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1. INTRODUCCION

1.1 Historia de la tuberculosis

La tuberculosis es una enfermedad muy antigua. Las primeras referencias que
se lienen sobre la enfermedad se hallaron en jeroglificos encontrados en Egipto,
Babilonia y China. También se observaron lesiones de tipo tuberculoso en la
columna vertebral de momias egipcias. Las primeras descripciones anatomo-
patoldgicas de la enfermedad comenzaron a realizarse en el siglo XVIl. En 1679,
Franciscus de la Boe fue el primero en identificar y caracterizar las lesiones
macroscopicas asocladas con la enfermedad, denomindndolas tubérculos.
Posteriormente, Manget en 1702, describid los rasgos anatomo-patoldgicos de la
tuberculosis miliar '

En 1720, Marten fue el pnmero en afirmar que la tuberculosis podria ser
causada por cnaturas diminutas, siendo éstas las que podrian generar las lesiones
¥ sintfomas de la enfermedad. El término tuberculosis, derivado del latin fubercula
(protuberancia o nddulo pequeio), fue utilizado hasta 1839°. En 1882, Robert
Koch demostrd que el agente causal de la enfermedad era un bacilo,
Mycobacterium fuberculosis. Koch identificd el bacilo en lesiones tuberculosas
mediante la tincion de Ziehl- Neelsen, desde entonces se le conoce como "bacilo
de Koch". Los primeros registros sobre las epidemias causadas por esta bacteria
aparecen en Europa y en los Estados Unidos en el siglo XIX, asociadas
principalmente con la Revolucién Industrial. En el siglo XIX, Bayle v Lagnec
establecieron las formas y estadios de la tuberculosis como enfermedad.

En 1924, Albert Calmette y Alphonse Guérin desarrollaron una vacuna
denominada BCG (Bacilo de Calmette-Guerin). Mas tarde se descubrieron los
pnmeros antibiobicos contra esta enfermedad, sendo la estreplomicina descubieria
por Selman Waksman en 1944, el primer agente quimiolerapéutico especifico
contra la tuberculosis. Posteriormente se descubrieron olros agentes antifimicos
como el acido p-amino salicilico (PAS), la isoniacida, el etambutol y la rifampicina.”



1.2 Epidemiclogia
1.2.1 La tuberculosis en el Mundo

La tuberculosis continua siendo un grave problema de salud pablica en el
mundo, a pesar de los grandes avances para su diagnostico, tratamiento y
prevencion. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que durante el
penodo comprendido entre el 2000 al 2020 habra 1 000 millones de individuos
infectados por M. fuberculosis, de los cuales 200 millones enfermaran y 35
millones morirdn sl no se mejoran el control y tratamiento de la enfermedad. Las
incidencias mas altas de |a enfermedad se presentan en los paises
subdesarrollados del continente Africano, Asiatico, y América Latina, como puede
observarse en la Figura 1.1 * Actualmente la OMS estima que cada afio, 3
millones de personas mueren por tuberculosis y 8 millones se infectan; de éstos el
85% vive en paises en vias de desarrolio. Asi mismo, la OMS estimd que un tercio
de la poblacion mundial esta infectada por M. fuberculosis sin embargo, solo del 5-
10% desarrollaré la enfermedad . Las condiciones gue favorecen la infeccion por
tuberculosis en los paises en vias de desarrolio son: la pobreza, la coinfeccion con
ViH, la falta de control y un diagnostico temprano y preciso *. Ademas, se ha
eshimado que la incidencia mundial de tuberculosis aumenta aproximadamente
0.4% al afio "®

INCIDENCIA DE TUBERCULOSIS

Fgura 1 1 Tasas do incadencia de fubsrculosis en e munda en el @ 2001, ssbmadas por la
Cganzsadn Mundial de o Salud [Tomado de WHO Report 2003)



1.2.2 La tuberculosis en México

En el 2001, la Secretaria de Salud determind que la incidencia de tuberculosis
en México fue de 18 por 100 000 habitantes *. Esta incidencia fue inferior al
promedio latinoamericano, que a mediados de los aflos noventa se estimd en 32
casos nuevos por 100 000 habitantes. La infeccion por tuberculosis se observa
principalmente en jdvenes y adultos de edad media que pertenecen a la poblacidon
econdmicamente activa ' Otro problema grave que incrementa la incidencia de la
tuberculosis en Mexico y otras partes del mundo es la presencia de cepas
multidrogo resistentes. Esto fue confirmado en un estudio realizado en tres
estados de México en los que se observd una alta resistencia a los farmacos de
primera eleccion ',
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En el afio de 1997, la OMS considerd a México como un pais de alto riesgo
para tuberculosis. Como muestra la Figura 1.2, |a tasa de incidencia de esta
enfermedad en México y Latinoamérica se ha mantenido relativamente estable en
los ditimos afos. Sin embargo las diferencias entre entidades federativas son
considerables, siendo los estados con mayor incidencia Baja California,
Tamaulipas, Guerrero y Chiapas 2 En México y otros paises, la tuberculosis
constituye un problema que va en ascenso y gque presenta nuevos retos para su
control, entre los que destacan, la asociacidén con la infeccidn  por VIH vy la

drogoresistencia '*,



1.3 Agente causal

La tuberculosis es causada por bacterias del género Mycobacterium. El ser
humano puede infectarse por tres especies distintas de Mycobacterium: M.
luberculosis, Mycobacterium bovis y Mycobaclerium africanum, siendo M.
fuberculosis el patbgeno mas comin en las infecciones humanas.

M. tuberculosis es un bacilo aerobio estricto, iInmdvil, no esporulado, no
encapsulado, que precisa de un tiempo muy prolongado para su multiplicacion
(15-20 horas) y requiere de 2 a 6 semanas para crecer en medios sdlidos. La
temperatura corporal (35-37°) y una atmaésfera enriquecida con O; estimula su
desarrolio. Microscopicamente es un bacilo alargado de aproximadamente 0.4 x 3
ym y de forma arrozada. Perienece a la clase Actinobacteridae; orden
Actinomycetales, familia Mycobactenaceae; género Mycobacterium y al complejo
Mycobactenum tuberculosis '

Como todas las micobactenas, se caracleriza por lener una cubierta lipidica
constituida por acidos micolicos. Ello ocasiona que, una vez tefiidas con ciertos
coloranies derivados de las anilinas como la fucsina fenicada, retengan esta
coloracion a pesar de ser tratadas con un acido y un alcohol, por lo que se les ha
denominado bacllos acido-alcohol-resistentes. El contenido lipidico de la pared
celular de la micobacteria es extraordinariamente alto, esto trae como
consecuencia que la pared sea responsable de la relativa resistencia a las
defensas fagocitarias del huésped y posiblemente, de los acontecimientos
immunolégicos gque contribuyen a la patologia de la enfermedad causada por esta
micobaclena. Esta cubierta lipidica confiere a las baclerias la capacidad de
sobrevivir en un clima seco durante largos periodos. Sin embargo, pueden ser
eliminadas, mediante rayos de sol directos o radiacidn ultravioleta *



1.4 Tuberculosis: La enfermedad

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa cronica debilitante en la que
predominan con frecuencia los sintomas generales como fiebre, anorexia,
debilidad, pérdida de peso y disnea. Cada persona enferma infectara en promedio
entre 10 y 15 personas cada afio. La transmision de la tuberculosis se da
fundamentalmente por via respiratoria, el bacilo se transmile a través de pequeiias
particulas de menos de 10 um emitidas al estornudar, hablar o toser. Con la tos
pueden emitirse unas 3 000 particulas potencialmente infecciosas e igual nimero
puede eliminarse al hablar 5 minutos y muchas mas al estornudar. La mayoria de
los pacienies tuberculosos excretan pocos bacilos, por lo que generalmente se
requiere un contacto continuo para infectarse, como sucede con la convivencia
intrafamiliar. Sin embargo, una sola bacleria es ledricamente capaz de producir
una tuberculosis en un individuo inmunodeprimido '

1.5 Patogenia

Las micobacterias dan origen a lesiones caracterislicas denominadas
tubérculos. La infeccion inicial se produce cuando los bacilos alcanzan los alvéolos
pulmonares. Una vez establecida la infeccion se afectardn sobre todo, los
segmentos posteriores de los IGbulos superiores, ya que M. fuberculosis es un
microorganismo aerdbico con preferencia por las areas pulmonares mejor

ventiladas "

La principal ruta de entrada de M. fuberculosis es la via respiratoria. La
corriente de aire bronquial favorece la deposicion de los bacilos inhalados en los
segmentos basales del ldbulo bajo, del idbulo medio, de la lingula, o de los
segmentos anleriores del lobulo superior, llamados “segmentos de infeccion
primarios™ '® Los bacilos tuberculosos inhalados son fagocitados por los
macrofagos alveolares y transportados a los nddulos linfaticos locales. Los
macrofagos infectados y los monocilos circulantes una vez presentes en &l sitio de



infeccién comienzan a secretar enzimas proleoliticas, generando una lesidn
exudativa. Los fagocitos mononucleares aclivados incitan la formacion del
granuloma con activacion eventual de células T. El granuloma esta formado por
células infectadas rodeadas por celulas no infectadas, células espumosas y
linfocitos. Solamente las particulas inhaladas mas pequefias, que contienen entre
1 y 3 bacilos, van a ser capaces de [legar al alveolo y ser fagocitados por los
macrdfagos alveolares. Unos bacilos serdan destruidos y otros podran resistir los
mecanismos defensivos celulares y provocar una primoinfeccidn tuberculosa, con
lo cual se constituye el llamado nddulo de Ghon, linfangitis reglonal y adenopatia
satélite '’ Las bacterias pueden sobrevivir por largos periodos en los tejidos y
nodulos linfaticos generando una enfermedad post- primaria (Figura 1.3) La
repercusion sobre el pulmon se traduce en dos situaciones patologicas distintas

Primoinfeccion tuberculosa subclinica: ocurre por el mero contacto con el
bacilo tuberculoso. Se caracteriza por la ausencia de sintomas y signos
clinicos, radiologicos y bacteriolégicos. Sin embargo la prueba de
ubercubna es posidnva

Enfermedad tuberculosa: manifestacionas clinicas. radioldgicas,

bacterioldgicas e inmunologicas. ™

Lasian primaria

Midulos Enfaticos

Celutas T Parsisiencia de
micobaclerias an
Ldhulas lpgannes primarias
BSpUMOSES de nédulos linfatioos
giganies
Macrifago SRS - Erdermedad past-
mfectsdn

LNl CaneDs0

Fersstencd de mcobactenas en
lesanes de leyidos
Lesidn cavitanbe

Figura 1.3 Pemsiencia de micobacienas. Tomado de Steward G & &l 2003 Tuberculosis 3
proddem with persisiencie. Nalure Rev Microb, 1(2) 87-1056



1. 6. Respuesta inmune

M. tuberculosis contiene un gran nimero de sustancias antigénicas, en su
pared celular, que interfieren en la funcidn macrofagica y permite la sobrevivencia
de las bacterias en su interior. Inicialmente cuando la micobacteria consigue llegar
al alvéolo pulmonar, se produce una ligera reaccion inflamatoria en la que
predominan los neutrofilos polimorfonucleares. Estas células son pronto
sustituidas por macréfagos que ingieren los bacilos para ser luego transportados
hacia el sistema linfatico '®. La capacidad de estos macrdfagos para erradicar por
sl solos al bacilo tuberculoso en estas primeras elapas parece ser muy escasa,
quizéd porgue su funcién se ve interferida por los productos liberados por la
bacteria, de modo que, a pesar de l[a accion microbicida de los macrofagos, los
bacilos siguen dividiéndose durante unas semanas *. Posteriormente cuando los
macrofagos presentan los antigenos micobacterianos a través del complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC), se produce la activacion de linfocitos T,
produciéndose una expansion clonal y la liberacion de citocinas que activan y
atraen a mas macrofagos al sitio de la infeccion para constituir un granuloma.
Estos estdn constituidos por macrofagos, algunos de ellos se transforman en
células epiteloides que tienen una menor capacidad microbicida pero mayor
capacidad de sintesis de citocinas, y en células gigantes multinucleadas tipo
Langerhans, que son macréfagos cuyos nicleos se disponen en la periferia
rodeando al antigeno tuberculoso®,

Las células epitelioides secretan una sustancia que estimula a los fibroblastos
para la produccion de colageno. Esto contribuye a la formacion de la capsula del
granuloma la cual tiene la funcién de delimitar fisicamente la lesion. Los linfocitos
T activados estimulan a los macrofagos; estos a su vez comienzan a producir una
gran cantidad de enzimas liticas con capacidad de destruir las bacterias e inducir
necrosis celular y tisular (caseosas), lo que caracleriza al granuloma tuberculoso.



La reaccion granulomatosa es la manifestacion de una respuesta de
hipersensibilidad de tipo tardio a los antigenos de la micobacteria 2 Ademas,
como parte de la respuesta a la infeccion por M. tuberculosis, los macréfagos
producen IL-12 la cual promueve la produccion de IFN-y por parte de las células T
CD4+, T CD8+ y las células NK, que forman parte de la respuesta inmune de tipo
Th 1 2. Tanto el IFN-y como la IL-12 son esenciales para el desarrollo de células
las T CD8+ y las células T doble negativas restringidas a CD1 asi como de células
citotoxicas CD8+ restringidas a MHC clase | capaces de matar a macréfagos
infectados por M. tuberculosis. **%*

Las bacterias viables pueden persistir de 2 formas: secuestradas dentro de
lesiones focales caracterizado por fibrosis y calcificacion subsiguiente (caseacion y
licuefaccion); 6 fuera de lesiones focales. Se cree que las células son lisadas por
granulos de perforina generados por células CD8+ propiciando la liberacién de las

bacterias. (Figura 1.4)%'

Persistencia

Infeccion Contenimiento Micobacteria dentro de lesiones focales

Macréfagos

:

CD4t

I.IU ¢ Infectados

|
o g
olcd

CD1 restringidos

Células dendriticas Micobacteria fuera de una lesion local

Figura 1.4. Mecanismos de respuesta immune, contenimiento y persistencia. Tomado de
Stewart G, et al. 2003. Tuberculosis: a problem with persistence. Nature Rev Microb. 1(2):
97-105



1.7 Diseminacion.

Hay pocas enfermedades capaces de afectar tanlos drganos y de simular tal
cantidad de entidades nosologicas como la tuberculosis. Desde el foco inicial de la
primoinfeccion el bacilo tuberculoso puede diseminarse, fundamentalmente por via
hematogena, aungue también por via linfatica y broncogena a otras areas del
pulmén y a otros érganos. La diseminacion extrapulmonar de M. fuberculosis
puede darse por el transporte de los bacilos via el sistema linfitico que proceden
de la regidn infectada del pulmon, o por el pasaje directo del bacilo del lumen
alveclar a los capilares subyacentes ™. El proceso de diseminacidn permite al
bacilo alcanzar las regiones vulnerables extrapulmonares como los huesos y
articulaciones (luberculosis espinal o enfermedad de Pott), el sistema nervioso
central (meningitis tuberculosa), el tracto del genitourinario, el segmento ileocaecal
del intestino y la piel. Muchos de los bacilos engullidos son removidos del cuerpo
por mucociliandad. Sin embargo, algunos bacilos pueden alcanzar los nédulos
hinfaticos hilares y de ahi el torrente sanguineo &

Durante muchos afos, el modelo de diseminacion a través de los macréfagos
ha sido el mas aceptado para explicar las etapas tempranas de la patogénesis de
la tuberculosis. Sin embargo, estudios recientes sugieren que pudieran existir
mecanismos de diseminacion macrofago-independientes para M. tuberculosis,
como sé ha demostrado en estudios donde se han empleado ratones deficientes
de macrofagos alveolares, asi como en ratones deficienies en la produccion del
factor fagocitico de crecimiento mononuclear (factor estimulante de colonias 1) #*.
Ademas se ha demostrado que M. lubercuwlosis presenta cilotoxicidad hacia
neumocitos humanos onginando infiltracion celular y necrosis, suginendo que los
bacilos pueden pasar directamente al torrente sanguineo . En un estudio reciente
s& ha demostrado que la translocacidon de M. fubercuwlossis involucra la invasibn de
células epiteliales y el transporte bacteriano por fagocitos mononucleares
infectados. Ademas, olras observaciones sugieren que M. fuberculosis necesita
unirse & invadir células epiteliales para posteriormenie diseminarse a través de la
barrera alveolar %



Se ha reportado también que la adhesina hemaglutinina de union a heparina
(HBHA: heparin-binding haemagglutinin adhesin) estd involucrada en la adhesion
a células epiteliales ¥ También se observd que la HBHA tiene un papel
importante en el inicio y mantenimiento de la fase pulmonar de la tuberculosis. A
partir de estos estudios se concluyd que HBHA es esencial para el escape del
pulmén y el establecimiento de la enfermedad extracelular ™.

Existen algunas moléculas del hospedero que las bacterias pueden usar para
su diseminacion, tal es el caso de los proteoglicanos (Pg). Algunas bacterias como
M luberculosis han desarrollado mecanismos para explotar los Pg de los
hospederos para llevar a cabo funciones como la union a células blanco. Algunas
interacciones con Pg pueden facilitar la invasidn celular o la diseminacion
sistémica *

10



2. ANTECEDENTES

2.1 Mecanismo de accion de bacterias invasivas

La actividad proteolitica es un factor imporiante en la patogénesis de las
infecciones baclerianas, tanto por el dafio a los tejidos, como por la invasion
bacteriana a sitios de infeccion secundaria dentro del hospedero. Esta, puede
ocasionar degradacion de los tejidos del huésped a través de las proteasas
bacterianas y con esito potenciar la propagacion de los microorganismos
rompiendo las barreras de los tejidos

A pesar de que la tuberculosis es una enfermedad que presenta uno de los
mas altos Indices de moralidad y morbilidad en el mundo, se sabe poco de los
factores de virulencia y patogenicidad que le permiten invadir y diseminarse en el
hospedero. La migracion de macrofagos y otros leucocitos al sitio de infeccion de
la micobactena, asi como la formacion de la respuesta de granulomas, requiere la
degradacion de la malriz extracelular (EMC) y membranas basales. La
degradacion de proleinas de EMC puede estar implicada en esle proceso de
diserminacion *

Debido a la amplia actividad proteoclitica de la Plasmina (Pim) v a la aita
concentracion del Plasmindgeno (Plg) en el plasma, se ha propuesto que el
sistema Plg/Pim puede ser un mecanismo usado por muchas bacterias patbgenas
para facilitar su movimiento a través de las barreras lisulares. Para algunos
microorganismos esta demostrado que la capacidad de fijar y activar el Plg a Plm
la cual es resistente a la inhibicidn por a2-antiplasmina, su principal inhibidor,
constituye un factor importante para su diseminacion. El fenémeno de invasividad
esla acompafado por dafo tisular. En este proceso se dan numerosas
interacciones donde participan moléculas que se adhieren a la matnz extracelular,
mientras otras activan el Pig a Pim con la subsiguiente degradacion del tejido y
avance del patdgenc ®.



2.2 Complejo Plasminogeno/ Plasmina

El complejo Plg/ Pim, forma parte del sistema fibrinolitico y comprende una
proenzima inactiva Plg, una enzima activa Pim, activadores, receplores (PigR ) e
inhibidores. La Pim degrada fibrina y activa metaloproteinasas de la matriz (MMPs)
que a su vez, degradan componentes de la ECM. Se han identificado dos
activadores fisiologicos del Pig (PA): PA tipo- tejido (1-PA) y PA tipo-uroquinasa (u-
PA). La inhibicion del sistema del Plg ocurre a nivel de PA, por inhibidores
especificos de PA (PAls); al nivel de Pim, principalmente por a2-antiplasmina, o al
nivel de MMPs, por los inhibidores tisulares de MMPs (TIMPs)™

2.2.1 Componentes del sistema del Plasminogeno.

El sistema del Plg fue inicialmente caracterizado por su papel en la
degradacion en los depodsitos de fibnna intravascular. En 1841, Milstone demostrd
que la lisis de la fibnna por una sustancia estreplococica, descrita en 1933 por
Tillet y Garner, dependia de un factor litico presente en el suero humano: el
precursor fue llamado Plg y la enzima Pim. En 1947, Astrup demostrd que los
tejidos animales contenian un agente capaz de activar el Pig (I-PA) y en ese
mismo afo, MacFarlane y Pilling encontraron actividad fibrinolitica en la orina
identificada en 1951 por Williams y denominada uroquinasa (u-PA) %

Las enzimas del sistema del Plg son todas serina proteinasas. El sitio activo de
las serina proleinasas consiste de una triada catalitica compuesta por los
aminoacidos serina, dcido aspartico e histidina. Este sitio activo esta localizado en
la region carboxiterminal de las moléculas (parte serina proteinasa), la region
amino terminal contiene uno o mas dominios estruclurales/funcionales (mbdulos).
Los inhibidores del sistema del Plg son miembros de la superfamilia de las
serpinas (inhibidores de serfina proteinasas) En la region carboxiterminal, los
inhibidores del sistema del Pig ienen un sitio de union a péptidos (Arg-X ¢ Lys-X)
especifico reactivo, que es cortado por sus enzimas blanco, resultando en la
formacion de un complejo enzima-nhibidor inactive *'
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2.2.1.1 Plasminégeno

El Pig es una glicoproteina monocatenaria que se sintetiza en el higado, es
abundanie en el plasma humano y en los fluidos extracelulares. Esta compuesta
por 791 aminodcidos (aa) y 24 puentes disulfuro con un contenido en
carbohidratos del 2% y un peso molecular de 92.000 daltons. Esta proteina esta
organizada en siele dominios estruclurales, denominados kringles, que
comprenden un péplido de pre-activacion (residuos 1- 77).

En la region amino-terminal contiene cinco dominios kringle homélogos
secuenciales (estructuras de triple vuelta unidas por puentes disulfuro de cerca de
80 residuos), y del dominio proteinasa (residuos 562-781). Los dominios kringle
contienen sitios de unién a lisina (LBS, “lysine binding sites”) que juegan un papel
crucial en el reconocimiento especifico de la fibrina, superficies celulares y de la
a2- antiplasmina y sitios de union a sitios aminohexil

El Pig se une a través de los LBS a la célula endotelial lo que favorece su
activacion a nivel local. El gen que codifica esta proteina estd localizado en
el cromosoma 6 humano en la banda g26 o q27. Cada uno de los cinco dominios
es codificado por dos exones separados por un intrén en medio de cada
estructura. Es convertido a su forma activa por activadores tanto eucaridticos
como procaricticos. La forma nativa del Plg es llamada Glu-Plg debido a que
posee un residuo de acido glutamico en su regién amino terminal **.

La activacion de Plg esta regulada herméticamente. Esto se da por activadores
especificos, inhibidores que controlan el sistema de Plg (ambos al nivel de
activacion), y por su inmovilizacion a los receplores celulares o a las moléculas
designadas. La unidn de Pig a receplores celulares es usualmente inhibida por
lisina o anadlogos de lisina, indicando que esta unidn es mediada por sitios de
union de lisina en el Pig .
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2.2.1.2 Plasmina

La activacion del Plg a Plm tiene lugar por escision del enlace peptidico Argsg:-
Valssz en la molécula del Glu-Plg por accion de los diferentes activadores. La Plm
asi formada, es una serina proteasa bicatenaria compuesta por una cadena
pesada derivada de la porcidon amino-terminal, que contiene 560 aa, y las 5
regiones “kringles” en donde se localizan los LBS. Contiene ademas una cadena
ligera derivada de la posicion carboxiterminal compuesta por 241 aa, que contiene
el centro activo formado por los aminoacidos serina, histidina y acido aspartico.
Ambas cadenas estan unidas por puentes disulfuro. Esta estructura puede ser

observada en la Figura 1.5 *%.

La Plm degrada laminina, fibronectina, proteoglicanos y ofras proteinas de la
matriz extracelular. También se ha observado que puede activar procolagenasas.
La Plm es una proteasa de amplio espectro que preferentemente se une a
residuos de arginina o lisina “® La vida media de la Plm libre en |a sangre esta
estimada en aproximadamente 0.1 segundos. La PIm con un LBS ocupado es
inactivada 50 veces mas lentamente por la a2-antiplasmina. El bloqueo reversible
del sitio active de |la Plm con su sustrato reduce marcadamente el rango de

inactivacion por la a2-antiplasmina (i

00000

Vi,
CO0H

Plasmina

Figua 2.1. Esguema de ka esirectura ded Pigl Pim humano masirando los sifios de adivacién, Tomado
& Lanbsenmaio L. of Bl Bactengl plasmincgan activalon and recapbars. FEMS Microbic! Bev, 2% 951.552

14



2.2.1.3 Activador de Plg tipo tisular (t-PA: Tissue-Type PA)

El 1-PA consiste de 530 aa. La enzima {-PA estd compuesta de algunos
dominios homdlogos con ofras proteinas: un dominio “finger" que comprende los
residuos 4-50, un dominio de un factor de crecimiento que incluye residuos del 50-
87, dos anillos kringles que comprenden los residuos 87-176 y del 176-262, y un
dominio proteasa constituido por los residuos 278-527, que comprenden la triada
catalitica.

La union de t-PA a fibrina es cominmente mediada por los dominios finger y el
segundo anillo kringle. El gen humano para el t-FA estd localizado en el
cromosoma 8 (bandas 8.p.12- >q.11.2). El +-PA es una enzima pobre en ausencia
de fibrina, que aumenta el rango de activacion del Pig al menos 100 veces **,

La via de activacion mediada por t-PA esla involucrada principalmente en la
homeostasis de la fibrina, y la via mediada por u-PA estd involucrada
pnncipalmente en los fendmenos, como migracién celular y remodelacidn de

tejidos

2.2.1.4 Activador de Plasmindgeno tipo Uroquinasa

u-PA o pro-uroquinasa estd compuesta de un dominio tipo factor de
crecimiento, un dominio kringle, y un dominio tipo proleasa que contiene la triada
catalitica. El dominio con el factor de crecimiento es responsable de la union del u-
PA a su receptor, que esta en la superficie de una variedad de células. El u-PA de
cadena sencilla (scu-PA) es convertido a un u-PA de doble cadena (lcu-PA) por un
corle proteclitico de la unidn peptidica entre Lysss—llesss. El gen humano del u-PA
esta localizado en el cromosoma 10 .
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2.2.1.5 Activadores Bacterianos

Actualmente se conocen dos moléculas de origen bacteriano capaces de
activar el sistema del Pig. La Estreploquinasa (Stk) una proteina bacteriana que
cuando se adiciona al plasma humano, forma un complejo con el Plg; este
complejo activa otras moléculas de Pig a Pim. El complejo Stk-Plg es insensible a
inhibidores de proleasas circulantes y activa Plg libre o unido a fibrina
relativamente de forma indiscriminada, produciendo un estado llamado “estado
litico sistémico”, caracterizado por la degradacion de fibrindgeno y la falta de la a2-
antiplasmina en la sangre circulante.

La Estafiloquinasa (Sth) es un polipéptido de cadena simple de 136 aa sin
puentes disulfuro que es secretada por algunas cepas de Staphylococcus aureus.
Tal como la Stk, la Sth no es una enzima, pero forma complejos estoquiométricos
1:1 con el Plg que activan otras moléculas de Pig. Igualmente, el complejo
formado esta protegido contra la rapida inhibicion por a2-antiplasmina '

2.2.1.8 Alfa 2-antiplasmina

Fue aislada del plasma humano, como una glicoproteina de 484 aa. Es dnica
entre las serpinas debido a que su extension carboxiterminal de 51 residuos de aa,
contiene un sitio de union secundario que reacciona con los LBS de los kringles 1
y 3 del Plg y la Pim. El residuo Gin14 de la regién amino-terminal de la a2-
antiplasmina puede entrecruzar las cadenas Ax de fibrina, en un proceso
dependiente de Ca2+ y es catalizado por el facior de coagulacion XIil. El gen
humano para al-antiplasmina esta localizado en el cromosoma 18, banda p11.1-
qi12%
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2.2.2 Funcion fisiologica

La generacion de Plm es fundamental para la solubilizacion de trombos que
contengan fibrina, asi como en otros procesos biologicos, tales como la
degradacion de coagulos sanguineos, movimiento y migracion celular,
cicatrizacion, remodelacion de tejidos, embriogénesis. También puede participar
en procesos como en invasion y propagacion de productos que afectan la
permeabilidad de vasos sanguineos y pueden llevar a la acumulacion de células

inflamatorias >°

Estudios recientes han demostrado que el sistema del Plg y las MMP participan
en la formacién neointima arterial, arterosclerosis, formacién de aneurisma y de
isquemia miocardial, angiogéenesis, crecimiento de tumores, metastasis e
infeccion. La expresion de uPA-uPAR es critica para la habilidad de leucocitos
para degradar proteinas de matriz y atravesar tejidos durante el reclutamiento en

sitios inflamatorios >*

En la Figura 2.2 se muestra una representacion del sistema Plg. El Plg es
activado a PIm por t-PA o u-PA. La PIm degrada fibrina. Ademas, puede activar
pro- MMP a MMP favoreciendo la degradacién de EMC. Este proceso puede ser

inhibido a nivel de PA por PAI, a nivel de PIm por a2-antiplasmina y a nivel de

MMPs por TIMPs.

PLASMINOGENO

PAl | PAI

BPA. =, ‘ «—Y _ |, PA:u-PAR

PLASMINA
- 0-ANTIPLASMINA - '
DE CION
HIBRIRA — DE%?;RL}:A‘O PN -MMP ——»
4
TIMP .,

v

DEGRADACION DE M. E.

Figura 2.2. Representacion del sistema Plg/Pim. Tomado de Collen D. 1999.The
plasminogen (fibrynolitic) system. Thrombosis and Haemostasis. 82(2): 259-270
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2.3. Bacterias capaces de interactuar con el Plasmindgeno.

Se ha demostrado que algunas bacterias pueden interactuar con el sistema del
Plg del hospedero. Estas pueden expresar PAs endbdgenos y unir el Pig
directamente a través de receptores de superficie celulares bacterianos y utilizar
PAs del hospedero ** ***"_ E| hallazgo de receptores o activadores en algunas
bacterias patdgenas nos ha llevado a sugenr que la formacidn de Pim puede tener
un papel en el dafo a tejidos asociado con infecciones invasivas 550

Muchas bacterias que causan infecciones sistematicas y expresan activadores
o receplores de Pig se adhieren a membranas basales lo que pueden dejar a la
baclena en un ambiente favorable para la activacion de Plg y la actividad de Pim.
La unidn del Pig a laminina y membranas basales aumenta la formacién de Pim *°,

Parece que bajo condiciones in wvitro, algunas bacterias cubiertas de Pim
pueden disparar algunas caracteristicas que les permiten la penetracion de las
membranas basales ** Se ha demostrado que el Pig puede aumentar la
diseminacién de ciertas bacterias, aumentando su capacidad de migracion * y en
algunos casos incrementa su virulencia. Ademas la Plm puede activar algunas
pro-metaloproteinasas % elastasa latente®, activadores pro-Pig ™ y degradar
inhibidores de metaloproteinasas tisulares®™.

Se ha esiudiado relativamente poco la relacidn que pudiera tener M.
fubercuwlosis con el sistema del Plg. Algunos estudios demuestran la induccién de
un activador de Plg, el cual es secretado por los macréfagos solo cuando son
estimulados con BCG™. Este activador es una serina proteinasa que no muestra
reaccion cruzada antigénica con uPA o tPA"". Schuyler y Forman, asociaron un
activador con caracteristicas similares con el desarrolio de granulomas y para
mediar la inflamacién y la fibrindlisis ™.
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Recientemente en nuestro laboratorio se demostro la interaccion directa del Plg
con M. tuberculosis. Se identificaron moléculas capaces de unirse a Plg. Las
proteinas encontradas tienen un peso aproximado de 30, 60, 66 kDa y estan
presentes en la pared celular y en el extracto soluble de M. tuberculosis. Ademas

se observé que pueden activar el Plg solo en presencia de fibrina™.

En otro estudio se demostré que el Plg juega un papel en el recambio de
proteinas de matriz extracelular dentro de los granulomas y tiene un efecto
limitado en la diseminacién de M. avium de los pulmones. Debido a esto se sugirié
como la funcion del Plg, limitar la fibrindlisis progresiva en el granuloma durante

una infeccion crénica micobacteriana "°.

En la Figura 2.3 podemos observar la el mecanismo mediante el cudl, las
bacterias pudieran utilizar este sistema. Este mecanismo es similar al utilizado por
las células cancerigenas, por lo este proceso ha sido denominado como

metastasis bacteriana.

&

Células
OO | OO é -

‘ Matriz
Bacleria éw% Extracelular
d PR Y/
Fibronectina,
2 Heparina, @
Laminina
[ Pig 6{ f-ﬁ
&’ Plm @I

Figura 2.3. Modelo propuesto para el reconocimiento y unién de proteinas de bacterias
patdgenas a la matriz extracelular.

19



También se ha reportado que algunas bacterias patégenas pueden unirse al

Plg mediante receptores como los que se enlistan en la Tabla 2.1

Tabla 2. 1. Patégenos capaces de unir Plg

Microorganismo PigR Referencias

Borrelia burdoferi Proteinas (Fuchs H. et al. PNAS. 1994, 91:12594)
Escherichia coli Flagelo (Lahteenmki K, et a/ FEMS Microbiol. 1993,106:306)
Haemophilus influenzae ? (Sjostrom |. et al. Biochimi Biophys Acta. 1997,1324: 58:182)
Heliobacter pylory Aspartasa (Ringer M. et al. FEMS Immunol. 1994, 9:29)
Moraxella catarrhalis ? (Ullberg M. et al. Infec. Immun. 1990, 58:21)
Mycoplasma fermans ? (Tarshis M. et al. FEMS Microbiol.1993, 106:306)
Neisseria gonorrhoeae ? (Ullberg M. et al. J Infect Dis. 1992, 166:1329)
Neisseria meningitidis ? (Ullberg M. et al. J Infect Dis. 1992, 166:1329)
Proteus mirabilis ? (Ullberg M. et al. Infec. Immun. 1990, 58:21)
Pseudomona aeruginosa ? (Ullberg M. et al. Infec. Immun. 1990, 58:21)
Salmonella enterilidis Fimbrias (Kukkone M. et al. Infec. Immun. 1998, 66:4965)
Streptococcus GAPDH (Winram SB. ef al. Microbiol. 1996, 142:2311)

M. tuberculosis HSP-70 y Gin (Monroy, V et al. Infec. Immun. 2000. 158:7)7

Igualmente, se ha identificado la capacidad de algunas bacterias para activar el

Plg a PIm. Los activadores identificados son resumidos en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2 Activadores de Plg en bacterias patogenas

Microorganismo

Activadores

Referencia

Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Streptococcus-Group A
Yersinia pestis

M. tuberculosis

Proteasas
Estafiloquinasa
Estreptoquinasa
Pla

No identificado

Leytus S. et al. PNAS. 1980, 78:14251)

(Collen DB. et al. J Biol Chem. 1993, 268:8284)
(Winram SB. et al. Microbiol. 1996, 142:2311)
(Lahteenmki K, et al.Infect Immun.1998, 66:5755 )
(Xolalpa W, Espitia C, comun personal )
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3. JUSTIFICACION

La actividad proteclitica es un factor importante en la palogénesis de las
infecciones bactenanas, favoreciendo la invasion bacteriana a sitios de infeccion
secundana dentro del hospedero. El pulmdn es considerado como el principal
punto de entrada para las micobacterias patogénicas, sin embargo estas pueden
diseminarse a otros organos, como el rifion, el Sistema Nervioso Central, el tejido
0seo, entre otros. La diseminacion sistémica de los bacilos parece ser un evento
importante en la patogénesis de la tuberculosis.

Debido a la amplia actividad proteolitica de la Pim, se ha propuesto que el
sistema Pig/Pim puede ser un mecanismo usado por muchas bactenas patdgenas
para facilitar su movimiento a través de las barreras tisulares. El hallazgo de
receplores y activadores para Pig en M. tuberculosis, asl como en algunos otros
palogenos sugere que existe una relacion entre la adhesion bacteriana y la
protedhsis por la formacion de Pim en los tejidos del hospedero, fendmenos que
jugarian un papel importante en el dafio de tejidos asociado con las infecciones
INVasivas

El esclarecimiento de los mecanismos usados por M. tuberculosis para
facilitarse &l acceso a los tejidos vulnerables después de la Infeccidn pulmonar
primaria puede proporcionar acercamientos racionales para un mejor
entendimiento del proceso de infeccion y de los determinantes especificos de
virulencia que utiliza esta bacteria para diseminarse y causar enfermedad en
diferentes drganos.
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4. HIPOTESIS

Se ha demostrado que M. tuberculosis puede unirse y activar el
plasminégeno, por lo que podria utilizar este sistema para generar
dafio y posiblemente diseminarse. Si la bacteria es capaz de utilizar
este sistema, entonces la infeccion por M tuberculosis, puede

favorecer la presencia de Plg/Plm en los pulmones infectados.
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5. OBJETIVO GENERAL

Eslablecer si existe alguna relacion entre el desarrolio de la infeccidon por M.

fubercwiosis con el aumento de la presencia de Pig

5.1. OBJETIVOS PARTICULARES

» Deteccion y cuantificacion de Plg en extractos pulmonares de ratones
infectados con M. fuberculosis a los dias: 1. 3, 7, 14, 21,28, 60 y 120 dias

post infeccion. (d.p.i.)

« Deteccion y cuantificacion del Pim en extractos pulmonares de ralones
infectados con M. fuberculosis a los dias: 1, 3, 7, 14, 21,28, 60 y 120 dias

post infeccion. (d.p.i.).
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Ratones BALB/c infectados con M.
tuberculosis H37RV (10°)

Modelo de tuberculosis progresiva
(0,1, 3,7,14, 21, 28, 60,120 d.p.i.)

[

Obtencién de
pulmones

T T

Homogenlzados
pulmonares

( )
Deteccion de Plg — Inmunoblot
Deteccién Ensayo

de PIm colorimétrico
. J

[ Tejidos en parafna}

[Histopatoiogia = Tincién H-E\
Deteccién de bacilos — Ziehl — Neelsen
Deteccion del PlIg — Inmunohistoquimica

N\ J
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7. METODOS

7.1. Obtencion de homogenizados pulmonares

Los homogenizados pulmonares fueron donados por el Dr. Rogelio Hermandez
Pando del Instituto de las Ciencias Medicas y de la Nutricidbn. Estos fueron
obtenidos de la siguiente forma; se infectaron ratones BALB/c con 10 en 100 i
bacilos de M. luberculosis H37Rv por via intratraqueal. Los ratones se sacrificaron
alos 0,1, 3, 7 14, 21, 28, 60 y 120 dias post-infeccion (d.p.i) de acuerdo a un
modelo previamente establecido Se sacrificaron 3 ratones para cada d.p.i. A
continuacion se extrajeron los pulmones y fueron homogenizados en solucién
salina por medio de sonicacion. El lisado celular fue centrifugado para separar las
células rotas de la porcion soluble (sobrenadante). Posteriormente fue filtrado por
una membrana con poros de 0.22 um, obteniendo asi el sobrenadante de los

homogenizados pulmonares libres de baclenas.

7.2. Determinacion de concentracion de proteinas totales

Se realizd un ensayo para establecer las concentraciones en los extractos para
posteriormente igualarlas. Se empled el método de Bradford. Se aplicd una
regresion lineal para ajustar los datos con una R?= 0,908

7.3. Deteccion de Plg/ Plm en sobrenadantes:

Las proleinas del sobrenadante de los homogenizados pulmonares fueron
examinadas en un gel al 12 % SDS5-PAGE (Electroforesis en Gel de Poliacrilamida
Dodecil Sulfato de Sodio). En cada pozo se cargaron aproximadamente 10 ug de
cada una de las muestras. Las proteinas fueron transferidas a una membrana de
nylon PYODF P- immobilon (Millipore, Co, Bedford, Mass) a 60 V durante 1 hora y
guardadas hasta su utilizacidn para inmunodeteccion o tincidn con azul de
Coomassie

25



7.4. Deteccion de Plg/Pim

La presencia de Pim/ Plg se detectd en la membrana mediante incubacién con
un anticuerpo policional anti-Plg diluido 1:500 en solucién BSA al 3 % PBS-tween
20 al 0.05 % durante una hora a temperatura ambiente y en agitacién. La
membrana fue lavada con PBS-tween20 al 0.05 %. En seguida se incubd durante

30 minutos con un anticuerpo anti-lgG de cabra conjugado con peroxidasa a una
dilucion 1:2000 en solucion BSA al 3 % PBS-tween 20 al 0.05%. Nuevamente se

lavd con PBS-tween20. Finalmente se reveld incubando la membrana con 1 plfmi

de pardxido de hidrogeno (Hz0z) en PBS-tween y diaminobencidina (DAB). Se
utilizé como control positive un carril con 0.025 U de Plg comercial.

7.5. Determinacion de la actividad de Plm en sobrenadantes

La actividad enzimatica de la Pim se detectd en placas de ELISA para
microtitulacion. En este ensayo se coloch en cada pozo 20 y de sobrenadante
(1ug de proteina), 20 ul de un sustrato cromogénico para Pim lamado Cromozym,
se llevo todo a 200 wl con buffer PBS 50 mM pH 7.4, El sustrato se agrega al final
y la placa se leyd inmediatamente a D.O 5. Posteriormente la placa se mantuvo
incubada a 37 "C y se tomaron lecturas cada h duranie 24h. En el ensayo se
tuvieron como controles: Pim comercial (6.25 a 1.25 pu/ml) como control positivo y
20 pl del sustrato cromogénico como control negativeo.

7.6. Cuantificacion de Plm

Se ublizaron placas de microtitulacién donde se agregd en cada pozo 1ug de
proleina del sobrenadante o una curva de diferentes concentraciones de Plm
comercial (6.25 a 1.25 pu/l) Se les adiciond 20 ul de un sustralo cromogénico y
se llevo todo a 200 ul con buffer PBS 50 mM pH 7.4. La placa se incubb a 37*C y
s& leyd a las 24h a D.O yum Con los resullados obtenidos de las diferentes
concentraciones de Pim comercial se determind la concentracidn de Pim en los
sobrenadantes de los pulmones, por medio de una regresibn lineal obteniendo una
R*=0.9998
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7.7. Exploracién del dafio histopatolégico en tejidos pulmonares

d.p.i fueron teflidas con hematoxilina- eosina para detectar la evolucidn de las
lesiones histopaloldgicas durante el desarmrolio de la infeccion.

7.8. Deteccion de la presencia de M. tuberculosis en tejidos pulmonares

Las laminillas con cortes seriados de los pulmones murinos a los diferentes
d.p.| fueron tefidas utilizando la técnica Zhiel - Neelsen, y posteriormente
observadas al microscopio, para identificar la presencia de M. tuberculosis durante
el desarrollo de la infeccion.

7.9. Deteccion de Plg/ Pim en tejidos pulmonares

Los pulmones de los animales sacrificados a los diferentes d.p.i. fueron fijados
en parafina. Posteriormente se realizaron cortes de 5 um de espesor. Los cortes
fueron desparafinizados y rehidratados y se blogued la peroxidasa enddgena con
una solucidén de metanol y perdxido de hidrégeno al 3% durante 1h. Las laminillas
fueron lavadas 2 veces durante 5 minutos con PBS-tween 20 al 0.01%. En
seguida se incubaron durante 1 h con Blogueador Universal diluido (vector-lab)
1/50 en PBS-tween 20 al 0.01% y BSA 3%. Después de decantar el bloguedor, las
laminillas fueron incubadas con un anticuerpo anti-Pig policlonal (1: 50) durante 12
horas. Nuevamente se realizaron dos lavados de 5 min con PBS-tween 20 al
0.01%. Posteriormente las laminillas se incubaron con un anticuerpo anti-igG de
cabra acoplado con peroxidasa. Se realizaron dos lavados durante 5 min con
PBS-tween 20 al 0.01%. Finalmente se revelaron con diaminobenzidina y peréxido
de hidrogeno al 3% en PBS-tween 20 al 0.01%.
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7.10. Cuantificacion de Pig/ Pim en tejidos pulmonares

La cuantificacion de la positividad se determind por medio de la oblencion del
promedio de la presencia de células positivas al anticuerpo cbservado al
microscopio para cada dp.i

Los detalles de los reactivos utilizados pueden consultarse en el Anexo |.
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8. RESULTADOS

8.1. Deteccion de Plg/ Plm en extractos pulmonares por Inmunoblot

La presencia de Pig/Pim detectada con un anticuerpo anti-Pig en los pulmones
infectados, se hace evidente a partir de dia 21 y aumenta con el tiempo de
infeccion. (Fig. 8.1)
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Figurs B 1, Inmunabiol de los homogenizedos puimananes. PigiPim, C: sondngl negalive. Cariles; 1, 3,
T, 94, 31, 35,80 y 130 cornsponden a los hamogenizados pulmonares de los enimales infectados y
sachifcasdos & ios diefenies liompos post. infeccitn. Los oalcs pressntsdos Son repressnlativos de tes
apadimenios. donde se wikiamnn w pool o s ndividoos por masstos (0 o ) En lodos los carrbes se
e |l rmesing concenlrasen de prolesna
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8.2. Deteccion y cuantificacion de actividad plasmina

La actividad enzimatica aparece en el dia 21 y aumenta conforme el tiempo de

infeccion, en especial es notable en los dias 28 y 60 (Fig 8.2).

0.25

Dias de
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: 7 14 21 28 60 120
B 0 dias post infeccion

Fig. 8. 2. Cinética enzimatica de extractos pulmonares. A. Cinética durante 24 horas. B. D.O. a las 24 horas. En
ambas figuras podemos observar que existe un aumento en la actividad enzimatica de plasmina a partir del dia 14.



La concentracion de la Plm en los extractos de los pulmones homogenizados,
coincide con su actividad aumentando a medida que avanza la infeccion. La
concentracién varié de 0.4 microunidades (pu) en el control hasta 2.35 pu en la
muestra de 60 dias. En el caso de las muestras de 120 dias esta concentracion

disminuyé concordando con la disminucion de actividad (Fig 8. 3).
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Fig. 8. 3. Cuantificacion de la concentracion de Plm en los extractos pulmonares.

En la Tabla 8.1 se muestran los valores de PIm obtenidos para cada d.p.i.

Tabla 8.1. Concentracion de PIm en sobrenadantes de homogenizados pulmonares

d.p.i. Concentraciéon Pim (pu)
0 64.85
1 65.27
3 75.68
7 77.99
14 80.43
21 80.88
28 88.49
60 96.21
120 79.27
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8.3 Tincién con Hematoxilina- eosina

En las Figuras VIll. 4a y Viil.5a se observa que en los tejidos normales, al igual
que en los primeros dias de infeccidn no hay cambios evidentes en los tejidos. A
partir del dia 7 se observa la aparicion de un infiltrado celular compuesto
principalmente por macrofagos, el cual aumenta y para el dia 14, muestra una
distribucion mas amplia haciéndose evidente las lesiones a lo largo del tejido. En
el dia 21 se observa la presencia de lesiones granulomatosas y para el dia 28 la
presencia de granulomas aumenta tanto en frecuencia como en el grado de la
lesion. En el tejido del dia 80, se observan lesiones extensas en casl todo el tejido.

B.4 Tincién con Zhiel - Neelsen

Las Figuras VilL4b y Vill.5b muestran que tanto en el control sano como en los
primeros 7 dias de infeccidn no hay presencia de micobacterias en los tejidos. A
partir del dia 14 se empiezan a detectar, y su nimero va aumentando a medida
que aumenta la infeccion. Las bactenas se localizan en los sitios donde se
encuentran lesiones.

8.5 Inmunohistoquimica

En las figuras Vill.4c y Vill.5¢c se observa que tanto en el control como en los 7
pnmeros dias de infeccion no hay Plg/Pim en los tejidos. Es a partir del dia 14
cuando se empieza a observar la presencia de Pig/Pim. En los dias subsiguientes
la marca aumenta en intensidad y en frecuencia a medida que aumentan los dias
de infeccidn. Interesantemente, se observd que la reactividad se limitd
principalmente a los sitios donde se presentan las lesiones. Ademas en estos
sitios se observa la presencia de macrofagos, con micobacterias.



Figura ViIl. 4. Tejidos de 0a T dias de infeccidn con a) Tincion de Hemaloxilina- eosina, b) Tinchn con Zhial = Nealsen y ©)
Inmunohisioquimica. a) Podemos obsenvar que en kos tejidos normales, al igual que en Ios pmeros dias no sa observa ningan cambio
evidente en el tefido. A partir del dia ¥ empezamos a obsarvar la aparicion de infilirado en algunas células. bjpodamos observar gue an
estos telidos o hay presencia de bactaras. ¢) En & inmunohistoquimsca podemos abservar qua no axista reconacimiento por parta del

anticuarpo taro an al confrol coma an los T primeros das de infaccion.
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Figura VIII. 5. Tejidos de los dias 14 a 60 dias con a) Tincion de Hematoxilina- eosina, b) Tincién con Zhiel- Neelseny c)
Inmunohistoquimica. a) En el dia 14 aparece un infiltrado. A partir del dia 21 observamos la presencia de lesiones tisulares que se
hacen mas evidentes conforme al desarrolio de la enfermedad. b) En el tejido del dia 14 observamos pocas bacterias.
Posteriormente observamos un aumento en el nimero de bacterias c) A partir del dia 14 podemos observar reconocimiento por
parte del anticuerpo. En los dias subsiguientes la marca del anticuerpo aumenta.
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8.6 Cuantificacion de Plg/PIlm en tejidos

El promedio del nimero de células positivas se observa en la gréafica de la
figura 8.6. En los controles y primeros dias de infeccion no se observa ninguna
célula positiva. En la muestra del dia 14 aparecen las células positivas las cuales
aumentan en los dias subsecuentes. El numero maximo de células positivas se
alcanza a los 28 dias. A los 60 dias, el numero de células positivas disminuye a
los niveles del dia 21. Esto puede deberse a que existe un menor numero de
células totales en el tejido. Los resultados presentados anteriormente sugieren que
puede existir una relacion entre la presencia de la bacteria y el Plg con el dafio al

tejido pulmonar.

Numero de células positivas por IHQ

25

20 - =

15— == =
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c 1 3 T 14 21 28 60
d.p.i.

Figura 8.6. Numero de células positivas a Plg detectadas por IHQ
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9. DISCUSION

M. tuberculosis es un patogeno exitoso debido a que tiene la capacidad de
sobrevivir en su hospedero y diseminarse. En la actualidad, no se han identificado
factores involucrados en la diseminacion de la micobacteria. Se han propuesto
varias hipdtesis para explicar la liberacion de bacterias y por ende su
diseminacién. Una de las mas aceptadas actualmente, implica la liberacion de las
bacterias debido a la muerte de los macréfagos como resultado de la replicacidn
bacteriana "°. Otros proponen que la diseminacion de M. luberculosis de los
pulmones esta determinada por factores innatos del hospedero y es independiente
de los linfocitos B o T. Se observd que |la bactena inicialmente emigra de los
pulmones via linfatica ya que se le ha encontrado en nadulos linfaticos periféricos

cerca de ofros organos '

Algunas bacterias patogenas tienen la capacidad de utilizar el sistema del
Plg/Plm para su diseminacion. La presencia de receptores y activadores para Plg
en M. tuberculosis, suginendo que las micobacterias pudieran tambien utilizar este
sistema en invasividad y patogénesis. En este trabajo se buscd |la existencia de
una posible relacion del aumento en la presencia de Plg y el desarrollo de la

enfermedad tuberculosa.

Se demostro que |a presencia del Plg/Plm en los pulmones infectados, se hace
evidente a parir de dia 14 y aumenta con el tiempo de infeccion. Con respecto a la
actividad de Plm, se puede observar que aumenta a los 14 d.p.i. y continta
aumentando conforme se desarrolla |la infeccion. La concentracién de Plm también
aumenta conforme progresa la enfermedad.

En el analisis de los tejidos por inmunchistoquimica, se detectd la presencia de
Plg/Plm a partir del dia 14, lo que esta correlacionado con la presencia, aumento
de las bacterias, y con la gravedad de las lesiones originadas. La presencia de
Plg/ Plm en los tejidos, se observo Onicamente en las zonas con lesiones tisulares.
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En el modelo establecido por el Dr. Rogelio Hernandez, a partir del dia 14
aumentan las UFC y la severidad de las lesiones tisulares. La presencia del Pig y
de la actividad de Pim, se hace evidente a partir del dia 14, excepto en el
Inmunoblot. Esto puede deberse a que las otras técnicas utilizadas tienen mayor
sensibihdad.

En todos los casos, existe una disminucion de la presencia de Pig/Pim en el
dia 120. En el modelo utilizado en este trabajo se observa una disminucion de la
carga bacteriana (UFC) y del tamafio de las lesiones granulomatosas a los 120
d.p.i. Esto, junto con la gravedad de la enfermedad de los animales pudiera

generar una disminucion en la presencia de Plg /Pim.

Los resultados en conjunto, sugieren que exisle una relacion entre el desarolio
de la enfermedad y la presencia de Pig/Pim. Por lo que se sugiere que M.
fuberculosis pudiera utilizar este mecanismo para producir dafo e invasidn tisular.
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10. CONCLUSIONES

La presencia del Plg/Plm en homogenizados pulmonares de ratones
infectados con M. fuberculosis aumenta conforme el desarrollo de la
infeccion

La actividad y concentracion de Plm aumenta con el desarrolio de la
infeccion, detectandose desde el dia 14 p. |

La presencia de Pig/Pim se localiza exclusivamente en areas especificas
con leswonas hsulares.

Existe una correlacion entre el desarrollo de la enfermedad y el aumento en

la presencia de Plg/Pim.
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11. PERSPECTIVAS.

Los resultados de esle frabajo sugieren gue existe una relacion entre la
tuberculosis y la presencia de Pig/Pim. Sin embargo, se requeriran de nuevos
abordajes experimentales a fin de demostrar la participacion de la bacteria en la
induccion Plg/Pim en los tejidos afectados. La deteccion de la induccién de los
activadores para Plg, como el t-PA a consecuencia de la Infeccion por la
micobacteria, podria se un indicador importante de la interaccidon del

microorganismo con el sisterma Plg/Pim.

En el laboratono, se ha demostrado que M. fuberculosis es capaz de inducir la
activacion de Pig a Pim. La identificacion y caracterizacion del activador de Pig
micobacteriano permitira profundizar en los mecanismos involucrados en esta
nteraccion

Otro aspecio importanie a estudiar es definir la participacidn de los aislados
clinicos de M tuberculosis, especialmente aquellos que por su localizacion
extrapulmonar pudieran ledricamente tener una mayor capacidad de diseminacion.
El estudio de la interaccion de estos aislados con el sistema Pig/Pim, asi como su
determinacion en los organos afectados seran aspectos claves en la dilucidacidn
de los mecanismos de invasividad y palogénesis asociados a la infeccién con
micobactenas patogenas,
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Anexo |

Determinacién de concentracion de proteinas

Se empled el método de Bradford que delermina concentracidon de proteina en
base a los anillos aromaticos presentes en aminoacidos. Kit de Bio-Rad. Protein

Assay No.Cat 500-0006

SDS-PAGE

Para visualizar las proteinas de las muestras se prepararon geles al 12 % SDS-
PAGE (Electroforesis en Gel de Poliacrilamida - Dodecil Sulfato de Sodio).

Gel separador 12 %

Bnery g AL e 1 b Tea pH A OA%ED5E  24m
F i5mw
Acsdaerniia 30 % B scnieersds 0§ % (o Flady i

T Pl Je arerel 00
TEMELH B

Los reactivos utilizados fueron:

Hidrowimelil-aminomatano [TRIS)

Dodecil Sultato de Sodio (SDS)
Archilamida

Bisacriameda

Persulfato de Amanig

NN N N -tetramethylenediamina [TEMED)

Western Blot

Gel concentrador 4.5 %
Sackang pe 4l e D3 TR pME L QANEDS 12w
Fgll il
A ks B % e sy OB B B a7 m
10 s P s iy e o
TEMED g

Bio- Rad No. Calalogo. 161-0718
Boehringer No. Catalogo. 1667289
Bio- Rad No. Catalogo. 161-0107
Bio- Rad No. Catalogo. 161-0201
Bio- Rad No. Cataloga. 161-0700
Bio- Rad No. Catalogo. 161-0800

Las proteinas fueron transferidas a membranas de nylon PVDF. Immobilon-P
(Millipore, Co., Bedford, Mass). Las membranas fueron activadas previamente a la
transferencia incubandolas 5 min en metanol.



Inmunoblot

Las diluciones de los anticuerpos fueron preparadas en PBS pH 7.4, 150 mM NaCl
y 0.01 M de fosfatos con Albumina de Suero Bovino al 3% y Tween 20 al 0.05%.

Los reactivos utilizados fueron

Adbsjrring de suers boving Sigrma Mo, Cal. ABG4T

Poloislislenc- Sorbitan Monolauraho (Tween 20) Sigma Mo, Cat P-1379

Flasminbgenc de susro humang Foche. Mo, Cat 874 477

Anucusrpo paliclonal anll plasmindgenc muring hecho en cabis Santa Cruz, No. Cal Sc-
16036

Anticuarpoe policlonal sntl 1gG de cabra hecho en conejo conjugada con Zymed No, Cai 81-1820

pEfoxida s

3, J-diaminobanzidng letrahydrochionde Bspma Mo, Cat. DSE3T

Ensayos colorimétricos

Para los ensayos de deteccion de Pim se utilizaron los siguientes reactivos:

Sustrato cromogémnco Chromazym PL Roche Mo. Cal 378 481
Placas para ELISA Costar 3590 EIAVRIA
Plasmina de plasma humano Roche No, Cat 802 361

Exploracion del dafio histopatologico en tejidos pulmonares

Los cortes fueron lefidos con:

Hemaloxhna de Harris JT BAKER Ho. Cal 17372-87-1
Easna JT BAKER Mo. Cat 1T372-87-1
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Deteccion de la presencia de M. tuberculosis en tejidos pulmonares
La técnica para la tincidn Ziehl-Neelsen fue la siguiente:

1. Agregar al frotis Fucsina Fenicada de Ziehl-Neelsen. durante 30-45 min
2. Lavar con agua comente
3

Lavar con agua para que no prosiga la decoloracién.
Tedir con azul de metileno 1 min.

Lavar con agua el resto de colorante,

Secar la preparacion,

Examinar al microscopio.

- R F

Los reactivos utilizados fueron;

Fucsina Fenicada Ziehl Neeisen P/ Baar  HYCEL No Cat 42628

Ao clorhidrico 4T BAKER No Cal 8535-02
Etancl absoluto JT BAKER No. Cal 9014-03
Azul oe metileno JT BAKER No. Cat. 7220-78-3

VIl.9 Deteccion de Pig/PIm en tejidos pulmonares

Los reactivos ulilizados para el ensayo de inmonohistoquimica fueron:

Poli L-Lising SIGMA PEDZ0

Parafina JT BAKER No. Cal B002-74-2

Xileno JT BAKER No. Cal 8480-03

Etangl absoluto JT BAKER Mo, Cal. 9014-03

Metanal JT BAKER Mo, Cat, 8070-03

Pettxsdo de hidibgeno SIGMA No. Cal 722841

Blogueador Uinversal de profeinas libres de suero QUIMICA VALANER Mo. Cat
DOOR0R80

Anbicuerpo pobcional ant plasmindgenc munno hecho en cabra Bands Crur Mo Cal Sc-15038

Anbicuerpo policional anti igG de cabra hecho en conejo conjugado Zymed Mo Cal §1-1820
COon DerDadass

3 J-chamenobenziding tetralydrochionde Sigma No. Cal DS837
Hematoxting de Harms HYCEL No. Cat 738
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Anexo ll. Lista de abreviaturas

Abreviautura

Bacilo de Calmette-Guerin

Acido paraamino salicilico

Organizacion Mundial de la Salud
Mycobacterium tuberculosis

Virus de la Inmunodeficiencia Humana
Complejo mayor de histocompatibilidad
Matriz extracelular

Plasminégeno

Plasmina

Metaloproteinasas de la matriz

Activadores de Plasminogeno

Activador de Plasminégeno tipo- tejido
Activador de Plasminégeno tipo-uroquinasa
Receptor para u- PA

Inhibidores especificos de Activadores de Plasminégeno
Inhibidores tisulares de metaloproteinasas
Sitios de union a lisina (lysine binding sites)
Aminoacidos

Arginina

Lisina

Arginina

Valina

Dias post infeccion

Estreptoquinasa

Estafiloquinasa

Electroforesis en Gel de Poliacrilamida - Dodecil Sulfato
de Sodio

Diaminobencidina

Densidad optica

Proteoglicanos

Adhesina hemaglutinina de unién a heparina

BCG
PAS
OMS
M. tuberculosis
VIH
MHC
EMC
Plg
Plm
MMPs
PA
t-PA
u-PA
uPAr
PAls
TIMPs
LBS
Aa
Arg
Lys
Arg
Val
d.p.i.
Stk
Sth
SDS-PAGE

DAB
D.O
Pg
HBHA
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