6 una capacidad citotoxica del 20%, aproximadamente. En la linea tumoral de grado
2 de desdiferenciacién RT112 fue en la que se observd un menor efecto antiproliferativo,
mostrando una disminucion del crecimiento en torno al 10%. Sin embargo, en la segunda
linea de grado 2 evaluada, células 5637, se observd una disminucion del crecimiento celular
del 40-43%, aunque no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre las
diferentes cepas de M. brumae. Finalmente, entre los resultados obtenidos en las lineas
tumorales de grado 3, cabe destacar la inhibicién de la proliferacién sobre las células J82,
siendo del 35-40% respecto a las células sin infectar. Se mostré una mayor inhibiciéon inducida
por parte de la cepa CR-269 siendo estadisticamente significativa respecto a la cepa de
referencia y la cepa CR-142. Se obtuvo una disminuciéon del crecimiento tumoral del 25-30%
frente a la linea MB-49, presentando un menor efecto por parte de la cepa CR-142, aunque
no fue significativo respecto al resto de las cepas. Por ultimo, se mostré una capacidad
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citotoxica del 20-30% sobre las células T24, siendo significativamente mayor la inhibicidn
producida por la cepa de referenciay la cepa CR-142.

Respecto a la produccidén de citocinas analizadas en las sobrenadantes del cultivo, se
cuantificaron los niveles de 1I-8 e IL-6 producidos por las células tumorales al ser infectadas
por las distintas cepas de M. brumae. Para ambas citocinas se obtuvieron niveles mas bajos
en las lineas tumorales SW780 y RT112, una produccién intermedia en las lineas celulares de
grado 3 de desdiferenciacion y una mayor liberacion incluso a nivel basal (sin infeccién) en la
linea 5637 (grado 2). Concretamente, la mayor induccién de IL-8 se produjo en la linea
tumoral 5637, seguida de T24, MB-49 y 182 vy, presentando las concentraciones mas bajas
para RT-112 y SW-780, respectivamente. La misma tendencia se observé en la produccién de
IL-6, a excepcidn de la linea J82 en la que se obtuvo una liberacion de IL-6 significativamente
superior al resto, incluida la linea tumoral 5637. En la liberacidon de IL-8, destacd la produccién
significativamente mayor inducida por la cepa CR-103 sobre la linea tumoral SW-780 respecto
al resto de las cepas de M. brumae, asi como los niveles superiores promovidos por CR-142
en las células 5637 y T24. Para la produccion de IL-6, se obtuvieron valores minimos en las
células SW-780 y RT112 para todas las cepas de M. brumae y destacé la mayor produccién
generada en las células 5637 por parte de la cepa de referencia y la cepa CR-103. En cuanto
a las lineas tumorales de grado 3, en la linea MB-49 se mostrdé una induccién de IL-6
ligeramente superior para la cepa CR-142, mientras que la cepa de referencia y la cepa CR-
269 destacaron por inducir una mayor liberacion de esta citocina en la linea tumoral J82.
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Figura 17. Inhibicidn de la proliferacién celular y produccién de citocinas de lineas tumorales de vejiga
infectadas por las distintas cepas de M. brumae. El efecto citotdxico de las diferentes cepas de M.
brumae (cepa de referencia CR-270 y las cepas CR-269, CR-142 y CR-103) fue evaluado en lineas
tumorales de vejiga humanas (RT112, SW-780, 5637, T24 y J82) y murinas (MB-49). Los graficos
muestran el porcentaje de inhibicion del crecimiento de las células tumorales a las 72 horas tras ser
infectadas respecto a las mismas células no infectadas. La produccion de citocinas en los
sobrenadantes de los cultivos celulares se evalué a las 72 horas tras la infecciéon. Los datos se
representan con la media + SD de tres experimentos independientes. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p <
0.001; **** p <0.0001 (ANOVA test).
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La capacidad de inhibir la proliferacion tumoral de las diferentes cepas de M. brumae y de M.
bovis BCG Connaught se evalud frente a distintas lineas tumorales de colon (CaCo-2, HCT-
116, HT-29), higado (Hep-G2), pancreas (QGP-1), mama (MCF-7, SK-BR-3), cérvix (Hela) y
pulmén (A549). La actividad antiproliferativa se evalud a diferentes tiempos (24, 48 y 72
horas) después de la infeccidon de las células tumorales con las diferentes micobacterias.

Como se muestra en las Figuras 18 y 19. en todas las lineas tumorales se produjo una
disminucion acusada de la capacidad de crecimiento celular a las 24h mediada por la actividad
antiproliferativa de las tres cepas de M. brumae y M. bovis BCG. Ademas, para todos los
tiempos evaluados, se observd un efecto antiproliferativo mayor de las tres cepas de M.
brumae respecto a M. bovis BCG, excepto en las células Hela, donde M. bovis BCG presentd
un efecto similar y, en sobre la linea tumoral A549, donde la disminucion del crecimiento
tumoral fue mds acusada cuando se infectaron las células con M. bovis BCG. A las 24h post-
infeccion la inhibicién del crecimiento tumoral mediado por las cepas de M. brumae estuvo
entre el 30 y el 60%, siendo mas acusada en las células Hep-G2 (50%), QGP-1 (55%) y MCF-7
(50-60%). Mientras que la disminucion producida por M. bovis BCG fue de entre el 5 al 45%,
siendo menor para las células HT-29 y mayor para Hep-G2 y A549. Destacé el efecto
observado en la inhibicién del crecimiento celular de HT-29, donde el mayor efecto se
demostro a las 48h con un porcentaje de inhibicion del 40-50% para las cepas de M. brumae,
y un 30% de inhibicién a las 72 horas cuando las células estaban infectadas por M. bovis BCG.
Para todas las micobacterias evaluadas, se observd un efecto de inhibicidn sostenido en el
tiempo para las lineas tumorales Hela y A549. Comparando las tres cepas de M. brumae, el
efecto antiproliferativo fue similar en todas las lineas tumorales, aunque se observo un efecto
antitumoral superior en las cepas CR-142 y CR-103 respecto a la cepa de referencia para las
lineas celulares HT-29, QGP-1, SK-BR-3 y A549, sin diferencias estadisticamente significativas.

Ademads, se cuantificaron los niveles de IL-8 e IL-6 en los sobrenadantes de los cultivos
tumorales a las 72 horas tras la infeccion con las micobacterias. Se observé una produccion
significativamente superior en la produccién de IL-8 cuando las células tumorales fueron
infectadas con M. bovis BCG respecto a cualquiera de las cepas de M. brumae. Como
excepcion, destacd la mayor produccion de I1L-8 en las células HT29 estimuladas con las cepas
de M. brumae, siendo estadisticamente significativos los niveles de la cepa de referenciay la
cepa CR-142. Adema3s, se produjo una mayor liberacion de esta citocina en las células HCT-
116 cuando se infectd con la cepa CR-103 respecto al resto de micobacterias estudiadas. En
cuanto a la liberacion de IL-6, en general la concentracién producida en el sobrenadante por
las diferentes lineas tumorales fue baja, sin embargo, se produjo una menor induccion en las
células HCT-116, HT-29 y MCF-7 por parte de todas las micobacterias analizadas respecto al
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resto de lineas estudiadas. Excepto en las células CaCo-2 y Hep-G2, donde no se mostraron
diferencias estadisticas, en el resto de las lineas celulares se observd una tendencia similar,
con una produccidn significativamente mayor cuando las células se infectaron con M. bovis
BCG respecto a las infecciones con las diferentes cepas de M. brumae.

29



Hep-G2

QGP-1

CaCo-2

% Inhibicién de

% Inhibicién de

% Inhibicion de

la proliferacion

la proliferacion

Capitulo |

1000~ 101 300+
800+ 8 ol 8§
3 3 — c'2 T 200
S 600 5 61 = S © o
> =4 S & 2
2 8 S| 38 s
i 44 € O 40
5 400 g T £2 4 2 1004
200 24 RE 5
o o o [}
24 48 b i 4 L] 24 48 72
Time (h) Tiempo (h)
15004 8001
=, ~ 85 _ 600+
E 10001 £ Q] 5% £
) 0 8
2 2 =] 58 8o
=]
3 s 3 £ 5
== 4] 200
o A o+ 0
24 48 72 0 24 48 72
Time (h) Time (h)
400 —_— 25+
300 - S
g L] %, 154 = M. brumae CR-270 =s= M. brumae CR-142 :=- M. brumae CR-103 e~ M. bovis BCG
£ 200 &
® @ 101
2 ] :
1007 k¥ 54 [ Células mm M. brumae CR-270 M. brumae CR-142 E=8 M. brumae CR-103 m® M. bovis BCG
o 0

24 48 72
Time (h)

Figura 18. Inhibicion de la proliferacidn celular y produccién de citocinas de lineas tumorales de localizaciones anatémicas diferentes a vejiga
infectadas por las distintas cepas de M. brumae y M. bovis BCG. El efecto antiproliferativo de las diferentes cepas de M. brumae (cepa de
referencia CR-270y las cepas CR-142 y CR-103) y M. bovis BCG fue evaluado en lineas tumorales humanas de higado (Hep-G2), pancreas (QGP-
1) y de colon (CaCo-2, HCT-116y HT-29). Los graficos muestran el porcentaje de inhibicion del crecimiento de las células tumorales a diferentes
tiempos tras ser infectadas respecto a las mismas células no infectadas. La produccion de citocinas se evalud en los sobrenadantes de cultivos
tras 72 horas de la infeccidn. Los datos representan la media + SD de tres experimentos independientes. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p <0.001;
**** p < 0.0001 (ANOVA test).
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Figura 19. Inhibicion de la proliferacidn celular y produccién de citocinas de lineas tumorales de localizaciones anatémicas diferentes a vejiga
infectadas por las distintas cepas de M. brumae y M. bovis BCG. El efecto antiproliferativo de las diferentes cepas de M. brumae (cepa de
referencia CR-270 v las cepas CR-142 y CR-103) y M. bovis BCG fue evaluado en lineas tumorales humanas de mama (MCF-7 y SK-BR-3), cérvix
(Hela) y pulmon (A549). Los graficos muestran el porcentaje de inhibicidn del crecimiento de las células tumorales a diferentes tiempos tras
ser infectadas respecto a las mismas células no infectadas. La produccidon de citocinas se evalud en los sobrenadantes de los cultivos tras 72
horas de la infeccidn. Los datos representan la media + SD de tres experimentos independientes. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; ****
p <0.0001 (ANOVA test).
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CAPITULO I

Activacion del sistema inmune con M.
brumae de poblaciones con diferente rango
de edad en el contexto de cancer de vejiga

103



Capitulo Il

CAPITULO Il. ACTIVACION DEL SISTEMA INMUNE CON M. BRUMAE DE
POBLACIONES CON DIFERENTE RANGO DE EDAD EN EL CONTEXTO DE
CANCER DE VEJIGA

1. Material y métodos

1.1 Poblacidn de estudio

Todos los pacientes incluidos en el estudio firmaron su consentimiento para la obtencion de
las muestras y fueron informados del procedimiento y objetivos del ensayo. Ademas, se les
informd de la posibilidad de abandonar de forma voluntaria el estudio en cualquier momento,
si asi lo consideraban.

los individuos que participaron en el estudio se dividieron en tres grupos poblacionales segun
su rango de edad y condicion neoplasica. Uno de los grupos estaba compuesto por personas
sanas jovenes con edades comprendidas entre 18 y 35 afios, un segundo grupo lo formaban
personas sanas mayores con edades comprendidas entre los 60 y los 75 afios y, un tercer
grupo lo formaron personas con cancer de vejiga de mas de 65 afios, los cuales no habian
comenzado el tratamiento intravesical con M. bovis BCG.

1.2 Células mononucleares de sangre periférica (PBMC)

Las PBMC procedieron de personas voluntarias a las cuales se les informé del objetivo del
experimento y dieron su consentimiento firmado. Se aislaron PBMC a partir de 50mL de
sangre venosa periférica de individuos sanos jévenes e individuos sanos mayores de 60 afios.
Las extracciones se realizaron en el dispensario de la UAB, recogiendo la sangre en tubos con
un 1% de heparina. Las PBMC se obtuvieron mediante centrifugacién en un gradiente de
densidad isoosmoético de Lymphoprep™ (Stemcell Technologies, Canadd), permitiendo la
separaciéon de las células mononucleares de las células polimorfonucleares, eritrocitos y
plaguetas. Como resultado, se obtuvo la sedimentacién de los eritrocitos y las células
polimorfonucleares, asi como la formacién de una nube de células, correspondiente a las
PBMC, en la parte superior del gradiente de densidad. Ademas, se obtuvieron PBMC de
individuos enfermos de CVNMI, antes de que los pacientes comenzaran con el respectivo
tratamiento antineopldsico con M. bovis BCG. Las células se obtuvieron del banco de
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muestras del grupo Virologia Tisular del AIDS Research Institute IrsiCaixa (Badalona,
Barcelona). Todas las PBMC se cultivaron con medio de cultivo completo RPMI.

Para el aislamiento de las PBMC a partir de voluntarios sanos jévenes, sanos adultos mayores
y pacientes enfermos de cancer de vejiga, se realizé la extraccion de 50mL de sangre venosa
periférica de cada individuo. El procesado de cada sangre comenzé con su homogeneizacion
y dilucién con medio de cultivo RPMI sin FBS y sin antibidticos en una relacion 1:1 (v/v).

Para separar las PBMC del resto de componentes de la sangre, se utilizaron los tubos para
centrifugacion de gradiente de densidad SepMate™ de 50mL (Stemcell Technologies) vy el
medio de gradiente de densidad Lymphoprep™, el cual es especifico para el aislamiento de
células mononucleares. Siguiendo las indicaciones del fabricante, en cada tubo se afiadieron
15mL de Lymphoprep™ a través del orificio de la cazoleta. Sobre el medio de gradiente, se
agregaron lentamente 17mL de la sangre diluida, formando una capa inmiscible con el
Lymphoprep™. Se centrifugaron las muestras a 1200 g durante 10 minutos, a 252C y con
desaceleracion de la centrifuga. Segln su densidad, los componentes celulares se separaron
formando 4 fases, tal y como se muestra en la figura 20: una fase superior correspondiente
al plasma sanguineo, una segunda capa blanguinosa con las PBMC (linfocitos y monocitos) y
las plaquetas, una tercera fase transparente (medio de gradiente Lymphoprep™) y una ultima
capa roja con los eritrocitos y las células polimorfonucleares.

Figura 20. Separacién celular de una muestra de sangre venosa
periférica con medio de gradiente Lymphoprep™ después de ser
centrifugada.

Plasma sanguineo
PBMC

Lymphoprep™

Eritrocitos

Células polimorfonucleares

Se recuperd la nube de PBMC, decantando sobre un Falcon™ nuevo el contenido alojado por
encima de la cazoleta del tubo SepMate™. Las células recuperadas se centrifugaron a 300 g
durante 8 minutos, a 252C y con desaceleracion de la centrifuga. El pellet obtenido, se
resuspendid y homogeneizé en medio RPMI con FBS y sin antibidticos para realizar un primer
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lavado de las PBMC. Para eliminar los restos celulares y las trazas de plaquetas, las células se
centrifugaron a 120 g durante 10 minutos, a 252C. El pellet de células se resuspendid con
RPMI con FBS y sin antibidticos para realizar el recuento celular mediante cdmara de
Neubauer, obteniendo la concentracién de PBMC de la muestra. Una vez quedd ajustada la
concentracion celular, se sembraron las PBMC en placas de cultivo de 6 pocillos (Nunc,
Nunclon Surface, Thermofisher Scientific, Estados Unidos), afiadiendo 4x10° células/pocillo
en un volumen total de 3mL.

Las células sembradas se trataron con 3 cepas diferentes de M. brumae, M. bovis BCG
Connaught, o fitohemaglutinina-M (phytohemagglutinin-M, PHA, Gibco®) como estimulo, o
RPMI completo con FBS y sin antibidticos como control (Figura 21). Las suspensiones
bacterianas de M. brumae y de M. bovis BCG Connaught se prepararon como se indica
anteriormente en el primer capitulo, utilizando un patrén de turbidez McF 1. Las MOI
utilizadas fueron dependientes de la especie de micobacteria, utilizando estimulos con MOI
1:1y0.1:1 para M. brumae y M. bovis BCG, respectivamente y, afladiendo 0.5mL/pocillo. PHA
se utilizd como agente inespecifico de activacion en diluciones 1/100 y 1/300. Finalmente, las
placas con las PBMC infectadas se incubaron durante 7 dias a 372C y una atmdsfera humeda
del 5% de CO,. Cada una de las infecciones se realizé por duplicado en cada experimento.

1.2.3.1 Recuperacién de las PBMC activadas con micobacterias para co-cultivo directo

Tras los 7 dias de incubacion, se recogieron los sobrenadantes de cada pocillo, asi como las
PBMC activadas. Se realizaron 3 lavados con medio de cultivo completo RPMI para recuperar
el total de las células activadas. Se centrifugaron a 250 g durante 10 minutos y 25°C. El
sobrenadante obtenido, se separd en un tubo nuevo, reservandolo para procesarlo y utilizarlo
en el co-cultivo indirecto, como se detalla en el apartado 1.2.3.2.

Por otro lado, las células se resuspendieron en medio completo RPMI y se centrifugaron a
120 g durante 10 minutos, a 252C vy sin freno, para la total eliminacién de restos bacterianos
y celulares derivados del cultivo. Finalmente, el pellet de PBMC se resuspendié en un volumen
adecuado de medio de cultivo completo RPMI y se realizd el recuento celular mediante
camara de Neubauer para conocer la concentracion celular en cada una de las condiciones a
estudio.
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Figura 21. Esquema de la metodologfa utilizada en la activacién de PBMC y cuantificacién de la inmunomodulacion (1. a), co-cultivo directo (2. a)
e indirecto (1. b) frente a células tumorales de vejiga T24, e impacto sobre la capacidad de migracién de T24 (1. c).
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1.2.3.2 Co-cultivo de los sobrenadantes de las PBMC activadas con células tumorales

El sobrenadante obtenido y separado de las PBMC activadas se centrifugd a 2680 g durante
20 minutos y 252C para eliminar los restos celulares y bacterianos. El sobrenadante se
traspasd a un nuevo tubo para ser utilizado en el estudio de inhibicién de proliferacion
indirecta sobre células tumorales de vejiga T24. Con ello, se pudo conocer el efecto que
presentaban los factores solubles liberados por las PBMC activadas en la inhibicion del
crecimiento de las células tumorales. Parte de estos sobrenadantes se almacenaron a -802C
para la posterior cuantificacion de citocinas, quimiocinas y, para el estudio del impacto sobre
la migracion celular de la linea tumoral T24.

En primer lugar, tanto para valorar la capacidad de inhibir |a proliferacion de forma directa e
indirecta, se sembraron las células tumorales de vejiga T24 en placas de cultivo de 96 pocillos
con una concentracién de 1x10* células/pocillo. Se incubaron durante 3 horas a 372C y una
atmdsfera humeda del 5% de CO,. Por un lado, en el analisis del efecto directo de las PBMCs
activadas, el medio de cultivo de los pocillos con las células T24 se reemplazd por la
suspension de PBMC activadas con una concentracion de 2x10° células/pocillo (PBMC: T24,
20:1). Por otro lado, para conocer el efecto directo de las PBMCs activadas sobre las células
tumorales T24, el medio de cultivo de los pocillos con las células T24 se reemplazd por el
sobrenadante obtenido en el apartado anterior (1.2.3.2). Todos los co-cultivos se dejaron
incubar durante 48 horas a 372C y una atmodsfera humeda del 5% de CO,. Transcurrido el
tiempo de incubacion, los sobrenadantes se recolectaron, se procesaron y almacenaron a -
80°C, como se detalla anteriormente, hasta la cuantificacién de las citocinas liberadas. Por
ultimo, se realizaron 3 lavados con PBS de los pocillos y se analizé la inhibicién de la
proliferacion tumoral directa de las PBMC activadas mediante un ensayo de MTT.

Se cuantificé la produccién de citocinas y quimiocinas de los sobrenadantes obtenidos tras la
activacion de las PBMC, asi como de los sobrenadantes obtenidos tras el co-cultivo de células
tumorales T24 con dichas PBMC activadas o los sobrenadantes de éstas.

En los sobrenadantes de activacién se cuantificd: CXCL-10/IP-10, IFN-y, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10,
IL-12 (p40), IL-17, IL-32 y TNF-a. En las muestras obtenidas tras el co-cultivo con tumorales
de vejiga T24, se analizaron los niveles de IL-6 e IL-8. Para ello, se utilizaron kits comerciales
de ELISA, siguiendo las instrucciones del fabricante.
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1.3 Migracion de células tumorales T24

Mediante un ensayo de migracién celular, se estudio in vitro la capacidad de migracion de las
células tumorales de vejiga T24, asi como el efecto que tienen sobre estas los sobrenadantes
de las PBMC activadas con micobacterias (M. brumae y M. bovis BCG) o con PHA. Se utilizaron
camaras de Boyden (transwells) (Corning, Estados Unidos) con una membrana porosa
semipermeable (didmetro de poro de 8um) en la parte inferior, creando dos microambientes
en el pocillo de la placa de cultivo. Los transwells se colocaron en el interior de los pocillos de
placas de cultivo de 24 pocillos (Corning, Estados Unidos) y se sembraron 1.5x10%
células/inserto de la linea celular T24. Previamente, las células T24 se dejaron durante 24
horas con medio de cultivo sin FBS. Como quimioatrayente se utilizaron los sobrenadantes de
las PBMC activadas, afiadiéndolo en el pocillo de la placa de cultivo. A continuacién, el inserto
se sumergid en el sobrenadante afadido al pocillo, pudiendo evaluar la capacidad de
migracion de las células tumorales T24 frente a las citocinas y factores solubles liberados por
las PBMC en el proceso de activacién.

Después de un periodo de incubacién de 24 horas, se descartaron las células adheridas a la
superficie interna del transwell mediante el rascado con un escobillén. A continuacién, para
poder contar el nimero de células tumorales que habian sido capaces de migrar a través de
los poros del inserto, se fijaron las muestras en metanol durante 15 minutos v,
posteriormente, se tifieron con cristal violeta 0,23% durante 15 minutos. Finalmente, se
capturaron imagenes de 5 campos aleatorios mediante microscopia éptica invertida (Nikon
Eclipse TE-2000E, Japdn). Las células presentes en las imagenes se contaron con el programa
libre Imagel version 1.54d.
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2. Resultados

Se analizd la activacidn de las células mononucleares de sangre periférica por parte de la cepa
de referencia de M. brumae y M. bovis BCG sobre tres grupos poblacionales distintos. Para
ello, se evalud la activacion de las células mediante cuantificacion de un panel de citocinas
secretadas en los sobrenadantes de los cultivos. Ademas, se realizd un estudio del efecto
antiproliferativo directo de las PBMC activadas sobre células tumorales de vejiga T24.
Finalmente se estudio el efecto los factores solubles y citocinas liberados por las PBMC
durante su activacién sobre la proliferacién tumoral y sobre la migracién de las células
tumorales.

2.1 Capacidad de activacion de las PBMC por parte de M. brumae y M.
bovis BCG

Con el objetivo de analizar el efecto inmunoestimulador de la cepa de referencia de M.
brumae y de M. bovis BCG Connaught, se infectaron las PBMC, de tres grupos poblacionales
diferentes, con las micobacterias vivas y se cuantificé la produccion de las citocinas inducidas
en cada condicién (Figura 22).

Se demostrd que las PBMC en un cultivo durante 7 dias sin estimular, presentaban una
produccion constitutiva de todas las citocinas evaluadas, aunque en la mayor parte de los
casos, los niveles obtenidos fueron bajos, incluso cercanos al limite de deteccién del kit,
concretamente para IFN-y, IL-10, [L-12p40 e IL-17.

Cuando las células se estimularon con las micobacterias y el agente inespecifico PHA, los
niveles de citocinas liberadas incrementaron significativamente respecto a las células sin
estimular. Sin embargo, al analizar la produccion del factor soluble CXCL-10/ IP-10, se pudo
mostrar una disminuciéon de su liberacién cuando las PBMC fueron activadas con las
micobacterias respecto a las células sin estimular o estimuladas con PHA. Por otro lado, en
todas las condiciones y para todos los grupos de poblacion, se observd una produccion
minima de IL-32, siendo menor al limite de deteccidn del test.

En general, se obtuvo una mayor produccién de IFN-y, IL-8 e IL-17 en el grupo poblacional de
adultos jévenes respecto a adultos mayores y a enfermos de cancer de vejiga, obteniendo
diferencias estadisticamente significativas para ambas micobacterias. Ademas, se observd
esta misma tendencia en el resto de las citocinas evaluadas. También se observd una
produccion similar de citocinas entre el grupo de adultos mayores y enfermos de cancer de
vejiga, siendo inferior en los pacientes enfermos de cancer de vejiga para el factor soluble
CXCL-10/ IP-10.
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Se observd una produccion de citocinas similar entre las PBMC de adultos jévenes activadas
con M. brumae y con M. bovis BCG. Esta misma tendencia se pudo apreciar también en el
grupo de adultos mayores, excepto en la liberacion de IL-6, donde se obtuvo un nivel
ligeramente superior cuando las células se activaron con M. bovis BCG que con M. brumae.
Sin embargo, la produccién de CXCL-10/ IP-10, IFN-y, IL-6, IL-12p40, IL-17, y TNF-a, fue mayor
cuando las PBMC de los pacientes con cancer de vejiga se estimularon con M. bovis BCG.
Tanto en el grupo de adultos mayores como en los enfermos, se obtuvo una produccion
menor de IL-6, IL-12p40 y TNF-a cuando las células se estimularon con PHA respecto al
estimulo con las micobacterias, mientras que se produjo un aumento de la produccion de
CXCL-10/ IP-10, IFN-y, IL-10, y IL-17 con PHA respecto a la estimuladas con las micobacterias.

Se obtuvieron concentraciones inferiores al limite de deteccion de los tests para las citocinas
IL-2 e IL-32 en todos los grupos poblacionales de estudio y para todas las condiciones.
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Figura 22. Produccién de IFN-y, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 (p40), IL-17, IP-10 y TNF-a en los sobrenadantes de las PBMC tras su activacién con M. brumae
(rojo), M. bovis BCG (azul), PHA (verde) o sin estimular (negro); en los diferentes grupos poblacionales. El efecto inmunoestimulador de la cepa
tipo de M. brumaey de M. bovis BCG fue evaluado en PBMC aisladas de adultos jévenes (18 — 35 afios), adultos mayores (60 — 75 afios) y enfermos
de cancer de vejiga (> 65 afios). Cada punto representa un individuo. Los datos se representan como la media + SD. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p

<0.001; **** p < 0.0001 (ANOVA test).
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2.2 Efecto antiproliferativo directo e indirecto de las PBMC activadas
frente a células tumorales humanas T24

Después de haber estado activadas con los distintos estimulos durante 7 dias, se analizo la
actividad antiproliferativa de las PBMC frente a la linea tumoral de vejiga T24. Por un lado, se
realizé el estudio mediante el contacto celular directo entre las células T24 y las PBMC (co-
cultivo directo) y, por otro lado, se analizd el efecto antiproliferativo indirecto utilizando el
sobrenadante con los factores solubles y citocinas de las PBMC activadas (co-cultivo
indirecto).

Como se observa en la Figura 23. a, las PBMC, tanto estimuladas (M. brumae, M. bovis BCG o
PHA) como sin estimular, presentaron actividad antiproliferativa frente a la linea tumoral
testada, aunque con las PBMC estimuladas se obtuvieron valores superiores de inhibicién de
la proliferacion celular respecto a las PBMC estimuladas. También se mostrd un menor poder
antiproliferativo para todas las condiciones y en todos los grupos poblacionales, cuando el
co-cultivo fue indirecto.

En los co-cultivos directos de adultos jévenes y mayores, se obtuvo un efecto antiproliferativo
de aproximadamente el 80% cuando las PBMC habian sido estimuladas con las micobacterias,
mientras que la inhibicion de la proliferacion generada por las PBMC sin estimular fue del 50
y el 60%, respectivamente. En cambio, se obtuvieron valores de 55%, 65% y 85% cuando las
PBMC de los enfermos de cancer de vejiga no se estimularon o se activaron con M. brumae'y
M. bovis BCG, respectivamente (Figura 23). De esta comparacién, sélo se encontraron
diferencias significativas entre el efecto antitumoral de las PBMC estimuladas con M. brumae
entre los adultos mayores y los pacientes de cancer. Ademas, el efecto inducido por la
estimulacion con PHA fue similar a las condiciones con las micobacterias en los dos grupos
poblacionales.

Por otro lado, en el andlisis de los co-cultivos indirectos, se pudo observar un mayor efecto
antitumoral de las condiciones de M. brumae para los grupos poblacionales de adultos
jévenes y mayores sanos, con valores de inhibicion de la proliferacion del 65% para ambos,
mientras que se obtuvo una inhibicion del crecimiento tumoral del 50% cuando las PBMC de
ambos grupos fueron activadas con M. bovis BCG. Cabe destacar que en el grupo de
pacientes, se demostrd un efecto antiproliferativo menor por parte de los factores solubles
de las PBMC activadas, siendo del 40% para las estimuladas por las micobacterias y del 45%
en la condicién de PHA. En este co-cultivo, destacd significativamente la diferencia del efecto
antiproliferativo entre las células estimuladas con M. brumae en los pacientes con tumor
vesical respecto a la misma condicién de los otros dos grupos de adultos sanos.
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Figura 23. Efecto antiproliferativo en la linea tumoral T24 de PBMC activadas con M. brumae (rojo), M. bovis BCG (azul), PHA (verde) o sin estimular
(negro), y del SN de las PBMC activadas; en los diferentes grupos poblacionales. a) Porcentaje de inhibicion de la proliferacion de células T24 tras
48 horas de co-cultivo con las PBMC activadas o con los factores solubles de las PBMC activadas, respecto a las mismas células T24 no infectadas.
b) Produccién de IL-6 e IL-8 en los sobrenadantes (SN) de T24 tras 48 horas co-cultivada con PBMC activadas con micobacterias, factores solubles
de las PBMC activadas, PHA o sin estimular. Los datos se representan como la media + SD. * p < 0.05; ** p < 0.01 (ANOVA test).
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Asi mismo, también se analizé la produccion de las citocinas IL-6 e IL-8 por parte de las células
tumorales T24 en los co-cultivos directo e indirecto, como se muestra en la Figura 23. b.

Se observd, por un lado, una produccién constitutiva de IL-6 por parte de las células T24 v,
por otro lado, una produccién significativamente mayor en todas las condiciones del ensayo
para los tres grupos poblacionales estudiados. Concretamente, se obtuvieron niveles
superiores de IL-6 cuando el co-cultivo se realizd con las PBMC activadas o sus sobrenadantes,
respecto a las PBMC sin activar. Ademads, se mostraron concentraciones mayores de dicha
citocina cuando se utilizaron los sobrenadantes de las PBMC activadas con micobacterias
respecto a los co-cultivos directos de las mismas condiciones. Sin embargo, los niveles de IL-
6 liberados tras el co-cultivo indirecto no fueron significativos al comparar la produccion entre
las distintas poblaciones a estudio. Por Ultimo, se comprobd que habia un mayor nivel de IL-
6 en las tumorales que habian estado en contacto directo con las PBMC activadas con M.
brumae de los adultos jovenes, respecto a la misma condicién en adultos mayores y pacientes
con tumor vesical, siendo esta Ultima comparacién estadisticamente significativa.

En la producciéon de IL-8 por parte de las células T24, se obtuvo una tendencia similar, con
una produccion constitutiva de esta citocina por parte de las células tumorales y una
liberacién superior en los co-cultivos indirectos respecto a los co-cultivos directos en todas
las condiciones del ensayo y en las tres poblaciones estudiadas. En el contacto directo con las
PBMC, destacd la similitud en los niveles de IL-8 producidos cuando se comparé el co-cultivo
con las PBMC sin activar o activadas con cualquiera de las dos micobacterias, sin mostrar
diferencias entre las distintas condiciones dentro de la misma poblacion o al compararlas
entre los grupos poblacionales. Finalmente, es importante recalcar las diferencias
significativas entre los adultos jovenes respecto a los adultos mayores y los enfermos, cuando
se comparé la concentracion de IL-8 en los co-cultivos indirectos con los factores solubles de
las PBMC estimuladas con las micobacterias.

2.3 Estudio del efecto indirecto de las PBMC sobre la migracion celular
de la linea tumoral 724

Finalmente, se realizd un ensayo de migracién celular para conocer el efecto indirecto de las
PBMC activadas sobre la migracion de las células tumorales T24. Mediante el uso de
transwells se crearon dos microambientes bien diferenciados dentro del pocillo de cultivo
celular, sembrando con un déficit de FBS las células T24 en la parte superior del inserto vy,
afiadiendo los sobrenadantes con los factores solubles de las PBMC activadas (cepa de
referencia de M. brumae, M. bovis BCG o PHA) y sin activar en los pocillos de cultivo, en
contacto con la parte externa e inferior del inserto. Para cuantificar el efecto sobre la
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migracion tumoral, se fijaron, tifieron y observaron por microscopia dptica las células
tumorales que habian atravesado la membrana del inserto (Figura 24. a)

Como se observa en la Figura 24. b, se demostrd una migracion celular inferior en todas las
condiciones de los tres grupos poblacionales respecto al control, en el que se utilizd medio
de cultivo con FBS, sin ningun tipo de citocina o factor soluble adicional.

Entre los grupos poblacionales, se demostrd una mayor migracion de las células T24 cuando
se utilizaron los sobrenadantes de las PBMC activadas de los pacientes con cancer vesical,
seguida de las PBMC de adultos mayores y siendo inferior cuando las células tumorales
estaban en contacto con los sobrenadantes de las PBMC de los adultos jévenes. Fue
estadisticamente significativa la comparacion poblacional cuando el agente usado para
estimular las PBMC fue M. brumae. También se observaron diferencias significativas al
comparar el efecto de los factores solubles liberados por las PBMC activadas con M. bovis
BCG de los adultos jovenes y los enfermos de cancer de vejiga.

Por ultimo, destacd el menor efecto quimioatrayente de las PBMC sin activar de los adultos
sanos mayores y enfermos, presentando una menor migracién celular de T24 respecto a las
PBMC activadas con micobacterias o PHA, dentro de su mismo grupo poblacional, siendo mas
acusada esta diferencia dentro de los pacientes con tumor vesical.
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Figura 24. Impacto sobre la migracién in vitro de células tumorales T24 por parte de los factores solubles de las PBMC activadas con M. brumae
(rojo), M. bovis BCG (azul), PHA (verde) o sin estimular (negro). a) Imagenes representativas de la migracion de células tumorales T24 (X10,

— 100um). b) Recuentos de migracidn de células tumorales T24. Los experimentos se realizaron con los sobrenadantes de las PBMC activadas durante
7 dias con M. brumae, M. bovis BCG, PHA o sin activar. Cada punto representa un individuo. Los datos se representan con la media + SD. * p < 0.05
(ANOVA test).
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CAPITULO 1l

Estudio de la inmunidad entrenada inducida
por M. brumae
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CAPITULO IIl. ESTUDIO DE LA INMUNIDAD ENTRENADA INDUCIDA POR M.
BRUMAE

1. Material y métodos

1.1 Estudio in vitro de inmunidad entrenada en THP-1

Para validar la linea celular THP-1 como modelo in vitro de inmunidad entrenada inducida por
micobacterias, se realizaron experimentos con tres cepas de M. brumae (cepa de referencia
CR-270 vy las cepas CR-142 y CR-103), diez cepas de M. bovis BCG (Connaught, Glaxo, Japan,
Moreau, Oncotice, Pasteur, Phipps, Russian y Tice) y M. gastri.

Ademads, se evalud la induccién de inmunidad entrenada tanto con monocitos como
macrofagos de THP-1, analizando el efecto de las micobacterias sobre la liberacion de
citocinas proinflamatorias y los cambios metabdlicos propios del entrenamiento celular.

En la Figura 25 se detalla el procedimiento llevado a cabo para la realizacién de los estimulos
primario y secundario de la linea celular THP-1, tanto en su forma de monocito como de
macrofago.

Monocito THP-1 Fase de lavado y cambio

x"\,\ de medio de cultivo
’ G
= ] |
W R Dias de cultivo (37°C)
0 24n 1 2 3 4 5 6 o 7
Primer estimulo Secondary stimulus
(M. brumael M. bovis BCG/LPS) o (M. brumael M. bovis BCG/LPS) o RPMI
RPMI
Macréfago THP-1 Lavado y cambio de Lavado y cambio de
medio de cultivo medio de cultivo
* Dias de cultivo
0 1 2 3 24n 4 5 6 7 8 9 24 10 GO
) )
Adicién de PMA para Primer estimulo Segundo estimulo
la diferenciacion de (M. brumael M. bovis BCG/LPS) o (M. brumael M. bovis BCGI/LPS) o
THP-1 RPMI RPMI

Figura 25. Procedimiento realizado en los experimentos de induccién de inmunidad entrenada con
monocitos (figura superior) y macréfagos (figura inferior) de THP-1.
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1.1.2.1 Preparacion y siembra en placa de células THP-1

En primer lugar, se recolectaron las células THP-1, se centrifugaron y se contaron mediante
camara de Neubauer para conocer la concentracion celular de la suspension de partida. A
continuacion, se sembraron en placas de cultivo de 96 pocillos en una concentracién de 1x10°
células/pocillo. Cuando los monocitos se destinaron al andélisis de la trimetilacién de histonas,
se sembraron en una concentracién de 1x10° células/pocillo en placas de cultivo de 12
pocillos (Nunc, Nunclon Surface, Thermofisher Scientific, Estados Unidos).

Como se indica anteriormente, para los experimentos en los que los monocitos THP-1 se
diferenciaron a macréfago, se afiadié PMA en una concentracion de 100nM y se dejaron
incubar durante 72 horas a 3792C y una atmosfera humeda con un 5% de CO; antes de
estimularlas con los distintos indculos.

En los experimentos en los que se trabajo con las células en forma de monocito, no se
diferenciaron con PMA vy, tras la siembra de las células en las placas de cultivo, se incubaron
un minimo de 1 hora a 372C y una atmdsfera himeda con un 5% CO; antes de estimularlas.

1.1.2.2 Preparacion de estimulos vy estimulacion de las células THP-1

Se recogieron las bacterias de la superficie del medio de cultivo sélido 7H10 y se depositaron
en un tubo de cristal con bolitas de vidrio, previamente esterilizado y pesado. Se pesé la
cantidad de micobacterias, afladiendo en el tubo aproximadamente 40-50mg de biomasa de
bacteria. Para disgregar las bacterias, se agitd con el Vértex el contenido del tubo y se afiadio
el volumen de PBS necesario para conseguir una concentracion bacteriana de 25mg/mL. Se
sometié a ultrasonidos durante 3 ciclos de 30 segundos cada uno y se realizaron dos
diluciones con PBS y RPMI con FBS vy sin antibidtico, respectivamente, obteniendo una
concentracion final en el pocillo de 5pg/mL para cada micobacteria.

El lipopolisacarido (LPS, Sigma-Aldrich, Estados Unidos), utilizado como estimulo en los
experimentos, se prepard a una concentracion final de 10ng/mL en dos diluciones con PBS y
medio RPMI con FBS y sin antibidtico, respectivamente,

A continuacion, el medio de cultivo de los pocillos se sustituyd por los estimulos preparados
de micobacterias (cepas de M. brumae, cepas de M. bovis BCG o M. gastri), LPS o medio de
cultivo RPMI con FBS vy sin antibidticos. Para las condiciones en las que los monocitos THP-1
no se diferenciaron a macréfago, las placas de cultivo se centrifugaron a 300 g durante 5
minutos para favorecer la precipitacion de las células al fondo del pocillo. Las células con los
estimulos se incubaron durante 24h a 372Cy una atmodsfera humeda del 5% CO,. Finalmente,
en los dias 2 y 5 de experimento, tras retirar los sobrenadantes de los pocillos, se realizé un
lavado con PBS y renovd el medio de cultivo, afiadiendo RPMI con FBS y antibidticos.
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1.1.2.3 Re-estimulo v recoleccion de SN

En el dia 7 de experimento, se recogieron los sobrenadantes de los pocillos, se centrifugaron
a 1000 g durante 10 minutos y se almacenaron a -80°C para el posterior andlisis y
cuantificaciéon de pardmetros metabdlicos como glucosa vy lactato.

Se realizé el segundo estimulo sobre las células, afiadiendo como agente inespecifico LPS.
Para la preparacion del inéculo de LPS y el reestimulo de las células, se llevd a cabo el mismo
procedimiento que se detalla en el apartado anterior (apartado 1.1.2.2). Tras 24 horas de
reestimulacion con LPS, se recogieron los sobrenadantes de los pocillos, se centrifugaron a
1000 g durante 10 minutos y se almacenaron a -802C para la posterior cuantificacion de las
citocinas implicadas en el proceso de inmunidad entrenada (IL-6, TNF-a e IL-1pB).

1.2 Estudio ex vivo de inmunidad entrenada en monocitos humanos

Los monocitos humanos destinados al estudio ex vivo de la induccion de inmunidad
entrenada mediada por las cepas de M. brumae y M. bovis BCG, se obtuvieron a partir de
PBMC aisladas de adultos jovenes sanos.

Es aislamiento de monocitos se realizé a partir de las PBMC obtenidas de voluntarios sanos
adultos jovenes como se detalla en el apartado 1.2.1 del Capitulo Il. Una vez aisladas las
PBMC, se utilizé una solucion hiperosmética de Percoll® (Merck) (48.5% Percoll®, 41.5% H,0
destilada, 10% NaCL 1.6M, v/v) como gradiente de densidad especifico para la obtencién de
los monocitos de la muestra. Se afiadieron 3-4mL de suspension de células por cada 10 mL
de solucion de Percoll® y se centrifugaron a 580 g durante 15 minutos sin desaceleracion en
la centrifuga. Como resultado, en la parte superior se obtuvo una capa blanquinosa de
monocitos, mientras que el resto de las poblaciones celulares precipitaron al fondo del tubo.
Se recuperd la capa de monocitos con una pipeta Pasteur y se realizd un lavado con medio
de cultivo RPMI completo. La mezcla se centrifugd a 350 g durante 10 minutos, obteniendo
un pellet con los monocitos purificados. A continuacion, los monocitos se incubaron durante
1.5 horas a 372C en placas de Petri para cultivo celular eliminando las trazas del resto de
poblaciones celulares. Seguidamente, los monocitos adheridos se recolectaron mediante
rascado suave con Cell Scraper y 3 lavados de la placa de cultivo. Finalmente, se realizd el
recuento celular mediante cdmara de Neubauer.

Tras el aislamiento de los monocitos a partir de las PBMC, el procedimiento llevado a cabo
para la induccion de inmunidad entrenada se detalla en la Figura 26.
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PBMC Fase de lavado y cambio

Pracie Y ! de medio de cultivo

i | Monocitos |

U R, Dias de cultivo (37°C)

0 24n 1 2 3 4 5 6 o 7
Primer estimulo Secondary stimulus
(M. brumael M. bovis BCGI/LPS) o (M. brumael M. bovis BCG/LPS) o RPMI

RPMI

Figura 26. Procedimiento realizado en los experimentos de induccién de inmunidad entrenada ex
vivo con monocitos humanos.

Los monocitos purificados se sembraron en placas de cultivo de 96 pocillos con una
concentracion de 1x10° células/pocillo y se incubaron durante 1.5 horas a 372C y una
atmosfera humeda del 5% CO,, antes de realizar su estimulacion.

La preparacion de los estimulos de micobacteria (cepas de M. brumae, cepas de M. bovis BCG
o M. gastri) y de LPS, se realizé siguiendo el procedimiento detallado en el apartado 1.1.2.2.
Las células se inocularon con los estimulos preparados de micobacterias, LPS o RPMI con FBS
y sin antibidticos y, se incubaron durante 24h a 372Cy una atmodsfera himeda con el 5% CO..
En los dias 2 y 5 de experimento, tras retirar los sobrenadantes de los pocillos, se realizd un
lavado con PBS y se renovo el medio de cultivo con RPMI con FBS y antibidticos. En el dia 7
de experimento, se recogieron los sobrenadantes de los pocillos, se centrifugaron a 1000 g
durante 10 minutos y se almacenaron a -802C para la posterior cuantificacion de glucosa y
lactato.

Ademas, en este caso, las células se utilizaron con dos objetivos diferentes. Por un lado, se
realizd el procesamiento de éstas como se indica en el apartado 1.6, para la posterior
cuantificacion de la trimetilacion de las histonas H3K4 y H3K9. Por otro lado, se continud con
el experimento de inmunidad entrenada, estimulando de nuevo las células con LPS. Para la
preparacién del inéculo de LPS y el reestimulo de las células, se llevé a cabo el mismo
procedimiento que se detalla anteriormente. Tras 24 horas de reestimulacion con LPS, se
recogieron los sobrenadantes de cada condicion para la posterior cuantificacién de las
citocinas implicadas en el proceso de inmunidad entrenada (IL-6, TNF-a e IL-1B). Las
sobrenadantes se procesaron y almacenaron como se ha indicado con anterioridad.
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1.3 Ex vivo con monocitos de ratones derivados de PECs y esplenocitos

Los macrdfagos murinos derivados del exudado peritoneal (PEC, Peritoneal Exudate Cells) y
los macréfagos murinos derivados de esplenocitos, se obtuvieron a partir de un modelo
ortotdpico de cancer de vejiga, en el cual se utilizaron ratones hembra de la cepa C57BL/6
(Charles River Laboratories, Espafia) con una edad de entre 6 a 8 semanas. Los animales sanos
y con tumor fueron sometidos a instilaciones intravesicales con micobacterias (M. brumae y
M. bovis BCG Connaught) o PBS, realizando un tratamiento semanal durante 4 semanas
consecutivas.

Tabla 8. Grupos de ratones incluidos en los experimentos para evaluar el impacto del tratamiento
con M. brumae y M. bovis BCG en el entrenamiento de la respuesta inmune innata.

Grupo animal Tumor Tratamiento
M. brumae Si M. brumae
M. brumae No M. brumae
M. bovis BCG Connaught Si M. bovis BCG Connaught
M. bovis BCG Connaught No M. bovis BCG Connaught
Tumor Si PBS
Sano No PBS

Los macroéfagos murinos se utilizaron para el estudio de la activacién y efecto
inmunomodulador en el contexto de inmunidad entrenada del sistema inmune innato.

1.3.1.1 Recoleccién de PEC

Tras limpiar el abdomen del ratén con etanol al 70%, se realizé una escisién superficial con
unas tijeras estériles y, con unas pinzas se retiré la piel del ratdon, dejando expuesto el
peritoneo. Seguidamente, con cuidado y usando una aguja de 25g de grosor, se introdujeron
dentro de la cavidad peritoneal 5mL de PBS estéril con un 3% FBS. Se realizd un masaje
vigoroso del abdomen del ratén y se recolectaron las PEC. Las células se mantuvieron en hielo
hasta su procesamiento. Las PEC fueron centrifugadas a 310g durante 5 minutos y 49C, se
resuspendieron en medio de cultivo completo RPMI y se realizd un recuento mediante
camara de Neubauer.
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1.3.1.2 Recoleccién de macroéfagos derivados de esplenocitos

El bazo de los ratones se procesd bajo condiciones de esterilidad para la obtencion de los
esplenocitos. Para ello se siguid el procedimiento descrito previamente en Noguera-Ortega
et al., (2028) [145]. Para el aislamiento de los macréfagos derivados de esplenocitos, las
células obtenidas se incubaron en placas de Petri de cultivo celular durante 1.5 horas con
medio completo RPMI sin antibidticos. A continuacion, se descarto el sobrenadante junto con
las células en suspensidn, correspondientes a poblaciones celulares inmunes distintas de los
macrofagos de interés. Finalmente, se recuperaron los macréfagos adheridos a la superficie
de la placa de Petri mediante rascado suave con Cell Scraper y se realizé el recuento celular
mediante cdmara de Neubauer.

Los macrdfagos murinos obtenidos, se sembraron en placas de cultivo de 96 pocillos con una
concentracion de 1x10° células/pocillo. Se incubaron durante 1.5 horas a 372C y una
atmdsfera humeda del 5% CO,, antes de realizar su estimulacion. La preparacién de los
estimulos de micobacteria (M. brumae cepa tipo y M. bovis BCG Connaught) y de LPS, se
realizaron siguiendo el procedimiento detallado en el apartado 1.1.2.2. Ademas, en la
estimulacion de los macréfagos derivados de esplenocitos, se realizd también un estimulo
con antigenos celulares de la linea tumoral murina MB49. Para la obtencién de estos
antigenos se lisaron células MB49 (macrdéfagos: MB49, 20:1) con Tritdn X-100 al 0.1% durante
15 minutos seguida de dos centrifugaciones consecutivas de 4000rpm y 14.000rpm, durante
10 minutos cada una a 4¢C.

Las células se inocularon con los estimulos preparados de micobacterias, restos celulares de
MB49, LPS, o RPMI con FBS vy sin antibidticos y se incubaron durante 24h a 372C en una
atmoésfera humeda del 5% CO,.

Después del periodo de incubacidn, se recogieron los sobrenadantes de los pocillos para la
posterior cuantificacion de las citocinas implicadas en el proceso. Las sobrenadantes se
procesaron y almacenaron como se ha indicado con anterioridad. Adicionalmente, para
cuantificar la estimulacién derivada del contacto de los macréfagos murinos con los distintos
indculos, también se realizd un ensayo de MTT siguiendo el procedimiento detallado
anteriormente.
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1.4 Cuantificacién de citocinas

Se realizd la cuantificacion de los niveles de las citocinas mas relevantes que estan implicadas
en el proceso de inmunidad entrenada, las cuales son IL-6, TNF-a y IL-1B. Esta cuantificacidn
se realizé tanto en las muestras obtenidas en los experimentos in vitro con la linea celular de
monocitos humanos THP-1 sin diferenciar y diferenciados a macréfagos, como en los
experimentos ex vivo con monocitos humanos de voluntarios sanos y macréfagos de origen
murino (macréfagos derivados de PEC y derivados de esplenocitos). Para la cuantificacion de
citocinas se utilizaron kits comerciales de ELISA, siguiendo las instrucciones del fabricante.

1.5 Cuantificacion de parametros metabdlicos: glucosa y lactato

Se realizo la cuantificacion de los niveles de glucosa vy lactato tanto en las muestras obtenidas
en los experimentos in vitro con la linea celular de monocitos humanos THP-1 sin diferenciar
y diferenciados a macrdéfagos, como en los experimentos ex vivo con monocitos humanos.
Para la cuantificacién de citocinas se utilizaron los kits comerciales Glucose
Colorimetric/Fluorometric ~ Assay  (Biovision Inc., Estados Unidos) vy Lactate
Colorimetric/Fluorometric Assay (Biovision Inc., Estados Unidos), siguiendo las instrucciones
del fabricante. Para ambos protocolos se utilizaron placas de 96 pocillos (Corning, Estados
Unidos).

1.6 Cuantificacion de la trimetilacion de las histonas H3K4 y H3K9

Tras retirar el sobrenadante de los pocillos, se realizo la extraccidon total de las histonas de los
monocitos humanos estimulados mediante el kit comercial EpiQuik™ Total Histone Extraction
(Epigentek, Estados Unidos), siguiendo las instrucciones del fabricante. El extracto obtenido
se congeld inmediatamente a -802C para su correcta conservacion y almacenaje hasta la
posterior cuantificacién de la trimetilacion de las histonas H3K4 y H3K9. Para llevar a cabo
dicha cuantificacién, se utilizaron los kits comerciales EpiQuik™ Global Tri-Methyl Histone H3-
K4 Colorimetric Quantification (Epigentek, Estados Unidos) y EpiQuik™ Global Tri-Methyl
Histone H3-K9 Colorimetric Quantification (Epigentek, Estados Unidos), respectivamente,
siguiendo las instrucciones del fabricante.
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2. Resultados

2.1 Estudio in vitro de la induccién de inmunidad entrenada en THP-1

Con el objetivo de evaluar la capacidad de inducir inmunidad entrenada de las diferentes
cepas de M. brumae y de M. bovis BCG, se utilizd como modelo la linea celular de monocitos
THP-1 como modelo in vitro de entrenamiento de la inmunidad. Para ello se analizé vy
compard la induccién de las citocinas y los cambios metabdlicos (produccion de glucosa y
lactato) que sufren las células tras la estimulacion con las micobacterias. Para ambos grupos
de micobacterias, se analizd la estimulacion del sistema inmune innato de los monocitos sin
diferenciar y en monocitos diferenciados a macrofagos.

En un primer estudio se comparé el efecto sobre el entrenamiento de los monocitos THP-1
de LPS y diferentes micobacterias: tres cepas de M. brumae (cepa de referencia CR-270, CR-
142 y CR-103), dos cepas de M. bovis BCG (BCG Connaught y BCG Oncotice) y M. gastri. Se
evaluo tanto en células diferenciadas como en células sin diferenciar. Para ello, se cuantificd
la liberacién de IL-6, TNF-a e IL-1B por parte de las células THP-1, mientras que ademas se
evalud el cambio metabdlico sufrido por las células tras la estimulacién.

En el caso de las células THP-1 diferenciadas a macrofagos (Figura 27. a), los resultados
mostraron en todos los casos un incremento en la produccién de citocinas en los cultivos
estimulados respecto a los no estimulados. En la produccion de IL-1b y IL-6 se observd un
incremento de la produccion cuando los macréfagos fueron estimulados con las
micobacterias respecto a los macréfagos estimulados con LPS, pero el incremento no fue
estadisticamente significativo. En el caso de la produccién de TNF, Unicamente M. bovis BCG
Oncotice y M. gastri supero los niveles inducidos por la estimulacion con LPS, aunque
tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas. No se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas cuando se comparé la induccién de la produccion
de las citocinas por las diferentes cepas de micobacterias.

Respecto a los cambios metabdlicos en los macrofagos THP-1 estimulados, se pudo
comprobar una disminucion de la concentracion de glucosa por todas las condiciones a
estudio, respecto a las células sin estimular. Ademas, respecto a la concentracidén obtenida
en las células estimuladas con LPS, se mostré una disminucion de los niveles de glucosa para
todas las micobacterias, excepto para M. bovis BCG Connaught y, muy similar para la cepa de
referencia de M. brumae. Las micobacterias en las que se obtuvo una menor produccién de
glucosa fueron M. gastri, seguido de M. bovis BCG Oncotice y las cepas CR-142 y CR-103 de
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M. brumae. Relacionando la cuantificacién de glucosa con la sintesis y liberacién de lactato,
producidos por las células THP-1 estimuladas, se observd un aumento estadisticamente
significativo en la produccién de lactato por parte de los macréfagos estimulados con las tres
cepas de M. brumae respecto a las células sin estimular, siendo superior para la cepa CR-142.
Los niveles de lactato obtenidos con la estimulacion con M. brumae fueron similares a los
obtenidos en los macrofagos estimulados con M. gastriy LPS.

En el caso de estimular las células Thp-1 sin diferenciar con PMA, los resultados mostraron
gue la mayor produccién de las tres citocinas se producia cuando las células se estimularon
con cualquiera de las tres cepas de M. brumae (Figura 27. b), siendo la cepa CR-103 la que
mostrd inducir una concentracion mayor de TNF-a e IL-1PB. Las dos cepas de M. bovis y M.
gastri presentaron una induccién de citocinas de un orden de magnitud inferior respecto a
de M. brumae, aunque destacé la mayor induccién de la produccion de IL-6 y TNF-a para M.
bovis BCG Oncotice. Todas las micobacterias mostraron niveles de citocinas superiores a LPS,
con diferencias significativas para las tres cepas de M. brumae. Cabe resaltar la alta
produccion de TNF-a que mostraron los monocitos sin estimular, tras su re-estimulacion con
LPS, consiguiendo niveles similares a los monocitos que habian sido estimulados y re-
estimulados por LPS en ambos pasos.

En cuanto al metabolismo celular, se observé una disminucion de la sintesis y liberacion de
glucosa y un aumento de los niveles de lactato, para todas las micobacterias excepto para M.
gastri, cuando se compararon con las células estimuladas con LPS. En la produccion de
lactato, destacd la cepa de referencia de M. brumae, asi como M. bovis BCG Connaught,
ambas con diferencias estadisticamente significativas respecto a la estimulacion con LPS;
seguidos de las cepas CR-142 y CR-103 de M. brumae.
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Figura 27. Estudio de la inmunidad entrenada inducida por diferentes cepas de M. brumae en
monocitos THP-1 in vitro. Las células fueron estimuladas con tres cepas de M. brumae (CR-270, CR-
142 y CR-103), dos cepas de M. bovis BCG (Connaught y Oncotice), M, gastri, LPS o sin estimular. Para
todas las condiciones, las células se re-estimularon con el agente inespecifico LPS. Las citocinas IL-6,
TNF-a e IL-1f se cuantificaron en los sobrenadantes recogidos después de 24 horas de re-estimulacion.
Los niveles de glucosa y lactato se cuantificaron en los sobrenadantes obtenidos antes de realizar la
re-estimulacion. a) Cuantificacion de citocinas y pardmetros metabdlicos en Thp-1 diferenciadas a
macrofagos mediante PMA. b) Cuantificacion de citocinas y pardmetros metabdlicos en monocitos
THP-1. Los datos se representan como la media + SD. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p <
0.0001 (ANOVA test).
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Se realizd un estudio en el que se compard la capacidad de inducir inmunidad entrenada
entre las diferentes cepas de M. bovis BCG: Connaught, Glaxo, Japan, Moreau, Pasteur,
Phipps, Russian y Tice, utilizando como modelo los monocitos THP-1. De la misma forma que
en el estudio anterior con M. brumae, se comparo el efecto tanto en monocitos THP-1 como
en macrofagos cuantificandose los niveles de IL-6, TNF-a, IL-1B, glucosa vy lactato.

Los resultados permitieron observar una tendencia similar a los resultados obtenidos
utilizando las diferentes cepas de M. brumae como estimulo. Mientras que las diferentes
cepas de M. bovis BCG indujeron niveles de citocinas similares entre ellas y similares a los
inducidos por LPS cuando se diferenciaron los monocitos con PMA a macrofagos; los niveles
de citocinas producidos inducidos por la estimulacién de las diferentes cepas de M. bovis BCG
fueron estadisticamente superiores a los inducidos por LPS o a los monocitos sin estimular.

Especificamente, se demostrd que con la diferenciacién a macréfagos con el uso de PMA, la
concentracion de IL-6 fue inferior en la estimulacién de los monocitos con LPS, aunque esta
diferencia no fue estadisticamente significativa respecto al resto de condiciones. Para esta
citocina, se obtuvieron concentraciones similares para los monocitos sin infectar que cuando
se estimularon con las diferentes cepas de M. bovis BCG. En cuanto a los niveles de TNF-a, no
se observaron diferencias entre las condiciones de estudio. Finalmente, en la comparacién
de la produccién de IL-1B, se observé una liberacién significativamente superior en todas las
condiciones respecto a las células sin estimular, aunque la produccién cuando se usod LPS
como estimulo fue mayor que con las cepas de M. bovis BCG Glaxo, Moreau, Phipps y Tice.
M. bovis BCG Pasteur y Connaught indujeron niveles de IL-1B similares y superiores a LPS,
respectivamente (Figura 28. A).

Analizando los cambios metabdlicos celulares, no se demostrd ni una disminucién de glucosa
ni un aumento de lactato significativos, de ninguna de las cepas testadas, respecto a las
células activadas con LPS o los monocitos no estimulados. Sin embargo, la cepa con un perfil
metabdlico ligeramente mas glucolitico fue Moreau, seguida por Connaught y Pasteur. En los
experimentos en los que no se diferencié la linea celular THP-1, se obtuvo un
comportamiento similar a los mismos experimentos llevados a cabo con M. brumae. Las
células estimuladas con las diferentes cepas de M. bovis BCG indujeron una mayor produccién
de las tres citocinas respecto a las condiciones de control o de estimulacion con LPS. Fueron
significativamente superiores los niveles de IL-6 para las cepas BCG Phipps, Japan, Moreau y
Tice; mientras que para TNF-a, las cepas Phipps, Connaught y Russian fueron las que
destacaron por inducir una mayor concentracién con respecto a las células estimuladas con
LPS o sin estimular. Ademas, se mostraron niveles significativamente superiores de IL-1B para
todas las cepas de M. bovis BCG excepto con Glaxo y Pasteur, destacando las cepas Phipps y
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Connaught como las micobacterias mas inductoras de IL-1f respeto los monocitos tratados
con LPS o sin tratar (Figura 28. B).

Finalmente, en el analisis metabdlico, se demostrd un aumento glucolitico de todas las cepas,
excepto de las células estimuladas con M. bovis BCG Pasteur. Aunque no se obtuvieron
diferencias significativas, se observé un nivel menor en la liberacion de glucosa en las células
estimuladas con las cepas M. bovis BCG Russian y Tice, respecto a las células sin estimular o
estimuladas con LPS. Paralelamente, M. bovis BCG Pasteur mostré una sintesis inferior de
lactato, incluso menor a la concentracion obtenida para las células activadas con LPS. Por otro
lado, las cepas que indujeron un nivel mayor de lactato fueron M. bovis BCG Connaught,
Moreau y Japan, seguidas de BCG Phipps, sin embargo, en ningln caso se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 28. Estudio de la inmunidad entrenada inducida por diferentes cepas de M. bovis BCG en
monocitos THP-1 in vitro. Las células fueron estimuladas con ocho cepas de M. bovis BCG (Connaught,
Glaxo, Japan, Moreau, Pasteur, Phipps, Russian y Tice), LPS o sin estimular. Para todas las diferentes
condiciones, las células se re-estimularon con el agente inespecifico LPS. Las citocinas IL-6, TNF-a e IL-
1B se cuantificaron en los sobrenadantes recogidos después de 24 horas de re-estimulacién. Los
niveles de glucosa y lactato se cuantificaron en los sobrenadantes obtenidos antes de realizar la re-
estimulacién. A) Cuantificacidn de citocinas y parametros metabdlicos cuando las células THP-1 fueron
previamente diferenciadas a macréfagos mediante PMA. B) Cuantificacion de citocinas y parametros
metabdlicos sin diferenciacién previa con PMA de las células THP-1. Los datos se representan como la
media £ SD. * p <0.05; ** p < 0.01; *** p <0.001; **** p < 0.0001 (ANOVA test).
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2.2 Induccién ex vivo de inmunidad entrenada por diferentes cepas de
M. brumae en monocitos humanos

En el estudio ex vivo de la modulacién inmune inducida por diferentes cepas de M. brumae,
M. bovis BCG y M. gastri, se aislaron monocitos de voluntarios sanos y se estimularon con las
micobacterias. Tras el re-estimulo celular con LPS como agente inespecifico, se analizé la
produccion de las citocinas implicadas en el proceso de entrenamiento del sistema inmune
innato, asi como del cambio metabdlico y epigenético que sufrieron durante el proceso.

Se evalué la liberacién de IL-6, TNF-a e IL-1f por parte de los monocitos derivados de PBMC
estimulados con las diferentes micobacterias y con LPS, obteniendo resultados favorables
parala mayor parte de las cepas a estudio en los niveles de las tres citocinas. Como se muestra
en la Figura 29. a, se obtuvieron concentraciones significativamente mayores en todos los
monocitos estimulados respecto de las células sin estimular, para todas las citocinas. Ademas,
se demostrd una liberacidon de citocinas de un orden de magnitud mayor cuando los
monocitos fueron activados con cualquiera de las micobacterias respecto al LPS, aunque fue
en el caso de la produccion de TNF-a donde se obtuvieron diferencias estadisticas entre la
estimulacion con LPS y las cepas de M. brumae o la cepa de M. bovis BCG Connaught.

Al comparar el impacto sobre la modulacién del sistema inmune innato de las diferentes
micobacterias, se puede destacar el papel de la cepa CR-103 de M. brumae, siendo la
micobacteria que indujo una produccién ligeramente superior al resto de la inducida por el
resto de las cepas de las tres citocinas. Por otro lado, entre las dos cepas de M. bovis BCG, se
pudo apreciar una mayor induccion por parte de la cepa BCG Connaught, aunque la diferencia
no fue significativa entre BCG Connaught y el resto de las micobacterias. Destacd que M.
gastri indujo un nivel de produccién de IL-6 y TNF-a superior al inducido por la cepa de M.
brumae de referenciay la cepa CR-142 vy, similar a M. bovis BCG Connaught.

Se pudo observar un cambio metabdlico con un aumento de la glucdlisis por parte de los
monocitos, como resultado de la estimulacién con M. bovis BCG Connaught y BCG Oncotice
o la cepa de referencia de M. brumae. Se observd un descenso en la producciéon de glucosa y
un aumento en la sintesis de lactato por las células activadas con estas tres micobacterias,
siendo mas significativo el efecto inducido por M. bovis BCG Connaught. Como indicador del
proceso de glucdlisis inducido se observaron diferencias significativas en los niveles de lactato
producidos por las células estimuladas con LPS y los producidos por las células estimuladas
con cuatro de las micobacterias. Se obtuvieron niveles superiores de lactato para M. bovis
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BCG Connaught, la cepa de referencia de M. brumae, M. bovis BCG Oncotice y la cepa CR-103
de M. brumae, respectivamente.
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Figura 29. Estudio ex vivo de entrenamiento de la inmunidad innata de monocitos humanos inducido
por diferentes cepas de M. brumae, M. bovis BCG y M. gastri. Las células fueron estimuladas con tres
cepas de M. brumae (CR-270, CR-142 y CR-103), dos cepas de M. bovis BCG (Connaught y Oncotice),
M, gastri, LPS o se dejaron sin estimular. Tras una semana del primer estimulo, las células se re-
estimularon con LPS. A) Cuantificaciéon de IL-6, TNF-a e IL-1f mediante ELISA en los sobrenadantes
recogidos después de 24 horas de re-estimulacién. B) Cuantificacion de los niveles de glucosa y lactato
en los sobrenadantes obtenidos antes de realizar la re-estimulacién. Cada punto representa un
individuo. Los datos se representan como la media £+ SD. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p <0.001; **** p
< 0.0001 (ANOVA test).
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En el andlisis de la trimetilacion de las histonas H3K4 y H3K9 de los monocitos estimulados
con la cepa de referencia de M. brumae, M. bovis BCG Connaught o LPS (Figura 30), se
observd un aumento en los niveles de trimetilacion de la histona H3K4 cuando las células se
estimularon ex vivo con M. brumae o con M. bovis BCG. Sin embargo, solo se obtuvieron
diferencias significativas en la induccién producida por M. bovis BCG respecto a las células
estimuladas con LPS o sin estimular.

Por otra parte, no se obtuvieron niveles altos de trimetilacién de la histona H3K9 para ninguna
de las condiciones a estudio, presentando todas ellas menos de 5ng/pL.
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Figura 30. Estudio ex vivo de la trimetilacidn de las histonas H3K4 y H3K9 en macréfagos humanos. Las
células fueron estimuladas con la cepa de referencia de M. brumae, con M. bovis BCG Connaught, LPS
o se dejaron sin estimular, posteriormente se analizé la trimetilacion de las histonas H3K4 y H3K9 tras
la extraccion total del contenido celular de histonas. Cada punto representa un individuo. Los datos se
representan como la media + SD. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p <0.001; **** p <0.0001 (ANOVA test).
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2.3 Induccioén ex vivo de inmunidad entrenada por parte de M. brumae y
M. bovis BCG en macréfagos murinos

Para conocer el impacto de M. brumae y M. bovis BCG sobre la inmunidad inespecifica en el
contexto del cancer vesical, se utilizé un modelo ortotdpico murino de cancer de vejiga. Los
animales sanos y con tumor fueron tratados mediante instilaciones vesicales semanales con
estas micobacterias o con PBS durante cuatro semanas (Figura 31) y, tras la finalizacion del
tratamiento, se aislaron y re-estimularon ex vivo los macréfagos derivados del exudado
peritoneal y los macréfagos derivados de esplenocitos. Finalmente, se analizé la produccion
de IL-6, TNF-a e IL-1B, citocinas implicadas en el proceso de entrenamiento del sistema
inmune innato.

Los macrdéfagos derivados de PEC se aislaron y re-estimularon ex vivo con la misma
micobacteria con la que habia sido tratado el animal del que procedian, con LPS o se dejaron
sin re-estimular. Los ratones sanos y con tumor que no fueron tratados con ninguna de las
micobacterias, se re-estimularon tanto con M. brumae como con M. bovis BCG para poder
cuantificar el efecto de ambas micobacterias en estas condiciones.

En el analisis de citocinas, no se observé diferencias significativas en la induccién de IL-6 e IL-
1B entre los diferentes grupos de ratones con y sin tumor, ni entre los diferentes tratamientos
recibidos. Para las tres citocinas evaluadas, se aprecié un aumento en la liberacién de las
células re-estimuladas con las micobacterias o con LPS, respecto a las células sin re-estimular.
En aquellos ratones tratados con M. brumae, la induccion de IL-6 fue mayor cuando las células
se re-estimularon con la misma micobacteria respecto al estimulo inespecifico con LPS. Sin
embargo, en los ratones tratados con BCG, la induccién mayor de IL-6 se produjo cuando se
re-estimuld con LPS. En los animales sanos, destacd la mayor produccion de IL-6 generada
por M.brumae respecto a la de M. bovis BCG, siendo ambas ligeramente inferiores a las
producidas por LPS. Se demostré una induccion de TNF-a era significativa cuando se re-
estimularon con M. bovis BCG las PEC de los animales con tumor tratados con la misma
micobacteria, respecto a los re-estimulados inespecificamente con LPS o, los no estimulados
ex vivo. La misma tendencia mostraron las células que provenian de animales con tumor que
no recibieron tratamiento, al ser re-estimuladas con M. bovis BCG. En los grupos de ratones
tratados con M. brumae el re-estimulo con la misma micobacteria indujo niveles de TNF-a
similares a los inducidos por LPS. Para los diferentes grupos de estudio (animales con o sin
tumor) no se obtuvieron diferencias significativas entre la produccién de citocinas después
de haber estimulado con cualquiera de ambas micobacterias.
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Figura 31. Estudio ex vivo de entrenamiento de la inmunidad innata de macréfagos derivados de células del exudado peritoneal (PEC), inducido
por M. brumae, M. bovis BCG y LPS. Cuantificacién de IL-6, TNF-a e IL-1B en los sobrenadantes recogidos después de 24 horas de re-estimulacion.

Las células fueron re-estimuladas ex vivo con la cepa de referencia de M. brumae, M. bovis BCG Connaught, LPS o sin estimular. “+” y

w,n u u

, indican

la presencia o no del estimulo, del tratamiento intravesical realizado y/o de la presencia de tumor en la vejiga. Cada punto representa un animal.

Los datos se representan como la media = SD. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p <0.001 (ANOVA test).
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Los macrofagos derivados de esplenocitos (SPL) se aislaron y re-estimularon ex vivo con la
misma micobacteria con la que habia sido tratado el animal del que procedian, antigenos de
células MB-49, LPS o se dejaron sin estimular. Los ratones sanos y con tumor que no fueron
tratados con ninguna de las micobacterias, se re-estimularon tanto con M. brumae como con
M. bovis BCG para poder cuantificar el efecto de ambas micobacterias en estas condiciones.

Se obtuvieron niveles minimos de produccién de IL-1B para todas las condiciones de re-
estimulacion y en todos los grupos de animales evaluados. Destacaron los niveles de IL-6
liberados por la estimulacion con LPS de las células que provenian de animales sanos y con
tumor que habian recibido tratamiento con M. bovis BCG. Por otro lado, en los animales tanto
sanos como con tumor que no habian sido tratados intravesicalmente con micobacterias, se
observé una liberacién ligeramente superior cuando las células se re-estimularon con M.
bovis BCG y con el agente inespecifico LPS, respecto al resto de estimulos, aunque en ninguno
de los casos se obtuvieron diferencias estadisticas. Finalmente, al analizar la induccion de
TNF-a, se demostro una liberacion de esta citocina cuando las células se re-estimularon con
micobacterias o con LPS, independientemente del grupo de animales evaluado. Para los
animales sanos tratados con M. brumae, asi como en los sanos y con tumor tratados
intravesicalmente con M. bovis BCG, se obtuvo una concentracion superior de TNF-a cuando
se re-estimularon con la misma micobacteria respecto al estimulo con LPS. Sin embargo, en
los animales con tumor que no recibieron tratamiento intravesical, los niveles que se
obtuvieron de esta citocina proinflamatoria fue muy similar cuando las células se estimularon
con micobacterias o con LPS, mientras que la sefial fue mayor en el re-estimulo con LPS
cuando se evaluaron los animales sanos. En ninguno de los casos, se obtuvieron diferencias
significativas entre las condiciones ni entre los grupos anteriormente expuestos. Se
observaron diferencias estadisticas para TNF-a entre las condiciones de los grupos de
animales sanos y con tumor que fueron tratados con M. bovis BCG, destacando en ambos
grupos, los niveles superiores producidos por M. bovis BCG respecto a las células sin re-
estimular o estimuladas con los antigenos de las células tumorales MB-49 (Figura 32).
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Figura 32. Estudio ex vivo de entrenamiento de la inmunidad innata de macréfagos derivados de esplenocitos, inducido por M. brumae y M. bovis
BCG. Cuantificacion de IL-6 y TNF-a mediante ELISA, en los sobrenadantes recogidos después de 24 horas de re-estimulacion. Las células fueron
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DISCUSION DE RESULTADOS

Caracterizacion de diferentes cepas de M. brumae a nivel genémico,
fenotipico y funcional

Caracterizacidn gendmica y fenotipica de M. brumae

A pesar de los numerosos estudios con M. bovis BCG, el tratamiento usado en los Ultimos 40
afios para el CVNMI, y las recientes investigaciones con M. brumae, demostrando el nivel de
patogenicidad y capacidad inmunomoduladora, se desconocen qué diferencias gendmicas
podrian ser las responsables de las diferentes propiedades bioldgicas de estas dos
micobacterias. El antigeno o antigenos responsables del efecto antitumoral de M. bovis BCG
o de M. brumae siguen siendo esquivos. Por lo tanto, es relevante analizar el genoma de M.
brumae,.y compararlo con el de M. bovis BCG para entender sus capacidades terapéuticas.
Por otro lado, también es de interés la comparacién de la variabilidad intraespecie de M.
brumae comparando la diversidad genética entre diferentes aislamientos de la misma
especie.

Como parte de la caracterizacién de las cepas de M. brumae, se realizd el ensamblaje y
comparacién del genoma de la cepa de referencia de M. brumae con M. bovis BCG Connaught
y M. tuberculosis, para analizar las peculiaridades de esta especie descritas anteriormente
[90,145-147]: su no patogenicidad y su alta capacidad inmunoestimuladora. En la
comparacién gendmica también se incluyd M. fallax. M. fallax comparte caracteristicas
fenotipicas con M. brumae y filogenéticamente habia resultado ser la especie mas cercana a
M. brumae [86,88], gracias a los andlisis previos basados en las secuencias de RNAr 16S [87].

En primer lugar, los resultados indican que la posicidén filogenética de M. brumae es
congruente con las caracteristicas microbioldgicas observadas como micobacteria no
patogena de crecimiento rdpido. La reconstruccién filogenética basada en el genoma
ensamblado confirma la posicion de M. brumae dentro de Mycobacteriaceae y reafirma su
estrecha cercania a M. fallax. El anélisis también confirmé el pequefio tamafio del genoma de
M. brumae, coincidiendo con el draft del genoma obtenido anteriormente, el cual presentaba
una longitud de 4.026.006 pb y una proporcién media de GC del 69.1 % [148]. Aunque se
acepta que el tamafo del genoma de las micobacterias no patégenas es superior que el de
las micobacterias oportunistas y patdgenas obligadas [149,150], el tamafio del genoma de M.
brumae es pequefio y similar al de M. tuberculosis. De hecho, el genoma de M. brumae se
encuentra entre los genomas mas pequefios de las micobacterias descritas hasta ahora,
después del de Mycobacterium uberis [151], Mycobacterium lepromatosis [152] vy
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Mycobacterium leprae [149,153]. El porcentaje de contenido de GC en el genoma de M.
brumae coincide en el rango del de otros genomas de micobacterias de crecimiento rapido
(entre 66 y 69%) y es superior al de las micobacterias de crecimiento lento. Entre las
micobacterias de crecimiento rdpido, solo el grupo M. chelonae-M. abscessus contiene un
porcentaje menor de contenido de GC, siendo entre 63.9y 64.1% [154].

En el andlisis de la virulencia de las micobacterias es relevante el estudio del sistema de
secrecion Tipo VII (ESX1-5), las proteinas de la familia PE/PPE y proteinas Mce. Por un lado, el
sistema de secrecion VIl estd especializado en la secrecién de varios sustratos proteicos a
través de la compleja pared celular micobacteriana, y estd compuesto por diversas familias
de proteinas: ESX [155]. M. tuberculosis y algunas micobacterias no patégenas como
Mycobacterium paragordonae (Kim et al., 2019) albergan cinco grupos de ESX, mientras que
otras como M. smegmatis, Mycobacterium flavescens, M. phlei, Mycobacterium gilvum,
Mycobacterium vaccae o Mycobacterium gordonae solo contienen tres grupos de ESX
[155,156]. Al igual que M. abscessus y Mycobacterium massiliensse [156], el genoma de M.
brumae presenta Unicamente los grupos ESX-3 y ESX-4. El sistema ESX-1 se ha relacionado
con la virulencia de la micobacteria, por lo que su delecion genera la atenuacién de las
micobacterias patégenas como ocurre con M. bovis BCG [157,158]. Sin embargo, los genes
de sistemas ESX estan presentes en todas las micobacterias del género, incluso en las no
patogenas de crecimiento rdpido [156]. Esto sugiere que la virulencia no es la funcion
principal de este grupo de genes, y que la relacion con la virulencia de ESX-1 se debe a la
evolucion mads reciente en organismos patdgenos.

Por otro lado, las proteinas de la familia PE/PPE representan aproximadamente el 10 % del
genoma de M. tuberculosis, quien las expresa tras la infeccion de macréfagos, desempefiando
funciones criticas en la virulencia, la diversidad antigénica y la modulacion de la respuesta
inmunitaria del huésped [159,160]. En el caso de M. brumae, se anotaron muy pocos genes
de la familia PE/PPE en su genoma, de forma analoga a M. fallax, siendo su identidad de
secuencia muy baja respecto a los de M. tuberculosis. El bajo nimero de estos genes en M.
brumae y M. fallax se atribuye a la mayor abundancia de estos genes en micobacterias de
crecimiento lento y no en micobacterias de crecimiento rapido [161,162].

Las proteinas Mce son transportadores de lipidos/esteroles [163] que desempefian un papel
importante en la modulacién de la sefializacion de la célula huésped [164] y que estan
implicadas en la entrada y supervivencia intracelular de las micobacterias en los macréfagos
[164,165]. Solo se detectaron tres grupos de genes mce en el genoma de M. brumae,
mostrando una similitud de secuencia muy baja con los genes mce de M. tuberculosis. En
actinomicetos, el niUmero de operones mce presentes en el genoma se ha relacionado con su
patogenicidad. En este sentido, destacan los siete operones mce (mcel-7) de M. abscessus,
los cuatro de M. smegmatis [166], los seis de Nocardia farcinica o el Unico operon mce que
presentan Streptomyces avermitilis y Streptomyces coelicolor [167]. En un estudio reciente,
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Bachmann et al. [29] encontraron que el operén mcel es muy variable en los cinco
subgéneros de micobacterias. Este estudio indica una muy baja similitud de secuencia de las
proteinas codificadas por los genes mcel entre M. tuberculosis y M. brumae, confirmando los
resultados obtenidos en esta tesis.

Aunque no se han descrito marcadores genéticos o fenotipicos que se correlacionen con la
virulencia de micobacterias no tuberculosas (MNT)[168], la ausencia de genes de virulencia,
como ESX-1, y la mayoria de los PE/PPE pueden explicar la seguridad y no toxicidad de M.
brumae demostrada previamente tanto en estudios in vitro como en modelos in vivo
[35,90,147,169]. Para M. brumae, como la mayoria de las mas de 190 especies de
micobacterias descritas, no se han descrito casos de infeccién en humanos y animales. Por
otro lado, en algunas micobacterias de crecimiento rapido como M. smegmatis, la regién
cromosémica del sistema de secrecién ESX-1 esta implicada en un mecanismo de conjugacién
Unico que permite a las micobacterias saproéfitas cambiar de nicho y presentar un caracter de
patdgeno oportunista [170,171], por lo que la ausencia en M. brumae es interesante para su
perfil de seguridad.

En cuanto a la informacion en el genoma relativa a la resistencia a antimicrobianos, estudios
previos muestran que la resistencia a los principales farmacos antituberculosos en las MNT
se debe a mutaciones especificas en genes que codifican para su diana, las enzimas que los
activan o sus regiones promotoras [172,173]. La resistencia a la rifampicina en M. tuberculosis
se debe principalmente a mutaciones en el gen rpoB. También se han descrito mutaciones
similares para M. leprae y en algunas especies de MNT como Mycobacterium kansasii, M.
smegmatis, M. avium complex y Mycobacterium ulcerans [172,174,175]. M. brumae carece
de mutaciones puntuales dentro de la region determinante de resistencia a rifampicina del
gen rpoB, pero presenta mutaciones en areas adyacentes de la region. De manera similar, en
algunos aislamientos resistentes de M. avium, no se encontraron mutaciones internas en
rpoB sino en una regién downstream. Este hecho, junto con la composicion de la pared celular
de las micobacterias [174,176], podria explicar la resistencia a la rifampicina observada en M.
brumae. En cuanto a la resistencia a la isoniazida, a menudo asociada a una pérdida de
actividad de la catalasa-peroxidasa, se han descrito mutaciones puntuales en la secuencia del
gen katG (responsable de la activacion del farmaco) en M. tuberculosis, M. smegmatis o M.
kansasii [172,174,177]. Ademas, se ha descrito resistencia a isoniazida en M. smegmatis, M.
bovis BCG y M. tuberculosis por sobreexpresion o mutacién del gen estructural inhA o su
promotor, que estan implicados en la sintesis de la pared bacteriana [172,174,178]. Las cepas
de M. brumae carecen de mutaciones puntuales en las posiciones mas relevantes descritas
para la isoniazida. La baja permeabilidad de la pared celular de las micobacterias y los
diferentes sistemas de bombas de eflujo o canales de porina también podrian desempefiar
un papel crucial en la resistencia intrinseca a los antimicrobianos en MNT como M. fortuitum
o M. smegmatis [173,175] y podria explicar la resistencia intrinseca a la isoniazida encontrada
en M. brumae. Finalmente, al igual que M. fortuitum y M. avium complex [179], M. brumae
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también es resistente al dcido p-aminosalicilico, aunque no se han identificado
especificamente las mutaciones responsables de la resistencia [180].

Aparte del interés en la descripcion de la no virulencia de M. brumae a través de su genoma,
es critico el analisis de su capacidad inmunogénica. El andlisis comparativo de genes que
codifican para proteinas inmunogénicas que contienen epitopos de células T y células B
destaca que M. brumae comparte hasta 85 con de los 441 descritos en la bibliografia,
mientras que con M. tuberculosis solo comparte 2, con M. bovis comparte 83 de estos 85
(Figura 15), lo que explicaria su capacidad demostrada en varios estudios preclinicos de
desencadenar una respuesta inmunitaria similar a la de M. bovis BCG en CVNMI. M. brumae
podria contener otros epitopos inmunogénicos no descritos en M. tuberculosis o M. bovis
BCG, por lo que encontrarlos proporcionaria un conocimiento mas robusto del perfil
inmunogénico de M. brumae, ademads de ahondar en la funcion de los que comparte con M.
bovis BCG.

La composicion tan compleja de la pared celular de las micobacterias es otra fuente de
moléculas inmunogénicas. Los genes de biosintesis de la pared celular que se encuentran en
el genoma de M. brumae se correlacionan con la composicion de la pared celular descrita
para esta especie [181]. El sello distintivo de las micobacterias es la abundancia Unica de
lipidos y glicolipidos en su pared celular [182][183], incluyendo los dcidos micélicos, los cuales
estan relacionados con la interaccion huésped-micobacteria y son marcadores taxondmicos
utiles en la identificacion de micobacterias. M. brumae es una de las pocas especies que solo
contiene acidos micdlicos de tipo | o a-micdlicos [86]. Como la mayoria de las especies de
micobacterias, M. brumae contiene TMM, TDM, PIM y PL [181]. Sin embargo, los
glicopeptidolipidos (GPL) o lipooligosacaridos (LOS), presentes en otras MNT, estan ausentes
en M. brumae. A diferencia de M. bovis BCG, M. brumae no contiene lipidos relacionados con
la virulencia como el altamente hidrofébico PDIM o PGL, y tampoco contiene sulfolipidos (SL)
ni diacyl—y polyacyl-trehalosas (DAT, PAT) presentes en la pared celular de M. tuberculosis
[183,184].

Ademas de la cepa de referencia de M. brumae (ATCC 51384 inicialmente denominada CR-
270), se encuentran disponibles otras tres cepas de M. brumae: las cepas CR-142 y CR-103
aisladas de muestras de agua procedentes del rio Llobregat en Espafia entre 1983 y 1987, y
la cepa CR-269 aislada de muestras de suelo entre 1989 y 1991 [86]. A pesar de provenir de
fuentes ambientales diferentes y haber sido aisladas en diferentes periodos de tiempo, las
cuatro cepas mostraron una gran similitud gendmica y fenotipos in vitro similares.
Fenotipicamente, mostraron la misma morfologia colonial cuando se cultivaron en medios
sélidos (figura 9), un patrdn similar de lipidos vy glicolipidos en la pared celular y el mismo
patron de susceptibilidad a una amplia gama de antimicrobianos (tabla 4). A nivel gendmico,
mostraron un maximo de seis SNP y siete regiones de diferencia, que es una diversidad
gendmica muy baja entre diferentes cepas ambientales. Otras micobacterias, como M.
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abscessus, también han mostrado una diversidad genética muy baja entre sus cepas. En M.
abscessus se ha propuesto como explicacién mas probable de la baja diversidad genética, una
menor tasa de mutacion debido a diferencias en el mecanismo de reparacién. En resumen,
el analisis de diversidad de M. brumae demostré que, aunque el origen de sus cepas es
variado, M. brumae es genéticamente menos diversa de lo esperado. Su composicién
genética revela que M. brumae comparte numerosos genes relacionados con la
inmunogenicidad de esta micobacteria con M. bovis BCG, teniendo mas en comun con M.
bovis BCG que con M. tuberculosis. En este estudio no solo se revela la variedad de
caracteristicas gendmicas entre las especies de MNT, sino que también proporciona
informacion sobre cémo encontrar moléculas antigénicas criticas que podrian ser la base para
disefiar terapias basadas en bacterias para combatir el cdncer u otros trastornos
inmunoldgicos.

Caracterizacidn funcional de las cepas de M. brumae

1. Supervivencia intracelular y modulacidn inmune in vitro de las cepas de M. brumae

Viendo el perfil de seguridad demostrado por M. brumae vy los resultados obtenidos en el
estudio gendmico de las cuatro cepas de esta especie, se propuso realizar un panel de
ensayos para profundizar en el comportamiento funcional tanto de la cepa de referencia de
M. brumae como de las otras tres cepas descritas por Luquin et al., en 1993.

Inicialmente se realizaron ensayos en lineas celulares de macréfagos murinos y humanos
(lineas celulares 1774 y THP-1, respectivamente), que mostraron la capacidad de sobrevivir
en el interior celular y su capacidad inmunomoduladora de las cuatro cepas de M. brumae
evaluadas. De forma coherente a lo mostrado en la bibliografia [185], los resultados
obtenidos mostraron que la cepa de referencia era eliminada completamente del interior de
los macrofagos 1774 y THP-1 a las 96 y 120 horas después de la infeccién (Figura 16),
respectivamente. El resto de cepas tuvieron un comportamiento similar, la cepa CR-142
presentd un comportamiento igual al de la cepa de referencia, mientras que al maximo de
tiempo las cepas CR-103 y CR-269 aun se mantuvieron viables en el interior celular (Figura
16). Las cuatro cepas de M. brumae indujeron la liberacién de citocinas proinflamatorias
como IL-6, KC/IL-8, TNF-a e IL-12 en ambas lineas de macréfago. Ademas, en la linea J774 se
observé liberacion de NO, relacionado con la alteracidon de la expresién génica de la célula
tumoral y causando dafios en su DNA [14].

La disminucién de la carga micobacteriana intracelular es relevante en cuanto a la seguridad,
mientras que la liberacién de citocinas proinflamatorias por parte de los macréfagos es
esencial para el inicio de una respuesta inmune adecuada en el microambiente tumoral. La
liberacién de citocinas proinflamatorias por parte de los macréfagos, e inducida por M.
brumae, va a desencadenar la activacion y diferenciacién de otras células inmunitarias como
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linfocitos. Como resultado, se produce la produccién de una cascada de citocinas vy
guimiocinas, con un aumento del perfil citotdxico del sistema inmune y continua infiltracion
de células inmunitarias en el tumor que actlan de forma directa sobre las células tumorales,
e indirectamente modificando el microambiente tumoral.

2. Efecto antitumoral in vitro en céncer de vejiga de las cepas de M. brumae

El efecto antiproliferativo de M. brumae se ha descrito in vitro frente a una amplia variedad
de lineas tumorales de vejiga de diferente grado de diferenciacion histopatoldgica,
mostrando resultados similares e incluso superiores a M. bovis BCG en la mayoria de las lineas
analizadas. Estos datos in vitro dieron pie a la evaluacién de la eficacia in vivo en el modelo
ortotdpico murino de CVNMI, obteniendo también un resultado favorable en cuanto a su
accion antineoplasica y de induccién de la respuesta proinflamatoria en los animales tratados
con la micobacteria. Todo ello se realizd con la cepa de referencia de M. brumae. Para ampliar
el abanico de alternativas terapéuticas se ha querido evaluar la accién antitumoral de otras
tres cepas de M. brumae. Aunque con una similitud elevada a la cepa de referencia, el analisis
gendmico mostré diferencias en la secuencia de algunos genes que podrian comprometer o
incrementar su capacidad terapéutica respecto a la cepa de referencia, ademas de haber
observado diferencias en la induccién de produccion de citocinas en macréfagos infectados
por las cuatro cepas de M. brumae, como se ha discutido anteriormente.

Asi, se evalud la capacidad de las cuatro cepas de M. brumae de inhibir la proliferacion in vitro
de seis lineas tumorales diferentes de BC con distinto grado de diferenciacion (Figura 17),
obteniendo resultados similares a los ensayos previos para la cepa de referencia. En conjunto
para las cuatro cepas evaluadas, los resultados mostraron una mayor inhibicion del
crecimiento tumoral en la linea 5637 (de grado 2) respecto al resto de células testadas,
seguida de por las células tumorales de grado 3, donde destaca el efecto favorable sobre la
linea celular J82. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las
diferentes lineas de BC entre las diferentes cepas de M. brumae.

De acuerdo con la respuesta proinflamatoria inducida in vitro, la cepa de referencia y las cepas
CR-142 y CR-103 de M. brumae inducen la liberacion de niveles superiores de IL-6 e IL-8 en |a
mayoria de las lineas de BC, comparado con la cepa CR-269, la cual presenta un
comportamiento mas deficiente. La capacidad de inducir la liberacién de citocinas
proinflamatorias en las células tumorales infectadas por las micobacterias, crea un ambiente
antitumoral mas propicio y favorece la quimiotaxis de mas células inmunes al microambiente
tumoral. IL-6 e IL-8 son dos citocinas proinflamatorias que desencadenan la activacion y
atraccion de células inmunes como macrdéfagos o linfocitos con el objetivo de eliminar las
células neopldsicas y resolver le tumor.
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El comportamiento funcional de la cepa CR-269, junto con su perfil de supervivencia
mostrado en los cultivos de macrofagos murinos y humanos, llevaron a descartar dicha cepa
para el resto de los experimentos.

3. Efecto antitumoral in vitro en otros tipos tumorales de las cepas de M. brumae

Teniendo como referente los exitosos resultados de la inmunoterapia con M. bovis BCG en
CVNMI, diferentes autores han investigado el uso de especies del género Mycobacterium
para el tratamiento de otros tipos de tumores diferentes al de vejiga [35]. Viendo los
resultados prometedores encontrados en la bibliografia, el estudio de la capacidad de inhibir
la proliferacién tumoral y de inducir la produccion de citocinas de las diferentes cepas de M.
brumae se amplidé a un panel de nueve lineas tumorales distintas a BC, incluyendo células
tumorales de higado, pancreas, colon, mama, cérvix y pulmdn (Figuras 18 y 19). Los
resultados indican que las tres cepas de M. brumae inhiben el crecimiento de las células
tumorales en general, destacando una capacidad superior a M. bovis BCG en las lineas
tumorales de colon e higado (Figura 18). Se observaron diferencias tanto en la capacidad
antiproliferativa como en la capacidad de inducir la produccion de citocinas dependiendo de
la linea tumoral estudiada.

En primer lugar, tanto las tres cepas de M. brumae como la cepa de M. bovis BCG Connaught
tuvieron una respuesta antiproliferativa frente a la linea neopldsica pulmonar A549 [84] . Un
estudio publicado anteriormente demuestra como ni MIP ni sus componentes son capaces
de inhibir la proliferacién de esta linea tumoral, lo que demuestra un mayor potencial de M.
brumae sobre MIP.

En nuestro estudio, tanto los datos obtenidos con las tres cepas de M. brumae como con M.
bovis BCG muestran su potencial para inhibir la proliferacién de la linea tumoral QGP-1,
correspondiente a pancreas. Ademds, el contacto directo entre las micobacterias y las células
tumorales muestra una induccion de citocinas proinflamatorias que actuaria a favor de la
respuesta antitumoral. Estudios previos han mostrado que algunas cepas de M. bovis BCG se
han estudiado como inmunoterapia frente a cadncer gastrico o de pancreas junto con agentes
quimioterapéuticos [186,187]. Los datos obtenidos de los estudios en cancer de pancreas,
sitla a M. bovis BCG como una alternativa a desarrollar mas robustamente debido al aumento
de la supervivencia en ratones vacunados con la micobacteria respecto a los no vacunados o
a individuos que recibieron monoterapia con quimioterapia.

En cuanto al céncer colorrectal, se han estudiado ampliamente diferentes opciones de
tratamiento basadas en micobacterias, mostrando en global la necesidad de combinar las
micobacterias con un tratamiento adyuvante. Yuk et al. [188] demostraron un aumento en la
muerte celular por autofagia de las células HCT116 como consecuencia del tratamiento con
M. bovis BCG Pasteur y radiacién ionizante. Del mismo modo se demostrd el efecto
beneficioso en el tratamiento de tumores colorrectales tras la administracién de M. bovis BCG
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Tokyo o M. phlei [189]. La valoracidn de los resultados en las tres lineas tumorales de colon
evaluadas en este trabajo se debe analizarse independientemente debido a Ia
heterogeneidad de los resultados obtenidos. Cabe resaltar, en primer lugar, el bajo efecto
antitumoral de M. bovis BCG Connaught sobre la linea CaCo-2 en comparacion con los
resultados obtenidos con las tres cepas de M. brumae. También es destacable el efecto
antiproliferativo de las cepas de M. brumae en las otras dos lineas colorrectales analizadas,
HCT116 y HT-29, presentando en esta ultima un efecto antitumoral sostenido en el tiempo.
Sin embargo, ninguna de las micobacterias que se estudiaron frente a las lineas de cancer
colorrectal muestra una induccién en la produccién de IL-6, por lo que podria verse
comprometida la respuesta inmune desencadenada en caso de extrapolar estos resultados a
estudios in vivo.

En las lineas tumorales correspondientes a mama, se observa una inhibicién de la
proliferacién inicial pero un incremento de la proliferaciéon tumoral posterior tanto tras la
infeccion con M. brumae como, aunque en menor medida, con M. bovis BCG. Asi mismo, la
produccion de citocinas proinflamatorias promovida por M. brumae sobre las lineas de cancer
de mama SK-BR-3 y MCF-7 es deficiente, obteniendo niveles bajos o indetectables de IL-6 e
IL-8 que podrian comprometer la amplificacion de la respuesta inmune en un modelo in vivo
mas complejo. Sin embargo, en sistemas ex vivo tanto M. bovis BCG como otras vacunas a
base de compuestos de la pared celular de micobacterias mostraron ser eficaces en inhibir la
proliferaciéon tumoral. Asi, el uso de extractos de M. bovis BCG y M. phlei junto con
anticuerpos HER-2 que estimularon la actividad citotdxica de las células inmunitarias contra
células tumorales con expresion de HER2 [190]. Del mismo modo, la combinacién de MIP con
quimioterapicos como cisplatino redujo el volumen tumoral en modelos in vivo de ratén
[84,191]. En la mayoria de los casos mostrados en la bibliografia el uso de micobacterias para
el tratamiento del cdncer de mama suele combinarse con otro tratamiento antineoplasico,
por lo que podria ser una opcidn para solventar la progresiéon del crecimiento tumoral en el
tiempo, observada in vitro.

Finalmente, se ha descrito el efecto antitumoral de las micobacterias MIP y M. bovis BCG
sobre lineas tumorales de cérvix, observando buenos resultados en el efecto inhibidor [192—
195]. Nuestros resultados corroboran estos resultados, pudiéndose observar una capacidad
citotdxica adecuada y sostenida en el tiempo de todas las micobacterias testadas.
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Activacion del sistema inmune con M. brumae de poblaciones con
diferente rango de edad en el contexto de cancer de vejiga

Como se ha explicado anteriormente, algunos de los factores de riesgo mas relevantes para
el desarrollo del CVNMI son el consumo de tabaco, exposicion a contaminantes téxicos, el
género o la edad. Concretamente, la poblacién diana para el tratamiento del CYNMI con
micobacterias son hombres con una edad superior a 55-60 afios. Esto contrasta con los
estudios que se realizan para la evaluacidon de nuevas sustancias inmunomoduladoras.
Habitualmente las muestras utilizadas para estudios ex vivo se obtienen de donantes situados
en un rango de edad mas joven que los pacientes con CVNMI. Asi, los resultados obtenidos
son dificiles de extrapolar. El sesgo en los resultados entre ambas poblaciones de individuos
estd influenciado por el deterioro que el sistema inmune sufre con la edad o
inmunosenescencia, que altera tanto la cantidad de células inmunes como la capacidad
efectiva de las células activadas.

Con el objetivo de conocer el impacto de la edad sobre la activacién de PBMC ex vivo
utilizando micobacterias, se escogio para el estudio una poblacién de individuos sanos cuya
edad comprendia entre los 60 y los 78 afios, abarcando la edad media a la que generalmente
se diagnostican los casos de CVNMI, que se compard con una poblacidon de individuos jévenes.
Ademas, también se hizo una comparacién de estos dos grupos poblacionales con pacientes
diagnosticados de cancer de vejiga y que todavia no habian comenzado con la inmunoterapia
con M. bovis BCG.

Ademas, se observo que el incremento en la produccién de citocinas, respecto a las PBMC sin
activar, en todas las poblaciones estaba inducido por el contacto de las células con M. brumae
o M. bovis BCG.

En las tres poblaciones estudiadas en el presente estudio se indujo la activacion de la
respuesta inmunitaria cuando las PBMC se estimularon con M. brumae o con M. bovis BCG.
Los resultados obtenidos en la poblacién joven coinciden con el Unico estudio preclinico
previo publicado anteriormente por nuestro grupo en el que se compara la capacidad
inmunoestimuladora de la cepa de referencia de M. brumae y M. bovis BCG Connaught [87].
En ambos estudios se muestra que M. brumae activa PBMC de personas jovenes obteniendo
niveles similares a M. bovis BCG en cuanto a la produccién de las principales citocinas
proinflamatorias (IL-6, IL-8, IL-12, IFN-y y TNF-a).

De hecho, en cuanto a la activacion de las células inmunitarias no solo la poblacién de jévenes
sino que ambas poblaciones mayores de 65 afios presentaron una estimulacién de las PBMC
con un perfil proinflamatorio. Se observaron niveles elevados de IL-6 e IL-12, probablemente
liberadas por macréfagos y linfocitos T CD4*; niveles significativamente incrementados de
IFN-y por parte de las células T activadas; y concentraciones elevadas de IL-17, lo que
apuntaria a una activacion de linfocitos T CD 4"y al desarrollo de una respuesta Th1/Th17
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[96,196]. De todos modos, es necesario un estudio mas detallado de la expresidn de la sintesis
de citocinas y de marcadores de superficie para comprender la activacion por parte de las
micobacterias y la funcionalidad de cada una de las subpoblaciones celulares que componen
tanto el sistema inmune innato como el adaptativo.

En cuanto a la diferencia entre las poblaciones, cabe destacar que las células de pacientes
con CVNMI y de individuos sanos mayores, mostraron una produccion significativamente
menor de IL-8, IL-17 e IFN-g que las células de individuos sanos jévenes tras ser estimuladas
con las micobacterias. En estos resultados se aprecia el impacto de la edad vy, por tanto, el
deterioro funcional y/o celular del sistema inmune en cuanto a la respuesta frente a las
micobacterias. La diferencia interpoblacional se puede atribuir a un deterioro en la
amplificacién de la respuesta o en la funcionalidad de los linfocitos T CD4*, aunque también
podria deberse a un fallo en la inmunidad innata, producida por una menor presentaciéon de
antigenos por parte de las CPA [98]. Como ya se ha detallado, una presentacién de antigeno
deficiente se traduce en una menor liberacion de las citocinas responsables de activar de
forma eficiente el sistema inmune adaptativo. Esta disminucion de IL-17 en personas con BC
y de edad avanzada, supondria una menor respuesta proinflamatoria por la deficiente
amplificacién de la respuesta y con menor infiltracion de células inmunes como neutroéfilos o
macrofagos en el microambiente tumoral. Se ha descrito el aumento de la capacidad
citotoxica de los macréfagos frente a células tumorales debido a la estimulacién con M. bovis
BCG. Como consecuencia, se produce una polarizacion de los macréfagos hacia un morfotipo
de respuesta M1, incrementandose la liberacién de IL-6, IL-12 y TNF-a. A su vez, los
macréfagos M1 pueden mediar en la presentacion de antigenos a células T CD4" junto con
las DC. Estos linfocitos T CD4* van a producir mas IL-6 como consecuencia de su estimulacion,
ademas de IL-8 e IFN-y, amplificando la respuesta inmune y activando otras poblaciones
celulares inmunes. Esta activacion celular se retroalimenta debido a que los linfocitos T CD4*
gracias a la liberacion de IFN-y y la respuesta adaptativa Thl que se produce, van a estar
implicados en la activacion especifica de los macrofagos M1. Ademas, debido a la activacion
de las células T CD4", estas células son capaces de producir IL-17 incrementando la respuesta
inflamatoria e induciendo la proliferacidn de linfocitos B [197]. Asi mismo, se ha descrito que
el aumento de la concentracion de IL-17 es una sefial de activacion de multiples factores de
transcripcion, como el NF-kB, el cual induce genes intensamente proinflamatorios y el
reclutamiento de neutrdfilos [198]. Por otro lado, los niveles elevados de IL-17 son también
una sefial de migraciéon para macréfagos y monocitos, jugando un papel importante en la
defensa del huésped[199].

Asi, la inmunosenescencia y el impacto del propio tumor, en el caso de los pacientes, sobre
la respuesta inmune puede estar jugando un papel crucial en la disminucién de produccion
de citocinas de las personas mayores en comparacién con los jovenes. Esta disminucién en la
produccion de citocinas tiene un efecto crucial sobre la capacidad antiproliferativa de las
PBMC activadas por las micobacterias sobre las células tumorales (Figura 23. a). Se observé
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una menor inhibicién de la proliferacién tumoral de las células T24 cuando se co-cultivaron
con las PBMC activadas por las micobacterias, o cuando se co-cultivaron con los
sobrenadantes de los cultivos de las PBMC activadas, en las poblaciones de mayores y
pacientes con BC, en comparacion con los resultados obtenidos en los co-cultivos donde se
utilizaron PBMC de personas jovenes. Cabe destacar que la afectacion mayor en esta
capacidad antitumoral se observd principalmente en los cultivos de los sobrenadantes,
demostrando que, aunque las PBMC mantenian una actividad citotdxica, los factores
excretados por estas células no son capaces de generar un microambiente antitumoral.
Acerca de la respuesta proinflamatoria inducida por el contacto directo e indirecto de las
PBMC activadas con las células tumorales T24, M. brumae y M. bovis BCG inducen una mayor
liberacién de IL-6 e IL-8 comparado con el efecto antitumoral de las PBMC sin activar (Figura
23. b). Es destacable la respuesta inflamatoria que generaron los factores solubles de las
PBMC activadas por M. brumae o M. bovis BCG sobre la liberacién de IL-8 por parte de las
células tumorales. Asi, los factores responsables del efecto citotdxico pueden ser los niveles
menores de citocinas comentados en los experimentos anteriores, u otros factores que
modulen la proliferacion celular. Es necesario ampliar los estudios para poder elucidar todas
las moléculas producidas por las células activadas que pueden modular este microambiente.

En general, los experimentos demuestran que el deterioro en el sistema inmune debido a la
inmunosenescencia y el impacto tumoral. Las PBMC de individuos jovenes estimuladas tanto
con M. brumae como con M. bovis BCG son capaces de generar una respuesta citotdxica
adecuada y desencadenar la cascada proinflamatoria necesaria para la actividad antitumoral
de estas células. Sin embargo, en las células de individuos mayores esta activacién se ve
disminuida. Aunque es necesario profundizar mas en el mecanismo por el cual se produce
una disminucién de la activacion de PBMC, de este estudio se puede afirmar que es
imprescindible en la inmunoterapia contra el CVNMI, realizar estudios adaptados a las
poblaciones diana, con personas en la edad media del diagndstico de BC y/o que presenten
la patologia.
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Estudio de la inmunidad entrenada inducida por M. brumae

Se ha descrito que M. bovis BCG presenta un efecto estimulador sobre las células del sistema
inmune innato, generando memoria inmunoldgica mediada por la modificacién funcional y
epigenética en estas células. A este nuevo concepto se le ha denominado inmunidad
entrenaday se caracteriza por desencadenar una respuesta inmune inespecifica y duradera.

En la dltima década el uso de M. bovis BCG ha sido extensamente estudiado para dilucidar
cual es el mecanismo por el cual es capaz de inducir una respuesta inespecifica. Cémo se ha
comentado en la introduccién, la deteccién de la micobacteria a través del receptor NOD2 de
las células inmunes innatas, activa una cascada que promueve las modificaciones metabdlicas
y epigenéticas, con el resultado final del aumento en la liberacién de IL-18, IL-6 y TNF-a [200—
204].

Esta capacidad ha sido extensamente estudiada con M. bovis BCG o con B-glucano, un
componente de la pared de ciertas levaduras como Candida albicans. Esta estimulacion del
sistema inmunoldgico cobra especial relevancia como mecanismo de proteccion inespecifica
frente a diferentes patologias como afecciones autoinmunes, infecciones por
microorganismos patdgenos o se cree que puede tener un papel en ciertos procesos
neoplasicos en los que la inmunoterapia tiene un papel fundamental. Aunque no se ha
demostrado experimentalmente, se ha sugerido que la inmunidad entrenada inducida por M.
bovis BCG podria explicar la eficacia de esta micobacteria en el tratamiento del CVNMI.

1. Evaluacién de la inmunidad entrenada in vitro

Con el objetivo de evaluar la capacidad de inducir inmunidad entrenada de M. brumae vy
diferentes cepas de BCG, se ha utilizado un modelo in vitro con monocitos humanos THP-1.
La linea celular THP-1 permite la evaluacién de numerosos estimulos en comparacién con el
uso de monocitos derivados de sangre periférica de voluntarios, lo que acelera la obtencién
de resultados vy la seleccion de posibles estimulos antes de ser evaluados en otros sistemas
celulares mas dificiles o costosos de obtener.

Durante la optimizacion, se demostré que el uso de PMA previo a la estimulacién como factor
de diferenciacién, afecta negativamente en la activacion celular, limitando la reprogramacion
metabdlica de la célula. Los resultados demostraron que los monocitos THP-1 sin diferenciar
con la estimulacién inicial por M. brumae o M. bovis BCG producian el perfil de citocinas (IL-
1b, IL-6 y TNF-a) y un cambio en el metabolismo con un incremento de niveles de lactato,
descritos en la induccién de inmunidad entrenada. En cambio, este cambio no se producia
utilizando M. brumae o M. bovis BCG en macrofagos THP-1. De hecho, cuando los monocitos
se diferenciaban con PMA a macrdéfagos se observaba un incremento en la produccion de
citocinas tras la estimulacién con las micobacterias correspondiente a un proceso de
activacién y no de induccion de inmunidad entrenada [121].
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En los experimentos en los que se comparaban las tres cepas de M. brumae, las cepas de M.
bovis BCG Connaught y Oncotice y M. gastri (Figura 25), se observé que tanto en monocitos
como en macrofagos los niveles de glucosa eran similares, sin embargo, en macréfagos no se
produjo un aumento de la concentracion de lactato descrito en el mecanismo de inmunidad
entrenada. En la estimulacion de los monocitos/macréfagos se ha descrito un cambio en el
metabolismo celular, en el cual la célula disminuye la tasa de obtencion de energia mediante
la fosforilacion oxidativa y aumenta la ruta glucolitica para la obtencion de energia gracias a
la descomposicién de la glucosa. La glucosa, en el proceso de entrenamiento inmunitario, es
metabolizada a lactato, aumentando la concentracién del mismo y dejando de estar
disponible para su uso en el ciclo de Krebs [102]. El fendmeno observado en los datos de
macrofagos de THP-1 sugiere aunque se ha iniciado la via glucolitica, el aceptor principal de
este azlcar sigue siendo el ciclo de Krebs y, no se estd favoreciendo en gran medida el
metabolismo hacia la produccion de lactato. Este efecto es mas acusado en el metabolismo
desencadenado por las cepas de M. bovis BCG que por las de M. brumae. Ademas, este
resultado estd correlacionado con los niveles de citocinas producidos, los cuales son similares
e incluso inferiores a los obtenidos cuando el estimulo inespecifico LPS es utilizado como en
la estimulacion inicial. Se ha descrito en la bibliografia que el cambio metabdlico produce una
acumulacion de los intermediarios del ciclo de TCA [121,205], teniendo un efecto directo
sobre las enzimas encargadas de modificar histonas, especialmente las H3K4 y H3K9. Resulta
relevante la inhibicion de enzimas desmetilasas que actlan sobre la histona H3K4,
promoviendo que dicha histona permanezca di- o tri-metilada y favoreciendo la apertura de
la cromatina. Si este fendmeno se produce en los promotores de IL-1B, IL-6 y/o TNF-a, se
favorece la transcripcion de dichos genes y un aumento en la liberacién de estas citocinas
[39,109]. En los resultados obtenidos, se muestra como los niveles de todas las citocinas son
similares entre si e, incluso, respecto a la produccion inducida cuando LPS se utiliza como
estimulo. A falta de analizar la trimetilacion de las histonas H3K4 y H3K9, podemos deducir
gue ninguna de las micobacterias evaluadas es capaz de inducir entrenamiento de los
macrofagos THP-1.

Por otro lado, cuando la evaluacion del cambio metabdlico se realizd en los monocitos de
THP-1 estimulados con las diferentes micobacterias, si se demuestra una mayor produccion
de citocinas proinflamatorias y de lactato respecto a la estimulacién de los monocitos con
LPS. Los mejores resultados se obtuvieron con las tres cepas de M. brumae en comparacion
con las cepas de M. bovis BCG, pudiéndose atribuir un cambio metabdlico e induccién de
citocinas mas eficiente por parte de M. brumae, aunque los resultados con las cepas de M.
bovis BCG también son compatibles con el proceso de entrenamiento de la memoria en
células inmunes innatas.

En los datos obtenidos en los experimentos con las diferentes cepas de M. bovis BCG (Figura
26), se observa en los macréfagos THP-1 una tendencia similar respecto a la liberacion de
citocinas y niveles de glucosa y lactato a la descrita para las cepas de M. brumae. No se
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produce el cambio metabdlico descrito en la inmunidad entrenada, ya que las
concentraciones de glucosa y lactato son similares a las producidas por los macréfagos sin
estimular. Ademas, también se observd liberacion de IL-6 y TNF-a en concentraciones
similares a las producidas por los macréfagos sin estimular. Esto indica que en los macroéfagos,
como hemos discutido, no se ha producido la reprogramacién epigenética con aumento de
la expresién de los genes implicados en la sintesis de estas dos citocinas.

Cuando se observan las citocinas y la tasa metabdlica generada en los monocitos THP-1, se
muestran los cambios compatibles con el entrenamiento inmunitario tanto en la liberacion
de citocinas como en la tasa de consumo-sintesis de glucosa y lactato. Destaca, sobre todo,
la diferencia de respuesta obtenida entre las diferentes cepas de M. bovis BCG. Como ya se
ha detallado anteriormente, una de las partes de la micobacteria mas relevantes que estan
implicadas en la inmunogenicidad es su pared celular. En el caso de las distintas cepas de M.
bovis BCG, debido a la diferencia en su genoma por la delecién de la RD2 en las cepas de
aparicion mas tardia y la aparicién de mutaciones puntuales, la composicién de la pared
celular de varias especies de M. bovis BCG es variable entre si. Esto puede conllevar un
impacto en la respuesta de activacién del sistema inmune inducido por la micobacteria. En el
contexto de BC, se han descrito diferencias en la capacidad de producir las proteinas
antigénicas MPT64, MPT70 y MPT83. Mientras que las cepas BCG Russian, BCG Tokyo o BCG
Moreau si eran capaces de sintetizarlas, otras cepas como BCG Tice, BCG Glaxo o BCG Pasteur,
no sintetizaban dichas proteinas [39]. Lo mismo ocurre con la sintesis de los lipidos
relacionados con la internalizacion de la micobacteria con células presentadoras de antigenos
PDIMy PGL, los cuales no son expresados por las cepas BCG Tokyo, BCG Moreau o BCG Glaxo
[39]. Esto podria implicar un menor reconocimiento por parte del sistema inmunitario y los
resultados distintos entre las cepas. En CVNMI, la eleccion de la cepa de M. bovis BCG utilizada
en la inmunoterapia se cree que puede influir en la eficacia del tratamiento intravesical. Por
ejemplo, en varios ensayos clinicos retrospectivos se demostré como M. bovis BCG
Connaught resultaba ser mas efectiva en retrasar el tiempo de aparicién de la primera
recurrencia o demostro tener una mejor tasa de recurrencia libre de progresion a los 5 afios
en comparacion con la cepa BCG Tice [38,206]. Viendo la heterogeneidad de los resultados
obtenidos en la comparacion de la eficacia en inducir inmunidad entrenada entre las
diferentes cepas de M. bovis BCG, profundizar en las caracteristicas funcionales de cada una
de ellas es esencial para conseguir un consenso que resulte en el uso extendido de aquellas
cepas con mejores datos de retraso en la aparicién de recurrencias y/o progresion tumoral.
En los resultados obtenidos in vitro, no se puede decir que se observara una tendencia en la
gue un grupo de cepas, de aparicion mas temprana o tardia, presente mejores o peores
resultados en cuanto a la activacién de monocitos THP-1, pero si se observd que la cepa de
M. bovis BCG Phipps (cepa de aparicion tardia) presenta el mejor perfil de induccién de
inmunidad entrenada en monocitos, seguida de la cepa BCG Moreau (cepa de aparicion
temprana). Como resumen, podemos concluir que es relevante la cepa de M. bovis BCG
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utilizada en el proceso de entrenamiento de la inmunidad para conseguir una adecuada
estimulacion de la memoria en el sistema inmunitario innato.

2. Evaluaciéon de la inmunidad entrenada ex vivo

Una vez observada la capacidad de M. brumae de inducir un perfil compatible con inmunidad
entrenada en el sistema in vitro utilizando monocitos THP-1, se propuso su estudio en
diferentes sistemas ex vivo. Siguiendo lo descrito en la bibliografia, en el presente estudio ex
vivo realizado con monocitos humanos, se compard la estimulacion heterdloga producida por
las cepas de M. brumae respecto a M. bovis BCG. Las cepas de M. brumae evaluadas
desencadenaron una liberacion similar de citocinas proinflamatorias en comparacion con las
cepas de M. bovis BCG evaluadas. Destacd la elevada induccion de expresion de TNF-a por
parte de todas las micobacterias respecto al estimulo realizado con LPS, asi como las
diferencias obtenidas en la liberacién de IL-1B e IL-6 inducidas por la cepa CR-103 de M.
brumae respecto al resto de micobacterias. Por otro lado, el cambio metabdlico obtenido en
los resultados ex vivo indica que se produjo la reprogramacion metabdlica propia de una
respuesta innata entrenada para las cepas de M. brumae y M. bovis BCG. Se produjo el
aumento en el consumo de la glucosa, asi como en la produccién de lactato, derivado de la
activacién de la via glucolitica y bloqueo del ciclo de Krebs con la consecuente disminucién
del proceso de fosforilacidn oxidativa. Los resultados obtenidos para M. bovis BCG coinciden
con los publicados con anterioridad [104,207,208] vy, en su comparacion con las cepas de M.
brumae, se muestra que M. brumae es un agente candidato a usarse en el entrenamiento de
la memoria inmune innata. Finalmente, en el anélisis de la trimetilacién de las histonas H3K4
y H3K9, respectivamente activadora y represora del proceso de inmunidad entrenada, se
obtuvieron datos acordes a lo descrito en la bibliografia (referencia). Sin embargo, los
experimentos se realizaron con una muestra limitada en el nimero de individuos, por lo que
seria necesario ampliar la muestra para obtener mayor robustez en los resultados acerca de
los cambios epigenéticos producidos durante el proceso de entrenamiento inmune. En los
experimentos ex vivo se obtuvo un aumento en la trimetilacién de H3K4 en los monocitos
estimulados con M. brumae y con M. bovis BCG, siendo significativa en este ultimo respecto
a los monocitos estimulados con LPS o sin estimular. Por su parte, aungue no se obtuvieron
diferencias significativas, se produjo una trimetilacién de la histona H3K9 minima para todas
las condiciones evaluadas. Estos resultados muestran que se produce una reprogramacion
epigenética compatible a la descrita en la bibliografia.

Finalmente, se estudiaron macréfagos obtenidos del modelo murino de cdncer de vejiga. Los
macrofagos, derivados de PEC y de esplenocitos, mostraron una mayor produccion de
citocinas proinflamatorias cuando fueron estimulados ex vivo con micobacterias o LPS.
Destaca la diferente produccidn de citocinas entre los grupos de animales con y sin tumor,
qgue han sido tratados con M. brumae o con M. bovis BCG. Ademas, se observd una mayor
produccion de TNF-a por parte de los macréfagos derivados de PEC estimuladas ex vivo con
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M. bovis BCG, de aquellos animales que presentaban tumor y habian sido tratados con esta
misma micobacteria.
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1.

La cepa de referencia de M. brumae ATCC 513847y los tres aislados ambientales CR-
269, CR-142 y CR-103 estudiados presentan las mismas caracteristicas fenotipicas
relativas al crecimiento colonial, susceptibilidad a antimicrobianos y composicién
lipidica y glicolipidica de la pared celular.

El genoma de M. brumae consta de un solo cromosoma circular de 3,8 megabases y
con un contenido medio de GC del 69,1%, siendo mas pequefio respecto a otros
genomas de micobacterias ambientales no tuberculosas. Filogenéticamente, M.
brumae se agrupa con otras micobacterias no patdgenas de crecimiento rapido.

El andlisis del genoma de M. brumae confirma la elevada inmunogenicidad de la
especie y su no patogenicidad. El genoma de M. brumae presenta 85 genes
relacionados en M. tuberculosis con la induccién de una respuesta del sistema
inmunitario de células T, 83 de los 85 los comparte con M. bovis BCG, y los otros 2
con M. tuberculosis. Ademas M. brumae comparte con M. bovis BCG 17 genes de los
127 genes relacionados con la actividad inmunogénica mediada por células B de M.
tuberculosis. El genoma de M. brumae solo contiene 57 de los 324 genes asociados
con lavirulencia de M. tuberculosis, compartiendo también 56 de estos genes con M.
bovis BCG.

La diversidad gendmica entre las diferentes cepas de M. brumae es muy baja. Las
cepas de M. brumae CR-269, CR-142 y CR-103 difieren del genoma de la cepa de
referencia ATCC 513847 en seis, tres y cinco SNP, respectivamente. Las tres cepas
aisladas presentan en comun Unicamente una mutacion relacionada con la
aminopeptidasa Ny un SNP localizado en un pseudogen.

Ni la cepa de referencia de M. brumae ATCC 513847 ni las cepas de M. brumae CR-
269, CR-142 y CR-103 son capaces de persistir a lo largo del tiempo en el en el interior
celular de macrofagos humanos o murinos.

Las cepas de M. brumae CR-269, CR-142 y CR-103 son capaces de inhibir la
proliferacién de las lineas tumorales de vejiga de forma similar a la cepa de referencia
de M. brumae ATCC 51384, La capacidad antiproliferativa de M. brumae es superior
en la linea tumoral 5637 con un grado de diferenciacion tipo 2, independientemente
de la cepa estudiada.
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La capacidad de inhibir la proliferacion tumoral de las cepas de M. brumae es superior
a la capacidad antitumoral de M. bovis BCG en las lineas tumorales del tracto
gastrointestinal, aunque los niveles de citocinas liberadas por M. bovis BCG son
significativamente mayores a los inducidos por las cepas de M. brumae.

La estimulacién células mononucleares de sangre periférica con M. brumaey M. bovis
BCG es diferente en funcién de la edad de los individuos. La estimulacién con las
micobacterias induce una mayor produccién de citocinas y/o quimiocinas cuando las
células provienen de individuos jévenes que, de individuos mayores sanos o
pacientes con cancer de vejiga mayores, siendo significativa para la produccién de IL-
8, 1L-17, IFN-g y TNF-a.

En las tres poblaciones estudiadas, las células de sangre periférica activadas por M.
brumae y M. bovis BCG y sus factores solubles, promueven una citotoxicidad directa
e indirecta significativas frente a la linea tumoral T24. La capacidad antitumoral de
estas células activadas o los factores producidos por las células activadas es
significativamente menor cuando provienen de pacientes con cancer de vejiga que
cuando provienen de individuos sanos.

Las células de sangre periférica de pacientes de cancer de vejiga activadas tanto con
M. brumae como con M. bovis BCG, asi como los factores solubles producidos por las
células activadas, promueven la invasion y migracion tumoral de forma significativa
con respecto al efecto producido por las células activadas de individuos sanos.

Todas las cepas de M. bovis BCG son capaces de inducir entrenamiento celular en el
modelo in vitro de monocitos THP-1. La estimulacion celular difiere entre las cepas
de M. bovis BCG, con una mayor actividad de las cepas M. bovis BCG Phipps y BCG
Connaught respecto al resto de cepas.

Las cepas de M. brumae inducen entrenamiento de la inmunidad innata en
monocitos TPH-1 in vitro y en monocitos derivados de sangre periférica ex vivo,
obteniendo una inmunomodulacion similar a M. bovis BCG, con un incremento en la
liberacién de IL-6, TNF-a e IL-1f3, cambios metabdlicos dirigidos a un aumento de la
glucdlisis con produccién de lactato y modificaciones epigenéticas con trimetilacion
de la histona H3K4.
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ANEXO |

Genomic analysis of Mycobacterium brumae sustains its nonpathogenic
and immunogenic phenotype.

Chantal Renau-Minguez, Paula Herrero-Abadia, Paula Ruiz-Rodriguez, Vicente Sentandreu,
Eduard Torrents, Alvaro Chiner-Oms, Manuela Torres-Puente, Ifiaki Comas, Esther Julian and
Mireia Coscolla

Frontiers in Microbiology. 2023, doi: 10.3389/fmich.2022.982679

177




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


	Títol de la tesi: Estudio in silico, in vitro y ex vivo de la actividad antitumoral de diferentes cepas de
Mycobacterium brumae y su papel en la activación y modulación del sistema inmune
	Nom autor/a: PAULA HERRERO ABADÍA


