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RESUMEN

La tuberculosis (ITB) es una enfermedad infecciosa causada por el bacilo
Mpycobacterium tuberculosis (Mtb). Esta enfermedad se encuentra entre las 10
mayores causas de muerte y se estima que un cuarto de la poblacién mundial se
encuentra infectada por Mtb. No todos los individuos infectados por el bacilo
desarrollardn la enfermedad a lo largo de su vida, pero esta probabilidad incrementa
en presencia de factores relacionados con el huésped, ambientales y del patogeno.
Entre los factores relacionados con el huésped, se encuentran las comorbilidades: la
diabetes y otras patologias relacionadas, como la obesidad y el sindrome metabdlico.
La tnica vacuna disponible contra la TB es la Bacillus Calmette-Guérin (BCG), la cual
presenta una efectividad variable contra las formas adultas de TB pulmonar. En la
actualidad, un importante campo de estudio es la bisqueda de modelos animales que
mimeticen las situaciones en las que se da la TB en humanos, en los que testar nuevos
candidatos a vacuna, y que ayuden a prevenir futuros fracasos en la fase clinica del
desarrollo de los mismos. Con esta finalidad, en el presente proyecto hemos
desarrollado un modelo de comorbilidad de obesidad-TB en la cepa de raton
C3HeB/FeJ, en el que se ha observado una proteccién variable de la BCG con una
incapacidad en la reducciéon de la supervivencia y la carga bacilar pulmonar en
condiciones de obesidad. Ademds, en los animales bajo esta condicién se ha
observado una reduccién de la diversidad de la microbiota intestinal y un aumento
de patrdén proinflamatorio del sistema inmune. Estos resultados podrian explicar la
variabilidad de proteccion que presenta la BCG. Ademas, también se ha estudiado el
cording como factor de riesgo relacionado con el patégeno, observando que éste
influye en la capacidad infectiva de la bacteria y la progresién de la TB. Con este
estudio se abren nuevos caminos en el ambito del desarrollo y evaluacion de nuevos
candidatos a vacuna en estado preclinico, y se ha demostrado que existen diversos
factores a tener en cuenta a la hora de desarrollar un modelo real y fiable para el
estudio de la TB.
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ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is an infectious disease caused by the bacillus Mycobacterium
tuberculosis (Mtb). TB is among the top 10 leading causes of death and it is estimated
that a quarter of the world's population is infected with Mtb. Not all individuals
infected with the bacillus will develop the disease throughout their life, but this
probability increases in the presence of factors related to the host, environmental and
also the pathogen. Among the factors related to the host we found comorbidities:
diabetes and other related pathologies, such as obesity and metabolic syndrome. The
only vaccine available against TB is Bacillus Calmette-Guérin (BCG), which presents
a variable protection against adult forms of pulmonary TB. Currently, an important
field of study is the search for animal models that mimic the situations in which TB
occurs in humans, in which to test new vaccine candidates, and that help prevent
future failures of them in the clinical phase of development. For this purpose, in the
present project we have developed a model of obesity-TB comorbidity in the
C3HeB/Fe] mouse strain, in which a variable BCG protection has been observed with
a incapacity in the reduction of survival and pulmonary bacillary load in obesity
conditions. In addition, in animals under this condition, a reduction in gut
microbiota and an increase in the pro-inflammatory pattern of the immune system
have been observed. These results could explain the variability of protection showed
with BCG vaccination. In addition, cording formation has also been studied as a risk
factor related to the pathogen, noting that it influences the infective capacity of the
bacteria and the progression of TB. This study opens new insights in the field of
development and evaluation of new vaccine candidates in a preclinical state, and it
has been shown that there are several factors to consider when developing a

trustworthy model for the study of TB.
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Introduccion

1.1. Definicion y epidemiologia

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa, transmitida por el aire y causada
por el bacilo Mycobacterium tuberculosis (Mtb). El bacilo causante de la TB fue

descubierto por el Dr. Robert Koch en 1882 (1).

La TB se encuentra entre una de las 10 mayores causas de mortalidad en el mundo y
es la primera causa de mortalidad debida a un tnico agente infeccioso, por encima
del VIH/SIDA. Segun datos de la Organizacién Mundial de la Salud (WHO, del inglés
World Health Organization), en 2017 murieron 1,3 millones de personas por TBy 10
millones de personas desarrollaron la enfermedad. Se estima que 1,7 mil millones se
encuentran infectados por Mtb, de las cuales entre un 5-10% desarrollardn la

enfermedad durante su vida (2).

Debido a estos impactantes niumeros, la WHO ha planteado una estrategia a nivel
global para acabar con la epidemia de TB basada en una reducciéon del 95% del
nimero de muertes por TB, una reduccién del 90% de la incidencia de TB y la
reduccidn a cero del nimero de familias afectadas por TB que tengan que hacer frente
a los costes relacionados con la enfermedad, y todo ello para el 2035 (2). Para lograr
este objetivo, los puntos clave a abordar son: la prevencién, la disponibilidad de

recursos para abordar la enfermedad y la investigacién e innovacion.

1.2. Generalidades de la TB: tipos, tratamiento y diagndstico

El bacilo Mtb es transportado en particulas de aerosol generadas por personas con TB
pulmonar cuando hablan, tosen, estornudan, gritan o cantan. La transmision de la
infeccién ocurre cuando otra persona inhala particulas que contienen el bacilo y éstas
consiguen llegar a los alvéolos pulmonares. En la probabilidad de la transmision
influyen diversos factores: la susceptibilidad del huésped, relacionada con el sistema

inmunoldgico; la infectividad, relacionada con el nimero de bacilos expulsados; la
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Introduccion

exposicion, relacionada con la duracién de la exposicion; y factores ambientales,

relacionados con el espacio o la ventilacion, entre otros (3).

Como la via de entrada de Mtb es el tracto respiratorio, la infecciéon primaria se
establece principalmente en los pulmones, y en especifico en la parte inferior de éstos.
La bacteria se puede reproducir en este lugar, dando lugar a la TB pulmonar y/o
propagarse por la via linfatico-hematdgena pudiendo darse una reactivaciéon de la
bacteria en multiples 6rganos: ganglios linfaticos, cerebro, articulaciones y huesos,
sistema genito-urinario, abdomen, pleura, piel, meninges, entre otros, y dando a lugar
a distintos tipos de TB extrapulmonar (4-6). Los sintomas clasicos de la TB pulmonar
incluyen tos cronica, debilidad, fiebre, sudoraciéon nocturna, pérdida de peso y
apetito, produccion de esputo y hemoptisis. La TB extrapulmonar presenta varias
manifestaciones clinicas ya que puede afectar a un amplio rango de érganos, lo cual

hace que el diagndstico requiera un alto indice de sospecha clinica (7,8).

Tras la exposicion a la bacteria, pueden darse 3 situaciones. La primera es la que
sucede en las personas que, pese a haber estado expuestos a Mtb, son capaces de
eliminar la bacteria. Estos individuos nunca desarrollan la enfermedad y, quizas que
no se infectan, debido a una inmunidad innata protectora. Por otro lado,
encontramos individuos en los que la inmunidad innata no es capaz de proteger
contra la infeccidn, pero el sistema inmune adaptativo consigue parar el crecimiento
inicial de la bacteria. Esta situacion es la que se conoce como infecciéon por
tuberculosis latente (LTBI, del inglés latent tuberculosis infection), donde los
individuos permanecen infectados de forma latente, asintomatica y sin evidencia
clinica de la enfermedad. Estos casos son susceptibles a que se produzca una
reactivacion de la bacteria, dando a lugar a la TB posprimaria. Finalmente
encontramos los casos de TB activa, los cuales presentan sintomatologia y pueden
provenir de una infeccién primaria, en los que el sistema inmune adaptativo no es
capaz de controlar la replicacién de la bacteria inicial, o de individuos con LTBI. Se

estima que entre un 5-10% de ellos desarrollaran enfermedad activa (Figura 1) (9,10).
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Introduccion

Exposicion a Mycobacterium tuberculosis

Factores
de riesgo

5-10%

No infectado LTBI TB activa

Figura 1. Posibles situaciones como consecuencia de la exposicion a Mtb.

Estos son pardmetros y formas mundialmente reconocidas pero hoy en dia se
considera que la patologia clasicamente relacionada con TB no se puede explicar y/o
clasificar por medio de los estados “no infectado”, “infectado” o “enfermo”, ya que
existe un gran abanico de lesiones en un mismo huésped con tiempos de evolucién
diferentes (11). Pese a todo, se desconocen los mecanismos exactos del huésped que
hacen que un individuo esté protegido contra Mtb y otro desarrolle la enfermedad.
Por otro lado, existen diversos factores de riesgo que influyen en el proceso de
reactivacion, como la infeccién con VIH, el contacto cercano con una persona con

TB, la silicosis, el tratamiento con factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) o la diabetes

mellitus (DM), entre otros (12).

1.2.1. Tratamiento

El tratamiento de la TB es complejo, ya que requiere de la administracion de multiples
farmacos durante un largo periodo de tiempo. Esto hace que la adherencia al
tratamiento sea baja en muchos casos y éste no se complete (13-15). Segtin las guias
publicadas por la WHO, para los nuevos casos de TB pulmonar se recomienda

administrar un régimen de tratamiento antibidtico diario durante 6 meses. Los
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Introduccion

primeros 2 meses se recomienda la administracion de 4 antibidticos -isoniacida,
rifampicina, pirazinamida y etambutol-, seguido de 4 meses con 2 antibidticos -
isoniacida y rifampicina-. Este es considerado el tratamiento antibi6tico de primera
linea, que debe ser modificado en casos de TB multirresistente (MDR, del ingés
multidrug-resistant) o TB extensamente resistente (XDR, del inglés extensively drug-
resistant), donde se incluyen antibiéticos de segunda linea con mds efectos adversos
y mayor duracién del tratamiento (16). Las resistencias se pueden dividir en primaria,
cuando el paciente con TB se infecta con una cepa de Mtb resistente a uno o diversos
farmacos; o secundaria o adquirida, que se da cuando los mutantes resistentes en una
poblacion inicial son seleccionados fruto de un uso inapropiado de los antibidticos

inicialmente prescritos (17,18).

1.2.2. Diagnostico

Debemos distinguir entre el diagnéstico de LTBI y el de TB activa. En el caso de la
LTBI, donde la bacteria se encuentra en estado inactivo o durmiente, el diagndstico
se basa en la deteccidon de respuesta frente a la bacteria mediante la prueba de la
tuberculina (TST, del inglés tuberculin skin test) y el ensayo de liberaciéon de
interferon gamma (IGRA, del inglés interferon gamma release assay). Diversas guias
recomiendan el cribado mediante el uso de ambas técnicas en determinados grupos
de edad y riesgo; sin embargo, la TST resulta la técnica de eleccién en paises con pocos
recursos debido a su bajo coste. Ademds, la TST presenta una sensibilidad igual al

IGRA pero una menor especificidad (8,13,19).

Por otro lado, el método estandar de diagnostico de la TB activa (pulmonar) incluye
técnicas radioldgicas, examinacién microscopica y cultivo en medio liquido de
muestras de esputo (13). Sin embargo, el diagnédstico de TB resulta complicado en
situaciones como la TB extrapulmonar, la etapa temprana de la enfermedad, la
coinfeccién con VIH, la TB en la infancia y la TB MDR (20). El diagnéstico principal

y definitivo es la deteccion del bacilo en muestras de un paciente sintomatico. En
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casos de TB extrapulmonar se puede requerir de técnicas invasivas con el fin de

conseguir la muestra.

1.3. Respuesta inmunologica frente a la infeccion por Mtb

El ciclo de la infeccion por Mtb se esquematiza en la Figura 2. La infecciéon por Mtb
comienza con la entrada de la bacteria via aérea y el encuentro con macroéfagos
alveolares (MA), neutrofilos y células dendriticas (CD), la primera linea de defensa
del huésped. Los MA reconocen la bacteria gracias a receptores de reconocimiento de
patrones. Variaciones en genes que codifican para estos receptores y moléculas
implicadas en la cascada de sefnalizacion, pueden influir en la susceptibilidad y
severidad de la TB. Una vez Mtb se encuentra dentro de los MA, éste se convierte el
primer lugar de replicacion de la bacteria inhibiendo su destruccion por parte de los
MA (9,21). También se produce el reclutamiento de otras células de linaje mieloide,
que cuando fallan en la contencion de la bacteria, permiten la replicacion de ésta de
forma extracelular (22,23). La activacion de los MA y neutrdfilos limitando la
replicacion y/o destruyendo la bacteria a través de los sistemas inmunes innato y
adaptativo, son determinantes para desencadenar toda la respuesta inmunoldgica

contra Mtb.

Los MA infectados secretan diversas citoquinas, como interleucina (IL)-12 e IL-18,
las cuales estimularan a los linfocitos T CD4". La subpoblacion especifica estimulada
es la T colaboradora (Th, del inglés T helper)-1, la cual secretara interferén gamma
(IFNY) (24). La produccion de esta citoquina resulta indispensable para el control de
la infeccién por Mtb por diversas vias. Por un lado, estimula la produccién de TNFo
por parte de los MA, factor que participara a su vez en la formacién y mantenimiento
del granuloma, en la induccién de la produccidn de citoquinas y en el control de la
propagacion de la infeccion. Ademas, IFNy participa en la maduracion del fagosoma
que contiene la bacteria aumentando su acidificacion y la destruccién de Mtb (25-

27).
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Figura 2. Ciclo infectivo por Mtb. Las particulas de aerosol que contienen los bacilos entran al alvéolo
pulmonar (1), donde infectan MA y se produce la replicacién de la bacteria (2). A continuacién, se
produce la necrosis del MA infectado, lo que produce la infecciéon de otros MA y la activacion de dos
respuestas inmunoldgicas dominada por monocitos (3) o por neutréfilos (4). Los bacilos son drenados
via linfatica (5) y permitiendo la diseminacién hematégena de la bacteria (13). Dependiendo de la
respuesta inmunolégica que se desencadene, Thl (6) o Th17 (7), se forman distintos tipos de granuloma.
En el primer caso hay un control de la poblacion bacilar con destruccién de la mayoria de bacilos (8), y
un control del granuloma mediante la encapsulacion (10). En el segundo caso, existe una infiltracién
neutrofilica, las lesiones crecen de tamaio y la concentracién de bacilos es mas elevada (9). La bacteria
puede ser drenada a través del fluido alveolar (11) hacia el trato gastrointestinal (12) o puede generar
nuevos aerosoles (1). Extraida de (28).

Los bacilos viajan a los ganglios linfaticos del pulmén, donde al ser fagocitados por
las CD activan las respuestas Thl, Th2, Th17 y T reguladora (Treg), y en menor
medida la de las células T CD8"* (28-31). El mayor problema de esta respuesta no es
su eficiencia, sino el tiempo que tardan en producirse y acumularse las suficientes
células T especificas. Mientras tanto, la bacteria ha tenido el suficiente tiempo para

reproducirse y definir la lesion pulmonar (32).

El granuloma es el sello identificativo de la respuesta del huésped contra la infecciéon

por Mtb. Toda la respuesta inmunolégica orquestada por los diferentes actores va en
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direcciéon a la formacién de esta estructura. Para la formaciéon del granuloma es
necesaria la llegada del bacilo a la zona intersticial del pulmén para desencadenar la
inflamacion local, la atracciéon de MA y DC -que a su vez amplificaran la respuesta- y
finalmente la atraccion de més células, como MA, neutroéfilos y células T v, mediante

la produccion de citoquinas (TNFa, IL-17) (33,34).

La formacion del granuloma es dependiente de TNFa, producida tanto por los
macroéfagos infectados como por las células T activadas. Es necesaria una sefializacion
de TNFa continua para mantener concentraciones elevadas de quimiocinas para el
reclutamiento y mantenimiento de las células en el granuloma (29). El tipo de
granuloma que se forme dependera de la respuesta inmunoldgica que se genere. El
granuloma de tipo proliferativo contiene células epitelioides y fibroblastos, una baja
carga bacilar y progresard hacia la calcificacion de la lesién. Por el contrario, las
lesiones exudativas contienen grandes acimulos de neutréfilos y una gran carga
bacilar. Este tipo de lesiones favorecen la diseminacién broncégena y producen una

gran necrosis central favoreciendo la licuefaccion y la cavitacion de la lesidon (35-37).

Pese a que es necesaria una correcta activacién del sistema inmunolégico, una
respuesta inflamatoria excesiva puede ser perjudicial para el huésped. En general, la
respuesta proinflamatoria estda compensada por la respuesta de las células Treg, IL-
10, factor de crecimiento transformante beta (TGFp) y prostaglandina E2 (PGE,). En
el caso particular de los neutréfilos, que participan inicialmente en la contencion de
la bacteria, un exceso de respuesta largo plazo se encuentra asociado a una pobre

capacidad en la contencién de la micobacteria (34,38,39).

1.4. Vacunacion contra TB

La vacuna ideal contra la TB deberia prevenir la infecciéon por Mtb, la enfermedad
primaria y la reactivacion, tanto en huéspedes sanos como en poblacién vulnerable

(40). Lamentablemente, la situacion actual se encuentra muy alejada de ser la ideal.
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La tnica vacuna disponible, e incluida en el programa de vacunacion recomendado
por la WHO en paises con alta carga de TB, es la Bacillus Calmette-Guerin (BCG). La
BCG fue desarrollada en 1921 por Albert Calmette y Camille Guérin. Es una vacuna
viva atenuada, proveniente de una cepa de Mycobacterium bovis, y es considerada la

vacuna mas utilizada de la historia (40).

Su mayor proteccion contra la TB se encuentra relacionada con la prevencién de la
TB en nifios, especialmente la TB extrapulmonar meningea (41,42). En cambio, la
proteccion frente a las formas respiratorias de TB en adultos es muy variable. Esta
variabilidad en su capacidad de proteccion ha sido relacionada con factores
ambientales y de la genética del huésped, pero realmente se desconoce el motivo
exacto. También se ha relacionado con el uso de diferentes cepas de BCG, aunque
todas ellas deriven de la cepa Calmette-Guérin (Behr, 2002; Mangtani et al., 2014;
Smith et al., 2016)

Debido a la variable eficacia de la BCG en adultos, ademas de la lenta disminucién de
laincidencia de la TB y al aumento de las formas resistentes y multirresistentes, existe
una necesidad imperiosa de desarrollar nuevos candidatos a vacuna contra la TB.
Para ello deben integrarse diversos campos de estudio como la historia natural de la
TB, nuevos datos sobre la inmunologia de la infeccién y la inmunologia de la
inmunizacion contra Mtb, el papel de las micobacterias no tuberculosas, profundizar
en el mecanismo de accion de la BCG, técnicas moleculares para la identificacion de
antigenos inmunodominantes de Mtb y nuevos métodos para la liberacion de

antigenos (40).

Los candidatos a vacuna contra la TB siguen diferentes estrategias de inmunizacién
y utilizan vectores virales, vacunas de subunidades adyuvadas, BCG recombinantes y
fragmentos o microorganismos completos inactivados mediante procesos fisicos o
quimicos . En primer lugar, tenemos las vacunas priming, que son aquellas que tienen
como objetivo reemplazar la BCG proporcionando una mayor seguridad y

proteccion. En segundo lugar, encontramos las vacunas prime-boost, que tienen como
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objetivos potenciar la limitacién de la inmunidad de la BCG e incluso potenciar
antigenos especificos de las vacunas priming. Las vacunas basadas en estos dos tipos
de estrategia son las vacunas profilacticas o de preexposicion, que son administradas
con la finalidad de prevenir la infecciéon por Mtb. Las vacunas de posexposicion, en
cambio, se administran tanto a individuos infectados por Mtb para prevenir el
desarrollo de la enfermedad activa, como a individuos con enfermedad clinica en
combinacién con el tratamiento antibidtico, con el fin de acortar el tiempo de
tratamiento de la TB activa. Estas ultimas vacunas son las también llamadas vacunas
terapéuticas (Figura 3) (41,42,46,47). La Tabla 1 muestra las vacunas contra la TB en

fase desarrollo en la actualidad.

Vacunas Vacunas Vacunas Vacunas )
priming boosting posexposicion terapéuticas Tratgmllee_nto
antibiotico
! oy TTEER
Exposicién TB activa
a Mtb

Figura 3. Esquema de las diferentes estrategias de inmunizacion de los candidatos a vacuna contra
laTB

Estudios epidemioldgicos y experimentales en animales sugieren que la infecciéon
previa con Mtb confiere cierta proteccion contra la enfermedad consecuencia de la
reexposicion. No obstante, esta proteccion es variable y depende de los factores
genéticos del huésped que afectan a la susceptibilidad individual a la TB. Este
concepto de proteccion debe tenerse en cuenta en el desarrollo de nuevos candidatos

a vacuna (48-51).

Es necesario identificar los limites de la eficacia de nuevas vacunas en el estadio de
desarrollo preclinico o en el desarrollo clinico temprano, debido a los escasos recursos
economicos disponibles para pruebas clinicas (20). Para ello, es importante
desarrollar modelos animales en los que se tengan en cuenta los factores del huésped,

los factores ambientales y los factores relacionados con el patégeno.
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Tabla 1. Resumen de los candidatos a vacuna actuales, la estrategia de inmunizacion que utilizan, como estan formuladas y la fase del desarrollo en la que se
encuentran. Adaptado de (46,47).

Agente Estrategia de inmunizacion Formulacion Estado de
desarrollo
Whole cell viva
VPM1002 Profilactica y posexposicién rBCG viva Fase I1I
MTBVAC Profilactica, posexposicion y terapéutica Mtb viva atenuada Fase Ila
Whole cell atenuada
M. vaccae Terapéutica Whole-cell M. vaccae Fase I1I
MIP Terapéutica Whole-cell M. indicus pranii Fase IIT
DAR-901 Profilactica, posexposicion y terapéutica Whole-cell M. obuense Fase IIb
RUTI Terapéutica Mtb fragmentada Fase ITa
Subunidades de proteinas adyuvadas
M72/ASO1g Booster, profilactica y posexposicién Mtb39A, Mtb32A y ASOlg Fase IIb
H4:1C31 Profilactica y posexposicion Ag85B, TB10.4 y IC31 Fase ITb
H56:1C31 Profilactica, posexposicion y terapéutica Ag85B, ESAT6, Rv2660c y IC31 Fase Ila
ID93+GLA-SE Profilactica, posexposicion y terapéutica Rv1813, Rv2608, Rv3619, Rv3620 y GLA-SE Fase Ila
GamTBvac Profilactica Ag85B, ESAT6-CFP10 y dextran/CpG Fase I
AEC/BC02 Profilactica Ag85B, ESAT6-CFP10 y BC02 Fase I
Vectores virales
MVABS5A (aerosol) Profilactica, posexposicion y terapéutica Ag85A y Vaccinia Ankara modificado Fase II
Ad5Ag85A Profilactica y posexposicion Ag85A y adenovirus recombinante serotipo 5 Fase I
ChadOx1.85A+MVAS85  Profilactica Vector de adenovirus de chimpancé modificado, 85A,y  Fasel
Vaccinia Ankara modificado
TB/FLU-04L Profilactica Ag85A, ESAT6 y virus infuenza recombinante Fase I
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1.5. Modelos animales

Los modelos animales han sido una herramienta fundamental para el estudio de las
enfermedades. En el caso de TB, estos modelos han sido utilizados para la busqueda

de una vacuna que presente una protecciéon mayor a la que ofrece la BCG.

Ademas, estos modelos son imprescindibles para conocer qué mecanismos utiliza
Mtb para desarrollar la enfermedad, los cuales atin no estan realmente claros. El
concepto de un solo modelo animal para el conocimiento y estudio de la TB es

erroneo para esta enfermedad, ya que presenta multiples tipos y formatos.

Son necesarios diversos modelos animales que nos den informacion de los distintos
procesos y de cada uno de ellos de manera independiente. La Figura 4 muestra los
principales aspectos de la TB a los que van dirigidos el desarrollo de nuevos modelos

animales (52,53).

Necesidad de multiples modelos animales
para investigar diversos aspectos de TB

¥ O\

Bio-
marcadores Tratamiento - :
de diagnéstico de MDR Elatdp EebiEtel

temprano

/ \_/

Progresion
dze::;?:rs s Al Cobaya Drosophila
— Investigacion TB activa A 1odelo
TB animal
i deTB
Muiltiples / .
tipos de TB: Duracién del Primate I
tratamiento tratamiento no-humano Ganado
individual Diagndstico de TB activa

y tratamiento
de TB extra-
pulmonar

Conejo

Figura 4. La complejidad de TB requiere la existencia de multiples modelos animales para su estudio.
Adaptada de (52) .

- Busqueda de biomarcadores especificos que permitan el diagndstico de la
enfermedad en etapas tempranas y la distincion entre LTBI y TB activa.

- Evaluacién de vacunas y su proteccion a largo plazo.
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- Nuevos tratamientos antibiéticos con menos efectos adversos y que permitan
una reduccion de la duracién del tratamiento.

- Diagnéstico y tratamiento de la TB-MDR.

- Estudio dela LTBL

- Diagnéstico y tratamiento de la TB extrapulmonar.

- Cobertura de la complejidad en formas y tipos que presenta la TB.

Los animales mas utilizados para el estudio de la TB han sido el ratén, la cobaya, el
conejo y los primates no humanos (NHP, del inglés non-human primate); los cuales
han servido para estudiar un parametro en concreto de la enfermedad: signos
clinicos, patologia, carga bacilar (BL, del inglés bacillary load), progresion de la
enfermedad o parametros inmunoldgicos (52). Los tres primeros son en los que se ha
estudiado de una manera exhaustiva la inmunologia relacionada con la TB (54). Otro
problema que presenta esta enfermedad es su larga evolucién, por lo que son

necesarios modelos animales que acorten estos tiempos.

La cobaya, como modelo animal para el estudio de la TB, ha sido utilizada por
presentar: una gran reactividad frente a Mtb, lesiones secundarias debido a la
diseminacién por via hematégena con destruccién de ganglios linfaticos y una
evolucion progresiva de la patologia -muy similar a la del humano- con un desarrollo
de una fuerte respuesta granulomatosa que da lugar a una progresiéon hacia
enfermedad severa. Por todo esto, la cobaya ha sido el modelo de eleccion para la
evaluacion de nuevos candidatos a vacuna, una vez superado el modelo murino.
Ademas, en este animal se ha desarrollado un modelo de LTBI, administrando un

tratamiento antibiotico después de la infeccion por Mtb (53,55-57).

El estudio de TB en NHP, a dia de hoy, se considera el modelo mas valioso en el
desarrollo preclinico de candidatos a vacuna, en cuanto a la informacién que nos
proporciona sobre la enfermedad, debido al estrecho espacio que existe con el
humano en términos de evolutivos. El sistema inmune de los NHP es muy similar,

por lo que la respuesta frente a TB nos permite establecer un paralelismo con la
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observada en humanos. Ademads, nos permite analizar la evolucidn de la patologia en
las diferentes fases de la enfermedad. Por otro lado, resulta el modelo ideal para la
evaluacién de nuevos candidatos a vacuna antes de entrar a ensayos clinicos. Sin
embargo, el bajo uso de este modelo animal es debido al alto coste que suponen tanto
la compra como la estabulaciéon, asi como el espacio y equipamiento de
biocontencién necesarios para llevar a cabo este tipo de experimentos (53,58-60). Sin
embargo, este modelo carece de septos interlobulares, motivo por el cual no puede
desarrollar la encapsulacion de los granulomas como en el caso de los mamiferos de

gran volumen, como cerdos y vacas, y en los que se incluyen a los humanos (35,61).

1.5.1. Modelo murino: C3HeB/Fe]J

El modelo de ratén ha sido el modelo animal elegido para estudiar la mayoria de los
procesos relacionados con la infecciéon por Mtb y el desarrollo de la TB. Pese a que los
modelos anteriormente descritos puedan ser mas ttiles para el estudio de diversos
aspectos de la patogénesis de la TB, son varios los motivos por los cuales se escoge el
modelo murino. Entre ellos encontramos el amplio conocimiento del
funcionamiento del sistema inmune, la disponibilidad de reactivos para estudiarlo, el
bajo coste que supone el mantenimiento y el estudio con este modelo en comparacién

a otros animales, y la gran disponibilidad de cepas consanguineas (54).

No sélo es importante la eleccion del modelo animal, sino que también es de vital
importancia la eleccion de la cepa mas adecuada basado en los factores de sensibilidad
o resistencia. Las cepas sensibles a Mtb son C3H/He], 129/Sv, DBA/2 o0 CBA; mientras

que entre las resistentes encontramos las cepas C57BL/6 o BALB/c (54).

Otra de las cepas de ratén de eleccion para el estudio de la TB es la C3HeB/Fe]. Esta
es una de las cepas sensibles a TB, la cual desarrolla varios tipos de lesiones necroticas
en el granuloma aunque no crea cavitaciones (62). El hecho de que la patologia
pulmonar que se desarrolla en esta cepa de raton es similar a la que se observa en el

humano, ha favorecido la eleccion de la C3HeB/Fe] como modelo in vivo para la
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evaluacion de nuevos candidatos a vacuna (56). A pesar de eso, las diferencias
anatomicas del arbol bronquial del ratén hacen que hayan variaciones en la patologia

que deben tenerse en cuenta (63).

La cepa C3HeB/Fe] no produce un unico tipo de granuloma, que comtinmente se
entiende como una estructura con agregados de células mieloides con linfocitos
periféricos y una capsula fibrosa que separa todo el conjunto de células del sistema
inmune del tejido normal adyacente (23). En esta cepa, se producen dos tipos de
lesiones: lesiones proliferativas y lesiones exudativas. Las proliferativas son lesiones
controladas, no encapsuladas, compuestas por macréfagos espumosos y linfocitos,
donde irdn apareciendo infiltraciones de neutréfilos a medida que avance la
infeccion. En cambio, las exudativas, se caracterizan por ser lesiones encapsuladas
con necrosis caseosa central, rodeada por una capsula fibrosa de tejido conectivo, y
ambas estructuras separadas por una capa de macrdéfagos espumosos. El tipo celular
predominante de este tipo de lesiones son los neutrofilos, lo que induce la licuefaccion
delaslesiones. Esta licuefaccion viene dada por la coalescencia de varias lesiones antes

de que se produzca la encapsulacion (Figura 5) (22,35,62,64,65).

@ Treg 8
@ Thi17 ' Macrofago activado ® Neutrofilo
# Thi Q Macrofago w« Mtb

Figura 5. Tipos de lesiones observadas en el modelo de TB con C3HeB/FeJ: proliferativas (A) y
exudativas (B). Adaptada de (66).
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1.6. Factores relacionados con el huésped

Los factores relacionados con el huésped y con el desarrollo de la TB son muchos. En
este proyecto se analiza la obesidad como comorbilidad relacionada con la TB y el
papel de la microbiota intestinal por su directa participacion en el desarrollo de la

comorbilidad.

1.6.1. Comorbilidades

Uno de los problemas principales que presenta la TB es la presentacion de la
enfermedad junto con otras enfermedades, también conocido como comorbilidad.
Las comorbilidades son una de las mayores causas de muerte relacionadas con la TB.
Se han realizado estudios de comorbilidades de TB con enfermedades comunicables
y no comunicables, entre las que se encuentran el VIH/SIDA, la hepatitis C, el cancer,
las enfermedades cardiovasculares, la enfermedad pulmonar obstructiva cronica, la

DM, la malnutricidn, el tabaquismo o el abuso de alcohol (67).

Una de las comorbilidades mas bien establecidas en TB es la DM. Si bien
anteriormente se encontraba relacionada a poblaciones con unas caracteristicas
sociodemogréficas distintas a las ligadas con la TB; actualmente, y debido su aumento
especialmente en paises de Asia como China y la India, el estudio de la comorbilidad
DM-TB se ha convertido de vital importancia para el control global de la TB (68). De
hecho, varios estudios describen que la presencia de DM incrementa entre dos y tres
veces el riesgo de sufrir TB (69,70). El mecanismo por el cual se aumenta el riesgo de
TB en presencia de DM no se conoce exactamente, aunque la hiperglicemia produce
una alteraciéon en macréfagos y linfocitos, estando estas células directamente

relacionadas con la contencion de la TB (69).

Los estudios de comorbilidad también evaltian la malnutricién como factor de riesgo,
ya que tiene un fuerte impacto en la funcion de la inmunidad celular, y ésta es uno de
los factores claves para la defensa contra la TB (71). Sin embargo, los estudios que
analizan la obesidad y el indice de masa corporal (BMI, del inglés body mass index)
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son pocos, y concluyen que un BMI alto actiia como factor protector en la incidencia
de TB y otras enfermedades infecciosas como la neumonia adquirida en la
comunidad, la sepsis o el Chagas (72-74). Este hecho es conocido como la “paradoja
de la obesidad”. En contraposicion, existe la evidencia cientifica de que la obesidad es
un factor que predispone al desarrollo de la diabetes mellitus tipo 2 (DM2), y ademas,
es conocido que el tejido adiposo se encuentra estrechamente relacionado con el
funcionamiento del sistema inmunoldgico y la inflamacién (75,76). Por este motivo
es importante aumentar los estudios que relacionen estas enfermedades con la
incidencia, el desarrollo y la progresion de enfermedades infecciosas, y en especifico

dela TB.

La obesidad y las enfermedades metabdlicas asociadas, entre las cuales estd la DM2,
se encuentran estrechamente relacionadas con la dieta. Ademas, la obesidad es un
factor de riesgo para el desarrollo de DM2, que se caracteriza por niveles altos de
glucosa en sangre y resistencia a la insulina. Por otro lado, el sindrome metabdlico se
encuentra ligado a un metabolismo andémalo de la glucosa y los lipidos. Por tanto,
existe una estrecha relacion entre los 3 factores, siendo la obesidad un factor de riesgo
para el desarrollo de DM2 y también un componente central del sindrome metaboélico

(77).

En la literatura constan algunos estudios en modelos animales de DM que evaltan la
susceptibilidad a TB. Estos autores utilizan una cepa de ratén que presenta cierta
resistencia a TB (C57BL/6), pero en la que se encuentra bien caracterizado el modelo
de DM. Ademas, utilizan fairmacos como la estreptozocina para la induccién de la
DM mediante la destruccion de las células B-pancreaticas, por lo que se asemeja a un
modelo de diabetes mellitus tipo 1 (DM1). En estos estudios los animales con DM
cronica presentan peor supervivencia y mayores BL, patologia pulmonar y citoquinas
proinflamatorias (78-80). Pero la situacion actual en la que se encuentra la poblacion,
en la que hay una parcial resistencia a la insulina, sindrome metabolico y obesidad,

no es evaluado en estos modelos. Por este motivo, es necesario el desarrollo de otros
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modelos animales que mimeticen la situacion real en la que se encuentran estos
pacientes con presencia de comorbilidades, y en modelos animales con

susceptibilidad a TB que reflejen el proceso que se da en humanos.

1.6.2. Microbiota intestinal

La microbiota consiste en una comunidad de multiples especies microbianas que
conviven en sinergia con el organismo huésped en determinados tejidos y fluidos. En
humanos, esta integrada por aproximadamente 10" microorganismos, incluyendo
bacterias, hongos, arqueas, protozoos y virus (81,82). Uno de los grandes nichos
donde reside gran parte de la microbiota es el tracto gastrointestinal, donde
encontramos la microbiota intestinal, la cual se encuentra intimamente relacionada

con la fisiologia humana y la nutricién (83).

Pese a que todos los individuos no presentan una composiciéon tnica, la microbiota
intestinal estd formada por miembros de principalmente 4 filos: Firmicutes
Bacteroidetes, Actinobacteria y Proteobacteria. Aunque no se conocen todos, la
diversidad de la microbiota intestinal puede verse influenciada por multiples factores
como pueden ser la genética del huésped, la edad, el sexo, el sistema inmune, las
enfermedades, la dieta o los antibidticos (81,84). Cuando el balance entre las especies
que componen la microbiota (eubiosis) se pierde, se produce una alteracion de ésta
(disbiosis) que puede favorecer el desarrollo de enfermedades tanto infecciosas como

no infecciosas (85) (Figura 6A).

Existe una interrelacion entre el sistema inmune y la microbiota intestinal, donde el
primero es capaz de modular la cantidad y la diversidad de la microbiota, y a su vez
la microbiota intestinal es capaz de modificar los procesos inmunoldgicos del
huésped. Ademas, la microbiota comensal es necesaria para el desarrollo del sistema
inmune el cual tiene que aprender a diferenciar entre ésta y las bacterias con potencial
patogénico (Figura 6B). Por consiguiente, los cambios en la microbiota pueden

alterar las funciones del sistema inmunologico incrementando el riesgo de desarrollo
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de enfermedades; y a su vez, diversas patologias pueden afectar a la composicion de

ésta (82,86).

La microbiota intestinal afecta a la respuesta del sistema inmunoldgico modulando
una serie de vias relacionadas con la expansion de poblaciones de células T
extraintestinales, la producciéon de acidos grasos de cadena corta (SCFA, del inglés
short-chain fatty acid), el desarrollo de la tolerancia oral y el control de la inflamacién

(87).

Sistema Inmune

Eubiosis

Genética del huésped
Edad

Sexo

Sistema Inmune
Enfermedades

Dieta

Antibiéticos

Disbiosis Microbiota intestinal

Figura 6. Microbiota intestinal y sistema inmune. (A) Los microorganismos que habitan en el intestino
conviven en el organismo en un estado de equilibrio (eubiosis), que cuando se pierde (disbiosis) produce
un cambio de las poblaciones de bacterias. (B) Las bacterias comensales del intestino son necesarias para
el correcto funcionamiento del sistema inmune, y el sistema inmune modula la cantidad y el tipo de
bacterias del intestino.
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En este sentido, la microbiota intestinal es esencial para expansion de las células T
CD4', las células Treg, las respuestas Th1 o Th2, y las células Th17 (88-90). Ademas,
cambios en el contenido de fibra de la dieta alteran la ratio Firmicutes/Bacteroidetes
(F/B) y, en consecuencia, a como la microbiota intestinal digiere la fibra.Esto hace
que aumente o disminuya la concentracién de SCFA, los cuales son importantes para
la inmunidad de tipo sistémico. Entre los SCFA mas importantes, encontramos el
acetato, el propionato y el butirato, este ultimo con actividad antiinflamatoria

(81,91,92).
1.6.2.1 Microbiotay TB

La relacion entre la microbiota intestinal y la TB ha sido analizada en diversos
estudios debido al impacto que supone la administracion de un tratamiento
antibiotico de larga duracién, como sucede en la TB, que provoca cambios

persistentes de las poblaciones de bacterias residentes en el tracto digestivo (93-95).

Por otro lado, y aunque en menor cantidad, encontramos estudios como el de
Navasivayam et al. en el que se estudia el estado de la microbiota intestinal basal como
factor de predisposicion a la TB. En su estudio concluyen que la presencia de una
determinada microbiota actiia como factor de susceptibilidad hacia una enfermedad
mas severa, y los cambios de las poblaciones de bacterias que puede producir la
infeccién per se resultan menos importantes (93). En cambio, Winglee et al.
demuestran, en un modelo de ratén, que la infeccion con Mtb via aerosol produce un
cambio en la microbiota intestinal tan sdlo 6 dias después de la infeccion (96). Las
ideas de ambos estudios no son excluyentes en si mismas, pero se necesitan mas
estudios que puedan ayudar a dilucidar cudl es realmente el papel de la microbiota,
tanto en la predisposiciéon a una infeccién inicial como el papel que juega en el caso

de reinfecciones, si ésta se ve substancialmente modificada.
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1.6.2.2 Microbiota, dieta, obesidad y DM2

Existen evidencias de que la dieta modula la composicién y funciéon de la microbiota
intestinal, y que la dieta es un factor clave para el desarrollo de la obesidad y las
enfermedades asociadas a ella. Pero la dieta por si sola, no es capaz de influir en el
desarrollo de la obesidad, si no que la microbiota intestinal es indispensable y
participa en el proceso (97). Por otro lado, la relacion entre la microbiota y la DM2
se basa en la participacion de la microbiota en el desarrollo de la obesidad, en su papel
en la sefializacion de la insulina y en la induccién de un estado de inflamacién de bajo

grado (84).

Las bacterias beneficiosas mas abundantes son las pertenecientes a los filos
Bacteroidetes y Firmicutes. Con la obesidad y la DM2 existe una disminucién de la
proporcion relativa de Bacteroidetes y un aumento de Firmicutes, con una ratio F/B
aumentada (98-100). Este cambio de composicion y diversidad de la microbiota en
condiciones de obesidad contribuye a la produccion de SCFA, que son conocidos por

tener un papel modulando el sistema inmunoldgico (91).

Viendo la interconexioén que existe entre todos los procesos: microbiota intestinal,
obesidad, DM2, sistema inmunoldgico y TB; es importante ampliar el nimero de
estudios destinados a conocer los mecanismos que conectan los distintos procesos
para poder llegar a desarrollar un abordaje correcto de la TB en presencia de

comorbilidades, en este caso obesidad y otras patologias asociadas.

1.7. Factores ambientales: infeccion tinica vs multiple

El nimero de infecciones en TB es un aspecto a tener en cuenta. La infecciéon por Mtb
en la poblacion es asimétrica lo que significa que se producen multiples situaciones
de infeccidn (101). En determinadas poblaciones se produce una tnica infeccién, en
cambio en regiones endémicas de TB se produce un proceso de reinfeccion continua.

Por eso, ademds del modelo animal, también es importante tener en cuenta la ruta y
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el numeros de infecciones con Mtb para imitar las condiciones de infecciéon que se

dan en humanos.

Una de las vias de administracion de la bacteria es la intravenosa (i.v.), donde la
inoculacién de 10°-10° unidades formadoras de colonias (CFU, del inglés colony-
forming units) de Mtb produce una infeccién sistémica (102). Este tipo de infeccion
produce una respuesta celular fuerte entre 1-2 semanas después, por lo que es un
modelo rapido. En la cepa de ratén C3HeB/Fe], los animales tienen un tiempo de

supervivencia medio de aproximadamente 26 dias (66).

En contraposicion, los tipos de infeccion que utilizan la via aérea resultan de mayor
interés por ser la via de infeccién natural de Mtb. Dentro de las vias aéreas de
infeccién encontramos la via intranasal, la via intratraqueal y la via aerosol. Las dos
primeras vias de infeccion suelen mostrar una gran variabilidad en la cantidad de
bacilos que se depositan en los alvéolos. Por consiguiente, la infeccion por via aerosol

seria la via de eleccidn para la infeccion con Mtb en modelos animales (102).

En general, los modelos de infeccién por aerosol con Mtb se han desarrollado
utilizando una infeccién tnica de aerosol de dosis baja (LDA, del inglés low-dose
aerosol) (63). Pero para intentar mimetizar lo que ocurre de manera natural en
muchas regiones, es necesario utilizar el modelo de las infecciones multiples

consecutivas (MCI, del inglés multiple consecutive infections) (101).

En resumen, una correcta modelizacion de la TB en animales pasa por multiples
estadios: la eleccion del modelo animal, la ruta de infeccién y la cantidad de
infecciones a realizar; todo ello para intentar simular experimentalmente las

condiciones naturales de la manera mas realista posible.

1.8. Factores relacionados con el patogeno: cording

Los factores relacionados con la virulencia de Mtb han sido estudiados extensamente.

Los genes relacionados con factores de virulencia para Mtb y otras micobacterias
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incluyen genes relacionados con muchos procesos: el metabolismo de lipidos y dcidos
grasos, proteinas de la envoltura celular, proteinas que inhiben efectores
antimicrobianos del macrofago, proteina quinasas, proteasas, proteinas
transportadoras de metales, reguladores de expresion génica y otras proteinas

relacionadas con virulencia (103).

Un factor que tiene cierta relevancia es la superficie celular de Mtb, ya que juega un
papel importante en la patogénesis de la micobacteria. La superficie celular de la
micobacteria tiene una estructura muy caracteristica con presencia de acidos
micolicos, los cuales estan relacionados con la formacion del cording (104,105). El
cording fue ya descrito por Koch en 1882, como la presentacion de la bacteria
formando agregados organizados en forma de cuerdas (1). Este factor fue estudiado
mas adelante por Middlebrook et al., quienes comparaban la virulencia dos cepas,
una virulenta y una avirulenta. Los cultivos de las bacterias de ambas cepas obtenidas

a partir de ratones infectados mostraron distintas capacidades hacer cording (106).

En 1950, Bloch aislé un glicolipido, aparentemente exclusivo de la membrana Mtb, y
lo llamé como cord factor. Mas adelante, este lipido fue identificado como dimicolato
de trehalosa (TDM) y fue descrito como el responsable de la formacion del cording
(107,108). Estudios posteriores, en cambio, demostraron que este glicolipido no era
exclusivo de la membrana de Mtb y que se encontraba presente en la membrana de

practicamente todas las especies de Mycobacterium (109).

El estudio de genes relacionados con la sintesis de los acidos micélicos, han
demostrado la alteracién morfolégica de la colonia, la pérdida del cording, y la
consiguiente pérdida de virulencia de la bacteria. Por consiguiente, la formacion del
cording no depende exclusivamente de TDM sino que participan multiples factores

de la envoltura de la bacteria (109-111).

Como se ha citado anteriormente, el cording se ha estudiado analizando la diferente
capacidad de dos cepas en la formacion de cording, pero Caceres et al. describieron la

capacidad de una misma cepa de formar cording segun la fase de crecimiento en la
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que se encuentre la bacteria (112). En relacion a esto, un estudio llevado a cabo con
Mpycobacterium abscessus muestra que la morfologia de las colonias afecta a la

virulencia y la capacidad de formacién de cording (113).

La formacion de cording puede afectar a la virulencia de la bacteria, por tanto, es un
factor que se tiene que tener en cuenta en el momento de la realizacion de modelos
animales de infeccién con Mtb a partir de stocks congelados y la reproducibilidad de

los experimentos.
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Hipétesis y objetivos

La TB se encuentra entre las 10 principales causas de muerte en el mundo. La tnica
vacuna disponible contra la TB es la BCG, aunque ésta presenta una eficacia variable.
Existen diversos factores que afectan al desarrollo y la evolucion de la enfermedad.
Estos factores estan relacionados con el huésped (comorbilidades), con el ambiente

(reinfecciones) y con el patdgeno (cording).

Nuestra hipdtesis es que si se incorporan los distintos factores que influyen en el
desarrollo y la progresion de la TB en un modelo animal, se obtiene un modelo mas
real, en el que se mimetizan las caracteristicas de la enfermedad en humanos y valioso
para testar nuevas estrategias profilacticas y terapéuticas. Teniendo en cuenta

factores, se plantean los siguientes objetivos.

1- Desarrollar un modelo animal de comorbilidad para el estudio de la obesidad
como estadio previo a la DM2.

2- Evaluar la idoneidad del modelo de comorbilidad para evaluar nuevos
candidatos a vacuna utilizando la BCG como vacuna de referencia.

3- Evaluar el cording de la bacteria como factor de virulencia que afecta al

desarrollo de la enfermedad.
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Materiales y métodos

3.1. Eticayanimales

Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo a los procedimientos
DMAH6119, DMAH9091 y DMAH9071, los cuales fueron revisados por el comité
ético de experimentacion animal del Hospital Universitari Germans Trias i Pujol
(registrado como B9900005) y aprobados por el Departament d’Agricultura,
Ramadaeria, Pesca, Alimentacié i Medi Natural de la Generalitat de Catalunya de
acuerdo a la legislacion nacional actual y de la Unién Europea actual en relaciéon a la

proteccion de animales de experimentacion.

Todos los procedimientos se llevaron a cabo en un laboratorio de seguridad bioldgica
de nivel 3. Los animales fueron estabulados manteniendo un ciclo de iluminacién de
12 horas de luz y 12 horas de oscuridad y en una sala con temperatura y humedad

reguladas.

Los animales fueron supervisados diariamente siguiendo un protocolo estricto de
monitorizacion con el fin de asegurar el bienestar animal. Otra de las medidas
utilizadas para asegurar el bienestar animal fue el registro semanal de los pesos de los
animales. Estos datos fueron utilizados para analizar la evolucién y el impacto de las
diferentes condiciones experimentales en el estudio I. En caso necesario, los animales
que no superaron los criterios de bienestar establecidos fueron sacrificados mediante

la inhalacidn de isoflurano.

El estudio I se realizo6 utilizando hembras libres de patdgenos especificos de la cepa
de ratén C3HeB/Fe], con una edad de entre 6 y 8 semanas y obtenidos de Jackson
Laboratories (Bar Harbor, Maine, USA). El estudio II se realiz6 utilizando hembras y
machos libres de patdgenos especificos de la cepa de ratén C3HeB/Fe]; con una edad
de entre 5-8 semanas para los experimentos 1 y 2, y 14-15 semanas para el
experimento 3; y obtenidos a partir del Centre de Medicina Comparativa i Bioimatge

de Catalunya (CMCiB).
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Los animales del estudio I que tenian la obesidad como factor de estudio recibieron
una dieta con un alto contenido en grasas, especificamente un 60,3% de calorias
provenientes de grasas (TD.06414 Adjusted Calories Diet (60/Fat), Envigo). El resto
de los animales fueron alimentados con una dieta comercial convencional que
contenia un 13% de calorias provenientes de grasas (2014S Teklad Global 14%

Protein Rodent Maintenance Diet, Envigo).
3.2. Disefo experimental

3.2.1. Estudiol

El estudio I se ha llevado a cabo dentro del programa H2020 en el proyecto
TBVAC2020: Advancing novel and promising TB vaccine candidates from discovery

to preclinical and early clinical development (Grant agreement ID: 643381).

3.2.1.1 Experimento 1

El objetivo del experimento 1 fue analizar la comorbilidad entre TB y obesidad
inducida con una dieta alta en grasas (HFD, del inglés high fat diet) en un modelo de
ratén de TB activa, asi como el efecto de la vacunacién con BCG y dos tipos de
infeccién por aerosol: la infeccion tnica (SI, del inglés single infection) y la infecciéon

multiple consecutiva (MCI, del inglés multiple consecutive infection).

La combinacion de todas las variables de estudio da lugar a 8 grupos experimentales,

los cuales se detallan en laTabla 2.

El numero total de animales utilizados para el experimento fue de 240, repartidos en
los 8 grupos experimentales anteriormente especificados. El inicio del experimento
se establecid 12 semanas antes de la infeccion, cuando los animales empezaron los
dos tipos de dietas: HFD o ND. En este mismo punto se vacunaron los grupos
correspondientes con 10° CFU de BCG Live U.S.P (SII-ONCO-BCG®) o suero

fisiolégico (sham).
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Tabla 2. Grupos experimentales y variables de estudio en el experimento 1 del estudio 1.

Variables de estudio

Grupo Obesidad BCG Tipo de infeccion
ND-SI No No SI
ND-MCI No No MCI
ND-BCG-SI No Si ST
ND-BCG-MCI No Si MCI
HFD-SI Si No ST
HFD-MCI Si No MCI
HFD-BCG-SI Si Si ST
HFD-BCG-MCI Si Si MCI

Una vez transcurridas las 12 semanas, todos los animales fueron infectados via
aerosol con Mtb, cepa Pasteur H37Rv. Con esta infeccion se depositaron alrededor
de 50 CFU en pulmon, utilizando un aparato que genera aerosoles infecciosos (Glas-
col Inc., Terre Haute, IN, USA). Los dos tipos de infeccion que se realizaron fueron
la SI, donde se realiz6 una tinica infeccion, y la MCI, donde se realizaron 8 infecciones

en 5 dias, mafana y tarde dejando un dia de descanso entre medio.

El diseno del experimento 1 se esquematiza en la Figura 7. Se eutanasiaron los
animales a semana 3 posinfeccion (p.i.) (n=5 por grupo experimental, excepto para
el grupo ND-MCI con n=4), a semana 4 p.i. (n=5 por grupo experimental) y a semana
16 p.i. (n=10 por grupo experimental). En cada uno de los puntos de eutanasia, se
analiz6 la BL y la patologia pulmonar. En la eutanasia de semana 4 p.i. se recogieron

muestras pulmonares para evaluar la respuesta inmunoldgica.

ND/HFD sl
BCG

MCl > Infeccion Eutanasia
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-s12 s0 s3 s4 s16
_’_ :
< N
\ N
\ N
N >
0 /
4 .
4 .
ASENY
Supervivencia

Figura 7. Disefo del experimento 1-Estudio I.
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En las eutanasias de las semanas 4 y 16 p.i. se recogieron muestras fecales para el
analisis de la microbiota intestinal. Finalmente, se dejaron 10 animales por grupo

para analizar la supervivencia.

3.2.1.2 Experimento 2

Se planted un segundo experimento en el que se marcé como objetivo evaluar las
diferencias de proteccion que conferian la vacunacioén por BCG (experimento 1) y la

inmunidad natural (NI, del inglés natural immunity) (experimento 2).

Se entiende la NI como la protecciéon que se da en un individuo que se infecta con
Mtb 'y es capaz de controlar dicha infeccion. Para lograrlo de forma experimental, se
infectan los animales con SI y se administra un tratamiento antibidtico para
disminuir la BL. Las variables de estudio y los grupos experimentales que se generan

con la combinacidn de todas ellas se encuentran descritos en la Tabla 3.

Tabla 3. Grupos experimentales y variables de estudio en el experimento 2 del estudio 1.

Variables de estudio

Grupo Obesidad Proteccion Tipo de infeccion
ND-NI No NI MCI
HFD-NI Si NI MCI

Los resultados de este experimento se presentan comparando con los grupos ND-
MCI y HFD-MCI del experimento 1, ya corresponden a grupos control para los del
experimento 2. El disefio del experimento se esquematiza en la Figura 8. Para este
experimento se utilizaron 30 animales. Se infectaron con SI de Mtb con la cepa
Pasteur H37Rv. En este mismo punto del experimento, los ratones empezaron los dos
tipos de dieta, ND y HFD. Dos semanas después de la infeccion, los animales
comenzaron un tratamiento antibiético de 10 semanas, basado en isoniazida y
rifapentina (25 mg/kg y 10 mg/kg, respectivamente). Una vez finalizado el
tratamiento antibidtico, los animales se infectaron con MCI. Cuatro semanas después

de la MCI se eutanasiaron 5 animales por grupo y se recogieron muestras fecales para
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el analisis de la microbiota intestinal. Se dejaron 10 animales por grupo para evaluar

la supervivencia de los mismos.

ND/HFD
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i ¥ antibiético HH H
-s12 -s10 s0 s4

Caiaiaty
~ N
N N
~ N
S\ >
' ’
4 .
’ ’
(A

Supervivencia

Figura 8. Disefo del experimento 2-Estudio I.
3.2.2. EstudioII

Para llevar a cabo el objetivo 3, se realizaron tres experimentos para evaluar qué
diferencias se hallaban al infectar animales con la misma cepa de Mtb pero con dos

lotes con distinta capacidad de hacer cording.

3.2.2.1 Experimento 1

El primer experimento representd la prueba de concepto. Se infectaron via i.v.
animales con los dos lotes de la cepa Mtb H37Rv. Se utilizaron 24 animales repartidos
en dos grupos experimentales. Para ver el efecto de los dos lotes se eutanasiaron los
animales a diferentes dias p.i.: dia 17 (n=3), dia 21 (n=3), dia 24 (n=3) y dia 28 (n=3).
En cada uno de los puntos de eutanasia se analizaron tanto la BL como la patologia
pulmonar (Figura 9).

Lote 10 .
Eutanasia

Infeccién i.v.
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Figura 9. Diseiio del experimento 1-Estudio II.
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3.2.2.2 Experimento 2

En el segundo experimento, se evalud la proteccién de la BCG en animales infectados
con dos lotes de la cepa Mtb H37Rv. Se utilizaron 56 animales repartidos en cuatro
grupos experimentales. La vacunacion, con BCG o sham, se realiz6 6 semanas antes
de la infeccion. Los animales fueron infectados via i.v. con Mtb : dos grupos con el
lote 10 y los otros dos con el lote 11. Se eutanasiaron los animales a diferentes dias
p.i.: dia 17 (n=4), dia 21 (n=5) y dia 24 (n=>5). Se extrajeron muestras en cada punto
de eutanasia para analizar la BL y la patologia, ambos en tejido pulmonar. También

se utilizaron muestras pulmonares para analizar la respuesta inmunitaria (Figura 10).

Lote 10 )
BCG Infeccion i.v. < Eutanasia
. Lote 11 gresseseenees pereeseneens :
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-s6 do d17 d21 d24

Figura 10. Disefio del experimento 2-Estudio IT

3.2.2.3 Experimento 3

En el dltimo experimento, y viendo los resultados del experimento anterior, se quiso
analizar si era comparable la proteccion que ofrecié la vacunacion con BCG a la que

puede ofrecer una SI de aerosol. El disefio experimental se esquematiza en la Figura

11.
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Figura 11. Disefio del experimento 3-Estudio II.
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Para este experimento se utilizaron 60 animales repartidos en 4 grupos
experimentales. Los grupos en los que se evaluaba la SI fueron infectados por aerosol.
A las 6 semanas, todos los animales fueron infectados via i.v. con Mtb: dos grupos con
el lote 10 y los otros dos con el lote 11. Se eutanasiaron los animales a diferentes dias
p.i.: dia 17 (n=4), dia 21 (n=5) y dia 24 (n=>5). Se extrajeron muestras en cada punto
de eutanasia para analizar la BL y la patologia, ambos en tejido pulmonar. También

se utilizaron muestras pulmonares para analizar la respuesta inmunitaria.

3.3. Parametros bioquimicos

En el estudio I se realizé una prueba oral de tolerancia a la glucosa (OGTT, del inglés

glucose tolerance test) y se midieron los niveles de colesterol y de HDL.

La OGTT se realiz6 11 semanas después de del inicio de la alimentacién con los dos
tipos de dieta (n=6). Previamente a la prueba, se dejaron a los animales en ayuno toda
la noche. Al dia siguiente, se administraron 2g/kg de glucosa con sonda. Se tomaron
muestras de sangre a los 0, 15, 30, 60 y 120 minutos y se midieron los niveles de

glucosa con un glucémetro (Accutrend Plus, Roche Diagnostics, Switzerland).

Para medir los niveles de colesterol y HDL se tomaron muestras de sangre de los

ratones y se analizaron mediante turbidimetria.

3.4. BL

La BL se evalué en homogenados de tejido pulmonar del l6bulo izquierdo, disgregado
mecanicamente utilizando un homogeneizador de vidrio. De la suspension de
bacterias obtenida, se realizaron diferentes diluciones seriadas y se sembraron en
placas de agar Middlebrook 7H11 (BD Diagnostics, Sparks, USA). Se incubaron
durante 28 dias a 37°C y se contaron las CFU visibles. Los resultados se graficaron y

expresaron como Log CFU/ml.
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3.5. Patologia pulmonar

La patologia pulmonar se evalué en el l6bulo inferior derecho. Las muestras
pulmonares fueron fijadas en formol al 10% en solucién tamponada e incluidas en
parafina. Los bloques parafinados se cortaron en secciones de 5 um de grosor y cada

seccidn se tifieron utilizando la tincion hematoxilina-eosina.

Las muestras fueron analizadas utilizando el software NISElements D versiéon 3.0x
(Instruments Inc., Tokyo, Japan). Para el analisis se evaluaron cuatro cortes de cada
muestra pulmonar para determinar el drea lesionada como un porcentaje respecto

del 4rea total pulmonar.

3.6. Supervivencia

Las diferentes condiciones experimentales se evaluaron analizando la supervivencia
de los animales. El criterio de punto final en los experimentos de evaluacién de la
supervivencia es el mismo que describe en el apartado 3.1. Se realizan curvas de
supervivencia para determinar las diferencias existentes entre los diferentes grupos

experimentales.

3.7. Analisis de la respuesta inmunologica

El analisis del perfil de citoquinas se realiz6 en homogenados de tejido pulmonar de
los 16bulos superior derecho y medio. Las citoquinas que se analizaron con la
tecnologia Luminex xXMAP® fueron: IFNy, TNFa, TGFp, IL-2, IL-6, IL-10, IL12, IL-
17, LIX (CXCL5) y KC (CXCL1).

El ensayo se realizd con el kit MILLIPLEX® MAP (EMD Millipore Corporation,
Billerica, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante y fue analizado son el
Software xPONENT (Luminex Corporation, Austin, USA). Los resultados se

expresaron como pg por ml de homogenado.
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3.8. Anadlisis de la microbiota intestinal

Los experimentos relacionados con el analisis de la microbiota intestinal se llevaron
a cabo en el Instituto de Biomedicina de Valencia (IBV-CSIC), en colaboracién con
la Unidad de Gendmica de la Tuberculosis liderada por el Dr. Inaki Comas, y gracias
a la ayuda de perfeccionamiento y movilidad concedida por el Centro de

Investigacion Biomédica en Red Enfermedades Respiratorias (CIBERES).

3.8.1. Procesamiento de la muestra y extraccion de ADN

Se extrajo el ciego de los animales en el momento del sacrificio con el fin de obtener
muestra fecal y se almacené a -80°C hasta su uso. Para extraer el ADN de las muestras,
se descongelaron en hielo y se separaron las heces del tejido epitelial. Una vez
obtenidas las muestras fecales, el ADN fue extraido utilizando el kit comercial
QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit (QIAGEN GmbH, Germany), de acuerdo a las
instrucciones proporcionadas por el fabricante. Se modific el primer paso del
protocolo afiadiendo bolas de vidrio de 4 mm para favorecer la lisis celular. Se midié
la concentracidn de eluido final fluorimétricamente mediante el kit comercial Qubit
dsDNA HS assay kit (Thermo Fisher Scientifics, Waltham, USA) y se almacenaron
las muestras a -20°C hasta la preparacion de la libreria génica para el andlisis del gen

16S rRNA.

3.8.2. Secuenciacion del gen 16S rRNA

El ADN microbiano se analiz6 con la guia 16§ Metagenomic Sequencing Library
Preparation guide proporcionada por la casa Illumina® con algunas modificaciones.
El protocolo tiene como diana la amplificacion de las regiones V3-V4 del gen 16S
rRNA, utilizando el kit KAPA HiFi HotStart PCR Kit (KAPA Byosystems,
Wilmington, USA). La composicién de la PCR fue la siguiente: 1X KAPA HiFi
Fidelity Buffer, 0,5 mM MgCl,, 0,3 mM KAPA dNTP Mix, 0,3 uM primers, 0,5 U
KAPA HiFi HotStart DNA Polymerase y 15 ng DNA template. El programa de PCR

con Mastercycler pro (Eppendorf, Hamburg, Germany) contenia los siguientes pasos:
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desnaturalizacién inicial a 95°C durante 3 minutos; 18 ciclos a 95°C durante 30
segundos, 55°C durante 30 segundos y 72°C durante 30 segundos; y una extension
final a 72°C durante 4 minutos. Se espera un producto final de una extension
aproximada de 550 pares de bases. Los productos de PCR fueron purificados con
microesferas magnéticas Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, Brea, USA)
utilizando el soporte magnético 96 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Se
realizé un control de calidad de los productos de PCR con un gel de agarosa al 1,4%.
La PCR de indexado se realizé utilizando el kit de preparacion de librerias de ADN
Nextera XT (Illumina, San Diego, USA) y el kit de PCR KAPA HiFi HotStart de la
siguiente manera: 1X KAPA HiFi Fidelity Buffer, 0,5 mM MgCl,, 0,3 mM KAPA dNTP
Mix, 0,3 uM primers, 0,5 U KAPA HiFi HotStart DNA polymerasey 5 pl de of Nextera
XT Index 1 Primers y Nextera XT Index 2 Primers por muestra. Se realizo el
procedimiento de acuerdo a la guia 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation.
Las librerias obtenidas se purificaron de la misma forma que los productos de PCR.
Las concentraciones de ADN finales de los productos de PCR se midieron con
fluorimetro Qubit 3.0 (Thermo Fisher Scientific, USA) y fueron validados mediante
electroforesis automatizada con Agilent 2100 Byoanalizer (Agilent Technologies,
USA). Los productos purificados fueron diluidos hasta obtener una concentraciéon
final de 4 nM vy, a continuacion, fueron agrupados. Los productos agrupados fueron
desnaturalizados y la muestra fue cargada de acuerdo a la guia 16S Metagenomic
Sequencing Library Preparation en una concentracion final de 7 pM. Las librerias del
gen 165 rRNA fueron secuenciadas con lecturas 2 x 300 paired-end con la plataforma

MiSeq system (Illumina, San Diego, USA).

3.9. Analisis de los agregados de bacteria

En los experimentos del estudio II se compar¢ la agregacion de las bacterias para
hacer cording. Se fijaron en un portaobjetos 8 gotas de 20 pl del cultivo de los dos
lotes de la cepa Pasteur H37Rv y se tifleron mediante la tinciéon Ziehl-Neelsen. Se

tomaron 3 fotogratias por gota con el microscopio Eclipse 50i (Nikon, Tokyo, Japan)
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equipado con la cdmara DS-Fi 1 (Nikon, Tokyo, Japan) y el software NISElements D
version 3.0x (Instruments Inc., Tokyo, Japan). Las bacterias y/o agregados fueron
detectados mediante analisis de imagen con el software MATLAB (MATLAB, vs 9.3;
The MathWorks®). La imagen en color original fue transformada en una imagen en
blanco y negro. Las regiones aisladas negras fueron definidas como puntos,
representando cualquier particula detectada (desde una tinica bacteria hasta grandes
agregados o cuerdas). Se determiné el nimero de puntos, el drea de cada uno de ellos

y el drea total que representan todos los puntos para cada uno de los lotes.

3.10. Microscopia electronica

Para visualizar el cording mediante microscopia electrénica, se extrajeron los
pulmones cortando por la traquea y se perfundieron con solucién fijadora, 2,5% (v/v)
de glutaraldehido y 2% (p/v) de paraformaldehido (EM grade, Merck, Darmstadt,
Germany), utilizando una jeringa unida a un catéter hasta que se llené todo el arbol
bronquial. Finalmente, los pulmones fueron mantenidos en solucién fijadora. Los
pulmones fueron mantenidos en solucién fijadora durante 12 horas, y en caso de

precipitacion sanguinea, el agente fijador fue reemplazado.

A continuacion, los pulmones fueron fijados durante 2 horas con tetréxido de osmio
al 1% (p/v) (TAAB Lab., UK) seguido de lavados con agua desionizada y de una
deshidratacion secuencial mediante series ascendentes de etanol (50, 70, 80, 90 y 95%

durante 10 min cada uno y dos veces con etanol 100%).

Para el andlisis mediante microscopia electrénica de barrido (SEM, del inglés
Scanning Electron Microscopy), los 6rganos fijados fueron cortados con unas cuchillas
a diferentes alturas y direcciones y luego fueron colocados en discos adhesivos de
carbono. Las muestras fueron metalizadas (Emitech K550X Sputter Coater
Metallizer) utilizando una aleacion de oro-paladio en ciclos de 3-4 minutos

cambiando la orientacion del soporte. Finalmente, las muestras fueron analizadas
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utilizando el microscopio de barrido Zeiss EVO® MA 10 (Oberkochen, Germany) a
15kV.

3.11.Estadistica y analisis bioinformatico de las secuencias

Las comparaciones entre grupos para el Estudio I (peso, BL, patologia pulmonar,
indices de diversidad, composiciones taxondmicas y ratio F/B) y el Estudio II (BL,
patologia pulmonar y respuesta inmunolégica) se realizaron mediante el test
estadistico no paramétrico Mann-Whitney utilizando el programa estadistico

GraphPad Prism (GraphPad software v6.0, La Jolla, California, USA).

El anilisis de la evolucion del peso se realizé mediante el test de regresion lineal. Las
curvas de supervivencia se crearon utilizando el estimador de Kaplan-Meier y fueron
comparadas utilizando el test de Log rank, utilizando también el programa estadistico

GraphPad Prism.

Las diferencias estadisticamente significativas se indican de la siguiente manera:

*p<0,05; *p<0,01; **p<0,001.

3.11.1. Analisis de la respuesta inmunologica

El test ANOVA de tres vias se utilizé para evaluar el efecto de la dieta, de la infeccion
y de la vacunacién con BCG. Se aplicé una transformacion logaritmica con el fin de
normalizar las concentraciones de las citoquinas analizadas. Para obtener el mismo
numero tamafio muestral en todos los grupos, el valor ausente en el grupo ND-MCI
fue sustituido por el valor correspondiente a la media del grupo. Las multiples
comparaciones entre las medias de los grupos que difieren en un solo factor se
realizaron utilizando el test Holm-Sidak. Las gréficas y el anlisis estadistico se
realizaron utilizando el programa estadistico GraphPad Prism (GraphPad software

v7.0, La Jolla, California, USA).

La respuesta inmunoldgica en el Estudio I y el Estudio II también se analiz6 utilizando
el analisis de componentes principales (PCA, del inglés principal component analysis)
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utilizando RStudio (version 1.1.463). Las concentraciones de las citoquinas fueron
escaladas a unidades de varianza. Para analizar las diferencias de PC1 de los grupos

experimentales del Estudio II, se utilizo el test ANOVA de una via.

3.11.2. Analisis de la diversidad bacteriana

Los archivos con las lecturas obtenidas fruto del proceso de secuenciacion se
analizaron utilizando el mothur pipeline (versién 1.39.5). Las lecturas paired-end
fueron unidas y pasaron un proceso de control de calidad. Las secuencias se alinearon
utilizando la base de datos de referencia SILVA. Los alineamientos que no encajaron
exactamente con nuestra region de interés fueron eliminados. Las secuencias fueron
agrupadas y las secuencias quiméricas fueron identificadas y eliminadas. A
continuacion, las secuencias fueron clasificadas taxonémicamente utilizando la base
de datos Ribosomal Database Project y se eliminaron aquellas clasificadas como
cloroplastos, mitocondrias, archaea y eucariotas. Las distancias entre secuencias
fueron calculadas con un punto de corte establecido en 0,03. Después de crear una
matriz de distancias, las secuencias con >97% de similitud fueron agrupadas en
unidades taxondmicas operativas (OTUs). Los OTUs fueron filtrados y sélo aquellos
con una abundancia relativa mayor a 0,1% y presentes en al menos 2 muestras fueron
conservadas. Cada OTU fue clasificado taxonémicamente en el ltimo taxén posible,
siendo género en el méaximo rango capaces de clasificar con el método de
secuenciacion utilizado. Se realizaron las curvas de rarefaccion y se calcularon los
indices de diversidad y riqueza y las distancias entre las muestras utilizando RStudio
(versién 1.0.143). La diversidad fue cuantificada utilizando el test de disimilitud de
Bray-Curtis y graficada utilizando el escalamiento multidimensional no métrico
(NMDS, del inglés non-metric multidimensional scaling). Para analizar las diferencias
de diversidad entre muestras se utilizd la medida de la diversidad beta que

comprende, entre otros, los indices de Shannon, Simpson e Inverso de Simpson.
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Estudio I

Los resultados del estudio I se encuentran en proceso de revision en la revista

Frontiers in Immunology (Anexo 1).

El estudio I estd compuesto por dos experimentos. En el primer experimento se han
evaluado tres condiciones experimentales en un modelo de TB activa. Los resultados
de este este primer experimento se presentaran analizando la influencia de los

siguientes factores:

1- Lavacunaciéon con BCG
2- Ladieta

3- Ladosis de infeccién

Para el analisis de los resultados de cada una de las condiciones se procedié a la
reordenacion de los resultados globales, para asi poder analizar las comparaciones
pertinentes. Por ello, los resultados en formato de grafica seran presentados en la
primera condicion experimental, y para las restantes se representaran los resultados

en formato de tabla resumen, incluyendo el valor estadistico de la comparacion.

En el segundo experimento se evalta la capacidad de proteccion de la NI en
comparaciéon a la que proporciona la vacunaciéon con BCG (resultados del

experimento 1).

4.1. Induccidén de la obesidad

En el estudio I se ha creado un modelo comorbilidad de TB-obesidad inducida
mediante HFD. La alimentacién con HED ha sido utilizada para inducir un estado de
DM2 temprana. Para comprobarlo en nuestro estudio se ha realiz6 una OGTT y se
midieron los niveles de colesterol y HDL a diferentes semanas. Los resultados
muestran una intolerancia a la glucosa y unos niveles de colesterol y HDL mas

elevados en los animales alimentados con dieta alta en grasas (Figura 12).
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Figura 12. Analisis de los parametros bioquimicos en el modelo de obesidad. (A) Niveles de glucosa
en la prueba de tolerancia oral a la glucosa. Niveles de colesterol (B) y HDL (C) a diferentes semanas.
Test ANOVA; (A) p=0,0250, (B) p<0,0001, (C) p<0,0001.

4.2. Evaluacion del efecto de la vacunacion con BCG

El efecto de la vacunacién con BCG se ha analizado mediante el peso; la BL y la

patologia pulmonar, ambas a semana 3, 4 y 16 p.i.; y la supervivencia.

4.2.1. Peso

El peso de los animales se ha utilizado como parametro para asegurar el bienestar
animal, pero también para evaluar la evolucién de los mismos segun sus variables de
estudio. La evolucion del peso se encuentra representada en la Figura 13 y las
pendientes de los diferentes grupos y la estadistica de las comparaciones se

encuentran recogidas en la Tabla 4.
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Figura 13. Evolucion del peso de los animales segun el estado de vacunacidon. En cada panel se
compara el peso de los animales sham con el de los vacunados con BCG. Los paneles superiores
describen los pesos de los animales alimentados con ND divididos por el estado infeccién: preinfeccion
(A) y posinfeccion. En posinfeccion se muestra dividido por el tipo de infeccién, SI (B) y MCI (C). Los
paneles inferiores describen los pesos de los animales alimentados con HED divididos por el estado de
infeccién: preinfecciéon (D) y posinfeccion. En posinfeccién, se muestra dividido segun el tipo de
infeccién, SI (E) y MCI (F). Test de regresion lineal

Tabla 4. Valores de la pendientes obtenidas mediante el analisis de regresion lineal de los diferentes
grupos experimentales, comparando por estado de vacunacion y el p-valor resultado de la comparacion.

Grupos experimentales Pendiente p-valor
ND 0,521
0,350
o ND-BCG 0,565
Preinfeccién
HFD 1,213
0,0002
HFD-BCG 1,61
ND-SI 0,793
0,270
ND-BCG-SI 0,952
ND-MCI 0,762
0,6936
) ., ND-BCG-MCI 0,828
Posinfecciéon
HFD-SI 0,574
0,8177
HFD-BCG-SI 0,616
HFD-MCI 0,472
0,8650
HFD-BCG-MCI 0,496
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El andlisis del peso en preinfeccion mostré que los animales alimentados con ND
presentaban un peso similar (Figura 13A) en ambos estados de vacunacion. En los
animales alimentados con HFD se observé un mayor incremento en los vacunados

con BCG (Figura 13D).

El andlisis del peso posinfeccion (Figura 13B, C, E, F) mostr6 que no habian
diferencias significativas en el aumento de peso de los animales. Pese a todo, las

diferencias observadas en preinfecciéon se mantuvieron en postinfeccion.

La BCG favorece ligeramente el incremento del peso en los animales que siguieron

HED y no tanto en los ND.

4.2.2. BL

La BL aumenta alo largo del estudio independientemente de la vacunacion. El andlisis
en los animales alimentados con ND mostré que la BCG redujo la BL. Este
comportamiento se observé independientemente del tipo de infeccion a la que fueron
expuestos: SI (Figura 14A) o MCI (Figura 14B). Estas diferencias fueron observadas
en las diferentes semanas de estudio. En cambio, los animales que siguieron HFD y a
su vez fueron vacunados con BCG no experimentaron una reduccion de la BL con
respecto a los sham. Este efecto se observd en los animales expuestos a ambos tipos

de infeccion: SI (Figura 14C) y MCI (Figura 14D).

La BCG no es capaz de disminuir la BL en animales alimentados con HFD mientras
que si presenta eficacia en animales alimentados con ND.

4.2.3. Patologia pulmonar

El analisis de las diferencias a nivel de patologia pulmonar de los animales sham en
comparaciéon a los vacunados con BCG mostr6 dos comportamientos distintos

dependiendo del tipo de dieta.
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Figura 14. Evolucion de la BL alo largo del experimento (semanas 3, 4y 16 p.i.). Cada panel compara
la BL de los animales sham con la de los vacunados con BCG, en las diferentes condiciones
experimentales: ND y SI (A), ND y MCI (B), HFD y SI (C), HFD y MCI (D). Las cajas representan el
minimo, el primer cuartil, la mediana, el tercer cuartil y el méximo. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001;
test Mann-Whitney.

Los alimentados con ND y vacunados presentaron una reduccién de la patologia
pulmonar al ser expuestos a SI (Figura 15A). Sin embargo, si estaban expuestos a
MCI, la patologia pulmonar de los vacunados resulté ser mayor a tiempos iniciales

(semana 3y 4 p.i.) e inferior a semana 16 p.i. (Figura 15B).

El analisis de los ratones alimentados con HFD mostré un comportamiento distinto.
Los animales expuestos tanto a SI como a MCI mostraron un comportamiento
similar al de los animales alimentados con ND y expuestos a MCI, donde la patologia
fue mayor en los vacunados a semanas tempranas, pero al final del experimento la
BCG mostro6 una reduccion de la patologia en comparacion a los sham (Figura 15C,

D).

69



Estudio I

En ND, los animales vacunados y expuestos MCI realizan un rapido reconocimiento
de la bacteria, debido a la activacion del sistema inmunoldgico. Esta activacion seria
mas tardia en los expuestos a SI. En cambio, en HFD, este reconocimiento se produce

en animales bajo ambos tipo de infeccion.

Figura 15. Progresion de la patologia pulmonar a lo largo del experimento (semanas 3, 4y 16 p.i.).
Cada panel compara el porcentaje de area lesionada de los animales sham y los vacunados BCG en las
diferentes condiciones experimentales: ND y SI (A), ND y MCI (B), HFD y SI (C), HFD y MCI (D). Las
barras representan la mediana y el rango. *p < 0.05, test Mann-Whitney.

La patologia pulmonar de los ratones infectados con Mtb se puede analizar de dos
maneras distintas. No s6lo es importante la cantidad de tejido pulmonar lesionado,
por tanto, la cantidad de lesiones que encontramos en los pulmones de los animales
bajo diferentes condiciones experimentales, sino también la naturaleza de estas
lesiones. La naturaleza o tipo de lesiones que podemos encontrar son las lesiones

exudativas y las lesiones proliferativas (Figura 16).

El andlisis de la calidad de las lesiones se realizé contando el porcentaje de lesiones

exudativas respecto al drea total lesionada.
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Figura 16. Tipo de lesiones pulmonares en ratones C3HeB/Fe]J infectados con Mtb. Secciones de
tejido tenidas con hematoxilina-eosina. (A) Lesion proliferativa. (B) Lesién exudativa. Barra de escala:
100 pm.

La Figura 17 muestra que en los animales vacunados las lesiones son de tipo
proliferativo, ya que no se encontraron lesiones exudativas, excepto para los animales
alimentados con ND y expuestos a MCIL. Todos los animales no vacunados
presentaron lesiones exudativas. Estas lesiones representaron ser el tipo de lesion

mayoritario en los animales expuestos a SI.

La naturaleza de la lesiones depende de la vacunacion. A su vez, la infeccion influye

en la cantidad de lesiones exudativas.

Figura 17. Porcentaje de lesiones exudativas respecto al area lesionada total. Los resultados de los
animales ND estan representados con barras negras y los HFD con barras rojas. Los * marcan las
diferencias entre el mismo tipo de dieta, las # simbolizan diferencias entre grupos con igual vacunacién
e infeccion pero distinta dieta. *p < 0.05, #p < 0.05; test Mann-Whitney.
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4.2.4. Supervivencia

Independientemente del tipo de infeccién a la que fueron expuestos los animales
alimentados con ND, la BCG aument6 significativamente la supervivencia de los
mismos (Figura 18A, B). Por el contrario, la supervivencia de los animales
alimentados con HFD no aument6 significativamente con la vacunacién con BCG
(Figura 18C, D). La vacunaciéon aumentd la supervivencia en los animales

alimentados con ND pero no la de los alimentados con HFD.

Figura 18. Supervivencia de los animales después de la infeccién por Mtb. Cada panel compara la
supervivencia de los animales sham y la de los vacunados en las diferentes condiciones experimentales:
ND y SI (A), ND y MCI (B), HFD y SI (C), HFD y MCI (D). Test Log-rank. (MST: tiempo medio de
supervivencia, del inglés median survival time).
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4.3. Efecto de la dieta en el desarrollo de la TB

El impacto de ambos tipos de dieta se ha analizado mediante el peso; la BL y la

patologia pulmonar, ambas a semana 3, 4 y 16 p.i.; y la supervivencia.

4.3.1. Peso

El andlisis del peso en funcion de la dieta mostré que, antes de la infeccién de los
animales, la dieta influye de manera significativa en el peso de los animales,

independientemente de la vacunacion (Figura 19A, D).

Preinfeccion Posinfecciéon

A
Sham o
am §
a

D

C]
BCG 3
&

15- —T—T T T T T T 1 T T T T T 1
12410 8 6 -4 -2 1 4 7 10 13 16 1 4 7 10 13 16
Tiempo (semanas) Tiempo (semanas) Tiempo (semanas)

1 ND 1 HFD

Figura 19. Evolucion del peso de los animales segun el tipo de dieta. En cada panel se compara el peso
de los animales alimentados con ND con el de los alimentados con HFD. Los paneles superiores
describen los pesos de los animales sham divididos por el estado infeccion: preinfeccion (A) y
posinfeccion. En posinfeccién se muestra dividido por el tipo de infeccién, SI (B) y MCI (C). Los paneles
inferiores describen los pesos de los animales vacunados con BCG divididos por el estado de infeccion:
preinfeccion (D) y posinfeccion. En posinfeccion se muestra dividido segtn el tipo de infeccion, SI (E)
y MCI (F). Test de regresion lineal.

Por otro lado, el andlisis de la influencia de la dieta posinfecciéon mostré que el
incremento es mayor en los animales ND, pese a que la media de los pesos de los

animales HFD continué siendo mayor (Figura 19B, C, E, F). A pesar de lo
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anteriormente dicho, la diferencia en el aumento del peso cuando comparamos la

dieta, solo fue significativo en los animales vacunados con BCG (Tabla 5).

El aumento de peso de los animales depende de la dieta. En preinfeccion, el
incremento del peso los animales con HFD fue significativamente mayor que el de

los ND. En posinfeccion, el incremento es ligeramente superior en los ND.

Tabla 5. Valores de la pendientes obtenidas mediante el analisis de regresion lineal de los diferentes
grupos experimentales, comparando por tipo de dieta. El p-valor es resultado de la comparacién
obtenida mediante el test Mann-Whitney.

Grupos experimentales Pendientes p-valor
ND 0,521
<0,0001
Preinfeccién HFD 1,213
ND-BCG 0,565
<0,0001
HFD-BCG 1,61
ND-SI 0,793
0,270
HFD-SI 0,574
ND-MCI 0,762
. . 0,0683
Posinfeccién HFD-MCI 0,472
ND-BCG-SI 0,952
0,0012
HFD-BCG-SI 0,616
ND-BCG-MCI 0,828
0,0301
HFD-BCG-MCI 0,496
4.3.2. BL

Los resultados mostraron que la BL no presentd diferencias cuando se comparé por
el tipo de dieta que recibieron los animales, independientemente del tipo de infeccién
a la que fueron sometidos o el estado de vacunacion. Por otro lado, la BL mostré un

incremento progresivo a lo largo de las semanas en ambos tipos de dieta (Tabla 6).

4.3.3. Patologia pulmonar

Los resultados del andlisis de la patologia mostraron diferentes patrones de

comportamiento (Tabla 7).
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Tabla 6. Valores de la BL en pulmén comparando el tipo de dieta. Los valores indicados como mediana
corresponden a la mediana del logaritmo de CFU por ml de tejido homogeneizado. Test Mann-Whitney.

Semana 3 Semana 4 Semana 16
Mediana  p-valor Mediana  p-valor Mediana p-valor
ND-SI 5,58 6,15 6,57
0,6905 0,0952 0,4807
HFD-SI 5,61 5,93 7,36
ND-MCI 6,09 6,92 7,60
0,1508 >0,9999 0,1812
HFD-MCI 5,59 6,96 7,41
ND-BCG-SI 4,53 5,20 5,72
0,0556 0,5476 0,2176
HFD-BCG-SI 5,10 5,59 6,04
ND-BCG-MCI 5,40 6,38 6,63
0,1508 0,8413 0,0524
HFD-BCG-MCI 5,89 6,13 7,14

Cuando se compard la dieta en los animales no vacunados y expuestos a SI, se vio que
inicialmente (semana 3 y semana 4) los animales alimentados con HFD presentaban
una patologia inferior a los animales alimentados con ND, pero esto se revirtié en la
ultima semana de estudio. Por el contrario, cuando se observo la patologia de los
expuestos a MCI se vio un patrén de comportamiento opuesto durante las primeras
semanas de estudio y una patologia practicamente similar para los dos tipos de dieta
al final del estudio. Los resultados de los animales vacunados mostraron que los
expuestos a SI presentaron mayor patologia si fueron alimentados con HFD. En
cambio, los expuestos a MCI no mostraron diferencias significativas.

Tabla 7. Porcentaje de drea lesionada respecto al drea total pulmonar comparando por tipo de dieta. Los

valores de la tabla corresponden a la mediana del porcentaje de drea lesionada y al p-valor obtenido de
la comparacién. Test Mann-Whitney.

Semana 3 Semana 4 Semana 16
% p-valor % p-valor % p-valor
ND-SI 0,09 2,99 26,25
0,0286 o 0,0286 0,0286
HFD-SI 0,05 0,25 29,45
ND-MCI 0,9 4,16 42,85
0,0286 (VRO R — 0,4000
HFD-MCI 391 6,14 41
ND-BCG-SI 0,02 0,17 10,6
0,0028 0,0286 s 0,0286
HFD-BCG-SI 1,49 2,25 14,75
ND-BCG-MCI 4,29 5,02 32,65
0,2286 0,0571 o 0,3429
HFD-BCG-MCI 4,86 7,6 30,05
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El analisis de la influencia de la dieta en la formacion de lesiones exudativas mostré
que, en los animales no vacunados, los alimentados con HFD presentan mayor
cantidad de lesiones exudativas independientemente del tipo de infeccion a la que
fueron expuestos. En los animales vacunados, expuestos a SI y alimentados con
ambos tipos de dieta, todas las lesiones resultaron ser de naturaleza proliferativa,
mientras que los expuestos MCI, solo los alimentados con ND presentaron lesiones

exudativas (Figura 17).

4.3.4. Supervivencia

Finalmente, el analisis de la supervivencia en funcién de la dieta mostré una
disminucidn significativa de ésta en los ratones alimentados con HFD expuestos a SI,
independientemente del estado de vacunacion. Los expuestos a MCI no presentaron
diferencias significativas tanto si habian sido alimentados con ND o como con HFD.
Pese a esto, los animales alimentados con HFD mostraron un MST menor que los

alimentados con ND (Tabla 8).

Tabla 8. Supervivencia de los animales en funcién del tipo de dieta. Los valores que aparecen
corresponden al MST y el p-valor obtenido de la comparacién obtenida mediante el test Log-rank.

MST (en semanas) p-valor

ND-SI 28
0,0255

HFD-SI 24

ND-MCI 19
0,4987

HFD-MCI 17

ND-BCG-SI 34
0,0082

HFD-BCG-SI 25

ND-BCG-MCI 24
0,0818

HFD-BCG-MCI 19

4.4. Analisis del tipo de infeccion en el desarrollo de la TB

De la misma manera que en las dos condiciones experimentales anteriores, el impacto
del tipo de infeccion, SI y MCI, se ha evaluado mediante el peso; la BL y la patologia

pulmonar, ambas a semana 3, 4 y 16 p.i.; y la supervivencia.
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Después de la infeccion, no se observaron diferencias en la evolucién del peso de los

animales en funcion del tipo de infeccion a la que fueron sometidos. La evolucion del

peso se muestra en la Figura 20 y las pendientes y las comparaciones en la Tabla 9.
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Figura 20. Evolucion del peso de los animales segin la infeccion. En cada panel se compara el peso de
los animales SI con el de los MCI. Los paneles superiores describen los pesos de los animales alimentados
con ND: sham (A), BCG (B). Los paneles inferiores describen los pesos de los animales alimentados con

HFD: sham (C) y BCG (D).

Tabla 9. Valores de la pendientes obtenidas mediante el andlisis de regresion lineal de los diferentes
grupos experimentales, comparando por el tipo de infeccion. El p-valor es resultado de la comparacion
obtenida mediante el test de Mann-Whitney

Grupos experimentales Pendientes p-valor
ND-SI 0,793

0,8163
ND-MCI 0,762
ND-BCG-SI 0,952

0,4386
ND-BCG-MCI 0,828
HFD-SI 0,574

0,6381
HFD-MCI 0,472
HFD-BCG-SI 0,616

0,1880
HFD-BCG-MCI 0,496
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4.4.2. BL

La BL fue aumentando progresivamente a lo largo de las semanas y en mayor medida
cuando los animales fueron expuestos a la MCI. En los animales sham y alimentados
con HFD hay una progresion diferente de la BL en funcién de la infeccién. Los MCI
muestran un incremento progresivo, mientras que los SI muestran un incremento
mas importante de semana 4 a semana 16. Los resultados y la estadistica de las

comparaciones realizadas se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Valores de la carga bacilar en pulmén comparando el tipo de infeccién. Los valores de la
mediana corresponden a la mediana del logaritmo de CFU por ml de tejido homogeneizado. Test Mann-
Whitney.

Semana 3 Semana 4 Semana 16
Mediana  p-valor Mediana  p-valor Mediana p-valor
ND-SI 5,58 6,15 6,57
0,0556 < 0,0159 0,0120
ND-MCI 6,09 6,92 7,60
ND-BCG-SI 4,53 5,20 5,72
0,0079 0,0079 0,0002
ND-BCG-MCI 5,40 6,38 6,63
HEFD-SI 5,61 5,93 7,36
50,9999 0,0079 o 0,4418
HFD-MCI 5,59 6,96 7,41
HFD-BCG-SI 5,10 5,59 6,04
0,0159 0,2222 e 0,0039
HFD-BCG-MCI 5,89 6,13 7,14

4.4.3. Patologia pulmonar

Independientemente de la vacunacion y de la dieta, el analisis de la patologia muestra
que los animales expuestos a MCI presentan una mayor patologia y, por consiguiente,
una mayor area lesionada que los animales expuestos a SI. Ademds, la patologia
pulmonar incrementa a medida que transcurren las semanas de estudio (Tabla 11).
Se observa una mayor patologia pulmonar en los animales expuestos a un mayor

numero de infecciones.

El analisis del tipo de lesion que se genera en funcion de la infeccion muestra que la
SI produce mas lesiones exudativas en los animales sham. En cambio, en los animales
vacunados se observan dos comportamientos en funcién de la dieta. En los animales

alimentados con ND hay mayor nimero de lesiones exudativas en los MCI, mientras
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que en los animales alimentados con HFD no se observaron lesiones de este tipo
(Figura 17).
Tabla 11. Area pulmonar lesionada respecto al 4rea total pulmonar comparando el tipo de infeccién.

Los valores de la tabla corresponden a la mediana del porcentaje de lesién y al p-valor obtenido de la
comparacion. Test de Mann-Whitney.

Semana 3 Semana 4 Semana 16
% p-valor % p-valor % p-valor
ND-SI 0,09 2,99 26,25
0,0286 0,0286 0,0286
ND-MCI 0,9 4,16 42,85
ND-BCG-SI 0,02 0,17 10,6
0,0028 0,0286 e 0,0286
ND-BCG-MCI 4,29 5,02 32,65
HFD-SI 0,05 0,25 29,45
0,0286 0,0286 0,0286
HFD-MCI 391 6,14 41
HFD-BCG-SI 1,49 2,25 14,75
0,0571 o 0,0286 0,0286
HFD-BCG-MCI 4,86 7,6 30,05

4.4.4. Supervivencia

El analisis de la supervivencia de los animales en funcién de la infeccion a la que
fueron expuestos mostré que ésta se reducia significativamente en todos los casos

cuando los animales fueron expuestos a MCI (Tabla 12).

Tabla 12. Supervivencia de los animales en funcion del tipo de infeccion. Los valores que aparecen
corresponden al MST y el p-valor obtenido de la comparacién obtenida mediante el test Log-rank.

MST (en semanas) p-valor
ND-SI 28
0,0001
ND-MCI 19
ND-BCG-SI 34
0,0035
ND-BCG-MCI 24
HED-SI 24
0,0003
HFD-MCI 17
HFD-BCG-SI 25
0,0013
HFD-BCG-MCI 19

4.5. Analisis de la supervivencia con NI

Viendo los resultados que se obtuvieron con la vacunaciéon con BCG, con el

experimento 2 se quiso dilucidar qué diferencias de proteccion se podian observar si
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comparabamos la vacunaciéon con BCG y la NI. En la Figura 21 se compara la
supervivencia de los animales en los que se evalud la NI de la de los animales sin
tratamiento. Los animales alimentados con ND no mostraron diferencias de
supervivencia entre las dos condiciones; en cambio, los animales alimentados con

HFD mostraron un aumento de la supervivencia con la NI.

ND HFD
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0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 0 4 8 12 16 20 24 28 32 36

Tiempo (semanas) Tiempo (semanas)
— Sham — NI

Figura 21. Analisis de la supervivencia en la NI. En cada panel se compara la supervivencia de los
animales no tratados, representados con linea negra, y de los animales con NI, representados con linea
roja, en la diferentes dietas: (A) ND y (B) HFD. Test log-rank.

Una vez obtenidos estos resultados, si los comparamos con los obtenidos con la
vacunacion con BCG, observamos que la BCG aument¢ la supervivencia en animales
alimentados con ND, mientras que la NI aumenta la supervivencia en los alimentados

con HFD (Tabla 13).

Tabla 13. Supervivencia de los animales comparando la vacunacién con BCG y la NI. Los valores
representados corresponden al MST en animales sham (a), vacunados con BCG (b) y con NI (c) en los
diferentes tipos de dieta y el p-valor de las diferentes comparaciones obtenidas mediante el test Log-
rank.

MST (en semanas) p-valor (avsb) p-valor (avsc)
(a) ND-MCI 19
(b) ND-BCG-MCI 24 0,0047 0,1380
(c) ND-NI 21
(a) HFD-MCI 17
(b) HFD-BCG-MCI 19 0,1833 0,0007
(c) HFD-NI 24
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4.6. Respuesta inmunologica del experimento 1

Se realiz6 el analisis del perfil de citoquinas y quimiocinas de los diferentes grupos
experimentales mediante el test ANOVA de tres vias. Con él, se analiza de manera
conjunta cudl es la influencia de los tres factores de estudio en la respuesta (Tabla 14).
Como se puede observar, el factor que contribuye de manera mas significativa en la
variacion entre citoquinas y quimiocinas es la infeccion. La dieta no contribuye a la
variacion de ninguna de los mediadores inflamatorios y las citoquinas que
presentaron una variacion de manera significativa con la vacunacién con BCG fueron

IL-2 e IL-12.

También se muestra las interacciones entre diferentes factores. La primera
interacciéon muestra que los niveles de determinados mediadores (IFN-y, CXCL-5,
IL-17, CXCL-1y TNF-a) varian segtin la infeccidén y el cambio no es igual para ambos
tipos de dieta. La segunda nos dice que los mediadores niveles de IFN-y, IL-17 y
CXCL-1 cambian segun la infeccion y esta variaciéon no es igual dependiendo del
estado de vacunacion. La tercera nos dice que los niveles de IFN-vy, IL-2, CXCLI1 y
TNF-o cambian segtn la dieta y este cambio es distinto dependiendo del estado de
vacunacion. Finalmente, la tltima interaccidn es la que tiene en cuenta la interaccion
de los tres factores de estudio en la variacion de los niveles de citoquinas y en los que

solo se encuentra una variacion significativa en el caso de IL-2.

La representacion de los valores de cada animal para cada citoquina se encuentra en
la Figura 22. Se encontraron niveles mas altos de citoquinas proinflamatorias en los
animales MCI y, dentro de este patron, se ha visto que en IFN-y, TNF-o e IL-17 este
incremento fue mayor en animales con HFD. De hecho, entre los animales SI, estos
mediadores presentan valores mas elevados en los animales con ND y el patrén se ve
revertido en MCI. Este mismo comportamiento se observé cuando se analizaron las
quimiocinas CXCL1 y CXCLS5. En lo que respecta a las citoquinas antiinflamatorias,

no se encontraron diferencias.
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Tabla 14. Resultados del analisis ANOVA de 3 vias. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001

Fuente de variabilidad IFN-y IL-2 IL-6 IL-10 IL-12 CXCL5 IL-17 CXCL1 TNF-a TGF-f
Infeccién %% ns %% %% %% * %% %% %% ns
Dieta ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
BCG ns * ns ns * ns ns ns ns ns
Infeccién x Dieta oex ns ns ns ns b * * b ns
Infeccién x BCG bl ns ns ns ns ns bl * ns ns
Dieta x BCG * et ns ns ns ns ns * b ns
Infeccion x Diet x BCG ns bl ns ns ns ns ns ns ns ns
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Figura 22. Analisis de los mediadores inflamatorios en tejido pulmonar a semana 4 p.i. Los resultados
son representados como el Logl0 de la concentracién en pg/ml. Las comparaciones se encuentran
indicadas de manera diferente dependiendo de la condicidén experimental analizada: linea y asterisco
(vacunacion), asterisco negro (infeccidn), asterisco rojo (dieta). *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; Test
de multiples comparaciones Holm Sidak’s.
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Ademas, se realiz6 un PCA para analizar la contribuciéon de todos los mediadores
inflamatorios en las diferentes condiciones experimentales. Los dos primeros
componentes contribuyen al 71,51% de la varianza (Figura 23). La contribucién en
PC1 viene dada principalmente por CXCL1, IFN-y, TNF-a, IL-17 e IL-6. Por otro
lado, el PC2 se explica mayormente por CXCL5 y TGF-B. El grupo HFD-MCI
presento los valores mas altos de PC1 y el grupo HFD-SI present6 los valores mas
altos de PC2 (Figura 23A). Lo que podemos concluir de este anilisis y, en
concordancia con lo observado con el test ANOVA de tres vias, es que la infeccion es

el factor que tiene mayor influencia entre las muestras (Figura 23B).

o IL6
"

PC2 (19.16%)
PC2(19.16%)

\A |
By TGFb GXCL5
A
) '
PC1(52.35%) PC1 (52.35%)
HFD-S! HFD-MCI ND-SI ND-MCI s
?:‘ HFD-BCG-SI ‘ A’ HFD-BCG-MCI E ND-8CG-S1 A ND-BCG-MCI ® MGt

Figura 23. PCA de los mediadores inflamatorios. (A) Representacion de los animales segtin sus grupos
experimentales con elipses al 95% de confianza. (B) Muestras coloreadas por el tipo de infeccidn.

4.7. Anadlisis de la microbiota intestinal

El anlisis de la microbiota intestinal se realizo mediante la secuenciacion del gen 16S
rRNA en muestras de semana 4 y 16 p.i. del experimento 1 y en muestras de semana

4 p.i. del experimento 2.

Estos tiempos experimentales corresponden a semana 16 y semana 28 después del
inicio de la dieta. Se han analizado las curvas de rarefaccion, la disimilitud entre
muestras, los indices de diversidad y la clasificacién taxondémica de los OTUs
encontrados.
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4.7.1. Experimento 1

La primera aproximacion para evaluar el proceso de secuenciacion es ver las curvas
de rarefaccion, donde se grafican el numero de OTUs encontrados en funcién del
numero de secuencias muestreadas, con la finalidad de determinar si se ha realizado
suficiente esfuerzo de secuenciacion (Figura 24). De esta manera, conseguir llegar a
una fase de plateau nos asegura que secuenciar mas muestras no aumentara de una

manera significativa el nimero de OTUs encontrados.

A
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204

0 10000 20000 30000 0 10000 20000 30000
Secuencias muestreadas Secuencias muestreadas

— ND  — HFD
Figura 24. Curvas de rarefaccion a semana 4 (A) y semana 16 (B) p.i..

Se observé que, para ambas semanas de estudio, el nimero de OTUs en las muestras
provenientes de los animales alimentados con HFD era menor en comparacion a las
muestras provenientes de los animales alimentados con ND. Ademas, mientras que
el nimero de OTUs encontrados en muestras de animales alimentados con ND fue
practicamente el mismo tanto para semana 4 como para semana 16, en los animales

alimentados con HFD se observo una reduccién en semana 16.

Una vez vista la diferencia existente en el nimero de OTUs en cada dieta, se utiliz6 el
indice de Bray-Curtis para calcular una matriz de distancias entre las muestras y con
esto comprobar disimilitud entre ellas. La visualizacion de la disimilitud entre las
muestras se realizé utilizando el NMDS. En primer lugar, se confirm¢ el resultado

observado de manera indirecta en el apartado anterior la mayor distancia entre las

85



Estudio I

muestras era debido al factor dieta y no entre las otras condiciones experimentales.

Este resultado ha sido observado en ambas semanas de estudio (Figura 25).

Figura 25. NMDS y disimilitud entre muestras a semana 16.

En segundo lugar, y una vez vista la importancia del factor dieta, se calcul6 la matriz
de distancias de nuevo para cada una de las dietas y asi poder ver la contribuciéon de
la infeccién y la vacunacién en la microbiota intestinal. Los resultados del anélisis no

mostraron un patrén de disimilitud por infeccion y/o por vacunacion (Figura 26).
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Figura 26. Analisis de disimilitud por dietas. NMDS vy disimilitud por dietas.
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Una vez vista la disimilitud entre los grupos bajo diferentes dietas, se calcularon los
indices de diversidad de Shannon, Simpson e Inverso de Simpson para cada uno de
los grupos. El indice de Shannon representa el nimero de especies encontradas en los
diferentes grupos. El indice de Simpson y el inverso de Simpson describen el tipo de
especies que se encuentran en la microbiota de los distintos grupos y las diferencias

entre ellos.

Se analizaron los indices de diversidad, tanto a semana 4 como a semana 16 p.i.,
representando las diferencias entre la cantidad de especies y el tipo de especies de la
microbiota de los animales con los dos tipos de dieta. Los animales alimentados con
HFD presentaron indices de diversidad més bajos que los alimentados con ND

(Figura 27).

Figura 27. Analisis de la diversidad entre dietas. Indices de Shannon, Simpson e Inverso de Simpson
analizados en la microbiota intestinal a semana 16 de animales alimentados con ND (negro) y HFD
(rojo). Test de Mann-Whitney.

Finalmente, se analizaron las clasificaciones taxondmicas de los OTUs encontrados
en los animales alimentados con ND y los alimentados con HED. Las clasificaciones

se realizaron tanto a semana 4 (Figura 28) como a semana 16 (Figura 29). Los
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taxones analizados fueron filo, clase, orden, familia y género donde cada secuencia

fue clasificada hasta el taxon mas inclusivo posible.
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Figura 28. Analisis taxonémico de la microbiota intestinal a semana 4. Cada panel muestra un nivel
taxonomico. El cédigo de colores indica la pertenencia al mismo taxén del nivel anterior. *p < 0,05; **p
<0,01; **p < 0,001; Test de Mann-Whitney

El andlisis, tanto a semana 4 como a semana 16, mostré que a nivel de filo hay una

reduccion de Bacteroidetes en animales alimentados con HFD. El porcentaje de
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Firmicutes no varia entre dietas y semanas de estudio y los niveles de Proteobacteria
y Verrucomicrobia fueron mayores en HED. Finalmente, a semana 16 se observo la
aparicion del filo Deferribacteres, con una abundancia mayor en HFD (Figura 28A 'y
Figura 29A). A nivel de clase y orden, la distribucién fue bastante similar a lo

encontrado en el analisis de los filos (Figura 28B, C y Figura 29B, C).

En cuanto al analisis a nivel de familia cabe destacar que la mayoria de los Firmicutes
encontrados pertenecian a las familias Lachnospiraceae y Ruminococcaceae. Este
ultimo tiene un % mayor en HFD a semana 16. Las familias Porphyromonadaceae y
Rikenellaceae, esta ultimo en menor medida, fueron las encontradas del filo
Bacteroidetes. A semana 16 se observé una reduccion del % de Porphyromonadaceae

en animales alimentados con HFD (Figura 28D y Figura 29D).

En cuanto a los géneros del filo Firmicutes, los mas abundantes a semana 4 fueron
Acetatifactor, Clostridium IV, Clostridium XIVa. A semana 16 lo fueron Acetatifactor,
Clostridium XIVa y Oscillibacter. También se detect6 la presencia Anaerotruncus'y

desaparecieron los géneros Clostridium IV'y Dorea (Figura 28E y Figura 29E).

Por otro lado, los géneros del filo Bacteroidetes encontrados fueron Alistipes y
Barnesiella. Se encontr6 menor abundancia de Alistipes en animales alimentados con
HFD a semana 4, pero presentd un aumento significativo a semana 16. En ambas
semanas de estudio, los niveles de Barnesiella fueron menores en los animales

alimentados con HFD.

Finalmente, resulta interesante remarcar el alto porcentaje de Akkermansia
encontrado en muestras de animales alimentados con HFD, en ambas semanas; y la
aparicion de Mucispirillum a semana 16 especialmente en HFD (Figura 28E y Figura

29E).

Como hemos observado, la microbiota intestinal de los ratones estaba compuesta

principalmente por los filos Firmicutes y Bacteroidetes.
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Figura 29. Analisis taxonémico de la microbiota intestinal a semana 16. Cada panel muestra un nivel
taxonomico. El cddigo de colores indica la pertenencia al mismo taxén del nivel anterior. *p < 0,05; **p

<0,01; ***p < 0,001; Test de Mann-Whitney

El andlisis de la correlacion entre la abundancia de los dos filos en funcion del peso

de los animales, mostré una disminucién del porcentaje de Bacteroidetes a medida

que incrementa el peso de los animales, a semana 4 y a semana 16 (p=0,0056 y

p=0,0026, respectivamente) (Figura 30A, C). La ratio F/B a semana 16 es mayor en

animales alimentados con HFD (Figura 30D).
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Bacteroidetes en funcion del peso. (B, D) Ratio F/B. *p < 0,05; test de Mann-Whitney.

4.7.2. Experimento 2

El analisis de la microbiota intestinal en este experimento consistia en ver los cambios
producidos por la dieta, comparados con los producidos con la dieta y la NI inducida
con tratamiento antibidtico. Se han analizado las curvas de rarefaccion, la disimilitud
entre muestras, los indices de diversidad y la clasificacion taxondmica de los OTUs

encontrados.

En este experimento, con el andlisis de las curvas de rarefaccion se observaron menos
numero de OTUs en los animales que siguieron tratamiento antibidtico. Ademas, se
detectaron menos OTUs en los animales alimentados con HFD y tratamiento

antibidtico en comparacion con los ND con tratamiento antibiético (Figura 31A).

Una vez visto la reduccion en el nimero de OTUs con el tratamiento antibiotico, se
calculé una matriz de distancias para ver la disimilitud de las muestras. Se observo la
distancia entre dietas y, ademas, el tratamiento antibiético modifica la microbiota
intestinal de manera que aumenta la distancia de las muestras de animales con una

misma dieta en funcion del tratamiento antibidtico (Figura 31B).
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Figura 31. Analisis de la microbiota intestinal segun dieta y tratamiento antibidtico a semana 4
(experimentos 1y 2). (A) Curvas de rarefaccién. (B) NMDS y disimilitud entre muestras

El andlisis de los indices de diversidad se muestra en la Figura 32. Con el indice de
Shannon se observé que el tratamiento antibidtico redujo significativamente el
numero de especies en ambos tipos de dieta. También se detect6 una reduccion en el
numero de especies en los animales alimentados con HFD, cuando se compararon
ambas dietas con tratamiento antibidtico. Por el contrario, sin tratamiento

antibiotico, no se observaron diferencias entre dietas.

Por otro lado, con los indices de Simpson e inverso de Simpson se observé que el tipo
de especies fue bastante similar en cada una de las dietas con y sin tratamiento
antibidtico. Por consiguiente, el tratamiento antibiético redujo la cantidad pero no el
tipo de especies. También se observo que el tipo de especies era diferente cuando se
compararon las dietas con tratamiento antibidtico, pero no cuando se compararon

ambas dietas sin tratamiento antibidtico.

La clasificacion taxondmica de los OTUs se encuentra representada en la Figura 33.
En los animales ND se observé una reduccién de Firmicutes y un incremento de

Bacteroidetes con el tratamiento antibiotico.
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Figura 32. Analisis de la diversidad entre dietas. Indices de Shannon, Simpson e Inverso de Simpson
analizados en la microbiota intestinal a semana 16 de animales segiin dieta y tratamiento antibidtico.
Test de Mann-Whitney.

En cambio, en los animales alimentados con HFD no se observaron diferencias
significativas en estos dos filos, aunque si se observé la misma tendencia. Ademds, se
detecté un incremento significativo del filo Verrucomicrobia con el tratamiento

antibidtico en animales alimentados con ND (Figura 33A).

Las familias mas abundantes para el filo Firmicutes fueron Lachnospiraceae y
Ruminococcaceae. Con el tratamiento antibiético se observé una disminuciéon de
ambas familias, en los dos tipos de dieta. La familia predominante del filo
Bacteroidetes fue Porphyromonadaceae con un incremento con el tratamiento

antibidtico, aunque solamente significativo en ND (Figura 33D).

A nivel de género cabe destacar el aumento significativo de Akkermansia con el
tratamiento antibidtico en ND y la reduccion de Alistipes con el tratamiento

antibidtico en ambas dietas (Figura 33E).
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El estudio II esta formado por 3 experimentos. En estos experimentos se evalu6 la
infeccion i.v. con dos lotes al observar diferencias de supervivencia en animales

infectados con la misma dosis de Mtb de la cepa Pasteur H37Rv.

En primer lugar se analizaron las agregaciones de bacteria a partir gotas de ambos
lotes. A continuacidn, se realizaron 3 experimentos infectando ratones con ambos
lotes. El primer experimento represento la prueba de concepto de que los dos lotes de
Mtb muestran un patréon diferente de evolucion de TB. En el segundo y tercer
experimento se evaluaron los dos lotes y las protecciones de la vacunacién con BCG
y de una infecciéon LDA. En los tres experimentos se analizaron, a dia 17, 21 y 24 p.i,,
la BL, la patologia y el perfil inmunolégico pulmonares. Ademas se analizaron los

agregados de bacteria mediante SEM en un pulmoén infectado con Mtb.

5.1. Analisis de los agregados de bacteria

Se analizaron las imagenes de las gotas a partir del cultivo de los dos lotes, tefiidas
mediante la técnica Ziehl-Neelsen. El andlisis se realizé contando los puntos,

mediante un software automatico, que representaban bacilos sueltos o agregados.

En la Tabla 15 se muestran los resultados de la media de todas las imagenes tomadas
por lote. Se detectaron menos puntos en el lote 10 con respecto al lote 11. Pese a eso,
tanto el area media como el area total de los puntos del lote 10 fueron mayores que
los del lote 11 (Figura 34). Pese a que el lote 10 posea mayor érea total, y por
consiguiente mas cantidad de bacteria, la titulaciéon de ambos lotes mostré la misma
cantidad de CFU. La bacteria en el lote 10 se encuentra formando mas agregados en

comparacion al lote 11.

Tabla 15. Analisis de las imagenes de las gotas de los cultivos de lote 10 y lote 11.

Numero de puntos  Area media (um?) Area total (um?)
Lote 10 163 190 10800
Lote 11 526 15 5500
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Figura 34. Representacion de las areas de los puntos en lote 10 y lote 11.

5.2. BL

5.2.1. Experimento 1

Los resultados de la carga bacilar mostraron que a dia 17, 21 y 24 p.i., en los animales
infectados con el lote 10 se observo una BL superior comparado con los infectados

con el lote 11, pese a haber sido infectados con la misma dosis (Figura 35).
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Figura 35. Andlisis de la BL en dos lotes de Mtb con infeccion intravenosa. Test Mann-Whitney.
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5.2.2. Experimento 2

Vistos estos resultados, se decidié analizar qué sucede si se vacuna con BCG a los
animales y, posteriormente, se infectan con los dos lotes de Mtb. Los resultados
mostraron, como el experimento anterior, que la carga bacilar fue superior en el lote
10 comparado con el lote 11 y la dindmica de crecimiento de la BL pulmonar fue
diferente para ambos lotes. El lote 10 mostré un aumento progresivo de la BL,
mientras que el lote 11 presentd unos valores estables en los tres dias de estudio. En
segundo lugar, la BCG disminuy¢ significativamente la BL en ambos lotes y en los 3
tiempos de estudio analizados. Finalmente, se observé que la BL de los animales
infectados con lote 11 fue similar a la de los animales vacunados con BCG e infectados

con el lote 10 (Figura 36).
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Figura 36. Evolucion de la BL en el experimento 2. *p < 0,05; **p < 0,01; Test Mann-Whitney.

5.2.3. Experimento 3

En el experimento 3 se evaluo cudl era el efecto de una infecciéon LDA con Mtb previa
a una infeccion via i.v. con Mtb (Figura 37). Los resultados muestran, en primer
lugar, un aumento similar de la BL con el avance de la infeccién en ambos lotes . Aun
asi, la BL del lote 10 fue mayor que la del lote 11 en todos los dias de estudio. En
segundo lugar, una infecciéon LDA previa a la infeccion i.v. disminuy6 la BL de

manera similar a la vacunacion con BCG.
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Figura 37. Evolucion de la BL en el experimento 3. *p < 0,05; **p < 0,01; Test Mann-Whitney.

5.3. Patologia pulmonar

5.3.1. Experimento 1

En el primer experimento, se observd que la patologia pulmonar no aumenté en los
animales infectados con el lote 11 a lo largo de los dias de estudio. En cambio, los
animales infectados con el lote 10 mostraron un aumento del porcentaje de area

lesionada a medida que avanzaba la infeccion (Figura 38).
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Figura 38. Evolucion de la patologia pulmonar en el experimento 1. Test Mann-Whitney.
5.3.2. Experimento 2

En el experimento 2, en el que se evaltuan los dos lotes de Mtb y la proteccion de la
BCG, vemos nuevamente que el incremento de la patologia pulmonar es minimo con
el lote 11, mientras que se observé un aumento progresivo de la patologia pulmonar

con el lote 10. Los analisis no mostraron diferencias de patologia con la vacunacién
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enellote 11, mientras que con el lote 10 se observé mayor patologia con la vacunacién

adia 21 y una reduccion de ésta a dia 24 (Figura 39 y Figura 40).
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Figura 40. Cortes histologicos de pulmones de animales vacunados con BCG e infectados via i.v. con
diferentes lotes Mtb. Barra de escala = Imm

5.3.3. Experimento 3

En el experimento 3 hemos visto que la patologia con el lote 10 aumento

progresivamente, pero realizando una LDA previa a la infeccién i.v., los animales
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fueron capaces de controlar la patologia pulmonar, de la misma manera como se
observé con la BCG. En cambio, con el lote 11 se observé un mayor porcentaje de

lesion cuando se realizé una LDA previa a la infeccion i.v. (Figura 41 y Figura 42).
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Figura 41. Evolucion de la patologia pulmonar en el experimento 3. *p < 0,05; Test Mann-Whitney.
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Figura 42. Cortes histolégicos de pulmones de animales infectados con LDA e infectados via i.v. con
diferentes lotes Mtb. Barra de escala = Imm
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5.4. Analisis inmunologico

5.4.1. Experimento 2

Se realiz6 un andlisis multivariado (PCA) de los mediadores inflamatorios para
analizar toda la respuesta inmunoldgica en los diferentes grupos. Los resultados del

analisis se muestran en la Figura 43.
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Figura 43. Andlisis multivariado del perfil inmunologico en el experimento 2. Para cada dia de
eutanasia se realizé el PCA, la diferencias de PC1 entre grupos y la contribucién de cada mediador
inflamatorio en PC1. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; test Mann-Whitney.
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Los primeros dos componentes explican entre el 70-80% de la variacién entre las
muestras. IL-1B, IL-6, IL-17, IFNy, CXCL1 y TNFa fueron los mediadores que
contribuyeron a PC1 en todos los dias de estudio. Esto se traduce en un mayor patrén
proinflamatorio. Los animales del grupo lote 10 fueron los que presentaron mayores
valores de PC1 en comparacion al resto de grupos. Por otro lado, no se observaron
diferencias de contribucién en PC2 entre grupos. Los valores de cada mediador
inflamatorio utilizado para realizar el PCA se encuentra representado en la Figura
44. Los niveles de IFNy, TNFa, IL-1p, IL-6, IL-17 y de las quimiocinas relacionadas
con el reclutamiento de neutrofilos, CXCL1 y CXCL5 fueron mayores en el lote 10
comparado al lote 11. Por el contrario, las citoquinas antiinflamatorias, IL-10 y TGFj,
no mostraron estas diferencias. Este mismo resultado también se observo
comparando la vacunaciéon en ambos lotes, con la excepcion de IL-10. En ambos lotes,
con la vacunacién se redujeron los niveles de todas la citoquinas proinflamatorias.
No se detectaron practicamente diferencias en las citoquinas antiinflamatorias,
excepto para IL-10 a dia 24. De las quimiocinas de reclutamiento de neutréfilos, sélo

CXCL1 mostr6 una reduccidn generalizada con la vacunacién.

5.4.2. Experimento 3

En este experimento, los dos primeros componentes también explican entre el 70-
80% de la variacion entre las muestras. IL-13, IL-6, IL-17, IFNy, CXCL1 y TNFa son
los mediadores que contribuyeron a PC1 todos los dias analizados. IL-10 y CXCL5
también contribuyeron a dia 21, y a dia 24 sélo CXCLS5. Los valores de PCI no
presentaron diferencias a dia 17, mientras que, a dia 21 y 24, el grupo lote 10 es el que
presentd mayores valores de este componente. Los mediadores que contribuyeron a
PC1 participan en la creacion de una respuesta proinflamatoria. Por consiguiente, la
infeccién por aerosol previa a la infeccién i.v. redujo el patrén proinflamatorio de una
manera similar a lo que ocurre con la BCG. Para este experimento tampoco se

encontraron diferencias de contribucion a PC2 (Figura 45).
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Figura 44. Analisis de los mediadores inflamatorios en tejido pulmonar a dia 17, 21 y 24 posinfeccion
i.v. Los resultados se presentan como el Log10 de la concentracién en pg/ml. Las comparaciones estan
indicadas de manera diferente dependiendo de la condicién analizada. Los asteriscos marcan la
comparacion entre lotes de infeccion, mientras que las lineas con asteriscos marcan el efecto de la
vacunaciéon con BCG en un mismo lote. *p<0,05, **p<0,01, **p<0,001; Test Mann—Whitney.
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Figura 45. Andlisis multivariado del perfil inmunologico en el experimento 3. Para cada dia de
eutanasia se realizé el PCA, la diferencias de PC1 entre grupos y la contribucién de cada mediador
inflamatorio en PC1. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001; Test de Mann-Whitney.

Los valores de cada mediador inflamatorio utilizado para realizar el PCA se

encuentran representados en la Figura 46. Los niveles de las citoquinas

proinflamatorias y de las quimiocinas de reclutamiento mostraron una reduccién con

el lote 11. No se detectaron diferencias en los niveles de citoquinas antiinflamatorias

entre lotes. En el grupo con infecciéon LDA + lote 10 también se detectd una reduccién

de las citoquinas proinflamatorias, aunque ésta fue menor que con la BCG.
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Figura 46. Anilisis de los mediadores inflamatorios en tejido pulmonar a dia 17, 21 y 24 p.i.
intravenosa. Los resultados se presentan como el Logl0 de la concentracién en pg/ml. Las
comparaciones estdn indicadas de manera diferente dependiendo de la condicién analizada. Los
asteriscos marcan la comparacidn entre lotes de infeccién mientras que las lineas con asteriscos marcan
el efecto de la infeccién LDA en un mismo lote. *p<0,05, **p<0,01; Test de Mann-Whitney.
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5.5. Microscopia electronica

El analisis de las gotas de los cultivos en los dos lotes mostrd que los agregados en el
lote 10 eran mayores que los del lote 11. Por este motivo, se analizaron los agregados
de bacteria en pulmones de ratones infectados con el lote 10 mediante microscopia
electronica. Las imagenes muestran agrupaciones de bacterias con cierto grado de
organizacién y orientaciéon en el espacio, descrito previamente como cording,

formando una estructura similar a una cuerda (Figura 47).

Figura 47. Micrografias obtenidas mediante SEM del cording en pulmoén de raton infectados con
Mtb lote 10. Barra de escala = 1lum
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La TB es un problema de salud a escala global; por este motivo, en los ultimos afos
se han focalizado los esfuerzos en intentar frenar la epidemia que supone esta
enfermedad. Para hacerlo, se intentan desarrollar nuevos modelos experimentales
que reflejen las condiciones naturales en las que se da la infeccién y la evoluciéon de la
enfermedad. Un modelo interesante a utilizar para el estudio de la TB es el que tenga

en cuenta el estudio de comorbilidades como la DM y patologias asociadas, como la

obesidad.

Esta es la primera vez que se estudia la obesidad inducida por la dieta en un modelo
experimental de TB. Hemos decidido evaluar la HFD como inductora de la obesidad,
ya que es una dieta que se encuentra bien descrita para esta finalidad y, ademas, es un
modelo capaz de inducir sindrome metabdlico e intolerancia a la glucosa (114,115).
En nuestro modelo, la dieta ha inducido incremento significativo en el peso corporal
de los animales; no obstante, no se observé una hiperglucemia constante y los
animales no necesitaron tratamiento con insulina. Sin embargo, esta es la situacion

actual de millones de ciudadanos que acabaran desarrollando diabetes (116).

Existen modelos animales en los que se induce diabetes con fairmacos, como sucede
con la administracion de estreptozotocina. Este fairmaco es incorporado por las
células B del pancreas, productoras de insulina, induciendo fragmentaciéon en el
DNA. Estos cambios en el DNA disminuyen la capacidad de biosintesis y secrecion
de la insulina. Sin embargo, este tipo de modelo se caracteriza por inducir DM1
(117,118). El tipo de DM mads prevalente es la DM2, por este motivo consideramos

que no es un modelo que refleje el tipo de DM que se da en la comorbilidad con TB.

Otros modelos intentan reflejar la situacion actual en la que se encuentran paises con
una mayor prevalencia de TB, como la India o China, que, a su vez, poseen el mayor
numero de casos mundiales de DM. Este hecho se debe al aumento de la
industrializacién y la urbanizacién en paises en desarrollo, que ha promovido el
incremento de las tasas de incidencia de diabetes (67,119). Los modelos en cuestion

basarian su alimentacién en la denominada “dieta de cafeteria”. Sin embargo, tanto
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los modelos que inducen obesidad con HFD como los que la inducen con “dieta de
cafeterfa” presentan un metabolismo disfuncional, hiperglucemia, resistencia a la
insulina y alteraciones en el perfil lipidico (120,121). En este estudio queriamos
evaluar los efectos de la obesidad en un estado previo al desarrollo de la diabetes, para
ver si éste también puede suponer un factor de riesgo en si mismo, pese a que se haya

relacionado un alto BMI con un bajo riesgo de TB (73).

La variable de la obesidad se ha introducido en el contexto del ratén C3HeB/Fe]J, una
cepa que es capaz de reproducir el abanico de lesiones por TB presentes en humanos.
Ademas, se considera la cepa de raton que mejor refleja el paso de infeccion a
enfermedad (22). Esta progresion difiere en la tolerancia general a la infecciéon por
Mtb que muestran las lineas consanguineas, también conocidas como cepas inbred,
las cuales solo desarrollan lesiones proliferativas. Estas lesiones se caracterizan por
presentar un gran infiltrado linfocitico y no presentan un granuloma con necrosis
central (23,61,122-124). La cepa C3HeB/Fe] ha sido especialmente utilizada para el
estudio de la TB; en cuanto que es en un modelo animal relativamente facil de
manejar en términos de coste y facilidad de maniobrar y que presenta una patologia
con aspectos compartidos con los del humano. Pero, por otro lado, no existen
estudios hasta la fecha en los que se evaltien el efecto de algunas comorbilidades como

la DM o la obesidad.

A pesar de que no se detectaron diferencias en la BL entre dietas, la vacunacion con
BCG tuvo un efecto positivo solo en ratones alimentados con ND, revelando una
disminucién de la capacidad protectora de la vacunacion en condiciones HFD. Hasta
donde sabemos, y con la excepcion de algunos experimentos con infeccién con cepa
Beijing (102), esta es la primera vez que no se ha visto efecto protector con la BCG en
ratones, en términos de reduccion de BL. Sin embargo, estas cepas estan relacionadas
con la induccién de un patron diferente de respuesta inmunoldgica, después de
desencadenar una respuesta de IFN de tipo I (125). Se necesitan mas estudios para

determinar si la HFD también induce este tipo de respuesta.
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En nuestro modelo de comorbilidad, nos pareci6 interesante evaluar las diferencias
que podrian existir entre una infeccidon tnica o multiples infecciones. Consideramos
que la MCI es el tipo de infeccién que mejor refleja lo que ocurre en lugares donde la
incidencia de TB es elevada. El interés y la importancia de este tipo de infeccion fue
evaluado anteriormente por Cardona et al., donde mostraron una reduccién de la
proteccion de la BCG con la MCI (101). Nuestros resultados muestran que la BCG
no disminuye significativamente la BL en animales alimentados con HFD y, ademas,

estas diferencias son ain menores en situacion de MCI.

El analisis de la histometria, 3 semanas después de la SI, mostrd una reaccion inusual
para el grupo HFD, ya que estos ratones mostraron una respuesta mas fuerte después
de la vacunacién con BCG que la de los animales no vacunados, a diferencia de lo que
ocurri6 con los ND. Esta respuesta no se mantuvo en la fase cronica de la infeccion,
mostrando lo que parece ser una respuesta inmunolégica retardada. Por otro lado, en
los ratones infectados con MCI, tanto vacunados como no vacunados, se observé una
mayor infiltracion en todas las semanas de estudio. Esta reaccion diferente observada
en HFD se puede relacionar con la disfuncion de la respuesta inmunoldgica contra la
TB vinculada a la obesidad y la diabetes. Pese a todo, este aumento crénico en la
respuesta proinflamatoria no da como resultado el fenotipo histologico esperado, en
términos de aumentar el nimero de lesiones exudativas. Esto va en concordancia con
la intensidad del riesgo observado en presencia de diabetes (alrededor de 3 veces mas)
(70), que es mas bajo que el riesgo observado en condiciones de inmunosupresion
como el que se da con terapia anti-TNF o SIDA. En el caso de terapias bioldgicas,°
éstas presentan riesgo superior de entre un 1,5-17, mientras que en la poblacién
infectada con VIH, el riesgo llega a ser de hasta 100 veces mayor (126). En estos casos
se puede observar un fenotipo claro en el que se muestran amplias zonas necroticas,

debido en ambos casos a una deficiencia en TNF (25,127).

Segun lo descrito por varios autores, la infeccion por aerosol puede inducir dos tipos

de lesiones en este modelo: las lesiones proliferativas, caracterizadas por una lenta
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progresion y una propagacion a través de macrofagos espumosos infectados, y las
lesiones exudativas, en las que los neutréfilos se acumulan en la periferia
promoviendo el crecimiento bacilar extracelular que finalmente resulta en una
necrosis central a gran escala (6,62,66,128). Sorprendentemente, el analisis del tipo
de lesiones reveld regiones exudativas mds grandes en animales infectados con SI que
en los infectados con MCI. Las lesiones exudativas estan relacionadas con una mayor
BL, por lo que se esperaria encontrar este tipo de lesiones en los ratones que
recibieron un mayor numero de infecciones (35). Para explicar este fenémeno se

necesitan mds estudios al respecto.

El perfil de citoquinas pulmonares analizado a semana 4 mostré que, para los
animales infectados con SI, hay un mayor perfil proinflamatorio en animales
alimentados con ND en comparacion a los animales HFD, independientemente del
estado de vacunacion. Esto confirma que existe un retraso y/o disfuncién en el inicio
de la respuesta inmunoldgica en animales HFD, como hemos visto en el andlisis
histometria. En cambio, este patron se ve revertido cuando los animales son
infectados con MCI, los cuales reciben recuentos bacilares mas elevados. Esta fuerte
respuesta proinflamatoria en ratones HFD no tiene ninguna ventaja en términos de
reduccion de BL. Ademas, refleja un entorno proinflamatorio basal mas alto. Esto

hecho también puede explicar los resultados observados en la patologia.

A nivel de microbiota intestinal, y segtin datos recientes, el modelo es mas complejo
de lo esperado. Dalby et al. han demostrado que las dietas refinadas reducen la
diversidad de la microbiota intestinal y aumentan la ratio F/B, independientemente
de la grasa en la dieta. En su estudio demostraron que una dieta refinada baja en
grasas también es capaz de inducir disbiosis, sin relacién con la obesidad o la
hiperglucemia (129). Ademas, una ratio F/B elevada favorece la intolerancia a la
glucosa, y esto se encuentra relacionado con una respuesta inmunoldgica deteriorada
(115). En consecuencia, tenemos dos factores independientes que pueden explicar la

mayor progresion hacia TB. En primer lugar, el sindrome metabdlico y la obesidad,
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ambos relacionados con la diabetes. Estos factores estan claramente vinculados a una
disfuncionalidad de la inmunidad, mientras que estudios relacionados con la
enfermedad de Chagas muestran que una alimentacién con HFD reduce la letalidad
de los ratones infectados con Trypanosoma cruzi en un 35% (130). En segundo lugar,
la disbiosis y el aumento de la ratio F/B que han sido relacionados con una
disminucién de la resistencia a la enfermedad en un estudio que compara ratones
salvajes con ratones de laboratorio (131). Por otro lado, se ha demostrado que la
infeccion por Mtb reduce la diversidad de la microbiota intestinal (93,96). Nuestros
resultados muestran que la HFD agrava esta tendencia, y ademas también se observa

una menor supervivencia en los animales alimentados con esta dieta.

Resultados de Rosshart et al, muestran que la microbiota natural favorece la
adaptacion, y limita la respuesta inflamatoria sistémica y local frente a diversas
enfermedades aumentando la supervivencia de los animales (131). En nuestro caso,
esta microbiota presentaria mas similitudes con la de los animales alimentados con
ND. No obstante, se requieren mas estudios que incluyan ratones alimentados con
dietas refinadas bajas en grasas (129). Este es un tema importante dado el reciente
articulo de Maji et al., en el que encontraron una mayor diversidad de la microbiota
intestinal en pacientes con TB, incluso después de 1 mes de tratamiento antibiético,
en comparacion con los controles, dando a lugar a una mayor presencia de SCFA.
Estos y otros autores sostienen que estos productos, especialmente el butirato, tienen
un fuerte efecto antiinflamatorio estimulando las células Treg del intestino, que a su

vez producen IL-10, facilitando la infeccion cronica (81,132).

En nuestro modelo, la HFD caus6 disbiosis de la microbiota intestinal, induciendo
asi un ambiente proinflamatorio, limitando la diversidad del bacterioma y causando
un aumento en la ratio F/B. Estos son los filos mas importantes en humanos. Se ha
descrito que el filo Bacteroidetes se reduce con la obesidad y posteriormente se
restaura al perder peso con dieta (100). La pregunta que surge es como la disbiosis

puede estar influyendo en la progresion de la TB. Un estudio reciente vincula una alta
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diversidad y una ratio F/B baja con una mayor adaptaciéon del huésped y
supervivencia en enfermedades como en la infeccién pulmonar con el virus influenza
A yla carcinogénesis colorrectal. Este hecho es coherente con nuestros resultados, los
cuales apuntan hacia una especie de “efecto neutral” causado por la abundancia de la
familia Porphyromonadaceae, especificamente Barnesiella, encontrada en

condiciones ND (131).

El analisis de la microbiota mostré diferencias con resultados previos obtenidos en
ratones alimentados con HFD. Estas diferencias se encuentran relacionadas,
probablemente, tanto con la infeccién con Mtb como con el tiempo de alimentacion.
En nuestro caso, el analisis fue realizado después de 16 y 28 semanas del inicio de la
dieta, que resulta bastante mas tiempo que las 8 y 10 semanas reportadas previamente

(115,129).

En relacion al filo Firmicutes, los ratones alimentados con ND presentaron niveles
mas bajos de la familia Ruminococcaceae, la cual se encuentra relacionada con la
produccion de SCFA (133), desencadenando una respuesta antiinflamatoria. Es
interesante remarcar que el epitopo expresado en la flagelina de la familia
Lachnospiraceae, la cual resulta la familia mas importante del filo Firmicutes en
ambas dietas, es un potente inductor de Treg gracias a la produccién de TGF por
CD de ratén (134,135). Por otro lado, un estudio muestra un aumento significativo
de Lachnospiraceae en ratones bajo estrés, que caus6é un aumento de corticoides a
nivel sistémico y de los niveles IFNy e IL-17, asi como de lesiones en la mucosa (136).
Estos resultados son coherentes con el estrés que se induce con la infecciéon por TB,

independientemente de la dieta.

A nivel de género, y aunque solo representaron un reducido porcentaje de la
microbiota global, los animales alimentados con HFD presentaron un aumento de
los clusters IV y XIVa del género Clostridium. Estos favorecen la acumulaciéon de
células Treg en el colon (90), aunque no se traduce en una mayor cantidad de IL-10 a

nivel pulmonar. De la misma manera, los géneros Anaerotruncusy Acetatifactor, con
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un papel proinflamatorio, han sido relacionados con la progresion de la artritis en
ratones. En nuestro estudio, se observaron niveles elevados en ratones alimentados
con HFD, sugiriendo por tanto, una respuesta proinflamatoria (137). Curiosamente,
se detectd una ausencia total de la familia Lactobacillaceae en ratones C3HeB/Fe]J.
Este es un factor importante, ya que en relaciéon a los resultados publicador por
Winglee et al., esta es la familia predominante (alrededor de un 50% de abundancia
relativa) en ratones C57BL/6 infectados con Mtb (96). En contraposicién, datos
recientes del estudio de Namasyvayam et al., en ratones C57BL/6]J-CD45a(Ly5a)
infectados con Mtb, mostraron esta familia pero en con una abundancia relativa
bastante menor (alrededor de un 3%) (93). Este factor puede resultar importante y
critico del microbioma de los ratones C3HeB/Fe], ya que puede determinar el
desencadenamiento de la fuerte respuesta inflamatoria que causa el desarrollo de las
lesiones exudativas. Ademas, la familia Lactobacillaceae también ha sido relaciona
con la disminucién de la respuesta inflamatoria y, por consiguiente, el equilibrio
inmunolégico, aunque se encuentra reportado en el contexto de la enfermedad

inflamatoria intestinal (133).

Las diferencias mas notables causadas por la dieta fueron encontradas en el filo
Bacteroidetes, con una reduccién de Barnesiella y un incremento de Alistipes con el
tiempo en animales HFD. Estos cambios pueden ser cruciales en las diferencias de
evolucion experimentadas por ambos grupos. La familia mas abundante en ambos
tipos de dieta es Porphyromonadaceae, la cual se encuentra disminuida en HFD. Esta
familia se encuentra aumentada en animales alimentados con dieta alta en
proteinas/baja en carbohidratos (138) y reducida en animales alimentados con acidos
grasos poliinsaturados omega 6 (137). Esto ha sido también relacionado con la
disbiosis observada en pacientes con espondilitis anquilosante, una artropatia
hereditaria relacionada con la inmunidad (139). El género Barnesiella, ademas, ha
demostrado ser util para reducir la colonizaciéon de Enterococcus de una “forma
neutral”, ya que no se cree que esté asociado al desarrollo inmunoldgico o
enfermedades inflamatorias del intestino (140). Por el contrario, Alistipes es el género
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mas sobrerrepresentado relacionado con la fragilidad en los ancianos (141), y
también se encuentra aumentada en HFD (142). En general, parece que la
colonizacion con la familia Porphyromonadaceae, y en particular con el género
Barnesiella, puede tener un impacto positivo en la reduccion del medio

proinflamatorio del intestino.

En relacién a la Proteobacteria, la HFD produjo un aumento sostenido en el género
Parasutterella, lo cual es contrario a lo encontrado en la cepa C57BL/6 (142). Otros
estudios han asociado el aumento de este género con disbiosis en el intestino, en
submucosa individuos con enfermedad de Crohn (143), y en ratas con

hipertrigliceridemia relacionada con pancreatitis aguda necrotizante (144).

Finalmente, los ratones alimentados con HFD presentaron una mayor abundancia
relativa de los géneros Mucispirillum y Akkermansia. A diferencia de la mayoria de
las bacterias comensales, estos dos géneros evaden la IgA independiente de T y
provocan una respuesta dependiente de T (145). En contraste con nuestros
resultados, la abundancia de Akkermansia muciniphila se ha visto reducida en
condiciones de obesidad y de diabetes, y su administraciéon puede contrarrestar el
desarrollo de obesidad inducida por HFD vy la disfuncién de la barrera intestinal
(146). Se ha descrito que Mucispirillum schaedleri se encuentra elevado en
inflamacion intestinal en modelos murinos, y ademads estd asociada a la mucosidad

adaptada al estrés oxidativo que ocurre durante la inflamacion (147).

En relaciéon con la NI se encontrd que ésta aumenta la supervivencia en animales
alimentados con HFD en comparacién a lo que se observé con la vacunaciéon con
BCG. Estos resultados se pueden relacionar con el tipo de inmunidad que se crea
cuando hay una infeccion previa de Mtb y la proteccion que esto genera. Ademas,
abre una ventana a la mejora y la evaluacion en este modelo de nuevas estrategias

profildcticas contra la TB.

Para inducir la NI experimentalmente se utilizé un tratamiento antibidtico después

de la infeccion por aerosol. Este procedimiento ya habia sido descrito previamente
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por otros autores (148-150). El impacto del tratamiento antibidtico fue mayor para
la microbiota intestinal de los ratones alimentados con ND. Esto podria explicar por
qué la NI fue menos efectiva en este grupo de estudio. Estos animales mostraron una
reduccion drastica de la ratio F/B. Esto se explica por la reduccion observada en la
familia Lachnospiraceae para el filo Firmicutes, y el aumento de
Porphyromonadaceae para el filo Bacteroidetes; lo cual aumentaria el “efecto neutral”
de la microbiota. El tratamiento antibidtico promovi6 la presencia del género
Akkermansia en los ND, aumentado asi la estimulacién de células T. Teniendo en
cuenta estos resultados, se podria hipotetizar que la induccion de un efecto protector
por la infeccién natural podria requerir un cierto efecto antiinflamatorio. Esto es
coherente con datos recientes que sugieren que un exceso de estimulacion de células
T efectoras puede ser perjudicial para una respuesta inmunoldgica protectora
(151,152). Por el contrario, la quimioterapia en ratones alimentados con HFD no
tiene impacto en la abundancia de Firmicutes. En este grupo, el aumento de diversos
Clostridium parece “compensar” la pérdida de Ruminococcaceae y Lachnospiraceae.
Tampoco se observéd una gran influencia en la abundancia de Bacteroidetes, y se
detecté un aumento de la presencia de Enterobacteriaceae, lo cual es dificil de analizar

ya que no afectd a los niveles de Akkermansia.

No sélo es importante el estudio de los factores ambientales y del huésped en el
desarrollo y progresion de TB sino que también se deben incluir estudios que tengan
en cuenta las diferencias en la virulencia del patégeno. En el estudio II se demuestra
que dos lotes de una misma cepa de Mtb H37Rv presentan diferente patogenicidad.
Las diferencias observadas entre los dos lotes se deben a diferencias en la morfologia
de la bacteria que presentan ambos lotes. Estas diferencias recaen en el hecho de que
las bacterias del lote 10 se organizan formando mas agregados que las del lote 11. El
analisis de la bacteria del lote 10 en pulmones de ratones infectados muestra que estas
se organizan formando cuerdas. El fendmeno del cording ya se ha demostrado

extensamente que influye en la virulencia de la bacteria y disminuye la supervivencia
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en ratones infectados con cepas con diferencias en la capacidad de formar cuerdas

(106).

Inicialmente la capacidad en la formacién de cording se relaciond con un glicolipido
de la pared, el TDM. Se determiné que este glicolipido era exclusivo de Mtb y fue
nombrado como cord factor (108). Mas adelante el TDM fue descrito en otras especies
de Mycobacterium diferentes a Mtb (109) y se ha demostrado que la mutaciéon de
distintos gentes implicados en la formacién de la envoltura de la pared de las

micobacterias puede llevar a la pérdida de cording (10,106,111,153).

Sin embargo, el estudio llevado a cabo por Caceres et al. mostré diferentes
caracteristicas morfoldgicas en las bacterias segtin el estado de crecimiento en el que
se encuentre, si en fase exponencial o en fase estacionaria (112). Las bacterias de los
dos lotes utilizados han crecido en el mismo medio liquido pero con una diferencia
de 2 dias entre un lote y otro. Por tanto, el aumento del tiempo de crecimiento (+2
dias) en el lote 10 implica un aumento de la virulencia de la bacteria y una mayor

agregacion de ésta.

La respuesta inmunoldgica de ambos lotes también presenta variaciones. Los
animales infectados con el lote con capacidad de hacer cording, presentan un patrén
proinflamatorio marcadamente elevado. No constan estudios en los que se evalte el
perfil inmunoldgico en este sentido, pero hay estudios que confirman la capacidad
inmunomoduladora de los acidos micdlicos de la pared bacteriana y de la
ciclopropanacion de éstos (154). Los acidos micolicos participan en la formacion del
cording (111), por lo cual seria interesante realizar estudios para ver si existen
diferencias en la pared bacteriana de ambos lotes dependiendo de la fase de

crecimiento en la que se encuentren.

En paralelo a la evaluacion de las diferentes capacidades patogénicas de ambos lotes,
se ha evaluado la capacidad de proteccion conferida por la BCG o la infeccion LDA.
Ya habia sido descrito, por Mollenkopf et al., que la infeccién con Mtb confiere una

proteccion similar a la que se da por la BCG, pero no se sabe si los mecanismos que
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confieren esta proteccion son los mismos (51). En nuestro estudio el perfil
proinflamatorio tanto en vacunacién como en infecciéon primaria se ven reducidos
en comparacion al control. Este resultado es observado sobre todo en el lote 10 en
parte porque la respuesta inflamatoria desencadenada por la infeccién con este lote
ya es mas elevada de por si. El motivo de que esto sea asi es porqué es posible que se
esté inoculando mas bacilos con el lote 10 pese a que se obtenga un recuento de CFU
similar para ambos lotes. Como muestran los resultados, la bacteria en lote 10 se
organiza formando mds agregados. Estos serfan disgregados, en parte, por la
inoculacion de la bacteria via i.v. con una aguja de bajo calibre. Pese a esto seria
posible la inoculacién de la bacteria formando pequefios agregados y, en

consecuencia, desencadenando una mayor respuesta inflamatoria.

Extrapolando estos resultados al campo de desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas y profildcticas, futuras investigaciones deben seguir analizando qué tipo
de respuesta desencadena la infeccion por Mtb en aquellos individuos infectados y
que no desarrollan la enfermedad y qué diferencias existen con la respuesta
inmunologica debida a la vacunacion con BCG. Este tipo de aproximaciéon podria
llevarse a cabo mediante experimentos como los presentados en el estudio II y
analizar a lo largo de los dias diferencias en el perfil de citocinas de los ratones bajo
las dos “estrategias terapéuticas”. Finalmente, las diferencias en el cording de dos lotes
de una misma cepa de Mtb es un tema muy importante por diversos motivos. En
primer lugar, en el ambito de la reproducibilidad de experimentos y la evaluacion de
nuevos candidatos en modelos animales, donde hay que tener en cuenta la cantidad
de bacteria que se estd inoculando, ya que ésta tiende a agregarse. En segundo lugar,
tener en cuenta que existen diversas vacunas basadas en microorganismos completos
(47), y viendo los resultados del estudio II, pueden existir diferencias entre lotes de

una misma vacuna y esto afectar al resultado esperado.

Recapitulando, la obesidad establecida con una HFD es capaz de inducir un estado

de prediabetes. Esta es la situacién en la que se encuentran millones de personas en
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paises con una prevalencia de TB elevada. Si bien es sabido que la DM acttia como un
factor de riesgo para el desarrollo de la TB, no existen modelos animales que
mimeticen esta comorbilidad. Con nuestro estudio hemos desarrollado un modelo
animal de comorbilidad de TB y obesidad en el que se ha observado una
hiperglucemia en ratones alimentados con HFD. En ellos se ha visto una reduccién
de la proteccién de la BCG, la unica vacuna disponible contra la TB, no descrita
anteriormente en otros estudios en modelos animales. Esta vacuna presenta una
proteccion variable en formas adultas de TB pulmonar, por este motivo, este modelo
ofrece al campo de investigacion de nuevas estrategias profilacticas y terapéuticas una
ventana a la mejora y donde evaluar nuevos candidatos a vacuna. En este modelo
también se ha observado una disminucién de la microbiota intestinal a causa de la
dieta que puede estar influyendo en la eficacia de la vacuna. Ademas, se ha analizado
el cording como factor que afecta a la patogenicidad de la bacteria. En estos
experimentos hemos observado que tanto la vacunacién con BCG como la infeccién
LDA previas a una infeccién i.v. ofrecen una protecciéon muy similar. Estos resultados
se dirigen hacia la investigacion de vacunas que ofrezcan una respuesta inmunolégica
similar a la que produce Mtb y a evaluar las diferencias a causa de la agregacion de las
bacterias tanto en stocks para infeccion en modelos animales como en vacunas

basadas en microorganismos completos.
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7. CONCLUSIONES






Conclusiones

Se ha establecido un modelo de comorbilidad de TB y obesidad inducida
mediante una dieta alta en grasas util para evaluar nuevas estrategias
profilacticas y terapéuticas.

La vacunacién con BCG presenta una proteccion variable en el modelo de
comorbilidad y demuestran que el modelo es util para la evaluacién de
vacunas contra la TB.

La infeccion via aerosol del tipo MCI se establece como el método de
infeccién de eleccion por ser el que mejor representa la infeccion natural por
Mtb en humanos.

El estudio de la microbiota intestinal, en este modelo y con este tipo de
comorbilidad, puede ayudar a entender diferencias en la respuesta a TB.
Diferentes subcultivos de una misma cepa pueden adquirir diferente
capacidad de hacer cording. Este hecho afecta a la virulencia de la bacteria y
puede dar a lugar a diferentes resultados en un mismo disefio experimental i
puede influir negativamente a la hora de desarrollo preclinico de vacunas

basadas en cepas de organismos.
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1. Introduction

Tuberculosis (TB) is still a major challenge facing humanity in the 21st century. Since
the declaration by the World Health Organization of a global emergency 25 years
ago, the absolute number of cases seems to have stabilized. However, the reduction
in incidence of around 1.5% is far from the value of 25% needed to achieve the 2025
objective (1).

Several factors, including severe immunosuppression (caused by HIV,
immunosuppressive drugs or anti-TNF antibodies), alcoholism and tobacco smoking,
have been reported to increase the probability of developing TB (2). One of the most
important factors is malnutrition (3,4). A reduction in body mass index (BMI) to
below 18 has been shown to be a strong risk factor for TB (5). In several infectious
diseases, such as community-acquired pneumonia, sepsis, Chagas disease or TB,
there are consistent epidemiological data showing the advantages of obesity, with
negative outcomes being inversely related to BMI. This benefit can also be seen for
a variety of surgical and non-surgical conditions (6,7). This means that subjects with
better nutrition, more body fat and highly activated immune functions are more likely
to survive. Metabolic syndrome intensifies with an increase in adiposity, thereby
raising the level of immune protection, which at the same time is counterbalanced by
the deleterious effects of dysglycemia. This process is known as the “obesity
paradox”(6).

In contrast, it is well known that diabetes mellitus type 2 (DM2) is also a risk factor
for TB (8), although this is also linked to obesity and, therefore, an increased BMI.
This new link is specially worrying considering the overwhelming increase in DM2
incidence in high TB burden countries, such as India and South Africa (9,10).
Obesity, insulin resistance and DM2 are closely associated with a chronic state of
low-grade inflammation (11). In particular, in obesity there is an over-expression of
TNF-a, which attracts M1 macrophages, thereby increasing the levels of
inflammatory mediators such as C-reactive protein, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 and IFN-
v. In this sense, DM2 also results in an increase in neutrophils and monocyte-secreted
cytokines, including TNF-a, IL-6 and IL-8. In addition, there is an impairment in
infection-induced cytokine production and a reduction in phagocytic and antibacterial
activity. DM2 decreases the level of regulatory T cells (Tregs) while increasing Th17,
thus promoting an exaggerated inflammatory response (12).

A high fat diet (HFD) has been linked to an increased diversity in the intestinal

microbiota, thus providing an anti-inflammatory milieu (13), and a decrease in the

Firmicutes to Bacteroidetes (F/B) ratio, which has been related to glucose intolerance

(14). In an experimental model of TB using BALB/c mice, infection induced an initial

decrease in microbiota diversity, which tended to recover with chronification. This

work highlights the significant decrease in Clostridiales (phylum Firmicutes), as
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promoters of Tregs, and Bacteroidales (phylum Bacteroidetes), as inducers of IL-10-
producing T cells and modulators of the Th1/Th2 balance (15). Recent studies of an
experimental model in C57BL/6J-CD45a mice infected with Mycobacterium
tuberculosis (Mtb) demonstrated the rapid dysbiosis caused by conventional TB
chemotherapy, with this condition persisting for a long time after cessation (16). The
impact of standard treatment (HRZE) in TB patients has also been assessed,
demonstrating a long-lasting microbiota dysbiosis with a variation in several species
of the Firmicutes and Bacteroidetes phyla (17). Interestingly, both studies showed an
increased abundance of the Erysipelotrichaceae family, which, in contrast to other
Firmicutes, has been linked to a pro-inflammatory milieu (18). Curiously, a recent
study in a human cohort has shown an increase in the gut microbiota diversity in TB
patients. This is an interesting finding given that the BMI of TB patients was
significantly lower than for healthy controls (19).

The first objective of this study was to evaluate the role of HFD-induced obesity in
the development of TB in an active TB murine model using the C3HeB/FeJ mouse
strain (20) by assessing the bacillary load (BL), pathology and cytokine profiles in
lungs, survival rates, and gut microbiota content. We also evaluated the effect of
multiple consecutive infections versus a single aerosol infection. This is a better way
of mimicking the scenario of household contacts, where subjects are at high risk of
developing TB due to their daily contact with a TB patient and those persons that live
in regions with a high infection risk (21). In this complex scenario, we tested the
influence of Bacillus Calmette-Guérin (BCG) vaccination and natural infection on
disease progression.

As there is a lack of animal studies regarding the mechanisms behind the DM2-TB
comorbidity, which are key to better understanding the pathology and improving the
management of the disease, we believe this research represents a significant
contribution to the field by providing an animal model for testing TB vaccines in a
context of obesity and early DM2, an issue closely related to current society.

2. Material and methods
2.1.  Experimental design

Two different experiments were planned in order to evaluate: a) the effect of HFD-
induced obesity on the mouse model of active TB using the C3HeB/Fel strain
(comorbidity model), as well as BCG vaccination and two different types of
challenge (single infection or multiple consecutive infections (SI or MCI)); and b)
the effect of BCG vaccination compared to natural immunity (NI) in the same
comorbidity model.

Table 1 shows the experimental design of both experiments and Table 2 the
experimental groups and experimental conditions used.

In the first experiment (n=240), four groups were subcutaneously vaccinated with 10°
colony-forming units (CFU) of BCG Live U.S.P vaccine (SII-ONCO-BCG®); the
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four remaining groups were sham vaccinated. After twelve weeks, mice were
challenged with a low dose aerosol to deliver around 50 CFU of M. tuberculosis
H37Rv Pasteur strain to the lungs using an airborne infection apparatus (Glas-col
Inc., Terre Haute, IN, USA). In the case of MCI, this challenge was done by infecting
animals eight times over a period of five days. Animals were euthanized at week 3
(n=5 per group), week 4 (n=5 per group, except for group normal diet (ND) and MCI
with n=4) and week 16 (n=10 per group) post-infection (p.i.). BL and pathology in
lungs were analyzed. Lung samples at week 4 were also used to evaluate immune
responses. Fecal samples (n=5 per group) were obtained at weeks 4 and 16 in order
to analyze microbiota composition. The 10 remaining animals per group were
allocated to assess impact on survival.

In the second experiment, the protective effect of BCG vaccination in MCI mice
obtained from experiment 1 was compared to NI in MCI animals (n=30). NI was used
to evaluate the memory-immune response protection after M. tuberculosis challenge.
To evaluate NI, animals were challenged with a SI of low dose aerosol and animals
were left two weeks to develop immunity. Then, animals were treated with isoniazid
and rifapentine (25 mg/kg and 10 mg/kg, respectively) for 10 weeks from week 2 p.i.,
to sterilize lungs. In order to test whether undetectable BL was achieved, 3 animals
of each group were euthanized and lung samples were plated. No CFU counts were
detected after 21 days of incubation period (limit of detection = 10 CFU) (data not
shown) as described in previous works (22-24). Two weeks after stopping antibiotic
treatment, animals were challenged with MCI. Fecal samples (n=5 per group) were
obtained at week 4 in order to analyze microbiota composition. Differences in
protection were assessed by survival (n=10 per group).

2.2. Animals

Female C3HeB/Fel specific-pathogen-free mice (6—8 weeks old) were obtained from
Jackson Laboratories (Bar Harbor, Maine, USA), and all procedures were conducted
in a BSL-3 facility. Animals were maintained on a 12 h light-dark cycle in a
temperature- and humidity-controlled room. Animals from non-obese experimental
groups were fed with ND containing 13% calories from fat (2014S Teklad Global
14% Protein Rodent Maintenance Diet, Envigo). Animals from those experimental
groups in which obesity was assessed were fed with an HFD containing 60.3%
calories from fat (TD.06414 Adjusted Calories Diet (60/Fat), Envigo). Animal weight
was recorded weekly.

2.3. Ethics

All procedures were performed according to protocol DMAH6119, which was
reviewed by the Animal Experimentation Ethics Committee of the Hospital
Universitari Germans Trias i Pujol (registered as B9900005) and approved by the
Departament d’Agricultura, Ramaderia, Pesca, Alimentacio i Medi Natural of the
Catalan Regional Government, according to current national and European Union
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legislation regarding the protection of experimental animals. Mice were supervised
daily following a strict monitoring protocol in order to ensure animal welfare, and
euthanized, if required, with isoflurane (inhalation excess).

2.4.  Oral glucose tolerance test

Oral glucose tolerance test was performed 11 weeks after diet feeding. After
overnight fasting period, mice were administered with 2g glucose/kg body weight by
oral gavage. Blood samples were taken at 0, 15, 30, 60 and 120 min and glucose
levels were measured with a glucometer (Accutrend Plus, Roche Diagnostics,
Switzerland).

2.5.  Bacillary load

Left lung samples from each animal were collected, homogenized and several
dilutions plated on nutrient Middlebrook 7H11 agar (BD Diagnostics, Spark, USA).
Visible CFU were counted after incubation for 28 days at 37°C.

2.6.  Lung Pathology

Right lower lung lobe samples were fixed in 10% buffered formalin, embedded in
paraffin and 5-um sections stained with hematoxylin-eosin for microscopic
observation and analysis of the damaged area using the NISElements D version 3.0x
software package (Nikon Instruments Inc., Tokyo, Japan). Four recuts of a block
containing all group samples were used to determine the damaged area as a
percentage of total lung area. Moreover, the proportion of exudative lesions in the
total damaged area was measured to obtain the relative exudative area.

2.7. Survival

The effect on survival was evaluated in ten animals from each group. Animals were
euthanized according to the humanized end-point protocol approved by the ethics
committee.

2.8.  Cytokine profile analysis

A cytokine profile study was performed in lung homogenates from right upper and
middle lobes. The following cytokines were measured by Luminex
XMAP® technology: IFN-y, TNF-a, transforming growth factor beta (TGF-p), IL-2,
IL-6, IL-10, IL12, IL-17, CXCL1 and CXCL5. Results are expressed as pg per ml of
supernatant. The assay was performed with the MILLIPLEX® MAP kit (EMD
Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) following the manufacturer’s
instructions and analyzed with XxPONENT Software (Luminex Corporation, Austin,
TX, USA).
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2.9.  Microbiota analysis
2.9.1. Sample processing and DNA extraction

Cecum from the animals was extracted and stored at -80°C until DNA extraction.
Samples were thawed on ice and stools separated from the intestinal epithelia. DNA
was extracted using a QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit (QIAGEN GmbH,
Germany) according to the manufacturer’s instructions. Three 4 mm glass beads were
added in the first step before vortexing to enhance cell lysis. The total volume of
eluate was stored at -20°C until concentration measurement. DNA concentrations of
the extracts were measured fluorometrically using the Qubit dsDNA HS assay kit
(Thermo Fisher Scientifics, Waltham, MA, USA). DNA was stored at -20°C until 16s
rRNA gene library preparation.

2.9.2. 16S rRNA Gene Sequencing

Microbial DNA was analyzed using the Illumina /6S Metagenomic Sequencing
Library Preparation guide, with some modifications. The protocol targets the V3-V4
regions of the 16S rRNA gene, which were amplified using the KAPA HiFi HotStart
PCR Kit (KAPA Byosystems, Wilmington, MA, USA). The composition of a typical
PCR was as follows: 1X KAPA HiFi Fidelity Buffer, 0.5 mM MgCl,, 0.3 mM KAPA
dNTP Mix, 0.3 uM primers, 0.5 U KAPA HiFi HotStart DNA Polymerase and 15 ng
DNA template. The PCR program with Mastercycler pro (Eppendorf, Hamburg,
Germany) consisted of the following steps: initial denaturation at 95°C for 3 min, 18
cycles at 95°C for 30 seconds, 55°C for 30 seconds and 72°C for 30 seconds, and a
final extension at 72°C for 4 minutes. The expected product size was approximately
550 bp. The PCR products were purified using Agencourt AMPure XP magnetic
beads (Beckman Coulter, Brea, CA) using a Magnetic Stand-96 (Thermo Fisher
Scientific). The PCR products were quality controlled with a 1.4% Agarose Gel. The
Index PCR was performed using Nextera XT DNA Library Preparation Kit (Illumina)
and KAPA HiFi HotStart PCR Kit as follows: 1X KAPA HiFi Fidelity Buffer, 0.5
mM MgCl,, 0.3 mM KAPA dNTP Mix, 0.3 uM primers, 0.5 U KAPA HiFi HotStart
DNA Polymerase and 5 puL of Nextera XT Index 1 Primers and Nextera XT Index 2
Primers per sample. The procedure was performed as described in the /6S
Metagenomic Sequencing Library Preparation guide. Library products were purified
as PCR products. The final DNA concentrations of the purified products were
measured using a Qubit 3.0 fluorimeter (Thermo Fisher Scientific) and validated with
the Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). The
purified products were diluted to a final concentration of 4 nM and pooled. The pool
was denatured and sample loaded, as per the /6S Metagenomic Sequencing Library
Preparation guide, at a final concentration of 7 pM. The 16S rRNA gene libraries
were sequenced with 2 x 300 paired-end reads using the Illumina MySeq system
(Illumina).
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2.10. Statistics, sequence processing and bioinformatics data analysis

The nonparametric Mann-Whitney test was used to make comparisons between
groups using Graphpad Prism (GraphPad software v6.0, La Jolla, California, USA).
Survival curves were created using the product limit method of Kaplan and Meier
and were compared using the log-rank test. Body weight increase slopes were
compared using linear regression test. Statistically significant differences are
designated as follows: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001, ****p<0.0001.

2.10.1. Immune response analysis

A three-way ANOVA was used to assess the effect of diet, infection and BCG
vaccination on the immune response in lungs. A logarithmic transformation was
applied to normalize the cytokine concentrations. In order to obtain equally sized
samples, the missing value in the ND-MCI group was replaced by the mean for the
group. Holm-Sidak multiple comparisons were performed using the means of groups
differing in only one factor. Plotting and statistical analysis were carried out using
Graphpad Prism (GraphPad software v7.0, La Jolla, California, USA).

The immune response in lungs was also analyzed by Principal Component Analysis
(PCA) using RStudio (version 1.1.463). PC1 and PC2 represent the two principal
components that contribute to most of the variance. The direction of the arrows and
their lengths represent the contribution and strength of each principal component.
Cytokine concentration levels were scaled to unit variance.

2.10.2. Bacterial diversity analysis

The resulting read files were analyzed using mothur pipeline (version1.39.5). Paired-
end reads were joined and quality controlled. Sequences were aligned using the
SILVA reference database. Those alignments that did not fit exactly with our region
of interest were removed. Sequences were pre-clustered and chimeric sequences were
identified and removed, then taxonomically classified using RDP (ribosomal
database project). Sequences classified as chloroplasts, mitochondria, archaea and
eukaryote were eliminated. The distances between sequences were calculated with a
distance cut-off of 0.03. After creating the distance matrix, sequences with >97%
similarity were clustered into operational taxonomic units (OTUs). These OTUs were
filtered and only those that had more than 0.1% relative abundance and were in at
least two samples were conserved. Each OTU was assigned to a taxonomic
classification. OTUs were classified into the last taxonomic rank possible, with genus
being the furthest rank allowed by the method used. Rarefaction curves, diversity and
richness indexes and distances between samples were calculated and plotted using
RStudio (version 1.0.143). Diversity was quantified using the Bray-Curtis
dissimilarity test and plotted using non-metric multidimensional scaling (NMDS).
Beta diversity (Shannon’s, Simpson’s and Inverse Simpson’s index) was calculated
to analyze differences in diversity between samples.
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3. RESULTS
3.1.  HFD determines the spectrum of body weight before and after infection

The animals’ weight was recorded weekly throughout the study. HFD was found to
significantly increase body weight at two weeks after starting the diet. Before Mtb
challenge there was a clear difference in the slope of the body weight increase
between ND and HFD (Figure 1A-F; Supplementary Table S1; Supplementary
Figure S1). However, this difference in the growth slope disappeared suddenly after
the challenge for both SI (Figure 1B,C) and MCI (Figure 1E,F), with HFD exhibiting
a sudden deceleration. BCG vaccination significantly increased body weight in the
HFD group just six weeks after starting the diet (Figure 1G-L; Supplementary Figure
S1). Animals also showed glucose intolerance and increased cholesterol and HDL
(Supplementary Figure S2).

3.2.  BCG generates lower protection in mice fed with HFD in terms of BL in
lung tissue

The BL in lungs was evaluated at weeks 3, 4 and 16 p.i.. No statistically significant
differences were found in terms of BL when comparing diets, although HFD-BCG
animals tended to have higher medians (Supplementary Figure S3). The type of
challenge is a determinant factor in BL, and was found to be higher in almost all MCI
groups (Supplementary Figure S4).

As expected, BCG decreased BL by approximately 1 log in the groups fed with ND.
This effect was maintained over time (Figure 2 A,B). This improvement was not
observed in HFD groups for either the SI or MCI challenge (Figure 2 C,D). It should
be noted, however, that BCG vaccination was administered at the same time as HFD,
before having differences in weight between groups.

3.3. Early infiltration induced by BCG does not preclude a long-term
reduction in pathology under HFD

Analysis of the histometry revealed different trends in the acute (weeks 3 and 4) and
chronic (week 16) phases of infection (Figure 3). In the early stages of infection, and
after SI, BCG-vaccinated animals exhibited less infiltration than sham-vaccinated
animals if fed with ND. However, the opposite was observed in HFD-fed animals. In
contrast, under MCI and ND conditions, vaccination resulted in larger damaged areas
when compared to control animals. Under MCI and HFD conditions, although
vaccinated mice exhibited more infiltration, this difference was not statistically
significant as the sham group also presented a large damaged area. In the chronic
phase, BCG induced less infiltration than sham-vaccinated mice under all conditions.

Lesions were classified as proliferative or exudative depending on their quality.
Exudative lesions were present in all sham groups and were predominant after SI.
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Most of the lesions in BCG-vaccinated animals were proliferative, with exudative
lesions being present only in ND-MCI mice. Amongst the sham groups, HFD
exhibited a higher percentage of exudative lesions than ND (Figure 4). Given the
absence of exudative lesions in the acute phase, this measurement was only
performed at week 16.

3.4.  Cytokine profile analysis

Pro-inflammatory cytokines (IFN-y, IL-2, IL-17, IL-12, IL-6 and TNF-a), neutrophil
recruitment chemokines (CXCL1 and CXCL5) and anti-inflammatory cytokines (IL-
10 and TGF-P) were analyzed at week 4 p.i. in lung homogenates.

Table 3 shows the p-value summary of the three-way ANOVA results. Infection was
the factor responsible for the largest variation between cytokines and chemokines
(significant in all except IL-2 and TGF-B). Similarly, IL-2 and IL-12 levels were
significantly affected by BCG vaccination. Thus, the two dietary conditions alone
had no significant effect on the cytokine profile. Some of the cytokines analyzed
presented an interaction between different factors. For more detailed information,
each individual value is illustrated in Figure S5 in Supplementary material. Briefly,
pro-inflammatory cytokines were present in higher concentrations in MCI animals.
In the case of IFN-y, TNF-a and IL-17, this increase was higher in mice fed with
HFD. In fact, among SI, ND mice had higher levels of these immune mediators, with
the opposite being found for MCI. The same pattern was observed for CXCL1 and
CXCLS. The levels of anti-inflammatory IL-10 or TGF-f did not differ significantly
between the experimental groups.

A PCA was performed for all inflammatory mediators (Figure 5). The first two
components explain 71.51% of the variation among samples, with the main
contributions to PC1 coming from CXCLI1, IFN-y, TNF-q, IL-17 and IL-6. PC2, in
contrast, is mostly explained by CXCL5 and TGF-f. The unvaccinated HFD-MCI
animals presented higher PC1 values, whereas HFD-SI animals had higher levels of
PC2. As concluded from the three-way ANOVA analysis, the type of infection was
the factor with the greatest influence on the inter-sample variation.

3.5. BCG vaccination does not increase survival under HFD, whereas NI
does

Differences in survival rates were analyzed using the Log-rank test (Figure 6).
Irrespective of their vaccination status, MCI mice had lower survival rates than their
SI counterparts, and HFD always presented a lower median survival time (MST).
BCG was able to significantly increase survival rates irrespective of the type of
challenge under ND (MST from 28 to 34 weeks for SI and MST from 19 to 24 weeks
for MCI) but not under HFD feeding. Interestingly, NI induced in animals following
antibiotic treatment after SI, until no detectable CFU was achieved, was protective in
HFD but not in ND (Figure 7).
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3.6. HFD-induced obesity and chemotherapy reduce gut microbiota diversity

The gut microbiota studies were performed at weeks 4 and 16 post-infection,
corresponding to weeks 16 and 28 from the beginning of the diet. In our study, OTUs
can be considered as the species found in fecal samples. Given the same number of
reads sequenced, a smaller number of OTUs were found in HFD samples at both time
points (Figure 8 A,B), thus suggesting a lower microbial diversity.

We then assessed the dissimilarity between both diets in terms of microbiota
composition using an NMDS plot and the Bray-Curtis dissimilarity index. Samples
were grouped according to the type of diet, showing that microbiota composition
differs substantially between diet conditions (Figure 8C). Other comparisons were
performed to evaluate the influence of BCG vaccination and infection dose on
microbiota composition. This analysis was performed separately for the ND and HFD
groups, showing no significant differences (Supplementary Figure S6).

Once the dissimilarity between diets had been confirmed, Shannon, Simpson and
Inverse Simpson indexes were used to demonstrate the existence of real differences
in microbiota diversity between the different nutritional statuses. These indexes
showed that ND mice had a statistically significantly higher diversity than HFD
groups (Figure 8D).

The relative abundance of Firmicutes and Bacteroidetes phyla and the ratio between
them were analyzed at both time points, namely week 16 (Figure 9A,G) and week 28
(Figure 10A,G). This analysis showed an inverse correlation between the relative
abundance of Bacteroidetes and the animals’ weight, with the F/B ratio being higher
in HFD mice due to the reduction in Bacteroidetes.

The detailed gut microbiota composition results are shown in Figures 9 (week 16)
and 10 (week 28). Analysis of the most abundant families showed a significant
increase in Ruminococcaceae and Rikenellaceae, and a reduction in
Porphyromonadaceae with HFD at week 28. Among the genera from the Firmicutes
phylum, mice fed with HFD showed a higher abundance of Acetatifactor,
Anaerotruncus, Clostridium XIVa and Oscillibacter at week 28. In contrast, analysis
of genera from the Bacteroidetes phylum showed that HFD mice had a lower
abundance of Alistipes at week 16 than ND, whereas the opposite was the case at
week 28. The levels of the Barnesiella genus are markedly higher in ND-fed animals
at all time points, whereas Parasuterella (Proteobacteria) is higher in HFD. It is
interesting to note the predominance of the Akkermansia genus at both time points,
and the appearance of Mucispirillum at the last time point, in HFD-fed mice.

The effect of chemotherapy used to induce NI was also assessed on gut microbiota
(Figure 11). Results indicated that chemotherapy decreased the F/B ratio in ND due
to both a decreased abundance of Firmicutes and increased levels of Bacteroidetes.
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Interestingly, chemotherapy showed the same trend for HFD, although the
differences were not statistically significant. In the Firmicutes phylum,
Lachnospiraceae and Ruminococcaceae were reduced with chemotherapy in both
diets, whereas for Bacteroidetes, the Porphyromonadaceae family increased with
chemotherapy. Finally, the genus Akkermansia was substantially increased with
chemotherapy in ND.

4. Discussion

To the best of our knowledge, this is the first time that diet-induced obesity has been
studied in an experimental TB model. We have chosen to test the impact of an HFD
as obesity inducer as this is the most robust and best characterized model for inducing
metabolic syndrome and glucose intolerance, which are the main factors leading to
DM2 (14). Although our model was able to induce a marked increase in body weight,
we did not observe a constant hyperglycemia and animals had no need for insulin
treatment. Indeed, this is the current situation for millions of citizens with this
syndrome who will go on to develop DM2 (25).

These variables are introduced in the context of the C3HeB/Fe] mouse, a unique
strain that is able to reproduce the spectrum of human lesions and is considered to
best reflect the progression from infection to disease (26). This progression differs
from the general tolerance towards Mtb infection shown by inbred mice, which only
develop proliferative lesions (27,28).

In view of recent data, our model is more complex than we initially thought. Dalby
et al. (29) have demonstrated that refined diets reduce gut microbiota diversity and
increase the F/B ratio irrespective of obesity or dietary fat. They showed that a refined
low fat diet is also able to induce dysbiosis, with no link to obesity or hyperglycemia.
In any case, a high F/B ratio favors glucose intolerance and is thus linked to an
impaired immune response (14). As such, we have two independent factors that can
explain the increased progression towards TB. First, although metabolic syndrome
and DM2-related obesity, which are clearly linked to an immune dysfunction, have
been observed in other models, this is not the case in ours. Pre-feeding with HFD for
8 weeks in CD-1 mice reduced the lethality of Trypanosoma cruzi infection by 35%
(7). Secondly, dysbiosis and an increase in the F/B ratio. This has also been linked to
a decreased resistance to disease in a study comparing wild mice with lab mice (30).
On the other hand, Mtb infection has consistently been shown to be linked to a
reduction in gut microbiota diversity (15,31). Our data show that HFD aggravates
this tendency, thus resulting in a lower survival in animals fed with HFD.

Although there were no differences in BL between the diets, BCG only had a positive
effect in ND mice, thus revealing a diminished protective capacity under HFD
conditions. To the best of our knowledge, and with the exception of some
experiments with a Beijing strain challenge (32), this is the first time that no
protective effect has been seen upon BCG vaccination in mice in terms of BL
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reduction. However, these strains are related to the induction of a different pattern of
immune response after triggering an IFN type I response (33), therefore further
studies are required to determine whether HFD also induces such a response.

Histometry studies shortly after the SI challenge showed an unusual reaction for the
HFD group as these mice exhibit a stronger reaction after vaccination with BCG than
with sham, in contrast to what occurs in ND animals. Even when this is not
maintained throughout the chronic phase, it seems to be indicative of a delayed
immune response. Moreover, MCI mice (both BCG and sham vaccinated) exhibit a
stronger infiltration at all the time points studied, although a higher percentage of
damaged area at week 3 after BCG vaccination in ND reflects a better immune
response due to the vaccination. This different reaction in HFD correlates with the
immune impairment of the response against TB linked to obesity and DM2, as seen
above, although this chronic increase in the pro-inflammatory response does not
result in the expected clear histological phenotype in terms of increasing the number
of exudative lesions. This is in accordance with the intensity of the risk factor shown
by DM2 (around x3), which is much lower than the risk factor for
immunosuppression by anti-TNF or AIDS (around x100), where a clear phenotype
can be seen.

As described by several authors, aerosol infection is able to induce two kinds of
lesions in this model, namely proliferative lesions, which are characterized by a slow
progression and spreading via infected foamy macrophages, and exudative lesions,
in which neutrophils accumulate at the periphery, thereby fueling the extracellular
bacillary growth that finally results in large-scale central necrosis (20,26,34,35).
Surprisingly, our analysis of the quality of the lesions revealed larger exudative
regions in SI animals than those MCI infected. As we are currently unable to explain
this phenomenon, further studies in this regard are required.

The pulmonary cytokine profile showed that, for SI animals, there is a more pro-
inflammatory profile in ND than in HFD fed mice, irrespective of vaccination status,
thus confirming the delay in the onset of the immune response in HFD seen in the
histometry. However, this pattern reverts when animals are challenged with MCI,
thus receiving far higher bacillary counts. This strong pro-inflammatory response in
HFD mice has no advantage in terms of BL reduction, a fact than may reflect a higher
basal pro-inflammatory milieu. This could also explain the pathology results.

Data published by Rosshart et al. (30) regarding the ability of natural microbiota, in
terms of diversity and F/B ratio, to benefit a balanced systemic and local
inflammatory response, which in this case would have more similarities to ND than
HFD fed mice, merit more in-depth studies, including mice fed with refined low fat
diets (36). This is an important issue given the recent paper by Maji et al. (19), which
found a higher diversity of the intestinal microbiome in TB patients compared with
controls, thus resulting in a higher presence of short-chain fatty acids. These authors
claim that these products, especially butyrate, have a strong anti-inflammatory effect
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after stimulating Tregs in the gut, thus promoting IL-10 production and facilitating a
chronic infection, which contradicts the concept of Rosshart et al. (30). Indeed, as
highlighted by the authors, there is an important confusing factor in that study,
namely the BMI, which is significantly lower in TB patients. It is well known that a
low BMI has a major impact in TB and other diseases by inducing a global immune
dysfunction as a consequence of protein-energy undernutrition, which impairs T-
lymphocyte-mediated responses (37).

In our model, HFD caused gut microbiota dysbiosis, thus inducing a pro-
inflammatory milieu that limits the bacteriome diversity. This caused an increase in
the F/B ratio. These are the most important phyla in humans, with Bacteroidetes being
reduced due to obesity and subsequently being restored, along with a reduction in
Firmicutes, after losing body weight on a diet (38). The question now arises as to how
this dysbiosis influences the fate of TB progression. The recent study by Rosshart et
al. (30) links a high diversity and low F/B ratio to the promotion of host fitness and
limited inflammatory responses against influenza A and colorectal tumorigenesis.
This is coherent with our findings, which also point to a sort of “neutral effect” caused
by the abundance of Porphyromonadaceae family, and specifically Barnesiella,
found under ND conditions.

In our system, analysis of the microbiota showed differences with previous data
obtained in mice fed with HFD. These differences are probably related to both Mtb
infection and the time of feeding, as in our case the analysis was done after 16 and
28 weeks of feeding, which is far longer than the usual 8 to 12 weeks reported
previously (14,36).

With regard to the Firmicutes phyla, ND presented lower levels (at week 28) of
Ruminococcaceae, which is related to the production of short-chain fatty acids (39),
thus triggering an anti-inflammatory response. It is interesting to note that the epitope
expressed on the flagellin of the Lachnospiraceae, which becomes the most important
Firmicutes family in both diets, is a potent inducer of Tregs and TGF- in dendritic
cells in mice (40,41). Lachnospiraceae increased significantly in mice under stress.
In this study, stress caused an increase in systemic corticoid, IFN-y and IL-17 levels,
as well as mucosal injury (42). This is coherent with the stress induced by TB
infection regardless of diet. At a genus level, and although they only represented a
small percentage of the total microbiota, HFD presented an increase in Clostridium
XIVa, which promotes the expansion of Tregs (41), as well as Anaerotruncus and
Acetatifactor, which have been related to arthritis progression in mice, thus
suggesting a pro-inflammatory response (43). Interestingly, we have also detected a
total absence of the Lactobacillaceae family in C3HeB/Fel mice. This is a relevant
factor as, according to Winglee et al. (15), this is the predominant family (around
50% of relative abundance) in Mzb-infected C57BL/6 mice. Curiously, recent data
from Namasyvayam et al. (16) in Mtb-infected C57BL/6J-CD45a(Ly5a) mice also
found this family, but in a very low relative abundance (around 3%). As such, this
may be a critical point in the gut microbiome of C3HeB/Fel as it may be determinant
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for triggering the strong inflammatory response that causes exudative lesions.
Lactobacillaceae has also been related to a decrease in the inflammatory response,
and thus immune balance, although this proposal remains controversial as it was
reported in the context of inflammatory bowel disease (39).

The most remarkable differences caused by diet were seen in the Bacteroidetes
phylum. Thus, HFD-fed mice showed significantly lower levels of the Barnesiella
genus at both time points, along with an increase in the Alistipes genus with time.
These changes may be crucial in the different evolution experimented by both groups.
Thus, the most abundant family in both diets is Porphyromonadaceae, which is
decreased under HFD conditions. Porphyromonadaceae is increased in mice fed with
a high-protein/low carbohydrate diet (44) and decreased in mice fed with omega-6-
polyunsaturated fatty acids (45). This has been related with the dysbiosis shown in
patients with ankylosing spondylitis, a heritable immune-mediated arthropathy (46).
The Barnesiella genus has proved useful for reducing the colonization of
Enterococcus in a “neutral way” as it is not thought to be associated with immune
development or inflammatory diseases in the intestine (47). In contrast, Alistipes is
the most significant over-represented taxon related to frailty in the elderly (48) and is
found to be increased under HFD conditions (49). Overall, it appears that colonization
with the Porphyromonadaceae family, and in particular the Barnesiella genus, may
have a positive impact on reducing the pro-inflammatory milieu in the gut.

With regard to Proteobacteria, HFD caused a sustained increase in the genus
Parasutterella, which is precisely the opposite to what was found in C57BL/6 (49).
Additional microbiome studies in humans and rats have associated an increased
abundance of Parasutterella with dysbiosis in the gut, with this genus being increased
in the submucosa of individuals with Crohn’s disease (50) and in rats with
hypertriglyceridemia-related acute necrotizing pancreatitis (51).

Finally, HFD mice had a higher relative abundance of Mucispirillum and
Akkermansia genera. Unlike the majority of commensal bacteria, Akkermansia and
Mucispirillum evade T-independent IgA and elicit a T-dependent response (52). In
contrast to our observations, the abundance of Akkermansia muciniphila is decreased
during obesity and diabetes, and administration thereof can counteract the
development of HFD-induced obesity and gut barrier dysfunction. Its effect is
increased when given inactivated by pasteurization, a mechanism linked to the
increase in mucus production (53). Mucispirillum schaedleri has been reported to be
elevated in abundance during intestinal inflammation in mouse models, and has been
described as a mucus-associated bacterium adapted to the oxidative burst that occurs
during inflammation (54).

Another unknown was the effect caused by chemotherapy after aerosol infection. A
more significant impact was found for the gut microbiota of ND mice, which could
give a clue as to why natural infection was less effective in this group. Animals fed
with ND presented a drastic reduction in the F/B ratio with chemotherapy. This is

161



Anexo I

mainly explained by a reduction in Lachnospiraceae for Firmicutes and an increase
in Porphyromonadaceae for Bacteroidetes, thus increasing the “neutral” effect of the
microbiota. Chemotherapy also markedly promoted the presence of the Akkermansia
genus in ND, thus increasing T-cell stimulation. In view of these results, we can
hypothesize that induction of a protective effect by natural infection might require a
certain anti-inflammatory effect. This is coherent with recent findings suggesting that
excess effector T-cell stimulation might be deleterious to a protective immune
response (55,56). In HFD mice, in contrast, chemotherapy did not impact the
abundance of Firmicutes, with the increase in several Clostridium appearing to
“compensate” the loss of Ruminococcaceae and Lachnospiraceae. It also failed to
impact the abundance of Bacteroidetes and triggered the presence of
Enterobacteriaceae, which is difficult to analyze since it did not affect the levels of
Akkermansia.

Overall, our findings show that HFD accelerates the progression towards active TB.
Although we have not been able to discern the exact mechanism of action, our results
point to a dysregulation in the ability to react to Mtb infection, which appears to slow
the appearance of immunity in the early stages post-challenge. HFD-fed animals
show a reduced ability to detect low dose infection, while reacting excessively to a
high dose, thus leading to a reduced survival. This may be related to the HFD causing
early DM2, as supported by a dysbiosis in the intestinal microbiota that promotes an
intolerance to glucose. Interestingly, even when natural immunity induced by Mtb
followed by chemotherapy is able to induce protection, BCG vaccination protection
is reduced in terms of BL and survival. This finding highlights the need to further
explore the mechanisms of this difference in order to design a better vaccine that can
protect against this rapidly growing comorbidity, which is starting to hamper current
efforts to control TB.

5. Abbreviations

TB Tuberculosis

BMI Body mass index

DM2 Diabetes mellitus type 2
Tregs Regulatory T cells

HFD High fat diet

F/B Firmicutes to Bacteroidetes
Mtb Mycobacterium tuberculosis
BL Bacillary load

BCG Bacillus Calmette-Guérin

SI Single infection

MCI Multiple consecutive infections
NI Natural immunity

CFU Colony-forming unit

ND Normal diet

p.i. Post-infection
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OTU Operational taxonomic unit
NMDS Non-metric multidimensional scaling
MST Median survival time
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11. Tables

Table 1. Experimental design of both experiments performed in the study
-w12: twelve weeks before challenge; w3, w4, wl6: three, four and sixteen weeks
post-challenge.

Experimental design

Time of -wi2 wo w3 wa wl6 wi6—>
infection
~ Time of diet w0 wi2 wl5 w16 w28 w28—>
2
= . Euthanasia  Euthanasia  Euthanasia  Survival
o BCG Infection
S (n=5) (n=5) (n=10) (n=10)
=
Time of w12 Wwi0towd  wo Wwo—>
infection
~ Time of diet w0 w2 to wl0 wi2 wi2—>
=
D
% Single Antibiotic Infection Survival
§ infection treatment (n=10)
=

Table 2. Experimental groups and conditions tested per experiment
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Experimental conditions

Experimental conditions

Group Obesity BCG .Type'of Group Obesity Protection 'Type.of
infection infection
ND-SI NO NO SI ND-NI NO NI MCI
ND-MCI NO NO MCI HFD-NI YES NI MCI
ND-BCG-SI NO YES SI
ND-BCG-MCI NO YES MCI
HFD-SI YES NO SI
HFD-MCI YES NO MCI
HFD-BCG-SI YES YES SI
HF]D)JEICG' YES YES MCI

Table 3. P-value summary of three-way ANOVA from cytokines quantified in lungs
(*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001).
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12. Figure legends

Figure 1. Weight evolution during the experiment in pre- and post-infection status.
Weight evolution of the same experiment is represented by comparing ND and HFD
(A-F) and Sham and BCG (G-L). Panels represent: pre-infection and sham (A), SI
and sham (B), MCI and sham (C), pre-infection and BCG (D), SI and BCG (E), MCI
and BCG (F), pre-infection and ND (G), SI and ND (H), MCI and ND (I), pre-
infection and HFD (J), SI and HFD (K), MCI and HFD (L). Linear regression are
represented together with p-values. Slopes’ values are included in Supplementary

Table S1
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Figure 2. Bacillary load progression at different end time points (w3, w4 and w16)
are shown as log CFUs/ml. Each panel compares sham and BCG vaccinated groups:
ND and SI (A), ND and MCI (B), HFD and SI (C), HFD and MCI (D). Box and
whiskers plots show the minimum, first quartile, median, third quartile and maximum
values. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; Mann—Whitney test.

Figure 3. Progression of lung disease at different end time points (w3, w4 and w16)
is shown as the percentage of damaged area. Each panel compares sham and BCG
vaccinated groups: ND and SI (A), ND and MCI (B), HFD and SI (C), HFD and MCI
(D). Bar plots show median with range. *»<0.05; Mann—Whitney test.

Figure 4. Quality of the lesions found at week 16 post-infection. The tissue sections
show a proliferative (A) and an exudative (B) lesion stained with H/E. (C) Relative
percentage of exudative lesions at week 16. Black bars represent ND groups while
red bars represent HFD groups. Hatched bars in each type of diet represent
vaccination Bar plots show median with range. Asterisk indicates differences
between vaccination and infection in each diet; hashtag indicates differences between
diets. *p<0.05, #<0.05; Mann—Whitney test.

Figure 5. Principal component analysis of inflammatory mediators. (A)
Representation of animals according to experimental groups with 95% confidence
ellipses. (B) Samples colored by type of infection.

Figure 6. Evolution of survival after Mtb infection for the first experiment. Each
panel compares sham and BCG vaccinated groups: ND and SI (A), ND and MCI (B),
HFD and SI (C), HFD and MCI (D). Median survival times and p-values are indicated
in each panel. Log-rank test.

Figure 7. Evolution of survival after M¢b infection for the second experiment. Each
panel compares sham and NI groups: ND (A) and HFD (B). Median survival times
and p-values are indicated in each panel. Log-rank test.

Figure 8. Analysis of the microbiota diversity based on 16S rRNA sequencing. In
each panel the ND group is colored in black and the HFD group in red. Rarefaction
curves at week 16 (A) and week 28 (B) after starting the different diets are
represented. (C) NMDS ordination in samples following different diets. (D) Shannon,
Simpson and Inverse Simpson diversity indexes. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001;
Mann—Whitney test.

Figure 9. Taxonomic composition of the intestinal microbiota based on 16S rRNA
sequencing at week 16 after starting both diets. Analysis of the relative abundance of
the most abundant phylum (A), class (B), order (C), family (D) and genus (E) in ND
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versus HFD. (F) Bar plot representation of the OTUs of each sample according the
taxonomic classification. (G) Regression plot of Firmicutes and Bacteroidetes phyla
against animal weight and analysis of the F/B ratio in ND and HFD. *p<0.05,
*4p<0.01, ***p<0.001; Mann—Whitney test.

Figure 10. Taxonomic composition of the intestinal microbiota based on 16S rRNA
sequencing at week 28 after starting both diets. Analysis of the relative abundance of
the most abundant phylum (A), class (B), order (C), family (D) and genus (E) in ND
versus HFD. (F) Bar plot representation of the OTUs of each sample according the
taxonomic classification. (G) Regression plot of Firmicutes and Bacteroidetes phyla
against animal weight and analysis of the F/B ratio in ND and HFD. *p<0.05,
*4p<0.01, ***p<0.001; Mann—Whitney test.

Figure 11. Taxonomic composition of the intestinal microbiota based on 16S rRNA
sequencing between different diets and under chemotherapy. Analysis of the relative
abundance of the most abundant phylum (A), class (B), order (C), family (D) and
genus (E). (F) Bar plot representation of the OTUs of each sample according the
taxonomic classification. (G) Analysis of the F/B ratio. *p<0.05, **p<0.01,
*#%p<0.001; Mann—Whitney test.
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Figure S1. Box and whiskers plots showing weight evolution during the experiment
in pre- and post-infection status. Weight evolution is represented by comparing ND
and HFD (A-F) and Sham and BCG (G-L). Panels represent: pre-infection and sham
(A), SI and sham (B), MCI and sham (C), pre-infection and BCG (D), SI and BCG
(E), MCI and BCG (F), pre-infection and ND (G), SI and ND (H), MCI and ND (I),
pre-infection and HFD (J), SI and HFD (K), MCI and HFD (L). Mann-Whitney test.
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Figure S2. Glucose tolerance test (A), cholesterol (B) and HDL (C) in mice given a
high fat diet or a normal diet. For glucose tolerance test n=6 animals per group were
included. For cholesterol and HDL determination n=18 mice per group were included
at each time point. Two way ANOVA test was performed to test diet influence. Diet

affects glucose tolerance (p=0.0178), cholesterol (p<0.0001) and HDL
concentrations (p<0.0001).

Figure S3. Bacillary load progression at different end time points (w3, w4 and w16)
are shown as log CFUs/ml. Each panel compares ND and HFD groups: sham and SI
(A), sham and MCI (B), BCG and SI (C), BCG and MCI (D). Box and whiskers plots

show the minimum, first quartile, median, third quartile and maximum values. Mann—
Whitney test.
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Figure S4. Bacillary load progression at different end time points (w3, w4 and w16)
are shown as log CFUs/ml. Each panel compares SI and MCI groups: ND and sham
(A), ND and BCG (B), HFD and sham (C), HFD and BCG (D). Box and whiskers
plots show the minimum, first quartile, median, third quartile and maximum values.
Mann—Whitney test.
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Figure SS. Analysis of inflammatory mediators in lung homogenates at w4 post-
infection. Results are represented as LoglO of the concentration in pg/ml.
Comparisons are differently indicated depending on the experimental condition
tested: line and asterisks (vaccination), black asterisks (infection), red asterisks (diet).
Holm Sidak’s multiple comparisons test.
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Figure S6. Analysis of the microbiota diversity based on 16S rRNA sequencing.
NMDS ordination was performed separately in each type of diet: ND (A) and HFD
(B).
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1.1.

Tables

Anexo I

Table S1. Comparisons of the pre-infection and post-infection weight increase slopes
and their corresponding p-values obtained with linear regression test showed in

Figure 1
Experimental groups Slope p-value
ND 0.521
5 bt HFD 1213 <0.0001
= ND-BCG 0.565 00001
2 HFD-BCG 1.61 -
z ND 0.521 0350
5 Vaccination ND-BCG 0.565 :
> HFD 1.213 0.0002
HFD-BCG 1.61 :
ND-SI 0.793
HFD-SI 0.574 0.270
ND-MCI 0.762
Diet HFD-MCI 0.472 0.0683
. ND-BCG-SI 0.952 o
= HFD-BCG-SI 0.616 :
H - -
3 ND-BCG-MCI 0.828 0.0301
o HFD-BCG-MCI 0.496
4 ND-SI 0.793
£ ND-BCG-SI 0.952 0.270
©) ND-MCI 0.762
¥ Vaccination ND-BCG-MCI 0.828 0.6936
accination HFD-SI 0574 X 8 1 —
HFD-BCG-SI 0.616 :
HFD-MCI 0.472
HFD-BCG-MCI 0.496 0.8650
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