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INTRODUCCION

Se ha demostrado que durante el transcurso de las enfermedades
infecciosas cronicas, existe la interaccion de las subpoblaciones linfocitarias
Th1/Th2 que pueden encausar la respuesta inmunoldgica hacia la proteccion
mediada por una respuesta celular competente en contra del agente causal, 0
hacia un patron de no respuesta hacia el agente infeccioso, lo cual permite

que la enferinedad se agrave o se haga cronica.

Los resultados que se presentan en este trabajo de tesis, demuestran la
presencia de dichas subpoblaciones linfocitarias en los compartimentos
histologicos del pulmon durante el transcurso de la tuberculosis pulmonar en
un modelo experimental murino, determinando la cinética de aparicion de
dichas subpoblaciones, correlacionandolas con el dafo patologico en el tejido

pulmonar.

Los resultados se obtuvieron aplicando técnicas inmunohistoquimicas
y de biologia molecular, obteniendo resultados similares por distintos
métodos que les proporcionan una gran solidez , en los cuales se observa la
participacion e influencia de las subpoblaciones linfocitarias durante el

transcurso de la tuberculosis pulmonar.

En el experimento se utilizaron ratones singénicos de la cepa BALB/c
de 6 a 8 semanas de edad, dada la susceptibilidad que presentan éstos a la

cepa de M. tuberculosis H37Rv.



La cepa de tuberculosis antes mencionada se utilizo para inducir la
enfermedad en los ratones BALB/c inoculandola por via intratraqueal en una

campana de bioseguridad por medio de procedimientos quirargicos.

Los animales inoculados se mantuvieron cn microaisladores y sc
sacrificaron en periodos de 1, 3, 7, 14, 21, 28, 60, 120 dias posteriores a la
inoculacion, de los animales sacrificados se obtuvieron los pulmones y sangre
y se llevaronn a cabo determinaciones de hipersensibilidad retardada en su

cojinete plantar.

Con los pulmones de los ratones sacrificados se obtuvieron cortes
histologicos, en los cuales se efectuaron tinciones con H/E, y de los cuales se
obtuvieron los resultados del analisis planomorfométrico que permitieron
establecer claras comparaciones y relaciones entre la respuesta inmunolégica

y las lesiones observadas durante la enfermedad.

En los cortes de los pulmones mencionados anteriormente, se efectud
la deteccion de las células productoras de IFN-y, 1L-2, IL-4 por medio de la

aplicacion de la técnica de inmunohistoquimica.

De los cortes, se obtuvo por medio de la cuenta de las células presentes
en las lesiones histologicas, el porcentaje de las células productoras de las
citocinas antes mencionadas. Y por medio de los resultados se establecié una
relacion entre las citocinas producidas, con el tipo de respuesta

correspondiente al tiecmpo de analisis.

Ademas, por medio de la técnica de RT-PCR { Reaccién en cadena de la
polimerasa dependiente de la transcriptasa reversa ) se efectuo la deteccion

de las secuencias para la expresion de la 11.-12, IL-4 e IFN-y, con lo que pudo
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establecerse una correlacion entre la intensidad del mensaje de cada citocina
y el tipo de respuesta que se presenta a los diferentes tiempos en los que se

determinaron

Se evidencid la influencia moduladora en las subpoblaciones
linfocitarias, sobre la producciéon de las subclases de inmunoglobulinas
durante la evolucion de la tuberculosis, con la determinacion de las

inmunoglobulinas 1gG1 e lgG2a con la técnica de ELISA,

En cuanto a los resultados obtenidos de las pruebas de
hipersensibilidad retardada, se establece una correlacion entre el tipo de
respuesta observado en los cojinetes plantares de los ratones y la respuesta
observada en los pulmones, observando los dafos histolégicos que esta

respucsta causa en ¢l particular caso de la tuberculosis pulmonar.

En base a los resultados aqui mostrados se concluye, que durante la
respuesta inmunologica montada en contra de M. tuberculosis H37Rv, existe
al inicio de la enfermedad un predominio de la subpoblacion linfocitaria Th1
el cual, esta asociado a una respuesta protectora en contra del agente causal
de la enfermedad y que siguiendo el curso de la evolucion de la enfermedad,
se observa que la subpoblacion linfocitaria Th2 aumenta drasticamente con lo
que el efecto protector disminuye y un patréon de no respuesta protectora
predomina; sin embargo, ¢l patron no es totalmente Th2 ya que la
subpoblacién Thl no desaparece tatalmente y la respuesta puede definirse

como ThO hacia el corte del experimento.



I. GENERALIDADES

1.1 Aspectos historicos

La tuberculosis es una enfermedad infecto-contagiosa, que presenta un
alto indicc de casos nuevos al afo en el mundo; sin embargo, esta
enfermedad es tan antigua como la misma humanidad, compafera

inseparable del hombre desde que éste aparecio en la tierra.

La tuberculosis es una enfermedad tan antigua, que ha sido
encontrada en vértebras de hombres del neolitico y en huesos de animales

prehistoricos. 8

En los albores del siglo XXI, la tuberculesis fue declarada emergencia
mundial por la O.M.S, 3. 48 su asociacion con el SIDA es preocupante,
mientras la pobreza aumenta en todo el mundo y con ella las enfermedades
infecciosas, el deseo de toda la humanidad es que la tuberculosis pase ya a
formar parte de la historia, y deje de estar presente como uno de los grandes

fracasos de la medicina preventiva,

La tuberculosis, se caracteriza por un largo periodo de incubacién,
infeccién latente y de curso cronico. - 5 Se ha estimado que 60 millones de
personas padecen tuberculosis, v cada afo aparecen aproximadamente 10
millones de casos nuevos. Anualmente mas de 3 millones de personas mueren
de esta enfermedad, al mismo tiempo se ha estimado que 1/3 o 1/2 del total

de la poblacién mundial ( aproximadamente 2 billones de personas ) estan
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infectadas con M. tuberculosis. ¥ 75 Muchos dec éstos infectados alhergan

microorganismos latentes en pequefios granulomas.

La tuberculosis es una de las enfermedades mas ampliamente
difundidas. Fracastorius, en la primera mitad del siglo XVI, sospeché su
naturaleza infecciosa, y en 1865 Villemin demostré que la enfermedad podia
trasmitirse inoculando materia} tuberculoso. En 1882 Koch descubrio el
bacilo de la TUBERCULOSIS mediante métodos de tinciéon especiales, lo aislé
y desarrollo en cultivo puro, y reprodujo la enfermedad inoculando el bacilo
en animales de experimentacion. E! descubrimiento de Koch, de que la
tuberculosis era causada por un agente infeccioso, revoluciond las ideas
existentes sobre la enfermedad. Los postulados de Koch se desarrollaron con
el modelo de la tuberculosis en mente y se convirtieron en punto focal de los

avances de la microbiologia y la medicina.

A pesar de que en el afio de 1943 se descubrio la estreptomicina y a
partir de la utilizacion de este farmaco, la quimioterapia se convirtio en una
forma comiin de tratamiento, la aparicién de cepas resistentes a los farmacos
utilizados, renueva a la tuberculosis como un problema que debemos

afrontar,

La tuberculosis sc presenta en forma crénica, su agente causal es
M. tuberculosis, el cual inicialmente afecta a los pulmones pero puede lesionar

cualquier 6rgano o tejido corporal,

El proceso de dafio tisular en la tuberculosis , es mas ¢! resultado de la

respuesta inmunolégica de! individuo hacia el estimulo inflamatorio
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provocado por el bacilo tuberculoso, que el dafio causado por el bacilo

tuberculoso a su hospedero. 1,33

La transmision se lleva a cabo cuando una persona inhala uno o mas
bacilos contenidos en una gotita de fliige, que es el material infectante que un
tuberculoso bacilifero nebuliza a su alrededor al toser, hablar, reir, gritar,
cantar o estornudar. Aunque cualesquiera aceleracion de flujo aéreo
proveniente de los pulmones puede nebulizar particulas finas, sin duda, que

la mas capaz de generar aerosoles potencialmente infectantes es la tos. 26

En contacto con el aire las gotitas de fllige se evaporan, dejando unos
nucleos de 1 a 5 pm.,, Que se dispersan facilmente con cualquier corriente de
aire, pudiendo mantenerse suspendidos en el ambiente y recircular por largo
tiempo. Aunque cada una de estas particulas, por su tamaio, sélo pueden
contener pocas micobacterias, hay que tener presente que en los contagios
masivos intrafamiliares, son muchas las gotitas infectantes que pueden ser

inhaladas, simultinea o sucesivamente.

Pese a los efectos nocivos que ha tenido la enfermedad en la
humanidad, ha permitido a los inmundlogos utilizar a la tuberculosis como
un modelo para dilucidar procesos importantes de la respuesta inmunologica

mas claramente, y poder establecer todas las interacciones que sc¢ presentan

por la presencia de un antigeno con las caracteristicas del bacilo tuberculoso.

Teniendo a la micobacteria como parte central, se ha podido
revolucionar los conceptos de la Inmunologia en general. El mismo Koch
mostré que la exposicion a los antigenos de la micobacteria desarrollan en la

piel hipersensibilidad a los antigenos del microorganismo, y observé que ese
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era el punto de inicio para el desarrollo de ta reaccion alérgica observada.
Claramente la hipersensibilidad retardada y la reaccién alérgica mediada por
IgE se definieron en relacion con el bacilo tuberculoso. En L. década de los
40's Merrill Chase mostré de forma concluyente que la reaccién de
hipersensibilidad a la tuberculina podia ser transferida de un animal con
prueba dérmica positiva a la tuberculina, hacia un animal negativo a dicha
prueba, no por el suero, sino por la transferencia de células, estableciendo las

bases de la inmunologia celular. 3

En la década de los 60's, Barry Bloom usando antigenos del bacilo
tuberculoso, desarrollé un método por medio del cual se pudo examinar un
mediador soluble, denominado factor inhibidor de la migracion, la primera de
varias citocinas descritas que estan involucradas en la respuesta

inmunologica.8

Con los avances obtenidos en el campo de la inmunologia, debido a la
gran cantidad de estudios llevados a cabo en arios anteriores, se ha logrado
comprender gran cantidad de interacciones cejulares in vitro.!%, sin embargo
ha surgido una nueva era en el estudio de la inmunologia, en donde deberan
de comprenderse con claridad absoluta el gran numero de interacciones
celulares in sity, las cuales son mas complejas y con una gran cantidad de
moduladores que los observados in wvitro, y esto se lograra utilizando los

desarrollos cientificos y tecnoldgicos que se han empleada. 11,40

Actualmente, es necesario continuar con la investigacion en
tuberculosis, no sélo por que en nuestro pais es un problema de salud

publica importante, sino también, porque todavia no se dilucidan
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completamente los mecanismos por medio de los cuales, el microorganismo
interacciona con el sistema inmunolégico para causar una enfermedad en la
cual, el sistema inmunolégico no puede actuar de forma competente y el
mayor dafio observado esta causado por la accion del sistema inmunologico y

no por el bacilo tuberculoso per se.

1.2 Caracteristicas del bacilo tuberculoso.
Taxonomia

El género Mycobacterium, pertenecen al orden de los Actynomicetales,

dentro de la familia Mycobacteriaceae.

Caracteristicas microscépicas, !4

Los bacilos de la tuberculosis son bastones delgados, algunas veces
ligeramente curvos, de 0.2 a 0.8 ym. de diametro, y 2 a 7 uym. de largo. Se
presentan aislados, pero a veces se observan en grupos pequenos, en
ocasiones como masas compactas donde no pueden distinguirse los bacilos
individuales. Los bacilos de la variedad humana tienden a ser algo mas largos
y delgados que los del tipo bovino, pero la morfologia de ambos es variable, y
ese cardcter no sirve para diferenciarlos. En los tejidos suele conservarse la
forma bacilar; en cultives, algunas veces se observan formas filamentosas
mas largas con células hinchadas, o en forma de maza que semejan al bacilo
diftérico.

El bacilo tuberculoso no es mavil, ni formador de esporas. Es notable la
estructura granulosa de las células individuales. A menudo se observan

vacuolas en abundancia; incluse puede dar a las células teidas el aspecto de
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una cadena de cocos. El significado de los cuerpos pequerios, que sc tifien
intensamente, observados ocasionalmente en las células, se ha interpretado
en varias formas, pero se cree que sean granujos de polifosfato; también se

observan vacuolas lipidicas, que se tifien con colorantes lipofilicos.
Composicion quimica 2%t
Haciendo referencia al peso seco de la bacteria, sahemos que
aproximadamente el 40% del peso total estd dado por el citoplasma y

membrana, mientras que el 60% restante esta dado por la pared celular,

constituida por lipidos entre los que destacan:

e Ceras D. { Arabinosa, galactosa, glucosamina, acido muramico,
acido micélico y aminoacidos; funciona como coadyuvante en la

respuesta inmunolégica e induccién del interferon )
e Micésidos ( Glucolipidos )
¢ Triglicérido ( Esteres de acidos grasos y glicerol }
e Sulfolipidos

e Lipoproteinas

Consecuencias de su composicién quimica

Su composicion quimica tan peculiar, determina que las micobacterias
muestren algunas diferencias notables en relacién a la mayoria de las

bacterias como:
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¢ Lento desarrollo

¢ Son altamente hidréfobos

¢ Resisten la desecacion

e Resisten la accion de oxidantes acidos y alcalis diluidos.

o No pueden tefirse facilmente mediante métodos usuales eficaces

con otras bacterias.
e Resisten la decoloracion con alcohol-acido

e Los medios en los que se cultiva contienen componentes poco

comunes

Propiedades de crecimiento 5
Medios de cultivo

Los medios mas adecuados para el desarrollo de las
micobacterias son: Lowestein Jensen que contiene verde de malaquita y cuya
presentacion es en “ pico de flauta * , el ATS, el Cohen Middlebrook 7H10 y
7H11, que se emplean en placa, principalmente para realizar pruebas de
sensibilidad a los diversos farmacos antituberculosos, el Petragnani y el

Petrofl.

Los componentes, en los que la mayoria de los medios anteriores
coinciden son: huevo completo coagulado o yema coagulada, glicerol, acidos
grasos principalmente el oleico, albimina, hidrolizados de caseina, harina de

papa, Tween 80, antibacterianos y antifungicos.
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Condiciones de incubacion

Ya que las micobacterias son aerobios estrictos, y que en el
periodo de su crecimiento deben de sintetizar gran cantidad de
lipidos, su incubacién adecuada incluye la necesidad de
proporcionarle ambientes humedos con 5 a 10 % de CO.. Del
mismo modo, la temperatura optima es de 35°C y el tiempo que

requieren para desarrollarse varia entre los 15 y los 25 dias.

Caracteristicas macroscopicas

Las especies capaces de desarrollar in vitro producen colonias de
4 a 6 mm, de diametro, planas, bordes muy irregulares con aspecto granular

y generalmente de un color amarillo muy claro mate.

Clasificacion de Runyon 62

Runyon ha disefiado una clasificacién, que sélo involucra a las
especies consideradas como MOTT ( Otras bacterias diferentes a la de la
tuberculosis ) 6 atipicas basandose en la capacidad de las cepas para
producir un pigmento carotenoide amarillo brillante en presencia y/o

ausencia de luz, dicha clasificacion incluye cuatro grupoes que son:

. Fotocromégenos. A este grupo pertenecen las MOTT cuyas colonias
manifiestan el pigmento mencionado, cuando se les ha incubado en

presencia de la luz. Su principal especie ¢s M. kansasii, cuya frecuencia
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como causante de enfermedad suele igualar o superar a la de

M. tuberculosis en algunas zonas geograficas

11. Escotocromégenos. Se encuentra integrado por las micobacterias atipicas
que producen dicho pigmento, tanto en presencia como en ausencia de la

luz. Su especie mas relevante es M. scrofulaceum.

111.No Fotocromégenos o no cromogenos. Incluye a las MOTT que no sintetizan
el pigmento en cuestion, bajo ninguna circunstancia. Su especie mas

distintiva es M. intracellulare.

IV.De crecimiento rapido. Agrupa a las micobacterias cuyas colonias aparecen
dentro de los 7 primeros dias de incubacién. Su representante de mayor

relevancia en salud piblica es M. fortuitum.

Patogenia de Ia tuberculosis 2.

Los bacilos de la tuberculosis son intracelulares facultativos, que
incluso pueden desarrollarse dentro de los macrofagos ! 7, los bacilos
tuberculosos pueden adquirirse por via aérea, oral, cutanea, oftalmica,

uretral, otica y vaginal.

Atributos bioquimicos de la virulencia de M. tuberculosis:

¢ Un glucolipido denominado 6,6’ dimicolil-a-D-trehalosa é factor
cordon 6 factor serpentina que es responsable de la disposicion del
microorganismo en cadena y en paralelo in vitro. Ademas, dicho

glucolipido es leucotéxico ya que inhibe a la deshidrogenasa
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succinica, provoca el hinchamiento de las mitocondrias y destruye

el reticulo endoplasmico rugoso disgregando a los ribosomas.
+ Sulfolipidos.

» Complejo catalasa-SOD ( Catalasa-superoxido dismutasa ) que
neutraliza la accion oxidante del perdxido de hidrogeno y del idn

superoxido.

1.3 Mecanismos de la enfermedad.

La infeccion por el bacilo tuberculoso.

El arribo del bacilo de Koch a los alvéolos produce una inflamacién
inespecifica, inicialmente de grado minimo, caracterizada por hiperemia,
edema e infiltracion de polimorfonucleares. A las 48 horas aparece la
respuesta monocitaria, constituida por macréfagos residentes del pulmon. Los
macrofagos alveolares fagocitan al bacilo tuberculoso como si fuera una
particuta inerte de carbdn o de polvo y, eventualmente, lo transportan a los

ganglios linfaticos hiliares, %

Por carecer de toxicidad primaria, las micobacterias se multiplican
libremente dentro de los macrofagos, pudiendo llegar a destruirlos,
liberandose en el medio extracelular. Algunos bacilos son transportados por
la circulacion linfatica o dentro de los macréfagos a los ganglios hiliares y del
mediastino; desde allf se vacian a la sangre venosa y se diseminan por todo el

organismo, produciendo las llamadas siembras organicas de la tuberculosis.

30
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Actualmente, se acepta que durante la primo-infeccion se produce
siempre una bacteremia silenciosa, mediante la cual el bacilo se siembra en
diversos tejidos del cuerpo, asentandose de preferencia donde encuentra un
sistema reticuloendotelial abundante. La posibilidad de que se establezca en
uno u otro oérgano parece depender, en gran medida, de la tensién parcial de
oxigeno que en ¢l encuentre, Asi se explicaria el desarrollo de la tuberculosis
en las serosas, las meninges, en la metafisis de los huesos (en la zona de
crecimiento), en el rinon y en los drganos genitales durante la pubertad. El
drgano que tiene la tension parcial de oxigeno mas alta del organismo es el
pulmon y en éste son las regiones apicales y dorsales las mas frecuentemente

afectadas, 9. 2

En efecto, en posicion erecta, las partes aitas de ambos pulmones casi
no tienen circulacion, y aunque también tienen menor ventilacion, la relacion
ventilacién/circulacion es mas elevada. Esto se asocia a la presencia de una
abundante irrigacion bronquial, portadora de sangre bien oxigenada, todo lo
cual determina tensiones parciales de oxigeno que pueden llegar, en las zonas
apicales, a los 130 mm de Hg a nivel del mar, Estos hechos, explicarian que
la forma de tubcrculosis posprimaria mas frecuente en la clinica, sea la que
asienta en las llamadas zonas wvulnerables, que son las partes altas y

posteriores de los pulmones, 26

Una vez producida la primo-infeccion, en la gran mayoria de los casos
el bacilo queda encapsulado en pequeiios focos quiescentes, que no progresan
ni determinan enfermedad, y con frecuencia se calcifican. Sélo sabemos que
el sujeto ha sido infectado, es decir que tiene bacilos tuberculosos vives, en

estado latente, en alguna parte del organismo, por que reacciona
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positivamente a la tuberculina 2, en el caso particular de nuestro pais, solo

se presenta dicho comportamiento, si el paciente no ha sido vacunado.

Sec ha calculado que solo una minoria de las personas que son
infectadas con el bacilo de Koch son capaces de progresar a enfermedad, la
mitad de las veces tempranamente, en los meses o afos siguientes a la primo-
infeccion, determinando las llamadas tuberculosis posprimarias, y en la otra
mitad de los casos mas tardiamente, con frecuencia muchos anos después de
haber sido infectados por primera vez, produciendo la tuberculosis de

reactivacion endogena 6 secundaria.

El riesgo de pasar de infeccion a enfermedad depende de una serie de
factores, entre los cuales destaca la historia previa de exposicion al bacilo de
Koch que haya tenido cada poblacion, con su efecto seleccionador de
individuos mas resistentes, lo que les permite montar una respuesta inmune

mas adecuada.

Puede estimarse que este riesgo varia entre un 5 a 10% para paises
desarroilados y un 10 a 20% o mas para los paises en desarrollo; en

condiciones especiales puede ser desmesuradamente alto. “

Aun no se sabe en forma precisa cudl es el mecanismo intimo por el
cual un individuo pasa de infectado a enfermo; solo se conocen algunos de los
factores que favorecen este infortunado evento. De los cuales puede
distinguirse los que dependen del bacilo antes ya mencionados, los debidos al

ambiente y los referentes al hospedero,
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' l BACILO TUBERCULOSO I

| MACROFAGOS ]

CURACION SIN INFECCION PROGRESION LOCAL Y

DISEMINACION
DESARROLLO DE
INMUNIDAD CELULAR
CONTROL DE LA PROGRESION A ENFERMEDAD
INFECCION PRECOZ O TARDIA

Figura 1. Evolucion de la infeccion tuberculosa

1.4 E| bacilo tuberculoso y el sistema inmunologico.
Caracteristicas de las bacterias intracelulares 3% 40

M. tuberculosis es una bacteria intracelular, por cumplir con los

siguientes criterios;

La capacidad de desarrollar dentro de los macréfagos es el primero de ellos,
habitando dentro de los macrofagos, la micobacteria puede evitar la respuesta
mediada por anticuerpos, en tanto procesan y presentan sus proteinas los
macrofagos infectados, promoviendo la estimulacion de las células T, dejando

claro que éstas son indispensables para presentar resistencia, y adquirir un
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papel importante en la patogenia. El papel crucial de los linfocitos T es el
segundo criterio. El crecimiento microbiano en el espacio extracelular causa
la acumulacién de polimorfonucleares, lo cual resulta en una reaccién
purulenta. En cambio, la reaccién tisular a las bacterias intracclulares es
tipicamente granulomatosa, siendo esta caracteristica el tercer criterio. Sin
embargo, las bacterias intracelulares son retenidas dentro de los granulomas,
sucediendo en pocos casos la erradicacion de dichas bacterias. De ahi que la

enfermedad se convierta en cronica lo cual es el cuarto criterio.

Importancia de las células fagociticas en la respuesta inmunoldgica contra

M. tuberculosis

La fagocitosis profesional, que esta dada por los polimorfonucleares y
los macrofagos, es el principal mecanismo efector en la defensa
antimicrobiana, donde los polimorfonucleares juegan un papel importante en
la infeccion intracelular aguda !¢, la gran capacidad secretoria de sustancias
tales como hidrolasas acidas, mieloperoxidasa, muraminidasa y lactoferrina
de los polimorfonucleares, los hace participes de la destruccion del tejido y la

licuefaccion de los granulomas. 75

Las principales funciones de los polimorfonucleares son la generacion
de radicales libres de oxigeno (ROI) y nitrogeno (RNI}; la limitacion del hierro
disponible; acidificacion de los fagosomas, mas la fusion fagosoma-lisosoma;
y la produccion de defensinas. Muchos de estos mecanismos sélo se

presentaran si se lleva a efecto una adecuada activacién, la cual en el caso
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del modelo murino puede llevarse a cabo por la estimulaciéon del IFN-y y

algunas otras interleucinas. 27

Las estrategias que las bacterias intracelulares utilizan para vivir en las
células de su hospedero, son las causantes de la activacion de la proteccién

inmunologica y eventos patologicos subsecuentes,

M. tuberculosis contribuye a su propia fagocitosis por los macrofagos
por medio de dos mecanismos. El primero de ellos, es que las micobacterias
secretan abundantes cantidades de moléculas de 30-32 kDa y 57-60 kDa que
promueven la fagocitosis por los receptores de fibronectinas ubicados en la
superficie del macrofago 8, Segundo, M. tuberculosis induce la activacion de
factores de complemento como el C3 ( C3a C3b etc. )} que con su posterior
deposicion sobre la superficie de la micobacteria, pueden utilizarse por ésta
para ser fagocitada via receptores de complemento 65, la entrada por esta via
es relativamente segura porque no induce la formacion de ROl; del mismo
modo, M. tuberculosis también produce enzimas detoxificantes de ROl e
inhibidores de la fusion de fagosomas-lisosomas, el NH4* esta involucrado en
la neutralizacion de la acidez del pH endosomal, en el bloqueo de la
produccion de ROi y en la inhibicion de los movimientos y fusion de los
lisosomas con los fagosomas 2! ,Los glicolipidos también participan en la
sobrevivencia del bacilo tuberculoso, el lipoarabinomanan ( LAM ) interfiere
con la primo-activacion de los macrofagos y los sulfolipidos inhiben la fusion
de fagosomas-lisosomas e interfiere con la produccion de ROl % Finalmente,
debido a la constitucion de la pared rica en lipidos del bacilo tuberculoso, la

reduccion de la actividad metabolica y, adicionalmente la replicacion
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retardada de M. tuberculosis le permiten la sobrevivencia de forma

intraendosomal,

Los linfocitos en la respuesta inmunolégica a M. tuberculosis

En cuanto a los linfocitos, se les puede separar en tres subpoblaciones
en base a los receptores de las células T ( TCR ) y a las moléculas accesorias
que interaccionan con el principal complejo de histocompatibilidad ( MHC ) de
las células blanco 3 .Estas subpoblaciones estan conformadas por células T
CD4 a/p , dichas células reconocen antigenos peptidicos en el contexto del
MHC II; las células T CD8 «/f, las que reconocen antigenos peptidicos en el
contexto del MHC [; y las células T y/8, que carecen de CD4 y de CD8 74, De
acuerdo al patron de secrecion de interleucina de las células T CDA4, estas
pueden dividirse en Th]l que secretan IL-2/IFN-y y Th2 que secretan IL-4/IL-5
4. 69,70, E| papel central de los linfocitos es la adquisicidon de resistencia en
contra de bacterias intracelulares, lo cual se establecio antes de que la
separacion de las células T en a/f y en v/8 fuera posible, ahora sabemos que
los efectos observados, pueden ser imputados a los linfocitos T a/p que
conforman un 90% de los linfocitos en sangre periférica, tanto en el humano

como en los ratones, %

Las células T CD4 sin duda, contribuyen a la respuesta inmunolégica
en contra de las bacterias intracelulares, y la reestimulacion con antigenos
homélogos al antigeno infeccioso de las células T CD4 -, de los ratones
infectados con M. tuberculosis producen IL-2 e IFN-y, recibiendo la

denominacién de linfocitos Thl . Las células Thl antigeno especificas para
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las bacterias intracelulares, presentan una actividad citolitica en el sistema
inmunolégico murino y humano. En el caso de los linfocitos Th2 producen la
IL-4, lo cual se ha detectado en ratones inmunizados con M. tuberculosis, y se
ha observado que un patrén de respuesta linfocitaria tipo Th2 promueve la
susceptibilidad a la infeccion 4. 67, mientras que las de tipo Thl desarrollan
un aumento de la resistencia a la infeccion 6 7. Durante la infeccién, la
produccion del IFN-y no sdlo esta dada por las células tipo Thl, también por
las células NK, y/8 y los linfocitos CD8, los cuales probablemente no sen
controlados por las células tipo Th2, esto se puede observar claramente ya
que en estadios tempranos de la enfermedad se favorece Ia respuesta tipo Thl

por la produccién de IFN-y sobre la Th2, 0

En cuanto a las células T CD8 in vitro, expresan una actividad citolitica
especifica y producen IFN-y; sin embargo, los analisis in situ revelan que las
células T CD8 con potencial citolitico en tuberculosis, forman una envoltura
en los granulomas !8 .La evasion de la actividad citolitica mediada por las
células CD8, esta dada por que inicialmente se necesita del procesamiento de
los antigenos bacterianos presentes en el endosoma, por la maquinaria del
macrofago para su presentacion en el contexto de las moléculas MHC clase I
%, las bacterias intracelulares se replican dentro de los compartimentos
endosomales y no en el citoplasma, sin embargo se explica el procesamiento
de los antigenos micobacterianos, debido a que durante su larga persistencia
in vivo, el compartimento endosomal permite la filtracion de proteinas o
metabolitos de bajo peso molecular que pueden ser presentados en el

contexto del MIIC clase [,24.73



26

En cuanto a las células T «/f, la contribucion relativa de la proteccién
puede determinarse en dos formas. La primera, por la adopcién de una
transferencia de células T proveniente de un ratén infectado y, la segunda,
porque in vivo se eliminan las células T «/p, por medio de la utilizacion de
anticuerpos monoclonales. En la tuberculosis murina éstos dos puntos han
demostrado la relevancia del papel dominante dec las células T CD4 con
alguna contribuciéon de células T CD8 0. %1 »4, Porque ambas subpoblaciones
de células T expresan una actividad biolégica similar diferenciada en el
reconocimiento de sus células blanco, se hace notar que M. tuberculosis salo
reside en células fagociticas mononucleares que expresan moléculas del MHC
clase Il y son altamente resistentes a la muerte intracelular; asi, la proteccion

depende de la activacion de los macraofagos por las células T CD4,

Los linfocitos y/8 se han estudiado en su respuesta inmunolégica
durante los ultimos afios, demostrando lo siguiente: Primero, las células T 7/8
provenientes de animales infectados con M. tuberculosis responden
vigorosamente a los lisados de M. tuberculosis in vitro. 35 Segundo, un elevado
namero de hibridomas dc células esplénicas T v/5 reaccionan vigorosamente
con el derivado proteinico purificado (PPD)}, Tercero, la expresiéon marcada de
linfocitos T y/8 provenientes de sangre periférica de individuos sanos pudo

estimularse in vitro por antigenos micobacterianos. !’

Se ha observado que existe una marcada activacion cligoclonal de los
linfocitos T /8 sobre todo en los linfocitos humanos, advirtiéndose que uno
de cada dos linfocitos T y/8 de sangre periférica pueden estimularse por

lisados de M. tuberculosis.
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La estimulaciéon de las células T y/8 por las bacterias intracelulares puede
evocar a la actividad de los superantigenos para las células T a/f. Las
entidades estimulatorias para las células T y/§ por las micobacterias, son las
de bajo peso molecular aproximadamente < 3 kDa, y moléculas resistentes a
las proteasas. Sin embargo, no es facil considerar de qué manera, pequenas
moléculas se enlazan a las moléculas accesorias y a las células T, lo cual

implica una activaciéon de la forma en que lo realizan los superantigenos. 72

La estimulacion de células T y/8 por las micobacterias, expresa varias
funciones biologicas relevantes en la defensa contra las bacterias
intracelulares, como la lisis de las céluias infectadas por las micobacterias y
la secrecion de IFN-y y TNF. Asi, el conocimiento del espectro de la actividad
bioldgica de las células T y/8 indica la participacion de éstas en la respuesta
inmunolégica en contra de las bacterias intracelulares en forma similar a la
de las células T a/p 2, y de rapida activaciéon inespecifica por componentes
microbianos que podrian asegurar una primer linea de defensa. 5 Por otro
lado, ia contencion de las bacterias intracelularcs dentro de las células del
hospedero puede interferir con la liberacion en suficiente cantidad de
componentes estimulatorios. Estudios recientes, sin embargo, describen la
expansion de las células T y/8 con la participacion de los macréfagos
infectados con M. tuberculosis viva, indicando activacion policlonal de las

células T y/$ en la inmunidad antibacteriana, 32

La activacion de las céiulas T y/8§ por los antigenos de M. tuberculosis no esta
restringida a componentes de bajo peso molecular de hecho, antigenos > 30

kDa, probablemente proteinas, son capaces de estimular células T /8. 7
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Posterior a la administracion de una inyeccién de lepromina, se ha observado
un incremento del namero de las células T y/8 en las lesiones intradérmicas
de pacientes leprosos 77, observandose posteriormente regresion al estado
inicial, cste comportamiento no se observa en las lesiones cutaneas
lepromatosas o tuberculoides. Asi, la acumulacion de células T /8, esta
asociada con el grado de inflamacion que se ha relacionado con el
establecimiento de lesiones cronicas Y7, Las lineas de células T y/6 obtenidas
de dichas lesiones responden a la preparacion de la pared celular de M. leprae
y al PPD, El incremento del nimero de las células T y/8§ fueron también
observadas en areas necroticas de la tuberculosis linfoadenoide, con la
mayoria de las células concentradas en la vecindad o dentro de las areas

necroéticas.

Se ha observado la acumulacion de las células T y/6 en el pulmon de
los ratones infectados con una inoculacion por aerosol de M. bovis. 2 .En el
caso de una infeccion con M. bouis, posterior a una inoculaciéon por via
intraperitoneal, se observé una acumulacion local en la cavidad peritoneal en
el dia 3 o 7, en ambos casos la apariciéon de las células T y/§ precede a la
aparicion de las células T a/p. Las células T y/§ provenientes de los ganglios
linfaticos de los ratones inmunizados con M. tuberculosis muerta, responden

vigorosamente a las preparaciones de antigenos micobacterianos,*

Las citocinas en la respuesta inraunoldgica

Las citocinas tienen un papel importante en la respuesta inmunologica,

como en el caso del IFN-y que juega un papel central en la adquisicion de
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resistencia en contra de las bacterias intracelulares en los ratones. % 5% Esta
interleucina es producida por todos los mediadores de resistencia llamados
células T CD4, células T CD8, células T y/8 y células NK. 5 Sabemos que la
administracion de IFN-y recombinante protege a los ratones de infecciones
ietales con M. tuberculosis, mientras que la neutralizaciéon con anticuerpos
anti-IFN-7 induce exacerbacion de la enfermedad 25 49; De la misma forma, el
iIFN-y es un potente potenciador de la accidn tuberculostitica en los
macréfagos murinos; sin embargo, existen algunas cepas que son resistentes,
los macrofagos que se han estimulado con IFN-y convierten la 25-
hidroxivitamina D3 a 1,25-dihidroxivitamina D3 % in situ quien
posteriormente actia como coestimulador de la actividad tuberculostatica con

una probable participacion del TNF.

Los linfocitos T CD4 inducen la accion tuberculostitica en los
macrofagos via IFN-y probablemente en colaboracion con el TNF y la 1,25-
dihidroxivitamina D3. Cabe, en este punto, hacer el sefialamiento de que en el
caso de los macréfafos humanos, mas no en los murinos, los macréfagos
expuestos al IFN-y, desarrollan la 1-hidroxilasa, la cual convierte a la forms
inactiva en circulacion de la vitamina D3 ( 25-OH colecalciferol ) en un
derivado activo 1-hidroxilado { 1,25(OH): vitamina D3 6 calcitriol ) 59 60,
estando relacionado el calcitriol con la regulacion del balance del calcio y con
la regulacion de la activacion de los macrofagos durante la respuesta
inmunologica mediada por células. Los metabolitos de la vitamina D3 de
forma conjunta con el IFN-y tienen la capacidad de incrementar la resistencia

de los macrofagos humanos a M, tuberculosis .1
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El TNF es secretado por los macrofagos después de la estimulacion de
éstos con micobacterias, proteinas, y el LAM, la diferencia en la secrecion de
TNF por las LAM esta asociado con diferencias de la virulencia de las
micobacterias; sin embargo, el TNF por si solo, es incapaz de activar la
capacidad tuberculostatica de los macrofagos murinos 34, esto demuestra la
sinergia con ¢l IFN-y, sin embargo la administracién de anticuerpos anti-1IFN-y
bloquea la inducciéon de la actividad tuberculostatica. Se sabe que la
administracion de dichos anticuerpos disminuye la resistencia de los ratones
en contra de las infecciones letales con M. tuberculosis , pero no hay efecto

observado en una infeccion secundaria, 20

La administracion de anticuerpos anti-TNF inhibe la formacion de los
granulomas y en los animales en que se les administraron éstos anticuerpos

se encontraron micobacterias en el higado. ¢

En cuanto a la IL-1, durante la infeccion con M. tuberculosis sus
niveles se incrementaron, mientras que la 11.-4 es capaz de activar la funcién
tuberculostatica en los macréfagos murinos. 27 Los macriofagos estimulados
con IL-4 de forma previa a la infeccion con micobacterias, fallan al inhibir el
crecimiento intracelular de la micobacteria, esto se ha observado utilizando
M. bouis, sin embargo, si se administra posterior a la infeccién se observa que
el crecimiento intracelular se reduce de forma significativa, La 1L-4 induce
it vivo un flujo de monocitos y la formacién de células gigantes
multinucleadas in vitro, por medio de esta via contribuye a la formacién v

estabilizacion de los granulomas,
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Otras citocinas, como ¢l IFN-a, iL-2, IL-6, IL-8 y CSF también
participan en la respuesta inmunologica en contra de las bacterias
intracelulares, 3% 5! o La produccion de IL-6 por los macréfagos de los
individuos infectados con M. tuberculosis esta incrementada, la 1L-6 induce la
actividad micobactericida en los macréfagos de una forma similar a la de la
IL-4, mientras que la produccion de IL-8 por los macrofagos y otras células
que han sido estimuladas por antigenos micobacterianos, esta relacionada
directamente con la fagocitosis de M, tuberculosis. 43 La IL-8 esta relacionada
con la aparicién de lesiones en estados tempranos de la infeccion, ya que esta
interleucina puede atraer a las lesiones PGN y posteriormente atraer linfocitos

T, contribuyendo a la formacion de granulomas. *

Inmunidad local

Las bacterias intracelulares no entran al organismo de forma directa,
primeramente atraviesan a través de la barrera de las mucosas. El pulmén
sirve como ¢! mayor sitio de entrada para las bacterias intracelulares, y
puede considerarse de forma virtual como un érgano esténl, por lo que las
micobacterias no compiten con otras bacterias por adherirse a la superficie
del pulmon 24, los alvéolos pulmonares estan libres de macréfagos y las

células T existen en el intersticio del pulmén y emigran hacia la luz atveolar.

M. tuberculosis sélo invade de forma exitosa a su hospedero si los
pocos microorganismos contenidos en las gotas de fliige se inhalan, las
grandes gotas son removidas por mecanismos bronquiales inespecificos. Los

microorganismos son fagocitados por los macrofagos alveolares en el medio
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externo y posteriormente sucede uno de los dos siguientes eventos, mueren
sin entrar al hospedero o son traslocados hacia el interior del intersticio,

particularmente hacia los ganglios locales.

Los linfocitos T intraepiteliales {IEL} son las primeras células T que
tienen contacto con las bacterias invasoras, su papel cn la defensa
antibacteriana no se ha establecido. Estudios in vitro efectuados en el ratén,
demuestran que los IEL posecen funciones efectoras innatas,
independientemente del arreglo del TCR ya sea a/f o 7/§, los IEL expresan
una potente actividad citolitica en los ensayos de la redireccionalizacion de la
muerte bacteriana mediada por inmunoglobulinas, y en la produccion de

IFN-y, 76,55

La lesion granulomatosa

El encuentro entre las bacterias intracelulares y los mecanismos de
defensa del hospedero, es un evento local centrado en la lesion
granulomatosa, la cual es una forma de proteccion antibacteriana del

hospedero.

El fracaso en la formacion del granuloma o el rompimiento de éste,
generalmente condtce a la exacerbacion de la enfermedad, con concecuencias
fatales. Del mismo modo, el crecimiento de los granulomas afecta a la

funcionalidad del tejido causando un efecto patogénico. /i

El granuloma ideal puede considerarse como una forma de proteccién,
cuya constitucion estd dada por linfocitos T de diversos fenotipos y

macrofagos de diferentes estados de maduracion. Su constitucion esta dada
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por células gigantes multinucleadas, células epitelioides, monocitos recién
emigrados y macrofagos maduros esparcidos entre una gran cantidad de
células T. El granuloma se encuentra totalmente rodeado por una envoltura
constituida principalmente por linfocitos T CD8. 4794 Los microorganismos se

encuentran localizados dentro de los macrafagos del granuloma.

Como resultado de la muerte necritica de las células internas del
granuloma, se desarrolla un centro caseoso, pero fijo y sdlido. ) &

Eventualmente la lesion es encapsulada por fibrosis y calcificacion

En la fase temprana de la formacion del granuloma se presenta la
extravasacion de los PNGs y subsecuentemente monocitos, debido a la
secrccion de metabolitos bacterianos, factores del complemento e
interleucinas. Como ya se ha mencionado, los macréfagos infectados
producen numerosas citocinas como 1L-1, 1L-6, IL-8 y TNF-a, que estimulan a
las células endoteliales locales y a las células fagociticas. La estimulacion de
las células endoteliales que rodean a la lesion primaria, hace que expresen
una clevada concentracién de selectinas e integrinas, promoviendo de esta
forma la extravasacion y adhesion de las células fagociticas que estin

emigrando, *5

Sin embargo, los neutréfilos y monocitos restringen la replicacién
bacteriana, pere frecuentemente fallan en la eliminacion de los patégenos, al
mismo tiempo que la liberacion de enzimas proteoliticas causan daiio tisular,

Esta lesion primaria posteriormente se torna en exudado.

Eventualmente, los linfocitos T especificos son activados en los ganglios

linfaticos, al circular los linfocitos T activados, pasan por la lesién
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inflamatoria y se adhieren a la pared de los vasos sanguineos con ayuda de

las integrinas y selectinas, los linfocitos migraran hacia ¢l granuloma., 4

Gradualmente, el infiltrado celuiar comienza a organizarse y a formar
un granuloma constituido principalmente de macréfagos. La aparicién del
TNF es importante en este evento, haciendo el sefalamiento de que la
subpoblacion de linfocitos T a/p es la de mayor predominio durante todo el
desarrollo del granuloma y que los linfocitos T y/8 tienen una importante

contribucion en la etapa inicial,

La interaccién antigeno especifica de los macréfagos infectados con los
linfocitos T, induce la produccion de IFN-y que estimula la actividad

antimicrobiana del macréfago.

El granuloma es el sitio de actividad mas intensa para la proteccion
contra las bacterias intracelulares , por que restringe su replicaciéon y las

confina en un punto discreto, en donde se efectiia lo siguiente;
1. Activacion de macrofagos capaces de inhibir el crecimiento bacteriano
2. Promocién del encapsulamiento, fibrosis y calcificacion
3. Permite la necrosis al reducir nutrientes y el abasto de oxigeno.

Aun asi, frecuentemente los patégenos microbianos no son totalmente
erradicados y algunos microorganismos sobreviven en forma latente, por
medio de un balance entre la persistencia microbiana y las defensas del

hospedero.

En el particular caso de la tuberculosis, los granulomas proliferativos y

productivos, pueden evolucionar en cinco direcciones:
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El delicado balance entre la persistencia microbiana y la proteccion
local, establece un equilibrio y se observa una perpetuaciéon de una
inmunidad estable sin enfermedad, esto se observa en mas del 90% de

los individuos infectados.

En casos raro, el granuloma proliferativo logra una total erradicacién

de! patogeno y desaparece.

Este punto corresponde a una fuerte respuesta inmunolégica donde
prevalece la reaccion necroética, con lo que se extiende el darfio tisular .
Hay una secrecion intensa de citocinas fibrogénicas, incluyendo el TNF

y €l TGF-B permitiendo el desarrollo de fibrosis pulmonar.

A condicion de que prevalezcan los mecanismos citoliticos y de
destruccion celular, el granuloma se convertira en un exudado y
subsecuentemente se licua. En el detritus celular las micobacterias
crecen de forma incontrolable, extendiendo el dafo tisular de forma
marcada, danando al érgano. La diseminacién microbiana a través de
la via hematdgena promueve la infeccion de érganos secundarios y la
ruptura del sistema broncoalveolar facilita la liberaciéon al medio
ambiente. La excesiva produccion de TNF que se libera a la circulacién
causa caquexia. Esta enfermedad toma una forma maligna y es

altamente contagiosa,

En el caso de las inmunodeficiencias, el granuloma se rompe
rapidamente y la micobacteria se disemina, generando una

tuberculosis miliar,



I1. SECCION EXPERIMENTAL

2.1 Materiales.

Equipo
Balanza analitica (METTLER AE100)
Cajas de contencién con microaisladores
Calibrador de ingeniero (Mitutoyo)
Camara de electroforesis 2050 MIDGET (LKB Bromma)
Camara de transferencia 2051 MIDGET MULTIBLOT (LKB Bromma)
Camara humeda
Campana de bioseguridad VECO
Equipo de filtracion millipore, para la obtencion de agua desionizada
Fuente de poder EPS-500/400 120V AC.
Micropipeta de 1,000 uL (Gilson)
Micropipeta de 20 pL (Gilson)
Micropipeta de 200 pL {Gilson)
Micropipeta multicanal de 8 pozos de 200 ul (Cotsar)

Micrascopio acoplado a una camara lucida (American Optical)
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Microscopio de fluorescencia {American Optical)

Microscopio optico (Carl Zeiss)

Microtomo (CROTOME 820 American Optical)

Placa calentadora y Agitador magnético {(CORNING)

Secador de laminillas 40-100°C (Lipshow)

Sintetizador de oligonucledtidos (Oligo DNA Synthesizer, Beckman)

Tabla digitalizadora (ZIDAS,Carl Zeiss)

Thermolyne Maxi Mix (SYBRON}
Material biolégico

24 ratones singénicos pertenecientes a la cepa BALB/c, machos de 6 a 8
semanas de edad, libres de patogenos.

M. tuberculosis H37Rv

Material de uso comun.

3 Embudos
2 Kikasatos

200 Laminillas K de * 26x76 mm. con canto esmerilado con pantalla

ALEMANIA
3 Matraz aforado de 250 mL (Pyrex)

5 Pipetas graduadas de 10 mL (Kimax} Pipetas graduadas de 5 mL

(Kimax)
3 Probetas graduadas de 100 mL (Pyrex)

500 Puntas de micropipeta de 200 pL



500 Puntas de micropipetas de 1,000 ulL

50

50

Tubos falcon de 50 mL
Vasos de precipitado de 1,000 mL
Vasos de precipitados de 100 mL (Pyrex)

Viales de Nunc

Reactivos

Acetona R.A. (J.T. Baker)

Acido citrico monohidratado (Omnichem) R.A
Acido sulfirico R.A. (J.T. Baker)

Alcohol 96° Industrializado

Alcohol etilico R.A. (Omnichem)

Anticuerpo policlonal de cabra anti-subclase IgGl (Seralab, Crawley

Down, Suissex UK)

Anticuerpo policlonal de cabra anti-subclase IgG2a (Seralab, Crawley

Down, Suissex UK)
Bicarbonato de sodio R.A. (Sigma)
Biotinamidocaproato N-hidroxisuccinamida éster C.oHioNsQsS R.A.(Sigma)
Carbonato de sodio R.A. {Sigma)
4-Cloro- 1Naftol R.A. (Sigma)
Cloruro de amonio R.A. (Merck)

Cloruro de potasio R.A. (Baker)



Diacetato de flouresceina R.A, (Aldrich)
Diaminobencidina R.A (Sigma)
Dimetilsulfoxido HLPC. {Malinckrodt)
Estreptoavidina-peroxidasa R.A. (DAKO)
Fosfato de sodio dibasico R.A. (Baker)
Fosfato de sodio monobasico R,A.(Baker)
Glicina R.A.{Merk}

Hidroxido de sodio R.A. {Reproquifin)
Kitt ABC (ABC peroxidado)(Vectastin)
2-Mercaptoetanol R.A. (Sigma)

Metanol absoluto R.A. (J.T. Baker }

Oligo d(T:2.18) (USB:Corp. Cleveland)
Ortocloronaftol R.A. (Sigma)
Ortofenildiamina R.A. (Sigma)

Peroxido de hidrégeno 30% R.A. (Merk)
RNAsin (Promega, Madison, WI.}

Silane R.A. (Sigma Con S Mo USA}
Solucion Inyectable (PISA, Cloruro de sodio 0.9%)
Sulfato de amonio R.A. (Merck)

TNF recombinante {(Genzyme, BO. USA)
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Transcriptasa reversa del virus de la leucemia murina (Gibco BRL,

Gaithesburg, MD.)



Tris'HCl, Grado enzimatico (Sigma)
Trizol {fenol y tiocianato de guanidina) (Life Technology Gaithersburd M.D.)
Tween 20 R.A. (Sigma)

Xileno R.A. {J.T. Baker)

2.2 Métodos.

Bacteria infectante y fuente de antigenos. Se utiliz6 la cepa virulenta de
M. tuberculosis H37Rv, que se cultivo en el medio liquido de Proskauer y Beck
modificado por Youmans, Después de 4 semanas de cultivo, las colonias
bacterianas se resuspendieron en amortiguador fosfato-salino {PBS) con
0.05% de Tween B0, después de disgregar a las bacterias con perlas estériles
de vidrio en agitacién, la suspension se centrifugé durante 1 minuto a 350g
para eliminar grumos bacterianos. Posteriormente se llevé a cabo un cuenteo
bacteriano preliminar por medio de un frotis en un volumen y area conocida,
se tifieron los frotis con la tincién de Ziehl-Nielsen y se revisaron 10 campos
al azar. La suspensién se ajusté finalmente a una concentracion final de
1x10¢ bacterias en 100 uL de PBS, separando en alicuotas la suspension
bacteriana y almacenandola a -70°C. Antes de usar a las bacterias para
inocular a los ratones, se determind la viabilidad de acuerdo al método

mencionado posteriormente,

Determinacion de la viabilidad de las bacterias. Se utiliza diacetato de

fluoresceina al 98%, se prepara un patrén disolviendo 5 mg de diacetato de
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fluoresceina en un mililitro de acetona a -20°C, de la solucion patron se
toman 25 pL. Adicionandolos a 2 mL de PBS y ajustando el pH a 7.2 en frio,
asegurandose de que la solucion no contenga iones Ca**, ni Mg'*. Se mezclan
25 uL de la solucién de trabajo con 25 uL de la muestra, y se efectia la
cuenta de las bacterias viables en la camara de Neubauer en un microscopio

con una fuente de luz ultravioleta.

Modelo experimental de tubercuiosis pulmonar,

Para producir tuberculosis pulmonar, se anestesiaron los ratones
BALB/c con 18 pL de pentobarbital sédico a razéon de 56 mg por Kg de peso,
intraperitonealmente. La traquea fue expuesta a través de una pequefia
incision media en la cara anterior del cuello, a través de ella se inyecto
directamente una suspension de 1x10% bacterias en 100 uL de PBS,
Posteriormente, la incision quirargica se suturé con seda estéril, el animal se
mantuvo en posicién vertical hasta que desaparecio el efecto de la anestesia.
Finalmente, los animales de experimentacion se mantuvieron en grupos de
cinco animales en cajas contenedoras con microaisladores. Todo el
procedimiento quirargico, asi como el sacrificio y la toma de productos se
realizo en una campana de alta seguridad biologica, bajo normas estrictas de

bioseguridad.

Estudio histopatologico, morfométrico e inmunohistoquimico.

Marcaje de los anticuerpos monoclonales utilizados. Los anticuerpos
monoclonales, utilizados en la determinacion de interleucinas en las celulas

linfoides fueron biotinilados, incubandolos en éster de biotina disuelto en
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dimetilsulféxido, en una proporcién de 1 mg de proteina por 2.5 mg de biotina
en amortiguador de carbonatos 0.5M pH 9 en agitacion por 4 horas a
temperatura ambiente; la reaccién de unién biotina proteina se detuvo con la
adicion de una solucion de NH4Cl 1M llegando a una concentracion final de
0.1 M en la mezcla de reacciéon, La biotina libre fue eliminada por dialisis
extensa contra PBS. Se separaron alicuotas de los anticuerpos marcados y se

almacenaron a 4°C hasta el momento de su uso,

Se sacrificaron grupos de tres animales, por exsanguinaciéon en
periodos de 1, 3, 7, 14, 21, 28, 60 y 120 dias después de la inoculacion
intratraqueal de M. tuberculosis. Inmediatamente después, sc fijaron sus
pulmones por medio de perfusion intratraqueal con 1 mL de alcohol etilico
absoluto. Después de extraerlos, los pulmones se deshidrataron en alcoholes
con concentracion creciente y se incluyeron en parafina. De los bloques de
inclusion se obtuvieron cortes histologicos de 5 um de grosor utilizando un

microtomo.

Los cortes histologicos se tifieron con hematoxilina y eosina para su
estudio histologico. Para el estudio inmunohistoquimico de los mismos
bloques se obtuvieron multiples cortes montados en laminillas cubiertas con
Silane. Después de desparafinarios y eliminar la actividad endogena de
peroxidasa al incubarlo con una solucion de metanol-H.O, 3%, el tejido
pulmonar se incubo por 3 horas con anticuerpos monoclonales o-IL-2, a-1L-4
marcados con biotina diluidos 1/50 en PBS. Posteriormente de lavarlos
extensamente con PBS, se incubaron con estreptoavidina-peroxidasa dilucién

1/300 en PBS por una hora. La peroxidasa se revelé con una solucion de
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diaminobencidina-H.0. por treinta minutos, finalmente se contratifieron con

hematoxilina.

Con la finalidad de tener una aproximacion cuantitativa de las células
productoras de IL-2 e IL-4 y ademas definir su localizacion anatémica, los
cortes histologicos incubados con los anticuerpos para cada una de las
interleucinas se estudiaron con técnicas morfométricas, El area en micras
cuadradas del tejido linfoide asociado a la mucosa bronquial, infiltrado
inflamatorio perivascular, intersticio alveocapilar, los granulomas y las areas
neumonicas se determinaron con un digitalizador de imagen Zidas. La
relacion porcentual de las células productoras de cada una de las citocinas en
cada una de las regiones anatémicas mencionadas y durante la evolucion de
la enfermedad, se estimé al contar el nimero total de células negativas y
positivas inmunohistoquimicamente, en cuando menos tres campos
histologicos seleccionados al azar y observados con el objetivo de 40x, en dos

a tres experimentos diferentes. Los resultados se expresaron en porcentaje.

Determinacion de!l ARNm de citocinas por RT-PCR.

Se sacrificaron grupos de tres animales por exsanguinacion en los
periodos previamente indicados. Inmediatamente después se expuso la
cavidad toracica y los pulmones disecados, después de eliminar los ganglios
linfaticos de la region inter-traqueobronquial, los pulmones se congelaron en
nitrégeno liquido, y se almacenaron en viales a -70°C hasta su uso. La mitad
del pulmon derecho ¢ izquierdo se colocaren en tubos de 50 ml., a los que se

les adicioné 1 ml de Trizol (fenol y tiocionato de guanidina) y se
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homogenizaron en politrén. Se purifico E1 ARN y de éste se obtuvo una copia
complementaria de ADN (ADNc) por la actividad de la enzima transcriptasa
reversa, el ADNc se utilizé para realizar PCR con iniciadores para I[FN-y , IL-4
e IL-12 cuyas secuencias se muestran posteriormente. El producto de la
reaccion de PCR se corrié en geles de acrilamida al 6%. También parte del
producto se utilizo para purificar el ADN replicado y marcado con
UTP-digoxigenina para utilizarse como sonda molecular en analisis de
Southern-blot no radiactivo, con este procedimiento se corroboré la
especificidad del PCR y ademas se realizé densitometria con el fin de tener un
estimado cuantitativo del mensaje genético de cada una de las citocinas. Los
iniciadores para el gen constitutivo de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa se

utilizaron como control.

Aislamiento del ARN. El aislamiento se efectiio, posterior al
homogeneizado con el reactivo Trizol, el homogeneizado se mezclé con
cloroformo y se centrifugé, provocando la aparicion de dos fases una acuosa y
otra orginica. El ARN se precipitd de la fase acuosa por medio de la adicion

de isopropanol, lavado y disuelto en agua o estabilizado en formamida

Sintesis del ADNc. La primera cadena de ADN. se sintetizé a 37°C por
1.5 horas , usando SuL (3-5 pg ) de ARN obtenido del tejido en H.O destilada-
DEPC, 5.0pL 5x del amortiguador RT ( 250 mM Tris-HCl pH 8.3, 375 mM KCl,
50 mM ditiotreiol, 15mM MgCl.), 1.0 pL (40 U ), RNAsin, 4.0pL de una mezcla
de dNTP ( 10mM de cada uno. dATP dCTP, dGTP, dTTP ), 1.0 pL del Oligo

d(Ti218) y 1.0 pL (200 U ) Transcriptasa reversa del virus de la leucemia
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murina. Después de la incubacion las muestras se calentaron a 95°C por 5

minutos y después rapidamente se enfriaron en hielo.

Secuencias de los iniciadores utilizados en el PCR, E! par de iniciadores

especificos de cada citocina son los siguientes:

IL-4:(sense) 5'ACAAAAATCACTTGAGAGAGATCAT3’ y

{antisense) 5' AGTAATCCATTTGCATGATGCTCTT3'.(351 bp)

IFN-y:{scnse} 5'GAAAGCCTAGAAAGTCTCATAACT3' y

(antisense) 5’ATCAGCAGCGACTCCTTTTCCGT3' (388 bp)

IL-12:(sense) 5'CCTCAGAAGCTAACCATCTCCT3’ y

(antisense) 5’'CAGCCATGAGCACGTGAACCGT3' (420 bp)

Estudios de las subclases IgG-1 e 1gG-2a por ELISA y Western-blot.

La produccion de la subclase 1gG-2a la regulan los linfocitos CD4+ de
la subpoblacién Th1, mientras que la subclase 1gG-1 lo es por las células T de
clase Th2. Fue, por lo tanto, es de interés estudiar su cinética tanto por los
métodos cualitativos (Western-blot), como cuantitativos (ELISA). Para realizar
ambos estudios los antigenos micobacterianos se obtuvieron del medio de
cultivo después de separar ia masa bacteriana por centrifugacion y filtracion,
Posteriormente, los antigenos se precipitaron con sulfato de amonio al 45%,
se lavaron y disolvieron en PBS. Para el estudio de Western-blot los antigenos
obtenidos del filtrado del medio de cultivo se separaron por SDS/PAGE en un
medio discontinuo, con un gel concentrador preparado al 3%, y otro de

concentraciéon al 10%. Las proteinas se transfirieron a membranas de
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nitrocelulosa, Después de haber bloqueado a dichas placas con
PBS-Albamina al 1% y 0.33% de Tween20 durante 2 horas a temperatura
ambiente, la nitrocelulosa se corté en tiras e incubé durante toda la noche a
4°C con la mezcla de sueros diluidos 1/50 de tres ratones. Después de lavar
extensamente, las tiras de nitrocelulosa se incubaron por separado con
anticuerpos policlonales de cabra antisubclase IgG-1 ¢ IgG-2a de ratén,
acoplados a peroxidasa, diluidos ambos 1/1,000 por 2 horas a temperatura
ambiente. La peroxidasa se revelé con ortocloronaftol al 3% disuelto en

metanol con H20,.

En cuanto a los estudios realizados aplicando la técnica de ELISA, se
sensibilizaron placas de poliestireno con 2 ug por pozo de los antigenos
totales obtenidos del filtrado de cultivo disuecltos en amortiguador de
carbonatos pH 9.6 (NaHCOQO:/Na.CQs;) durante toda la noche a una
temperatura de 4°C en camara humeda. Después de lavar con PBS/Tween20
al 2%, se bloqued con una solucion de PBS-Albamina al 3% , se incubaron
por separado con los anticuerpos antisubclase IgG-1 ¢ IgG-2a ambos en una
dilucién 1/1,000 durante 1 hora a temperatura ambiente, Después de lavar
para revelar la peroxidasa se utiliza como cromégeno la ortofenilendiamina
diluido en amortiguador de citrato pH 5 (NaC,07Hs/Na:HPQ.} por 15 minutos,
la reaccion se detuvo con una solucion de H:SO. 2.5M y se leyé a una

longitud de onda de 492 nm con un lector de placas.

Prueba de hipersensibilidad retardada (DTH) y sensibilidad al TNF,

Las pruebas de DTH se cfectuaron en grupos de tres animales,

administrando 20 uL de solucion salina estéril libre de pirdgenos que se
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inyectaron en el cojinete plantar de la pata derecha. Antes y 24 horas después
de la inyeccién, se midio el grosor del cojinete plantar con un calibrador de

ingenicro, la substraccion de ambas medidas se expresé en um.

La magnitud de la inflamacién, como un indicador de lesion tisular mediado
por TNF, es dependiente del balance entre los linfocitos T CD4+ de clase Thl y
Th2. E! modelo experimental consiste en inyectar subcutaneamente lug de
TNF recombinante disuelto en 20uL de solucion salina estéril libre de
pirégenos, en el mismo sitio en donde se inyectaron los antigenos del filtrado
de! medio de cultivo para la prueba de hipersensibilidad retardada, 20 horas
después de la inyeccion del TNF se vuelve a medir el grosor del cojinete

plantar con el calibrador de ingeniero y la medida se expresa en micras.

2.3 Resultados experimentales.

Los resultados, que se muestran a continuacion estan constituidos por
imagenes pertenecientes a tejido pulmonar, correspondientes a los periodos
establecidos en el disefio experimental para el sacrificio de los ratones
inoculados con M. tuberculosis, mostrando los tiempos a los cuales la
evolucion de la tuberculosis y el dafio que causa al tejido pulmonar es mas
representativo, permitiendo con mayor facilidad comprender la actividad de
las subpoblaciones linfocitarias en el transcurso de la enfermedad,
observandolas por medio de su patron de secrecién de interleucinas y

asociandolas al dano observado,
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Figura 0. 4 meses posteriores a la ihoculacion, M. Imagen de 4 meses teniido
con hematoxilina/cosina; N.  Inmunohistoquimica para las  células
productoras de 1L-2; O Inmunochistoquimica para las celulas producioras de
1L.-4; Seecion P Gramuloma de 4 meses, Inmunohistoquimica para la células
productoras de 1L-2; Q. Granuloma de 4 meses, Inmunochistoquimica para las
céfulas productoras de 1L-4,

cpLLA DE ORIGEN
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RESPUESTA INFLAMATORIA
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Figura 7. La respuesta inflamatoria esta mediada por la migracion de las
céjulas involucradas en la respuesta inmunolégica, hacia los sitios donde la
presencia  de la  micobacterin  promueve la liberacion de factores
quimiotacticos. La disminucion que se observa al dia 7 se debe a la eficiencia
en la respuesta inmunologica de los animales de experimentacién, y a que no
todas las micobacterias logran establecerse eficazmente, a partir del dia 7, la
inflamacion presenta una cinética lineal, siendo el compartimento intersticial
el que presenta mayor inflamacion durante el transcurso de la enfermedad,
seguido de la region perivascular y la region con menor inflamacion, es la
region peribronquial.
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Figura 8. La inflamacion observada en los diferentes compartimentos anatomopatologicos del
pulién, esta constilnda principalinente por linfocitos, pero dependiendo del perfil de
secrecion de citocinas de estos, sera a la subpoblacion linfocitaria a la que pertenecen, los que
producen IL-2 son de la subpoblacion hufocitaria Thi, y los que producen lL-4 pertenecen a la
subpoblacién linfocitaria Th2. Claramente se observa que hay un predominio de la respuesta
Th! hasta el dia 21 posterior a la inoculacion, a partir del dia 28 la intensidad de la respuesta
Th2 es mayor, teniendo en <uenta que mientras la respuesta sea Thl la proteccidn hacia la
enferinedad sera mayor y decaera la proteccion mientras mas intensa sea la respuesta Th2



53

GRANULOMA
)
80 4
|
ol | |
0
<
2 204
: '
‘n '
o] 10
a
@ 0
-
3 14 24 28 80 120
o]
W
Q
]
[=]
B3
NEUMONIA
40
20 [ ]
IL-4
0
0
28 50 120

DIAS POSTERIORES A LA INOCULACION

Figura 9. El porcentaje de los linfocitos de cada subpoblacion que constituye a los
granulomas y en las zonas de neumonia, estan relacionados con la proteccion que
brinda el sistema inmunolégico del raton, ya que del din 14 al 21 posteriores a la
inoculacion, aparecen los granulomas que reflejan un efecto protector, éstos estan
constituidos en mayor proporcion por linfocitos Thl. En el periodo comprendido del
dia 28 al 60 posteriores a la inoculacion, la subpeblacién Th2 aumenta, lo que se
refleja en la aparicion y extension de las zonas neumonicas. Hacia el dia 120 la
cantidad de linfocitos de ambas subpoblaciones, es equivalente
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Figura 10. La determinacion de la cinética de expresion genética de las
interleucinas IFN-y, IL-12 e IL-4, presentes en los linfocitos de los pulmones
infectados por M. tuberculosis. Existe expresion basal de IL-4 en ratones
normales, IFN-y ¢ IL-12 no se expresan de forma basal, y sélo se presentan
ante el estimulo inflamatorio provocado por la micobacteria, el mensaje de
codificacién de dichas citocinas, aumenta en la misma intensidad ya que una
promueve la aparicion de la otra.

EALLA DE ORIGEN
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Figura 11. La deteccion de las subclases de Inmunoglobulinas IgG-1 e 1gG-2a,
dirigidas a antigenos micobacterianos presentes en el suero de los ratones,
permite indirecctamente estudiar la actividlad moduladora de las
subpoblaciones linfocitarias Thl y Th2 sobre la respuesta inmunolégica. Es
evidente que la respuesta Th2 (IgG-1) es mas intensa desde el dia 14 posterior
a la inoculacion, que la respuesta Thl (IgG-2a) la cual es también importante
en los dias 60 y 120 posterior a la inoculacion intratraqueal de
M. tuberculosis.

' FALLA DE ORIGEN
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SUBCLASES DE IgG EN TUBERCULOSIS PULMONAR EXPERIMENTAL
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Figura 12. La cinética de aparicion de las subclases de inmunoglobulinas
1gG-1 e 1gG-2a, permite inferir ¢l balance de las subpoblaciones Thl y Th2. La
subpoblacion Thl mantiene niveles casi constantes de la IgG-2a a partir del
dia 28 posterior a la inoculacion, Por su parte, la subpoblacion Th2 muestra
su efecto inductor desde el dia 3 y mantiene una cinética lineal hasta el final
del experimento.
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2.4 Discusion

Histopatologia, inmunohistologia y morfometria de las lesiones

pulmonares.

Un dia después de la inoculacion intratraqueal de M. tuberculosis
H37Rv., la respuesta inflamatoria se localiza principalmente en el intersticio,
observandose una imagen de ensanchamiento de este compartimento
anatémico (Fig. 2A “ a "), existe también infiltrado inflamatorio en la pared de
los vasos sanguineos, pmﬁcularmente las vénulas, (Fig. 2A “ ¢ "}. Aunque a
este tiempo, la inflamacidn de la region peribronquial no es tan evidentc como
la de los otros dos compartimentos anatomopatologicos, ésta también existe y
esta constituida predominantemente por linfocitos (Fig. 2A “ b ”). En el estudio
inmunohistoquimico, se muestra que las células IL-2 positivas son las mas
abundantes, sélo escasas células IL-4 positivas se observan en el intersticio
(Fig. 2B y C) (Fig. 8). Los cortes del tercer dia poseen una imagen histoldgica
similar, mientras que en el dia 7 la inflamacién disminuye, tan solo algunas
vénulas muestran extravasacion de elementos inflamatorios y el intersticio
también muestra disminucion de la presencia de células inflamatorias, el
tejido linfoide asociado a la mucoesa bronquial exhibe hiperplasia leve, En el
dia 14 la imagen histolégica se modifica debido a la presencia de mayor
inflamacion, tanto en el intersticio (Fig. 3D “ d *}, como en el tejido linfoide

asociado a bronquios y a la pared de los vasos sanguineos (Fig. 3D “a, b, d "),

Es ademas notable la presencia de granulomas pequerios localizados

tanto en la pared de los vasos sanguineos, bronquios e intralveolares



(Fig. 3D “ ¢, b "}, dichos granulomas estan constituidos predominantemente
por linfocitos y macrofagos con ocasionales leucocitos polimorfonucleares, El
estudio inmunohistoquimico muestra que la mayoria de linfocitos que
constituyen al granuloma, son positivas para IL-2 (Fig. 3E “ a, b "), y que en
menor numero estan constituidos por los linfocitos productores de IL-4
(Fig. 3F * a ). En el dia 28 los granulomas incrementan su tamafio
{Fig. 4G * b "), sobre todo los asociados a las paredes de bronquios y vasos
sanguineos (Fig. 4G * a "), en ellos aparecen ya células gigantes, las cuales
son mas f{recuentes en los granulomas intralveolares, la inflamacion
intersticial y perivascular también se incrementa. El analisis
inmunohistolégico muestra que, los linfocitos productores de IL-2 e IL.-4 se
encuentran casi en la misma proporcion (Fig. 8}, conforman granulomas junto
con macrofagos de aspecto epitelioide, ademas de que la inflamacion ha
conformado zonas de consolidacion neuménica, gque afectan
aproximadamente el 32% de la superficie pulmonar (Fig. 9}, Dos meses
después de la inoculacion intratraqueal de M. tuberculosis, la lesion es mas
extensa, los granulomas son de mayor tamario y en algunas areas confluyen
produciendo lesiones mas grandes, el cambio histopatologico mas importante
es la presencia de areas neumoénicas mas extensas (Fig. 5J “ a "}, constituidas
por la presencia de exudado proteico intralveolar (Fig. 5J “ b "}, con
abundantes macréfagos, linfocitos, leucocitos polimorfonucleares y células
gigantes multinucleadas; el intersticio en estas areas esta ostensiblemente
ensanchado debido a la presencia de abundantes células inflamatorias
(Fig. 5J * ¢ "); los vasos sanguineos y vias aéreas localizadas en estas areas sc

fusionan a las zonas de consolidacion alveolar. En cuanto a las
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inmunohistoquimicas para la IL-4 {Fig. 5L “ a ") e IL-2 (Fig. 5K “ a "} se
observa que el nimero de linfocitos productores para la IL.-2 se encuentran en
mayor proporcién que los linfocitos productores de IL-4; sin embargo, en
ambos casos los linfocitos que constituian el mayor porcentaje de células en
los granulomas, han sido desplazados por los macréfagos, con distinto grado
de maduracién, Las areas de consolidacion neumanica son aun mas extensas
en los pulmones de 4 meses de infeccion, en donde son evidentes también
pequeiios granulomas, (Fig. 6Q “ a ;P “ a *), Las areas neumonicas llegan a
constituir el 90% de los animales con 4 meses de infeccion, en donde ademas
hay extensa fibrosis (Fig. 6M * b "), la sobrevida de los animales en este
momento es del 5% al 10%. Los linfocitos productores de IL-4 se encuentran

en mayor proporcién que los linfocitos productores de IL-2 (Fig. 60; Q}

Determinacion del ARN de citocinas por RT-PCR.

No se observé mensaje genético de IFN-y en el animal control sin
infeccién pulmonar, un dia después éste se hizo presente, se incremento en el
dia 3, desaparecio en el dia 7 en coexistencia con la disminucion de la
inflamacién, volvié a aparecer con gran intensidad en el dia 14 y continué
incrementandose progresivamente hasta el dia 120, momento en el cual se
observé su maxima intensidad (Fig. 10}. La misma cinética se observo para la
IL-12. La cinética de IL-4 fue diferente, ya que se observé una pequeria pero
evidente expresion de esta interleucina en el pulmén normal, en el dia |
incrementé su nivel pero éste se mantuvo bajo y con poca variacion hasta ¢l

dia 21, posteriormente en el dia 28 su nivel aumenté notablemente y continué
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incrementandose hasta ¢l dia 120 en el que también llegd a su maximo nivel

de expresion (Fig. 10).

Estudio de la influencia de las subpoblacioncs linfocitarias Thl y Th2 en
las subclases de inmunoglobulinas IgG-1 e 1gG-2a por ELISA y Western

blot.

El analisis por Westcrn blot muestra la presencia de pocas bandas
producto del reconocimiento antigénico en el dia 14, para ambas clases dc
inmunoglobulinas, siendo mas evidente para la IgGl. Posteriormente, el
numero de bandas se incremento, siendo siempre de mayor intensidad las
reconocidas por la subclase IgG-1 (Fig. 11). Estos rcsultados se confirman por
el estudio de ELISA, el cual muestra mayor concentracion de IgG-1 sobre todo
en los 60 y 120 dias de la infeccion, con lo que se demuestra una gran

actividad de Th2 (Fig. 12),

Cinética de reactividad de la inmunidad celular estudiada por pruebas de

hipersensibilidad retardada, sensibilidad al TNF,

La respuesta de hipersensibilidad retardada se detectd en el dia 7 y
alcanzo su maxima actividad en el dia 21. Dicha respuesta disminuyo
paulatinamente con un valor similar al de! dia 7 al mes de infeccion,
postcriormente disminuyo todavia mais, llegando a su nivel mas bajo cn ¢! dia

120,
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TNF recombinante de ratén se inyecté inmediatamente después de
haber medido la hipersensibilidad cutanea retardada. El cojinete se midié de
nuevo 20 h después. La inyeccion del TNF no produjo mis inflamacion entre
el dia 1 y 28 de la infeccion, pero fue mas del doble en los dias 60 y 120,

cuando la respuesta de hipersensibilidad fue menor.

La evolucién de la patologia pulmonar en este modelo de tuberculosis
experimental, se divide en dos fases. La primera de ellas cs la fase aguda que
se caracteriza por inflamacion del intersticio alveolar, perivascular vy
peribronquial, con abundante presencia de macrofagos en el lumen alveolar, y

la formacion de granulomas que se inicia a mediados de esta fase,

De acuerdo a los resuitados de las inmunohistoquimicas y el RT-PCR,
se observa en esta fase un predominio de las células Thl, ya que las células
productoras de IL-2 son numerosas en el infiltrado inflamatorio y en los
granulomas; de la misma forma, la expresion genética de 1FN-y e 1L-12, es
evidente desde el primer dia de la inoculacién, los niveles se incrementan
gradualmente, en correlacion con la alta respuesta de la DTH, la cual alcanza
su maximo al dia 14 y 21 cuando los granulomas se han constituido
plenamente. En comparacion, la presencia y expresion funcional de los
linfocitos Th2 es muy escasa en la fase aguda porque a pesar de que la
expresion genética de IL-4, comienza desde el primer dia de inoculacién y esta
presente en el ratén control no infectado, estos niveles son bajos y
permanecen constantes durante el primer mes, son pocas las células positivas

para 1L-4 en el infiltrado inflamatorio y en los granulomas.
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La segunda fase de la enfermedad corresponde a la fase crénica o fase
avanzada, ésta comienza a los 2 meses posteriores a la inoculacién y continiza
hasta e} corte del experimento, cuando el 80% a 90% de los ratones ha

muerto.

Histopatologicamente esta fase esta caracterizada por necumonia y
fibrosis intersticial que son las manifestaciones de severidad y cronicidad,
respectivamente. Esta fase cronica estda dominada por un balance ThO
evidente, con la simultanea elevacion de la expresion genética del mensaje de
IFN-y e IL-4, El estudio inmunohistoquimico muestra un balance proporcional
de los linfocitos IL-2, iL-4 positivos, que constituyen a las areas neumonicas,
con una clara predominancia de los ultimos en los granulomas , los cuales en
este momento son pocos, debido a que la mayoria de cllos estan integrados a

las areas neumonicas, la cual afecta del 70%-80% de la superficie pulmonar.

En la fase crénica se mantiene una alta expresion genética de IFN-y,
pero al mismo tiempo hay un importante decaimiento de DTH y altos titulos
de inmunoglobulinas de las subclases IgGl e IgG2a en contra de las

micobacterias.

Al comienzo de la infeccién, el predominio de un patrén Thl es
evidente, pero cuando la enfermedad avanza, ¢l desarrollo de la respuesta tipo
2, lleva al establecimiento de la respuesta ThO. En consecuencia, un alio
titulo de anticuerpos en el suero con una DTH disminuida y dafio anatémico
extenso, se produce aparentemente por un inadecuado balance Thl/Th2, que
probablemente permite persistencia de la infeccion y progresion de la

enfermedad.
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Una observacion importante, es que durante la fase crénica no hay
supresion de la respuesta Thl, al menos al nivel de la expresion genética y en
la cantidad de las células positivas para la produccion de 1L-2 en las lesiones,
porque los niveles de ARNm del IFN-y y el nimero de células positivas para ia
produccion de IL-2 es muy alto. Sin embargo, es posible que su eficiencia esté
reducida, por los altos niveles de citocinas secretados por las células Th2, tal

es ¢l caso de la IL-4, que evita la activacion macrofagica por IFN-y.

De cualquier forma, la cronicidad y severidad no estdn asociadas al
decaimiento de la secrecion de citocinas de los linfocitos Thl, mucho menos a
la disminucion de la produccion de los inductores de las citocinas Thl come
la IL-12. Sin embargo, no es posible descartar que la traduccion del ARNm de
las citocinas pueda estar bloqueada y, en consecuencia, no existe la
capacidad de secrecion de estas citocinas, lo cual es poco probable debido a
que las técnicas inmunohistoquimicas detectan el producto proteico terminal
y como se mostré, hay una correlacion muy clara entre los resultados

inmunohistolégicos y los del RT-PCR.

Otra consecuencia clinica y patologica del inadecuado balance Th1/Th2 en
tuberculosis, es la produccion de areas necroticas de tejido. Esta es la
evidencia de que las lesiones inflamatorias mediadas por la mezcla de

actividades de Th1/Th2 son propensas a desarrollar necrosis. 7. &

Cuando se presenta ¢} inadecuado balance de las subpoblaciones
Th1/Th2, la cantidad de citocinas secretadas aumenta y se acumula en los
infiltrados inflamatorios y granulomas , permitiendo que las citocinas dafnen

al tejido en el que se cacuentran presentes y al persistir dicha accion, se
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desarrolla la necrosis de la zona, este evento se ve favorecido en el periodo
cronico de la enfermedad por el establecimiento de una respuesta tipo ThO
que conlleva un aumento en la secrecién del TNF y una disminucién de la
DTH, lo anterior no se observa mientras prevalece una respuesta Thl ya que
la secrecién del TNF esta disminuida y la DTH esta elevada, con lo que se

evita el desarrollo de la necrosis del tejido,

En cuanto a la disminucion observada hacia los 7 dias posterjores a la
inoculacion en casi todas las graficas, puede explicarse por la eficiencia ¢n la
eliminacion de particulas extrafias en ¢l pulmoén, como el movimiento ciliar y
la fagocitosis por macrofagos alveolares, estos mecanismos podrian estar
relacionados con una cficiente eliminacion de gran parte de las bacterias
inoculadas; es posible que se produzca un proceso de seleccion que permita
elegir a las micobacterias mas virulentas, lo que explica que después de ese

tiempo sc observa un incremento logaritmico de la micobacteria.

Es posible que un alto nimero de microorganismos pueda conducir a
la respuesta Th2 o Th1l, pero otros factores también pueden participar en este
fenémeno, como por ejemplo las alteraciones endocrinologicas, de hecho, se

observod atrofia extensa de las adrenales en la fase cronica de este modelo.

Los resultados que se han expuesto en esta tesis, se han obtenido
in vivo, en pulmones de animales infectados con una cepa de M. tuberculosts
viva y virulenta, o cual permite que !a bacteria exprese la mayoria de sus
antigenos y metabolitos durante el curso de la enfermedad adquirida por via
aérea, esto reproduce muy de cerca a los eventos que se darian en la

enfermedad humana, ya que la micobacteria viva y la muerta no presentan la
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misma capacidad antigénica y la mayoria de los modelos de tuberculosis
publicados utilizan formas de inoculacion por ias cuales seria materialmente
imposible infectarse de forma natural (Inyeccion intraperitonial y/o

intravenosa).

Otra observacién interesante, es la deteccion de la expresion de
informacion genética para IL-4 en los controles negativos (ratones normales,
no infectados), lo que puede sugerir que la expresion de pequenas cantidades
de la IL-4, pudiera contribuir a abatir la respuesta inmunolégica celular en el
pulmén hacia estimulos antigénicos con los que frecuentemente
confrontamos. Por inmunohistoquimica se pudieron detectar escasas células
productoras de IL-4 en el intersticio, por lo que es posible que algunos
linfocitos que normalmente habitan en el pulmén puedan producir

constitucionalmente IL-4.



66

IV.CONCLUSIONES

El modelo experimental de tuberculosis pulmonar, puede permitirnos
estudiar diferentes facetas de los mecanismos inmunopatologicos de una
enfermedad de extraordinaria importancia medica: la tuberculosis; mostrando

la importancia de diversos mecanismos inmunopatolégicos participantes.

Las subpoblaciones linfocitarias estan asociadas a los fenomenos de
protecciéon inmunoldgica. En el periodo en el cual la subpoblacion linfocitaria
Thl predomina en la respuesta inmunoldgica, que comprende desde la
inoculacion del raton con M. tuberculosis hasta los 28 dias posteriores a la
inoculacién, se manifiesta la formacion de granulomas en el dia 14 y hasta el
dia 21, lo cual se correlaciona con la alta respuesta de DTH, ademas de que
influye en la sintesis de IgG2a y en la expresion genética del IFN-y ¢ IL-12 la
cual aumenta linealmente, de la misma forma que la cantidad de células IL-2

positivas en las lesiones pulmonares.

En el caso del predominio de la subpoblacion linfocitaria Th2 en la
respuesta inmunoldgica, el patron de proteccion disminuye, este periodo esta
comprendido desde los 2 meses posteriores a la inoculacion y hasta el corte
del experimento, anatomopatologicamente se caracteriza por neumonia y
fibrosis, lo cual se correlaciona con disminucion de la respuesta de DTH,
ademas de que la sintesis de IgGGl aumente por la influencia de la

subpoblacion Th2, y los linfocitos IL-4 positivos en las lesiones pulmonares,
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La respuesta inmunolédgica hacia el final del experimento no se puede
considerar como Th2 pura, dado que la expresion genética del IFN-y e IL-12 se
hace mads intensa, del mismo modo la expresion genética de la [L-4 se ve
aumentada; la secrecién de lL-4 por las células Th2 y la secrecion de 1L-2 por
las células Thl en este punto, evidencia un patrén de respuesta inmunolagica

tipo ThO

Se sugiere que un inadecuado balance de las subpoblaciones
linfocitarias Th1/Th2, puede relacionarse al dafio tisular y que la proteccion
inmunolégica no sea la adecuada, para la erradicacién total de la

micobacteria.
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MHC Complejo principal de histocompatibilidad

MOTT Otras bacterias diferentes a la de la tuberculosis.

NK Células NK

0.M.S. Organizacion Mundial de la Salud

PBS Amortiguador de fosfatos salino

PNG Polimorfonucleares granulosos

PPD Derivado proteinico purificado

RN! Metabolitos reactivos del nitrégeno

ROl Metabolitos reactivos del oxigeno

RT-PCR Reaccion en cadena de la polimerasa dependiente de la

transcriptasa reversa

SOob Superoxido Dismutasa

ThO Subpoblacion linfocitaria de células T clase 0
Thil Subpoblacion linfocitaria de células T clase 1
Th2 Subpoblacion linfocitaria de células T clase 2

TNF Factor de necrosis tumoral
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