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RESUMEN.

Hugo Esquivel Solis. Apopt03|s por Mycobacter/um' bows en- macrofagos de
bovino: efecto de la virulencia bacteriana.y de la’ reS|stenC|a natural del hospedero
Bajo la direccion del Dr. José Angel Gutlerrez Pabello

Se sabe que M. bovis induce apopty
resistentes a la infeccion por M.
intracelular de éste y otros agentes
objetivo de examinar la mfluencta del
induccion de apoptosis tras la-infe
reSIstentes y susceptibles a patog'

patégena) (MOI 10: 1) conservando “testig ,sm “infeccion. Se anallzaron los
respectivos porcentajes de apoptosis a diferentes- tlempos post-infeccién “(pi): por
condensacién de cromatina (CCr) con- tincién “deioduro de propidio y por
fragmentacién de ADN (FADN) por TUNEL: La ‘induccion de apoptosis en los
macréfagos fue significativa con M. bovis BCG (p<0.01) y con M. bovis 9926
(p<0.001) sobre el fenotipo resistente (p<0.001):y sobre el susceptible (p<0.01).
Se evidencid el fenbmeno desde las 8 h pi por CCr y desde las 16 h pi por FADN,
ademas, mostro tendencia de incremento con ambas caracteristicas hacia las 24 h
pi. Los macrofagos resistentes presentaron mas apoptosis con ambas cepas de M.
bovis que los susceptibles y la cepa patogena indujo mayor apoptosis que la cepa
BCG. La activacion de las células ementd el porcentaje de apoptosis,
conservando la misma relacion descrlt n células en reposo. La apoptosis de
macréfagos de bovino inducida por' M. b ependlo de la resistencia natural del
hospedero a la infeccion y la virulen acteria. Por lo tanto, este fenémeno
puede jugar un papel importante'e‘ enlha‘de la tuberculosis.

Palabras clave: apoptosis; Mycobacter/um bows ~macréfagos  de bovmo
resistencia natural del huesped actlvaC|on celular oxxdo nitrico.
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SUMMARY.

Hugo Esquivel Solis: Bovme macrophage apopt05|s by Mycobacter/um bows
effect of bacterial wrulence and host natural reS|stance Dlrected by Dr. José Angel
Gutiérrez Pabello : B

(ccry’ w1t,hf rop|d|um lOdIde sta|nmg~ and by DNA fragmentation (FADN) with
TUNEL technlque The apoptosis induction on'bovine macrophages was significant
with: M. bows BCG (p<0.01)"and with M. bovis 9926 (p<0.001) over resistant
(p<0 001) and. susceptlble (p<0.01) phenotype. Evidenced early as 8 h pi by CCr
and ©16 i by FADN. Showed tendency to increase to 24 h pi in both
characterlstlcs The resistant macrophages were more prone to undergo apoptosis
with both M. bovis strains than susceptible cells and the virulent strain induced
more’ apopt05|s ‘than 'BCG strain. The activation of cells increase the apoptosis
: percentages watchlng the same relationship described on resting cells. The bovine
vmacrophage poptosis induced by M. bovis, depended on host natural resistance
to infection and-bacterial virulence. Thus, this phenomenon may play an important
role m he tuberculosns pathology

Keywords apo SIS Mycobacter/um bovis; bovine macrophages; host natural
resrstance cellular actlvatlon nitric oxide.




1.0 INTRODUCCION.

El agente causal de la tuberculosis  bovina Mycobacter/um bovis,. es un

microorganismo que guarda una estrecha relacr' ‘structural -con

Mycobacterium tuberculosis, el agente causal de I
et al, 2002). La patogenla de Ia |nfe i

ambas especies, comenzando con la entradz '
inhalaciones aéreas y la postenor faQOC|tOS|s por Ios macrofagos:alveolares que
son considerados como lapnmera linea de defensa ante el microorganismo,
ademas de ser las c;élt.ilas en donde permanece éste (Fenton 1996; Keane et
al.,1997). -

La funcxon bactenmda de los macréfagos se fundamenta en la generacion de
productos |ntermed|os reactivos del oxigeno (ROI) y del nitrégeno (RNI) a través
del estallld’

respnratono Sin embargo, existe controversia acerca del papel que
estos snstemas uegan en Ia elummacuon del bacno Algunos autores argumentan

al, 1997a Mohan et al., 2001)

La i_mboﬁéncia del IFN-y (IFN-y) en la resistencia a la infeccion por micobacterias,
'~ ha sido atribuida a su capacidad de actuar como un mecanismo de regulacién
para mantener la homeostasis de las ceélulas efectoras durante la respuesta
inmune (Dalton et al., 2000). La produccion de IFN-y, esta principalmente limitada
a las células T y a las células asesinas naturales, sin embargo, también se ha
comprobado su produccién por macréfagos alveolares de humano tras la infeccion

por M. tuberculosis (Fenton et al., 1997). El IFN-y y el Factor de Necrosis Tumoral




alfa (TNF- oc), juegan -un papel. critico en la’ eshmulacnon de macrofagos para

smtetlzar ON ademas d "ser los prln::lpales medladores' de Ia actwacton de los

rotei ntlgenos 'de,,
hIStOCOmpatlbllldad clase 'y enla secrecion de citocinas . como: TNF-a de'
quimiocinas como la 1P-10 y de productos RO! y RNL Func:onalmente, su
activacion se traduce en una actividad fagocitica y microbicida capaz de déstruir,_ i
células tumorales y de potencializar respuestas como el estallido respiratorio y ia :

produccion de ON (Lewis y McGee, 1992, Hamerman y Aderem, 2001). Por‘dtra :

parte, también es sabido que M .bovis BCG induce la activacion de macrofagos de
raton, evaluado por produccion de nitrito (Stuehr y Marletta, 1987). ASImlsmo M
tuberculosis y M. bovis BCG inducen la transcripcion de genes |nvolucrados en Ia
activacion de macrofagos de humano valorado por la tecnlca de mlcro arreglos
de ADN (Nau et al,, 2002). - . :

Se sabe que la sintesis de 'n’o\y/b'de ON en macréfagos de bovino, depende de la
induccién de la o6xido nitrico sintasa inducible (iINOS) (Adler, et al, 1985).
Ademas, la capacidad de los macrofagos expuestos a compuestos microbianos y
al IFN-y en activar a la iINOS y generar ON, es conocido como un mecanismo
efector muy importante en el combate de patdégenos intracelulares en la
resistencia natural (Jungi, et al., 1999).

Las tres isoformas de las oxido nitrico sintasas (NOS) de mamiferos catalizan la
produccién de ON por el mismo camino bioquimico, que consiste en dos
reacciones consecutivas de la monooxigenasa. Una molécula de L-arginina es
oxidada en nitro-guanidina para producir N-OH-L-arginina como un producto

intermedio, el cual es posteriormente oxidado para obtener una molécula de ON y
4




L-citrulina. En total 1.5 moleculas de NADPH y ‘dos moléculas de oxugeno ambos
compuestos snrvnendo como co-sustratos son®convertidas a 1.5 moléculas de'k
‘ ua c r‘no' productos (MacMicking, et al., 1997b) El
‘tros reactivos mtermedlos del nltrogeno.

: 'rmar el altamente reactivo peroxmltrlto e -
. mteractua dlrectamente con en2|mas thio-iron-containing (Adler, et al., 1995).

"L'a‘formacién de ON por la iNOS, ocurre en grandes cantidades y por periodos
prolongados (Jungi et al, 1996a y 1996b). E! ON es liberado en esas
concentraciones, es reconocido como un inductor de apoptosis de una amplia
variedad de células. Referente a los macrofagos, la activacion celular es seguida
de apoptosis como parte de la respuesta fisioldgica (Albina y Reichner, 1998).'Lé
induccidn de apoptosis dependiente de ON en macréfagos, ocurre por la Iiberacidn",.
del citocromo ¢ de la mitocondria modificado quimicamente, probablemente p‘_o'r la

formacién'de""r'es'iduos de nitro-tirosina y esto es seguido de un incremento

sostemdof el‘potencral de membrana de la mitocondria, sugiriendo la smtesns de

ondria y la subsiguiente finalizacion en la muerte celular por
no,et. al., 1999).

La _'apdptosis es un mecanismo homeostatico de los organismos superiores y es
considerada como una respuesta importante en la infeccibn por un numero
créciente de patogenos intracelulares bacterianos y protozoarios. En la mayoria de
los casos, las células que manifiestan ésta respuesta pertenecen al linaje
monocitico-macrofagico (Fettuciari et al., 2000; Raupach y Kauffmann, 2001). La
apoptosis de macrofagos es comunmente observada después de una infeccion in
vitro o in vivo, aunque en algunos casos, los patdgenos parecen inhibir la
apoptosis de la célula infectada. Estas observaciones indican que la respuesta
depende de un balance de seiiales pro- y anti-apoptéticas que son originadas
desde la célula o el patdgeno (Kornfeld et al., 1999; Liang-Yong y Kwaik, 2000;
Hacker y Fischer, 2002).




La apoptosns esta dmgnda intracelularmente a través de un: camlno de senales

dentro de las cuales “interviene la activacién de un grupo de en' m ’cxstem-';

,aspartato proteasas llamadas caspasas, que realizan cortes_ de pr eir
posteriores a residuos de acido aspartico (Vaux y Strasser.".1_996

Méndez y Green, 1999). Estas proteasas, se encuentran en una ampli
de tipos celulares en formas precursoras inactivas o zimégenbé'
una vez que han recibido una sefial para desencadenar la“a
caspasas activadas tienen como sustrato a otras caspasas y i
factores involucrados con la mitocondria (Aggarwal, 2000; A
Ademas, éstas desmantelan proteinas nucleares |mportantes,
sobre heterodimeros como el DFF (Death Fragmentat/on Facto ta

que actua sobre el complejo DFF o CAD- ICAD Ilbera‘
ICAD; permltlendo que la forma libre de este. dnmero (
endonucleasa actie sobre el ADN especxﬁcamente (Llu ‘
~al., 1998). S

'U’nO' de los mas notables cambios morfolégicos dentro de la ejecucion de la
mriJerte celular programada es la apoptosis nuclear (Widlak, 2000; Nagata, 2000).
Esta consiste en una condensacion de cromatina perinuclear temprana que
conlleva a un rompimiento nuclear masivo. En algunas células es acompafnada por
la segmentacion del nlcleo en partes densas (Lecoeur, 2002). Estas alteraciones
morfolégicas, generalmente son acomparfiadas en forma prematura por cortes del
ADN que sucesivamente generan fragmentos de alto peso molecular de 1Mb y 50
kb. Estos fragmentos resultan del corte progresivo de ADN en muiltiplos de 50 a
200 kb asociados con la muerte celular (Susin, 1999) y después es cortado entre
las unidades nucleosomales (Nagata, 2000). Aunque a menudo se correlaciona la
6




condensaCIon dela. cromatlna con ‘la ruptura - del ADN lnternucleosomal no es
obllgado que se reqwera esta para desencadenar este” ult:mo proceso‘(WldIak
2000). Durante Ia apoptosus la condensacion de la cromatlna tambleA P 'Lede ser
. deblda ‘a_la accion . “del.. AIF. (ApoptOSIs inductor Factor),

intermembrana mitocondrial que es  rapidamente Ilberada ‘de
aumento de Ca?' intraceiular y translocada al nucleo sin depender totalm ,
actividad de caspasas, generando condensacién de cromatina y fragmentos de,
ADN de gran escala (~ 50 kb) sin presencia de cortes inter nucleosomales (Susm.
1999). Otro factor descrito es una proteina llamada acinus, en donde la
condensacion de la cromatina se observa sin acompafnarse de ninguna
fragmentacion del ADN y este proceso es independiente de caspasa-3. (Sahara,
1999).

En la patogenia de la tuberculosis, se sabe que la infeccion por M. tuberculosis de
monocitos/macrofagos de raton y de humano puede inducir o inhibir. la apopt05|s
tanto in. vitro como in vivo (Keane et a/ 1997; Placido et al., 1997; Klmger et al

1987; Watson et al. 2000 lesch '
dependiente de caspasa 1 (Rojas et al.,, 1999). Ademas, tamblen se ﬂ‘ha

'2001) a través del TNF-a y por Ia vna

manifestado una disminucidon en la expresion de la proteina anti apoptotlca Bcl-2
en macrofagos infectados con ésta micobacteria (Klinger et al., 1997). La
induccion de apoptosis por M. tuberculosis, es parciaimente mediada por unién de
los componentes de la pared celular bacteriana al receptor tipo Toll-2 (TLR-2)
(Underhill et al.,, 1999). De manera que las actividades pro y anti-apoptéticas,
inducidas por M. tuberculosis, que posiblemente se manifiestan durante los
diferentes estados de la infeccion, pueden ser necesarias para el establecimiento
de una infeccién persistente (Liang-Yong y Kwaik, 2000).

Se ha visto que la infeccidon de macroéfagos derivados de monocitos de individuos

sanos con Mycobacterium avium o M. tuberculosis muerto por calor, fallé en la

inducciéon de apoptosis (Placido et al., 1997). Asimismo, otro estudio in vitro
7




demostro que el desafio con vbajés multiplicidades de infeccion (Multiplicity of
Infeciion:‘—;MOl, de 1:1) también fueron insuficientes para inducir Ia apqp}os_i'sv de*:
macyréfagos ‘(Dﬁrrbaum Landmann et al., 1996) indicando que la carga baéteriana
-‘la.especificidad de especie y la virulencia son factores clave en la lnducmon de,,,:,
apoptosns de macrofagos en la patogenia de la tuberculosis. :

Asimismo, la apoptosis de los macréfagos infectados por la micobateria inh\i;t:niefel,/k
crecimiento intracelular y previene la diseminacion de la bacteria (Fratazzi et ai.; :
1997). Sin embargo, la micobacteria paraddjicamente inhibe la apoptosis’d 5 o

de dos mecanismos: /. por la activacion del Factor N' '

macrofagos a tra 5 e B
»-fdel TLR-2 (Alliprantis et al.1999), y ii. Por eI |ncre ento =

(NF-KB) V|a :dep

_) que al ser liberado se une al TNF-a, lo neutraliza e lmplde
’ Ia sena, pro apoptotlca “de éste factor (Balcewicz-Sablinska et al.,, 1998). La
: produccxbn de IL-10 por los macréfagos es inducida por cepas virulentas de M.
tubercu/oszsvy es kreconocuda como un mecanismo de modulacidon de la infeccion,
ya que ésta Citoéiné cémbia el curso de la respuesta inmune mediada por células
T cooperadoras tlpo 1 (Th1) hacia la respuesta inmune mediada por células T

cooperadoras tlpo 2 ‘2)7 asi las citocinas liberadas por estas células a su vez,

favorecen la’ perSIstenma intracelular de la bacteria (Rojas et al.,, 1999).

Ademas, se ha probado que macréfagos de ratones genéticamente resistentes a
M. bovis BCG, Leishmania donovaniy S. typhimurium, congénicos al gen Nramp1
(macréfagos B10R), son mas propensos a sufrir apoptosis que los macrofagos de
ratones genéticamente susceptibles a los mismos agentes (macrofagos B108S),
tras la exposicion de M. tuberculosis H37Rv y al PPD, ademas, los macréfagos
B10R presentaron mayor control sobre la micobacteria que los B10S (Rojas et al.,
1997). De este modo, estos autores postulan que el fenotipo de los macréfagos de
mayor producciéon de ON y de TNF-a, corresponde a su vez con una mayor

induccién de apoptosis y mayor control de M. tuberculosis en éstos, ademas, este
8
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fenotipo es expresado en Ios macrofagos B1 OR y.en macrofagos perltoneales de

+/+

ratén Nramp1 Por Io que sugleren que Ia base del gene Nramp1 que controla el

fenotlpo de resnstencua”en el raton puduese parttcnpar env eI balance entre Ia'

ras Ia incubacion con M

objetivo de conocer esta dlnamlqa en{tl

y la resistencia natural a la infeccién.”

JUSTIFICACION.

Segun datos oficiales, la décimo novena causa de muerte de humanos en México
es la tuberculosis causada por M. tuberculosis, con una tasa de 3.3 muertes por
cada 100, 000 habitantes (INEGI-SSA, 1999). La Organizacion Mundial de la
Salud, en un estudio reciente, anuncid predicciones de que para el afio 2005, éste
patégeno causaria la muerte de 4 millones de personas anualmente en todo el
mundo, siendo un incremento significativo de los 3 millones de muertes mundiales
que causo éste agente en 1992 (Fenton, 1996).




En México ex15ten aproxumadamente 30 mlllones de bovmos de los cuales cerca

del 6% es especuallzado en produm 4Ieche (CEA 1999) Unlcamente se pasteunza

es: muy' aja,;(Menzues y Nelll 200 ;

representa un alto riesgo de contaglo por sta vua Por otra parte, en los animales
afectados por tuberculosus la. produccmn de leche disminuye hasta el 17%
(Santillan, 2002). Por esto es que desde 1995, se han implementado estrategias
legales a nivel nacional: que regulan por medio de la Norma Oficial Mexicana
NOM-031-Z200- 1995.‘e| ‘cvyontrol y la erradicacion de la tuberculosis bovina,

promoviendo y evaluando actividades para alcanzar estos dos fines. Actualmente,
en la repﬂblicai,‘mexicané‘ los estados de Coahuila, Chihuahua, Nuevo Leon,

Sonora, Taméunpas ucatan y Quintana Roo se encuentran segun la Norma en

fase de errad aci e ubercuI05|s bovina (DGSA, 2001). De tal forma que poco

s, 'han consegu:do ma"te “er la prevalencna conomda de

mas del 2<

de: |os hatos 1o que ha permitido a estos
ro ,_,evst_ados e inclusive hacia el extranjero.

El eétudio de-la 'p‘a'tcjge',nia: :de la tuberculosis aln falta por completarse y
representa sin duda un reto cientifico y social para la humanidad. No obstante, los
avances en la investigacién sobre ésta enfermedad, han ayudado a esclarecer los
mecanismos de infeccion de la bacteria y de la respuesta inmunologica del
huésped, que indudablemente serviran para poder llegar a su control. Asimismo, el
explorar los eventos que suceden en las interacciones celulares y moleculares
entre el bacilo y el huésped nos brindaran una mejor interpretaciéon de los
mecanismos de infeccidon-resistencia y asi poder contribuir en el control de la
enfermedad. Por o tanto, se pretende que el conocimiento generado a partir de un
modelo in vitro sobre el proceso de apoptosis inducido después de la infeccion por
10




M bovis en macrofagos de bovnno, |dentlfxcado como un mecanlsmo de resnstenma

del huesped 'n‘os IIevara a comprender e : proceso establecudo /n v1vo de manera :
d}ej ‘
: mformac:|on

parmal_ ] forma que esta comprensuon es Ia busqueda de nueva

asi contrlbuya en cnerta proporcm en.el establecumlento de mejores
‘ medldas de control y erradlcacmn de la tuberculosns
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HIPOTESIS.

Existe diferencia entre el porcentaje de apoptosis de’ macréfagosb en reposb Yy
activados derivados de monocitos de un bovino resistente y de uno susceptible a
patogenos intracelulares, infectados por  una cepa de MycobacteriUih"beis

patégena y una cepa apatdégena.

OBJETIVO PRINCIPAL.

ldentificar y comparar las diferencias existentes en la proporcnon de macrofagos en

apoptosis inducida por cepas de Mycobacterium bows en macrofagos de ovmo y

su relaciéon con la resistencia natural a la infeccion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Obtener el porcentaje de macréfagos resistentes y susceptibles" en fépbéO'y
activados en proceso de apoptosis, a diferentes tiempos después: . de ‘la
infeccion con la cepa patégena de M. bovis 9926 y la cepa atenuada de M.
bovis BCG. :

2. Correlacionar el porcentaje de macrofagos en apoptosis con la variable
resistencia del huésped y la variable virulencia de la bacteria.

12




2.0 MATERIALES Y METODOS.
2.1. Macroéfagos derivados de monocitos de bovino (MDMB).

Para el presente estudio se seleccionaron bovinos sanos previamente ciasificados
como resistentes y susceptibles (Vallecillo, 2003), utilizando los ensayos
microbicidas propuestos por Qureshi et al. (1996) Los animales cuyos macrofagos
in vitro permxtleron no mas del 65% de supervwenma intracelular de M. bows BCG

(Bacilo: Calmette:Guerin 3 ‘"“lasn“caron res:stentes y aquellos que permltleron un

1000 X g a temperatura ambiente (TA). Se aparto el plasma para los lavados y se
recupero la capa flogistica. Se diluyé 1:1 con PBS-Citrato (PBS-C) (Cloruro de
sodio 1.5 mM, Fosfato de sodio monobasico 9.1 mM, Fosfato de sodio dibasico
1.25 mM, Acido citrico trisédico 12.5 mM; pH 7.4). Posteriormente, se depositd
sobre un gradiente de Percoll (Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Suecia) (Pertoft H,
2000) con una gravedad especifica de 1.0770 (Apéndice 8.2) a una proporcion de
2:1 con el Percoll. Se centrifugd a 1000 X g durante 25 min a TA y se colecto la

interfase de leucocitos libre de eritrocitos. Se lavaron los leucocitos con PBS-C y

13
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20% de plasma y se centrlfugaron a 500 X g durante 10 mln a TA Se repltlo una

4L de medlo

vez mas el Iavado EI paquete celular fue resuspendndo en 10,

CRPMI 1640 (Comp/ete- Roswe// Park Memorlal /nst/tute 1640) (L—glutamma 2 :

fresco Posterlormente Ios, matraces blen cerrados se sumergieron dos terceras
) partes en abundante hielo plcado durante 45 a 60 minutos, se golpearon
levemente y se recolecté todo el medio con las células. Se centrifugo a 500 X g a
TA durante 10 min y se retiré todo el sobrenadante. Se ajustd la concentracién
requerida de células en medio CRPMI-12% y se sembraron nuevamente en las
cantidades establecidas por ensayo. De tal forma que se obtuvieron MDM de un
bovino resistente (MDMB-R) y asimismo, se obtuvieron MDM de un bovino

susceptible (MDMB-S) para ser evaluados en el presente estudio.
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2.2. Induccién de activacion de macrofagos.

Utilizando diferentes concentraciones de extracto puro de LPS de E: coI/ 026 B6
cepa lisa (Sigma, St Louis MO, EUA) (1.0, 10.0 y 100.0 ng/,"'
ensayos de estimulacion de MDMB, partiendo d‘eﬁfp

descritos (Gessani et al., 1993; Yoo et al., 1996; Juh ‘et

se" ‘ondu‘|eron
ualmente S

incubados co

tlempos (12 : 00ul: de sobrenadante libre de celula y,se',‘“

mezclaron con: 100;,1! de.k : tlvo de Griess modificado (sulfanllamlda 1%. naftll- ' 
etilendiamida dlhldr‘OClOl"UI’O O 1% y HaPO4 2.5%) (Sigma, St Louis MO EUA) en’
placas de 96 pozos y se incubaron por 15 minutos en la oscundad Se utlllzo unv
espectrofotdbmetro para microplacas (Multiskan Ascent V2 .24)" y se m|d|o ‘k fa
coloracion de la reaccion a una densidad optica de 540 nm de Iongltud de onda .

Para establecer la concentracion de NO; en las muestras’se utlllzo una curva de:

concentracion de nitrato de sodio (NaNO3z) que tamblen,se sometlo,a, la misma

reaccion.

2.3. Bacterias.

Se utilizé M. bovis BCG subcepa Danesa donada por la Dra. Iris Estrada de la
Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del Instituto Politécnico Nacional.
También se utiiizé la cepa 9926 de M. bovis, obtenida en la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, a partir un bovino proveniente de! Estado de
Meéxico reactor a la tuberculina, con lesiones granulomatosas y sacrificado en
septiembre de 1999.
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2.3.1. Clnetlca de crecimiento.

‘Se obtuvo una curva de crecimiento de cada cepa de M bows para determlnar en

el tlempo la fase de crecimiento logaritmico medio, consnderado 'o‘oppmo en la

preparamon del indculo.

M. bows fue crecido en medio Middlebrook 7H11 agar (Bacto leco es,
: VDetl'Olt Mi, EUA) enriquecido con 10% de OADC (Oleic ac:d- A/bumln-Dextrose-V .
Catalase) (BBL Middlebrook OADC Enrichment, Becton chklnson Sparks MD g
EUA) Se obtuvieron 5 colonias uniformes de 21 dias y se sembraron en 30 mL de
"~ medio Middlebrook 7HS9 (BBL Middlebrook 7H9 Broth Base, Becton chkln_son,-“
Cockeysville MD, EUA) con 10% de OADC y 0.5 g/LL. de Tween 80 (Sigfna,- -St
Louis MO, EUA) en tubos de polipropileno de 50 mL. Se incubaron por 8 dias a

37°C con agitacion constante de 100 revoluciones por minuto (rpm) en un agitador
orbital (Back to basics Orbital Shaker, Bellco Biotechnology, Vineland NJ, EUA).
Se transfirieron los 30 mL del cultivo a 270 mL de medio Middlebrook 7H9 con

10% OADC en un recipiente de poliestireno de 600 mL de capacidad y se
mantuvo ‘bajo las condiciones de cultivo antes descritas. En este momento se

I’:dua cero de la cinética y se midid con un espectrofotémetro

(Spectromc 20 Bausch & Lomb) la absorbancia de una alicucta homogénea de 5
mL;_gerl ~._cult|vo a una longitud de onda de 650 nandmetros (Asso Nm), tomando
como calibracién basal del refractémetro la medicién obtenida de agua bidestilada
estéril y como indice de absorbancia una alicuota de medio Middlebrook sin
bacterias. Las mediciones se realizaron de la forma descrita una vez cada 24 h
durante 21 dias. Se graficé el logaritmo de las lecturas de densidad éptica de cada
cepa y asi se obtuvo la curva de crecimiento. Se realizé una ecuacion de regresion
no lineal de cada curva para identificar ila fase de crecimiento logaritmico medio
como el valor LOGECS0.
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2.3.2. Preparacion del inoculo.

Las bacterias se crecieron como se describid en Ia cmetlca de crec1 'ierito' y se

segundo Iavado y la pastilla se resuspendié en CRPMI 15 %

dlsgregaron las bacterias, pasando el cultivo dos veces a traves de'

' descongelada la alicuota se dispersaron las bacterias pasando el cultivo a tr,a:iv,és
de una aguja calibre 27G, se realizd una serie de diluciones décuples seriadas
iniciando a partir de la 10™" hasta la 107, observando que los volimenes fueran.lo
mas exacto posibles. En cada paso se homogeneizd perfectamente con un vortex.
Se sembraron 100 ul por triplicado de cada dilucion a partir de la 103, en placas
de agar Middlebrook 7H11, se incubaron por 21 dias y se contaron las UFC. La
concentracién de UFC por mililitro, se obtuvo por la siguiente formula:

CP X FD
= UFC/ml
VolS

Donde:

CP  colunias contadas por placa

FD factor de multiplicacién correspondiente al factor de dilucién (pe. 10°
corresponde a 10™%)
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VoIS volumen sembrado en mililitros
2.4. Infeccion de macrofagos.

El inéculo se descongeld de la forma descrita y se centrlfugo a 1000 X.g durante

10 min, se ajusto el volumen de sobrenadante" obt vo “la oncentraCIon

paraformaldehido al 4% durante 4 h

Para la evaluacion de condensacuon de cromatlna se mfectaron 2 X 10°
macrofagos sobre cubreobjetos de vxdrlo redond S de 12 mm de diametro
(Electron Microscopy Sciences, Washmgton P Ventro de cajas de petri de
35 mm (Falcon, Lincoln Park, New Jersey. EU Jas' de polipropileno de 24
pozos (Nunclon, Nunc Brand: products Nalg Nunc_ International, Denmark
Dinamarca). Para la evaluacion de fragmentacnon ,de ADN se infectaron 2 X 10°
macréfagos dentro de matraces recubiertos de teflon Se conservaron macroéfagos
sin infectar bajo las mismas condiciones como testlgqs de no infeccion en cada

caso.

2.5. Deteccion de apoptosis.

La determinacion de células en apoptosis se realizé mediante: 1. la condensacion

de la cromatina visualizada con la tincién de ioduro de propidio (Pl) v 2. la ™"

fragmentaciéon en una o ambas cadenas de ADN nuclear, efectuada por las  -

enzimas ADNasas activadas durante la apoptosis, que se detecté con la técnica

de TUNEL (terrminal deoxynucleotidyl transferase-mediated-dUTP nick end-

labeling) (Negoescu et al., 1997, Lecoeur, 2002). Los cortes en la porcidon 3' (OH)
18




se marcaron :.con nucleétidos conjugados con Bromo, adicionados mediante la

accion® especnflca de' Ia enztma nucleotidil = transferasa terminal (TdT).

Postenorme e, los’ nucleotndos se revelaron con anticuerpos monoclonales anti-
,,Bromo conjug' dos con’ fluorescelna (FITC)

AdlClonalmente se ‘usd - un- grupo control positivo de macrédfagos en apoptosns

IndUCIdOS cokn'camptotecmak (i Op.g/mL durante 72 h) (Sigma, St Louis, MO)kpara

"facnlltar Ia |dent|fca0|on de las caracteristicas apoptoticas de las: celulés ovmas'
(Hacker, 2000 Gutlerrez-Pabello et al., 2002). Asimismo, se usé u )

negativo sin tratamiento de células cultivadas bajo las condicion
cual facilitdé diferenciar las caracteristicas morfoldégicas de tamaﬁvbr"y iad e
identificar el limite de discriminacion con respecto a las células‘,f'ab '6tic‘éjs‘fén el
uso de la citometria de flujo. ’ i

2.5.1. Condensacion de cromatina (CCr).

Al final de la incubacion de 8, 16 y 24 h post-infeccién (pi), los macrofagos se
lavaron con PBS tres veces y se fijaron con paraformaldehido (Electron
Microscopy Sciences, FT Washington, PA) al 4% en PBS durante 40 min a 4°C, al
igual que las células testigo. Después, se lavaron tres veces con agua destilada y
se permeabilizaron con Triton X-100 al 1% (Sigma, St Louis, MO) en agua
destilada durante 5 minutos. Se favaron nuevamente con agua destilada y se
tiieron con 500 yl de ioduro de propidio (5pg/mL con 150ug/mL de ribonucleasa
A) (Sigma, St Louis, MO) durante 45 minutos en la oscuridad. Se realizaron
lavados por tres ocasiones con agua destilada previa y posteriormente a la tincién
y se dejaron secar al aire. Se montaron los cubreobjetos utilizando medio de
montaje Vectashield H-1000 (Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA, EUA)
sobre portaobjetos de vidrio, con las células en direcciéon del portacbjetos. Se
visualizaron las células con microscopio de epifluorescencia (Leica Microstar IV,

Leica Mycrosystems, Wetzlar Alemania) con luz ultravioleta usando un filtro de
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emision para mas de 600 nanémetros de Iongitud de onda En cada evaluacnon se
contaron un minimo de 200 células por triplicado de cada repllca y se obtuvo el
promedio y error estandar en porcentaje de los nucleos con la cromatlna
condensada. :

2.5.2. Fragmentacion del ADN nuclear (FADN).

Al final de la incubacién de 16 y 24 h pi, los macrofagos fueron Iavados por dos
ocasiones con PBS y fijados con 5 mL de paraformaldehido al 1% en: BS durante

30 min a 4°C en tubos de poliestireno de 12 x 75 mm (Falcqn_yTe,;_t} g‘b’e_g, Becton

Dickinson, Franklln Lakes NJ, EU “ ) vﬂ“testigo.

Posterlorment

s Se agregaron 500 uL de bufer de enjuague aI
ﬁro el sobrenadante después de centrifugar a 300 x g
"h’a vez mas el lavado y después se agregaron 100 pL
lrpo (6 pL de anticuerpo anti-Bromo conjugado con
fluoresceina y: 95'pL denbufer de enjuague) y se incub6 por 30 min en la oscuridad
a TA: Al final de la incubacion se contaron las células con un citometro de flujo
(EPICS, Alfra y Facs Calibur, Becton Dickinson) analizando 1 X 10* células por
muestra como minimo. Todas las células fueron tefiidas en presencia y ausencia
de la enzima TdT como control negativo de la técnica. Las células en apoptosis
fueron tefiidas con fluoresceina. Los parametros usados para la fluorescencia
fueron: excitacion a 488 nm de longitud de onda (A); medicion de emisién de la

fluoresceina (fluorescencia verde) 530 + 20 nm de A. La identificacion de células
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en apoptosns se baso en su marcaje de fluorescenCIa verde sobre un histograma
de frecuencias, lo cual requiere el uso de una escala exponenmal para ‘obtener y
presentar los datos (Darzynkiewicz et al 1999) ‘ :

2.6. Analisis estadistico.

Cada expenmento se realizd por mas de . una:ocasion en forma‘ ndependlente y‘

Cary, NC EUA)
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3.0 RESULTADOS.
3.1. Macrofagos derivados de monocitos de bovino (MIDMB).

Se obtuvieron macréfagos derivados de monocitos (MDM) de un bovino
fenotipicamente resistente (MDMB-R) a patdgenos intracelulares, que permitio el
crecimiento de M. bovis BCG en el macréfago cercano al 64% y de un bovino
fenotipicamente susceptible (MDMB-S), que permitié el crecimiento intracelular del
bacilo vm»;f;‘rs;ﬁallé de 100%. La viabilidad de los macrofagos fue mayor al 90%,
cc‘)n,ﬁlj‘r,h,adyyq po‘krfil’a exclusion del azul de Tripan. Las caracteristicas morfolégicas de
Ioé'mééféfagos y los niveles de produccién de éxido nitrico (ON) detectadas en el
i sobrrenadante de cultivo de los macréfagos, correspondieron al estado de reposo.

3.2 Activacion de macroéfagos.

Las concentraciones de nitrito (NOz) en el sobrenadante de los cultivos de
macréfagos, ademas del agrandamiento, la elongacion de pseudépodos y la
incrementada granularidad intracitoplasmica de los macréfagos estimulados con
las concentraciones de 1.0, .10.0 y 100.0 ng/mL de LPS, mostraron diferencias

significativas entre si a-partir de las 12 horas de incubacién y asimismo, con
respe ’ PS. La concentracion de NO, incrementé hacia las
24 horas de cultivo de ﬁr/ﬁacréfa'g'os con el LPS, siendo aun mas significativas las
diferepcias encontradas. (Figura 3.2.1). En consecuencia, se establecid la
concentracion minima de 10 ng/mL de extracto puro de LPS, durante 22 h de

cultivo para la activaciéon de los MDMB.

3.3. Bacterias.

Se prepararon los indculos de ambas cepas de M. bovis BCG subcepa Danesa y
M. bovis 9926, ajustado a UFC/mI. El tiempo 6ptimo de cultivo de M. bovis para
congelado del inéculo fue de 5 dias para la cepa BCG y de 13 dias para la cepa
9926, seglin los valores LOGECS50 de la ecuacion de regresion no lineal para cada
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cepa de M bows (Apendlce 1. 1) Esta ecuacton se realizo con Ia curva de cmetlca
forma |ndepend|ente con resultados similares. Por lo tanto Ia preparacmn y
_,,congelacnon‘del |noculo de la cepa de M. bovis BCG se realiz6 el dia 4 de cultivo y
‘de la’ cepa “de”M. bovis 9926 el dia 11, dias en que se encontraron aun ambas

' cepas en fase de crecimiento logaritmico.

3.4. Apoptosis en macrofagos de bovino inducida por

Mycobacterium bovis.

El desafio con M. bovis BCG subcepa Danesa (atenuada) y 9926 (virulenta) (MOI
10:1), indujo la condensaciéon de cromatina de las poblaciones de MDMB
(susceptibles y resistentes). Cabe destacar que en los macrofagos infectados, se
presenté la CCr tanto en macréfagos con bacilos localizados intracelularmente,
como de macréfago’s sin bacilos aparentes. Ademas, el numero de macréfagos
~con CCr,fué‘ mayor en los infectados que en los macrofagos testigo sin desafiar

En el caso de MDMB testigo (sin infeccion) en estado de reposo, el porcentaje de
celulas con CCr, se mantuvo en todos los tiempos de evaluaciéon por debajo del
8% en ambas poblaciones celulares (MDMB-S y MDMB-R). En cambio, las
mismas celulas testigo pero activadas, presentaron porcentajes por debajo del
24% desde el inicio y hacia el final del tiempo de evaluacién (24 h pi) (Cuadro
3.4.1). Estos porcentajes de CCr observados en las células sin infectar en reposo
y activadas, se tomaron como basales respectivamente y se consideraron

originados por condiciones propias del estudio.

Por el contrario, en todas los MDMB infectados con M. bovis, el porcentaje de
células con CCr tuvo un incremento muy significativo en consecuencia a la
infeccion con M. bovis BCG (p<0.01) y con M. bovis 9926 (p<0.001) con respecto
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de los testlgos (Cuadro 3 4 1y Flgura 3.4. 2) Tanto M bows 9926 (vnrulento) como
el M. bows BCG (atenuado) |ndu1eron un- gran porcentaje de macrofagos de

fnfapoptosus siendo S|gn|f|cat "o a partlr de las 8 h y hasta
se observo una tendencia de

ambos ammales ‘

en ento a traves del tiempo,

os en estado de reposo c en Ios actlvados como se

bows fueron lo MADMB R tanto en estado de reposo'como activados, los que .
: \ elular comparado con aquell
§ubrayar que M. bovis cepa
on de las poblaciones de
) cepa atenuada. Diferencia
aluacién. (Cuadro 3.4.1 y Figura

EI LPS ‘pors solo'fue capaz de promover |a apoptosxs en macrofagos de bovino.
Se observo un' mcremento S|gmfcatlvo (p<0. 01) en el porcentaje de macroéfagos
test|go con CCr estimulados con esta molécula, con respecto a las que no fueron
estimulados (comparar de la Flgura 3.4. 2 las barras testigo — NO - de paneles A y
B contra las barras testigo de paneles CyD respectivamente). La posibilidad de
que tanto M. bovis BCG como M. bovis 9926, indujeran o reprimieran la apoptosis
de macréofagos activados no se descartaba. Por esta razén, se registré el
porcentaje de apoptosis pi con M. bovis 9926 y con M. bovis BCG en MDMB-R o
MDMB-S, previamente activados con LPS. El porcentaje de muerte celular en
respuesta a la infeccion, se noté significativamente incrementado por M. bovis
9926 (p<0.05) y por M. bovis BCG (p<0.01), con excepcion de los MDMB-S a las 8
h pi y en los MDMB-R a las 16 h pi con 9926 en cuanto a condensacion de
cromatina (Cuadro 3.4.1), conservandose la misma tendencia de incremento con
respecto al tiempo, al fenotipo susceptible o resistente de macréfagos y a la
virulencia bacteriana detectada en macréfagos en reposo. Sin embargo, al final del
tiempo de evaluacién (24 h pi), las diferencias observadas entre macréfagos
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activados no se mostraron ni con M. bovis 9926 o M. bovis BCG, ni entre fenotlpos
susceptlble o reS|stente como .se mostraron en: macrofagos én: reposo (Cuadro
341yF|gura342) ‘ :

,programada nducida por.M. s, tamblen se evaluo Ia fragméntacmn de ADN
‘ técnica - de TUNEL4 El ‘desafio con M. bows 9926 o0 con. M. bows '
BCG (MOI 10: 1, ;tamblen IndUJO la fragmentacmn de ADN en amba poblacnones

de MDMB (susceptlbles y resistentes) (Figura 3.4.3), conflrma’ do los” resultados

obtenidos por CCr.

proporcién de apoptos:s por FADN. Similarmente, el porcentaje de apoptosnsﬁse '
incrementé con el tiempo con M. bovis 9926 y con M. bovis BCG en macrofagos ;
susceptibles (MDMB-S) y resistentes (MDMB-R) y fueron los MDMB-R los mas
propensos a sufrir apoptosis comparados con los MDMB-S. Paralelamente, M.
bovis cepa 9926 (virulenta) indujo mas apoptosis que M. bovis BCG (atenuada) y
el estado de activacion de los macrofagos influyé positivamente en la presentacion
de apoptosis con respecto al de macrofagos en reposo (Figura 3.4.4). Sin
embargo, a pesar de que se mostraron las mismas tendencias ya mencionadas,
es conveniente resaltar que el porcentaje de todas los macréfagos con FADN
después de la infeccidn con M. bovis (realizada bajo las misma condiciones en
todos los casos), fue substancialmente menor que el presentado por macrofagos
con CCr.
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Por otra parte Ia produccnon de ON: por Ios MDMB |ncremento sugnlflcatlvamente

con el tlempo debldo a |
MDMB R produ;eron sugmflcat .
prellmlnares) Este comportamlent

'estlmulamon con LP ”(F|gura 3, 2 1) y ,ademas ‘los:

celular programada de los macrof

en aquellos infectados en donde se reallzo a

tivacion previa con LPS
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4.0 DISCUSION.

La respuesta a mlcroorganlsmos pay ;_g"‘ ‘nos por parte del hospedero estan dadas

por complejos mecamsmos*de (

derivados de fnonocntos de bovmo (MDMB) por M bows Este kevento.

) 'z 'evaluaron la condensacmn de cromatma y la

fragmentacion © del ADN de— “t‘s celulas a diferentes tiempos post-infeccidon

(desde cero hasta 24 horas) os autores evidenciaron con la misma MOI que la
utilizada en este estudio (10:1), porcentajes entre 15 y 35% de las células con
CCr a partir de las 12 y hacia las 24 h pi, respectivamente. Con respecto a la
FADN, presentaron porcentajes muy bajos (hasta 1.4%) con esta MOI, los cuales
se incrementaron (cerca de 26%) con 25 bacilos por célula hacia las 8 h pi. Las
diferencias notables entre ambos estudios, sugieren que pudieron ser debidas a
las cepas de campo de M. bovis utilizadas. Ambas cepas de campo son distintas y
ademas los autores no utilizaron M. bovis BCG. Otra importante diferencia es que
ellos unicamente usaron macréfagos en reposo de un animal no carac.erizado

fenotipicamente como resistente o susceptible a la infeccidn. Sin embargo, sus
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resultados sentaron las: bases este. estudlo que contrlbuyo a Ios resultados
S|m||ares en reIacuon al tlempo de presentacmn de Ia apothS|s : :

condensacién:de-la - -

et al. (1997). Estos autores reglstraron

tuberculos:s en macrofagos de rato

mas propensos a sufrir apoptos:s que Ios B1OS ASImlsmo i

fue mayor en estos macréfagos (B10R) (Arias et al., 1997), como se o Iservo, en
esta investigacion en los macréfagos provenientes del bovino kres»nste}nte
comparado con los del bovino susceptible al estimularse con LPS (datbs
preliminares).

Los macréfagos llegan a ser activados por sefales presentes en el microambiente
inmediato durante la primoinfeccion, la reactivacion clinica o durante la cronicidad,
al contenerse la infeccion en granulomas. Entre las citocinas mejor conocidas en

el disparo de esas sefnales son el IFN-y y el TNF-a. En un intento por reproducir el
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-. activarse, como_lo: evu

ststema de actwacmn de macrofagos durante la patogenia de la tuberculosis, se
utilizé LPS de E: coli y.se m
marcador de actlvamow'

|‘d|o el mcremento en la produccion de ON, como un
De pue' de la ‘estimulacion con LPS, los MDMB lograron
orfologla y la produccién de ON (Figura 3.2.1),

apegadasa lo de_scrlto 50
La activacion de los:macrofagos. con LPS, previa a la infeccién con la cepa
atenuada y la ce ;M'.‘bovis, contribuy6 a la apoptosis resultando en
el incrementd : macréfagos muertos por este mecanismo. La
prodrucqiéh‘d' n signo principal que caracteriza a la activacion
de ma}c‘l‘{éf responsable de ésta produccion es la INOS (Adler
199. iisma enzima que se ha involucrado en la induccion

crofagos murinos (Sarih et al., 1993). El uso de LPS en los

‘numero de MDMBR y MDMB-S con fragmentaciéon de ADN, descartando la
p05|b||ldad de cinéticas desiguales en la induccién de apoptosis entre ambas
poblaciones. Sugiriendo que esos macrofagos son igualmente sensitivas al
estimulo de un mismo inductor de apoptosis como la camptotecina y a los efectos
del ON.

Tomando juntos estos resultados, fuertemente sugieren que la apoptosis en

MDMB infectados con M. bovis, son una consecuencia de los efectos del ON. Esta

molécula ha sido reconocida como toxica pues genera ruptura del ADN y de

proteinas (Albina et al., 1998) y ademas, participa en la senalizacion que conduce

a la apoptosis por estrés (MacMicking et al., 1997b; Chen et al., 1998) y también
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en macrofagos que ‘contienen mlcobactenas (Kllnger et al., 1997 ROjaS et al.,
1997 y 1998) EI ON tamblen afecta al proteosoma de p53 (protelna supresora de:

I: ON (Glockzm S, et al 1999) como'

e membrana mitocondrial y como

‘ruta hacia apoptosis o necrosis por M.

iormente habia sido descrito el papel del Ca?
c"ulosis en macréfagos de ratén (Rojas et al.,

‘NF-a en la apoptosis de macréfagos de humano
, SIdO descrito (Keane et al., 1997). Posteriormente

en eI modelo del'ratén; se investigd la apoptosis de macréfagos infectados con M.
tuberculosis junto con la produccion de ON, de p53 y de la activacion de caspasa
1 y se reconocio que el TNF-a al igual que la IL-10, participan en la modulaciéon de
la apoptosis inducida por M. tuberculosis (Rojas et al., 1999). Esta modulacion
habia sido adjudicada a M. tuberculosis como un mecanismo de evasion de
apoptosis en macréfagos de humano, inducido por cepas patogenas (Balcewicz-
Sablinska et al., 1998). Cabe sefialar que la apoptosis de macréfagos inducida
por M. tuberculosis, requiere de la activacion de la fosfolipasa citosolica Az (PLAJ),
en donde al parecer la capacidad de producir acido araquidénico hace
30




susceptlbles a estos macrofagos a la accién del TNF-a (Wissing et al.,,  1997). Por
otra parte en: eI Imod lo: bovnno la-expresion de TNF-a se ha visto elevada en

monoc1tos de medul

osea,de bovino, después de la estimulacidon con LPS (Adler

e ha ‘registrado que induce elevada produccion de ON en._.
e-bovino (Mason et al., 1996). Toda esta ewdenma,
studio que a pesar de que se estimule la producciéh de
e activen otras sefiales para que se lleve a cabo Ila
macrofago, se debe tornar muy sensible a estas sefnales
\c->bacteria. Esto posiblemente es debido a una senal
. fhtracelular de la micobacteria viva (Pla'éido et al.,

tubercuIOSIs "modlflcando

uede afertar Ia’k actlwdad de M.

Las pnncupales dlferenC|as encontradas en este estudio con respecto a modelos

concermentes a la mduccnon de apoptosis de macréfagos de origen humano y
murino por M. tuberculosis, se explican en parte por las diferencias entre M. bovis
y este patdégeno (Brosch et al, 1998 y 1999). Asimismo, la diferencia en la
intensidad de apoptosis observada entre M. bovis BCG y M. bovis 9926, es debida
a la habilidad de inducir apoptosis relacionada con la virulencia. M. bovis BCG
subcepa Danesa, es una cepa atenuada que tiene por lo menos 70 afos de
manipulacion (Behr y Small, 1999) y esta adaptada a las condiciones de
laboratorio, efecto que se observd en medio Middlebrook 7H9, donde mostro
mayor velocidad de crecimiento que la cepa de campo 9926 (Figura 3.3.1).
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Partlcularmente. el M. bovis virulento (9926) fue capaz de mducnr el mayor ‘indice"
: de apopt05|s “entre tanto M. bovis BCG |ndu10 menos muerte progra" ada en los

. Danesa Ia fagocutosns entre ambas poblaciones ceiulares fue m
"ambas ‘cepas (Vallecillo, 2003). Conjuntamente, el grado de apopt05|s
: correspondlo con la cantidad intracelular de bacilos, por lo tanto, se pudo generar
kfun mayor estrés intracelular por la cepa virulenta que por la cepa atenuada,

produmendo la marcada diferencia entre cepas. Lo cual exenta la explicacion de
'que las diferencias encontradas entre los MDMB-R y MDMB-S, son debidas a su
B de fagocitar a M. bovis. Sugiriendo que la pérdida en la viabilidad
' relac10nada a la virulencia de la micobacteria. Estos resultados,

untado por otros autores (ROjaS et al., 19897), en donde M.

del fénomeno 'ocurrlendo dentro de las 24 horas posteriores a la infeccion. No
obstante se ha presentado informacién sobre macréfagos de humano en donde
contranamente a lo observado en los de ratén, M. tuberculosis H37Rv (virulento)
induce menos apoptosis que la cepa H37Ra (atenuada), en macréfagos alveolares
de hdmano, aunque se desconoce el fenotipo de resistencia o susceptibilidad de
los individuos utilizados para este trabajo (Keane et al.,, 1997). Concordando con
otro estudio, en donde cepas virulentas de M. tuberculosis (H37Rv, Erdman, y
BMC 96.1 -aislado clinico-) y una cepa tipo de M. bovis, indujeron
significativamente menor apoptosis que bacilos avirulentos o atenuados (M.
tuberculosis H37Ra, M. bovis BCG y M. kansasii), presentandose el evento en los
primeros dias subsiguientes a la infeccion en ambos estudios (Keane et al.,
2000).
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Aunque auln no se tlene evidencia experimental, el presente estudlo soporta la
hlpoteSIS de que Ia apopt03|s representa un mecanlsmo de defensa a‘AIa |nfecc:|on i

, (Molloy, ot al., 1993 V- 1994 Kornf‘ '

apoptdéticos, pudlendo ser. mgendos por macrofagos en reposo 'a
CD14 (Devitt et al., 1998; Gregory y Devitt, 1999) y presentar antlge

en la induccién de respuestas inmunes adaptatlvas Aunque

la atenuada, pueden predllectamente inducir la produccmn ,de TN a. con "I'a'
sucesiva induccion de iINOS y la produccién de grandes cantldade”s de ON vy
asimismo, estos productos pueden modular las moléculas involucradas en la
regulacion de la apoptosis, como miembros de la familia Bcl-2, siendo capaces de
causar el dafio en el DNA y consumar la apoptosis. Por otro lado, las diferencias
correspondientes al fenotipo de resistencia o susceptibilidad natural, manifiestan el
resultado de una mayor produccion de TNF-a, derivando en un mayor estimuio de
iNOS y consecuentemente mayor produccion de ON en MDMB-R. Mientras que
este cuadro, se ve parcialmente disminuido en los MDMB-S por la accién de la IL-
10, siendo posiblemente mayor su produccion en esta poblacion celular.

La dinamica recreada entre los mecanismos de virulencia del bacilo y los
mecanismos de resistencia a la infeccion por parte del fagocito, se ve reflejada en
el evento aqui estudiado (apoptosis), presentandose como una alternativa del
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repertorio de respuestas .en Ias que culmlna esta dmamlca como “seria. la
ellmlnacmn del bacilo o la Iatenc:a y/o persustencna,del mlsmo La actlvaCIon celular

contribucién.
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5.0 CONCLUSIONES.

1. El grado de apoptosis fue dlferente entre el fenotlpo de macrofagos resustente y

tubercuI051s aI partnmpar en Ia ellmlnamon de Ia mlcobacterla
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7.0 CUADROS Y FIGURAS.

1200.0 { a

1100.0

1000.0 |
; LPS ng/ml|
900.0 ——0
: —m—1
800.0 | —4—10
—e—100

700.0

600.0 -

NOzuM

£00.0 1

400.0

300.0 -

200.0

100.0 -

0.0 +--

0 12 16 19 22
tiempo de incubacién (horas)

FIGURA 3.2.1 Efectos de estimulacion de macrofagos derivados de
monocitos de bovino con LPS. a Niveles de oxido nitrico en sobrenadante
de cultivos de macréfagos de bovino a diferentes tiempos de incubacion
con LPS. Se incubaron las células con LPS purificado de E. coli O26:B6 a
diferentes concentraciones (1, 10 y 100 ng/mL) y un testigo sin LPS y se
midieron las concentraciones de nitrito a diferentes tiempos por medio del
ensayo de Griess. Cada puntc es la media + error estandar de un
experimento por triplicado representativo de tres independientes con
resultados similares. b Micrografias de luz de macréfagos estimulados con
100 (A), 10 (B), 1ng/mL (C) y sin LPS (D) después de 24 horas de
incubacién. Barra = 5 ym
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FIGURA 3.3.1 Cinética de crecimiento de Mpycobacterium bovis. Se
tomaron diariamente durante 21 dias las lecturas de densidad optica a
una absorbancia de 650 nm de longitud de onda, de un cultivo de M.
bovis cepa BCG subcepa Danesa y M. bovis cepa 9926 crecidas en
caldo Middlebrook 7H3 con 10% de OADC, ademas de medio sin
bacterias como control. Se tomé la absorbancia del agua bidestilada
como el valor base (DO 0.00). Se representd graficamente la ecuacion
de regresion no lineal. para identificar el incremento logaritmico de
crecimiento (LOGECS0) de cada cepa.
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Cuadro 3.4.1. Porcentaje de macréfagos derivados de monocitos de bovino
(MDMB) con condensacion de cromatlna a diferentes tiempos’ post-lnfeccmn in.
vitro con Mycobacterium bovis.

Condensacnén de cromatinaen MDMB
Susceptlbles (% i: EE) Resis_t'entf i

pi

(h) Tesvtigo”

Reposo 16

113+ 1.4° 135.0 23, }520:40.
Activados 16 16.3+3:1 '53.8+36 ;'68 031 "
24 198+36 90.1+42 95029

¥ Media  error estandar en porcentaje de ensayos por triplicado. Se incubaron MDMB: de 12 dias obtenidos
por gradiente de Percoll y cultivados en matraces de teflén, durante 4 h con M.: bovis vivo (MOI:10:1). Se
contaron los nicleos con cromatina condensada tefiida con ioduro de propidio, de 200 células evaluadas a
diferentes tiempos post infeccion (pi) por triplicado con microscopio de fluorescencia. Experimento
representativo de tres independientes con resultados similares. Testigo  Macréfagos sin infeccion; BCG
Macrofagos infectados con M. bovis BCG; 9926 Macrdfagos infectados con M. bovis 9926. El efecto de la
infeccion fue significativo con M. bovis BCG (p<0.01) y con M. bovis 9926 (p<0.001) y asimismo, fue
significativo con el fenotipo susceptible (p<0.01) y con el resistente (p<0.001) en la presentacién de
apoplosis, antes y después de la estimulacién con LPS (p<0.001) en macréfagos activados.
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FIGURA 3.4.1. Microscopia de fluorescencia de macrofagos derivados de
monocitos de bovino. Se incubaron las células con medio de cultivo solamente
(@) o con Mycobacterium bovis (MOl 10:1) durante 4 horas (b), mostrandose la
condensacion de cromatina en células infectadas (puntas de flecha) y no
infectadas (flechas) a las 24 h post infeccion. La morfologia de los nucleos de
las células testigo positivas incubadas con 10 uyg/mL de camptotecina durante
72 h (c), describe la morfologia de las células apoptéticas. Tincion de ioduro de

propidio. Aumento X 800.
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FIGURA 3.4.2 Cinética de induccion de apoptosis de macréfagos derivados de
monocitos de bovino (MDMB) en diferentes tiempos post infeccién (pi) con
Mycobacterium bovis. Se incubaron MDMB susceptibles a patdgenos
intracelulares (A y C) y MDMB resistentes (B y D) en estado de reposo (A y B)
o activados (C y D), con M. bovis aislado de campo (9926) o con M. bovis
Bacillus Calmette-Guérin (BCG) durante 4 horas (MOl 10:1) y se mantuvieron
células sin infectar como testigos (NO). En el caso de los MDMB activados, se
incubaron con 10 ng/mL de LPS durante 22 h y se lavaron previamente a la
infeccion. En todos los casos, se realizd tincion de cromatina nuclear con ioduro
de propidio (ver material y métodos). Promedio y error estandar en porcentaje
de ntcleos con cromatina condensada de 200 células analizadas por triplicado
alas 8, 16 y 24 h pi. El efecto de la infeccion fue significativo con M. bovis BCG
(p<0.01) y con M. bovis 9926 (p<0.001) y asimismo, fue significativo con el
fenotipo susceptible (p<0.01) y con el resistente (p<0.001) en la presentacion
de apoptosis.
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FIGURA 3.4.3. Microscopia de fluorescencia de macréfagos derivados de
monocitos de bovino. Las células fueron incubadas con medio de cultivo
solamente (A) o con M. bovis (MOl 10:1) durante 4 horas (B) y se
observaron 24 horas después. La fluorescencia verde/amarillo de la FITC
conjugada a anticuerpos anti-Bromo marcando los d-UTP's adicionados
por la enzima TdT, distingue las células apoptoticas. Contratincion de

ioduro de propidio. Aumento X 600.
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FIGURA 3.4.4. Macréfagos derivados de monocitos de bovino (M®) con
fragmentacion de ADN por apoptosis a las 16 y 24 horas (h) post infeccién (pi)
con Mycobacterium bovis. Se incubaron durante 4 horas con M. bovis Bacillus
Calmette-Guérin (BCG) o con M. bovis virulento aislado de campo (9926)
(MOI 10:1), M® de bovino susceptible y M® de bovino resistente a patogenos
intracelulares en estado de reposo (c) o activados (d). Se mantuvieron células
sin infectar como testigos negativos (a) y células incubadas con 10 pg/mL de
camptotecina por 72 h como control positivo de TUNEL (b). En el caso de los
MDMB activados, se incubaron con 10 ng/mL de LPS durante 22 h y se
lavaron previamente a la infeccidn. En todos los casos, se realizé TUNEL (ver
material y métodos). Datos son la media + error estandar en porcentaje de un
experimento representativo de dos independientes con resultados similares,
Se analizaron 10 000 células por citometria de flujo por evento estudiado. El
efecto de la infeccion fue significativo con M. bovis BCG (p<0.01) y con M.
bovis 9926 (p<0.001) y asimismo, fue significativo con el fenotipo susceptible
(p<0.001) y con el resistente (p<0.0001) en la presentacion de apoptosis con
respecto al testigo sin infeccion. M1 region de positivos expresado en
porcentaje. 54




8.0 APENDICE

8.1. SOLUCIONES.
ANTICOAGULANTE ACD
Citrato trisodico

Acido citrico

Glucosa (dextrosa)

Agua destilada c.b.p.
pH inicial 5.0

PBS 10X
Cloruro de SOdIO

Fosfato de sodno monobésnco

) Fosfato de sodlo dlbéSlco
: c’b p

Agua destllada :
PBS 1 X

PBS10X .
Agua destilada c.b.p.

22,0

8.0
24.5
1000.0

87.7-
15.
13.0

1000.0

100.0.

1000.0

Ajustar a pH 7.4 y filtrar en poro de 22um.

CITRATO
Acido citrico trisddico
AguamQ c.b.p.

PBS-CITRATO

PBS 10 X

Acido citrico trisddico
Agua c.b.p.
Ajustar a pH 7.4,

NaCl 1.5 M + NaH.PO,
Cloruro de sodio

Fosfato se sodio monobasico
Agua c.b.p.

38.23
1000.00

100.00
3.72
1000.00

8.77
1.20
100.00

g
g;
[¢]
mL

ml

mL

mL

mL -

mL

mL
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CRPMI

RPMI medium 1640 . 500.0: mL
L-glutamina 55 mL
MEM-no aminoacidos esenciales 55 mL
Piruvato de sodio T E ':5.5"mL:‘ :
Bicarbonato de sodio al 7.5% 12.0 “mL

BSA 5% (pl/v)

Albtimina sérica bovina cristalina 50.0 g
Agua destilada estéril  c.b.p. 1000.0 mL
TWEEN 20 AL 0.5% :
Tweenzp 05mL )
Agua destilada estéril  c.b.p. 99.5  mL: ;

Esterilizar todas las soluciones por ﬁltrrado‘kén poro de 22pm.

PERCOLL-STOCK ‘ .
Percoll comercial® 10 partes
NaCl 1.5 M + NaH,PO, 1 parte

GRADIENTE DE PERCOLL. R : e :
Para la recuperacion de los monocitos por'cehtrifugacién7isoplgnit:a,‘ se réquiere"que‘la suspension
a preparar de Percoll posea una gravedad especifica similar a la de’las células a separar (libro. ). -

Se requiere utilizar la suspensidn de Percoll-trabajo a una gravedad especifica (SG) de 1.0770.
Para obtener esta gravedad especifica se afade al Percoll-stock una serie de soluciones en donde
cada una de ellas posee una SG particular y asi finalmente se obtiene la SG deseada. Sin
embargo, las SG de cada solucidon adicionada puede equivaler al Indice de Refraccion (RI) de las
mismas y con éste indice obtener los mismos resultados que al utilizar las SG. El RI del Percoll-
trabajo equivalente a la SG=1.0770 es el RI=1.3460 y es el que se busca obtener al final para
poder realizar la centrifugacién isopignica con Percoll.

* Gibco BRL, Life Technologies, Grand Island, N.Y., USA
! Percoll®. Pharmacia Biotech AB.Uppsala, Suiza. Cédigo No. 17-0891-01,
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Las sustancias o soluciones que necesarlas para preparar el Percoll -trabajo  son: - Percoll stock
(10:1), albumlna sénca bovina al 5% (BSA 5%) Cltrato de Sodlo 130 mM’ (Cltrato) y solucion
amortlguadora de fosfatos (PBS 1X) ‘ o :

Sustancia .
= BSAB%
“Citrato
‘PBS 1 X
Percoll-stock

Final

donde:
R I et i UL w0 X= mb de PBS por mL de suspensnén flnal
Xa+ 0.1b + 0.1¢ +(0.8-X)d = 1.077.— 1 .- s a=SG del PBS - 1

"b=8GdelaBSA-1-’
c= SG del Cltrato 1
’ ~d SG del Percoll —1

Determmar los volum s de cada sustancia:

Volumen

en mL - : G
PBS - . =i (X)(Volumen fnal en mL)
BSA - = 0 1(Vo men fnal en mL)
Citrato = = ' L ‘
Percoll -
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8.2. REACTIVOS

Nombre comuin Formula quimica . .- Proveedor No. de catalogo

Albumina bovina Fraccion V No disponible - A-9418 -
Acido citrico Cet - - C-0759

Acido citrico sal trisédica ,C-8532

Bicarbonatov de sodio

Camptotecina - - C-991 1.0
Cloruro de sodio ™ - 7 '8.3014
DMSO (dimetil sulféxido) . . ' D2650
Etanol ABSOLUTO " 1.00983.2500
E-toxa-clean 210-3
Fosfato de sodio dibasico S:3264
Fosfato de sodio monobasico S-5011
Glucosa (dextrosa ) G-7021
Griess, reactivo ispe T8 G-4410
L-glutamina 200 mM No disponible .~ ' GIBCO 25030-081
MEM aminoscidos no esenciales No disponible AGIVBC'O 11140-050
Nitrito de sodio NaNO; . SIGMA’ 251-4
Paraformaldehido HCHO .~ -~EMS* 15710
Piruvato de sodio CiHiOzeNa. . GIBCO.. . 11360-070
Ribonucleasa A No disponible SIGMA P R-4‘6;l,2 :
Triten X-100 Nodisponible .~ SIGMA = T-8787
Tweenao No ’disp_:o‘ni‘blem s o P-2287 ..
Tweenso ~.“No d'i‘s'pdnible S SIGMA - P-4780
loduro de propidio . CaHuNJz . SIGMA - P-4170

* E.M.S. Electron Microscopy Sciences
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