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RESUMEN

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa, contagiosa y crénica, causada
por micobacterias del complejo tuberculosis como Mycobacterium tuberculosis, M.
microti, M. bovis, M. canetti y M. africanum. Estos bacilos son patdgenos facultativos
intracelulares que generalmente entran por via aérea, una vez que han entrado al
organismo pueden por un lado mantenerse en estado latente o proliferar dentro del
organismo causando enfermedad activa en cuyo caso el organismo es capaz de
transmitir la enfermedad. En el modelo de Tuberculosis Pulmonar Experimental
desarrollado por Hernandez Pando, se han descrito dos fases de acuerdo con sus
caracteristicas histolégicas e inmunopatoldgicas; la primera es una Fase Temprana
gue abarca el primer mes de infeccion; se caracteriza por presentar una respuesta
inmunoldgica del tipo Thl, la segunda Fase corresponde a la Crénica o Progresiva la
cual se desarrolla después del primer mes de infeccibn y se caracteriza por una
respuesta inmunoldgica de tipo Th2. La Infeccion latente no presenta ninguna
manifestacion clinica, es decir, no hay sintomas de enfermedad pero son portadores
de la micobacteria en un estado que no representa un riesgo para la salud. Cuando
las micobacterias estan en crecimiento en los medios de cultivo secretan grandes
cantidades de proteinas, lipoproteinas y glicoproteinas, no se conoce con exactitud el
por que las secreta la micobacteria, algunos de estos productos han sido utilizados en
pruebas de inmunolégicas como PPD y DTH, sin embargo hasta ahora no hay
reportes en los que se demuestre su presencia en algin modelo in vivo. El
planteamiento para este trabajo consisti6 en determinar la localizacion de los
antigenos inmunodominantes MPT59, MPT64, MPB70, MPB83, y

Lipoarabinomannan por medio de Inmunohistoquimica e Inmunomicroscopia



electronica usando anticuerpos contra estas proteinas en pulmones de ratones en los
diferentes tiempos de la Enfermedad Progresiva y en ratones con Infeccion Latente.
Los resultados de inmunohistoquimica mostraron que solo los anticuerpos anti-
LAM y anti-MPT64 presentaron reaccion positiva en linfocitos y macrofagos
alveolares de ratones con enfermedad progresiva y con infeccion latente; lo que
implica que ambas estan siendo expresadas por Mycobacterium tuberculosis de la
cepa H37Rv independientemente de la etapa de la enfermedad o de la infeccién y no
son exclusivos del crecimiento de M. tuberculosis en el medio de cultivo.
Los anticuerpos MPT59, MPB70, MPB83 y MPB70 no presentan reaccion
positiva por inmunohistoquimica en los pulmones de ratones infectados con

Mycobacterium tuberculosis H37Rv en ningun tiempo del estudio.



INTRODUCCION

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa, contagiosa y crénica, causada
por micobacterias del complejo tuberculosis como Mycobacterium tuberculosis, M.
microti, M. bovis, M. canetti y M. africanum (Brooks y col.,1992) estos bacilos son
patégenos facultativos intracelulares, pertenecientes al orden Actinomicetales,
familia Mycobacteriaceae, todos los organismos pertenecientes a esta familia son
acido resistentes, aerdbicos y poseen acidos micdlicos (Brooks y col., 1992;

Rastrogi y col., 2001).

La pared celular de la micobacteria presenta particularidades interesantes, esta
formada por 4 capas las 3 externas estan formadas por lipidos, acidos micdlicos,
glicolipidos, factor de cordon y cera D, la capa mas interna esta formada por
peptidoglicanos (Brooks y col.,, 1992). Morfolégicamente M. tuberculosis es
delgado recto o ligeramente curvo sin capsula y no forma esporas, es un bacilo
alcohol acido resistente (BAAR), es aerbbico y su crecimiento es lento, resiste la
desecacion pero es sensible al calor y a la luz ultravioleta (Brooks y col., 1992;

Rastrogi y col., 2001).

Generalmente en humanos la transmision del bacilo es por via aérea cuando
personas infectadas y enfermas tosen y arrojan pequefias secreciones que
acarrean bacilos, éstas se secan y los bacilos quedan suspendidas en el aire, al
entrar en contacto con la via respiratoria pueden ser facilmente fijados en la
mucosa nasal y transportados después hasta el pulmén mediante la inspiraciéon

(Brooks y col., 1992).

Los resultados de este contacto pueden ser, por una parte, la eliminacion de los

bacilos por el sistema inmune del huésped o en casos extremos desarrollar



tuberculosis activa en un lapso de tiempo promedio de 1 a 3 afos. En las personas
en las que se desarrolla la enfermedad su sistema inmune no es capaz de
controlar la infeccion inicial ni de desarrollar una respuesta de tipo protector (Flynn

y Chan, 2001).

El principal sitio de infeccién son los pulmones pero pueden afectar también la
piel, los huesos, los ganglios linfaticos, el higado, el tracto gastrointestinal y el
sistema nervioso central y las vias de diseminacion para que el bacilo llegue a
estos érganos pueden ser linfatica o hematica (Rastrogi y col., 2001; Bloom, 1994;
Wiegeshaus y col., 1989). Una vez que el bacilo ha entrado al organismo puede
presentarse una de las dos condiciones siguientes; por una parte, el bacilo puede
permanecer en un estado de infeccion latente, es decir, el nimero de bacilos se
encuentra estable por lo que los pulmones no presentan cambios histopatologicos
evidentes y el organismo portador de estos bacilos no presenta sintomas de
enfermedad en un lapso relativamente largo de tiempo o puede por otro lado
producir enfermedad progresiva (Arriaga y col., 2002).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) contempla a la tuberculosis dentro
de las enfermedades que se pueden considerar como un problema de salud
publica (World Healt Organization-Global Tuberculosis Control 2001), puesto que
aproximadamente un tercio de la poblacion mundial es portadora de bacilos en
estado latente (Kochi 1991). Aproximadamente de un 5 a un 10% de la poblacién
gue presenta Infeccidn latente desarrolla enfermedad progresiva (Flynn y Chan,

2001).

En el reporte de la OMS del afio 2001 estim6 que en el afio de 1999 contrajeron
la enfermedad mas de 3,600,000 personas Y la cifra de personas a las que se les

realizo la prueba de Derivado Proteico Purificado (PPD) con resultados positivos



fue de mas de 8 millones tanto en paises desarrollados como subdesarrollados,
con las cifras de los paises que le reportan a la OMS y si la tendencia de infeccion
continla como hasta ahora, las cifras estimadas para el afio 2005 seran de mas de
10 millones de nuevos casos afectando principalmente a Africa y a Asia (World
Healt Organization-Global Tuberculosis Control 2001; Garcia y Valdespino, 2001,
Mustafa 2002)(Ver Apéndice 1). De acuerdo a las cifras que se mencionaron
anteriormente se puede estimar que a causa de la tuberculosis mueren
aproximadamente 3 millones de personas anualmente y esta cifra aumenta
considerablemente cada afo (Rastrogi y col.,, 2001; World Healt Organization-

Global Tuberculosis Control 2001; Garcia y Valdespino, 2001; Mustafa 2002).

Unicamente las personas que presentan la enfermedad activa son capaces de
contagiarla y dejan de serlo cuando el tratamiento con farmacos es seguido

cuando menos por 2 meses (Bloom, 1994).

Existen factores sociales y econémicos que contribuyen al resurgimiento de la
enfermedad como la pobreza y la desnutricién, esto, como pudiera pensarse no es
exclusivo de los paises en vias de desarrollo; en paises desarrollados con
economias estables también se ha incrementado en los ultimos afios el numero de
infecciones debido principalmente a la asociacion de la tuberculosis con el
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) causado por el Virus de
Inmunodeficiencia Humana (VIH), a la falta de un diagnéstico oportuno, a la
aparicion de cepas multidrogorresistentes y a la falta de tratamientos terapéuticos

efectivos (Palendira y col., 2002).

Debido a esta problematica y a los pocos conocimientos del mecanismo que
utiliza la micobacteria para infectar y proliferar dentro de los pulmones se ha

planteado un modelo de Tuberculosis Pulmonar Experimental (TPE) en el que se



desarrolla por un lado la Enfermedad Progresiva (E-P) e Infeccion Latente (I-L) en
ratones con el objeto de contribuir al entendimiento de la patogénesis de la

enfermedad. (Arriaga, Orozco, Aguilar, Rook y Hernandez 2002).



ANTECEDENTES

En el modelo de TPE desarrollado por Hernandez Pando con E-P y con I-L se
han detallado minuciosamente los aspectos histolégicos de la cinética bacteriana
y el tiempo de expresion de citocinas relevantes por medio de Inmunohistoquimica
(IHQ), Inmunoensayos de Uni6on a una Enzima (ELISA) y por Transcripcion
Reversa en la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR) (Arriaga y col.,

2002; Hernandez-Pando y col., 1996).

Experimentalmente el modelo de E-P se divide en dos fases, la primera es una
fase temprana que abarca el primer mes de infeccién, se caracteriza por presentar
una respuesta inmunoldgica del tipo Thl protagonizada por los Macréfagos
Alveolares (MA) que fagocitan a los bacilos presentes en el alveolo pulmonar.
Estos macréfagos se encuentran en un estado inactivo, también llamado no
inmunitario y son los que estimulan la respuesta de los Linfocitos T para que
expresen Interleucina-1 (IL-1), IL-2, IL-12, Interferén-g (INFg) y Factor de Necrosis
Tumoral-a (TNFa), asi como también infiltrado inflamatorio en el epitelio alveolar y
en el intersticio pulmonar y capilar, en las zonas perivasculares y peribronquiales
asi como la formacién de granulomas (Wiegeshaus y col., 1989; Hernandez-
Pando y col.,, 1996; Cubillas y col., 2003; Yanagisawa y col., 1997; Rook y

Hernandez-Pando 1996; Barnes y col., 1993; Hernandez-Pando y Rook, 1994).

Esta respuesta es importante en el desarrollo de la enfermedad, puesto que,
durante ésta hay una eliminaciébn bastante eficaz de bacterias durante los
primeros 3 dias de la infeccion y es contra lo que tiene que luchar la micobacteria

para sobrevivir y permanecer sin ser eliminada del organismo infectado.



La segunda fase corresponde a la fase cronica o progresiva, la cual se
desarrolla después del primer mes de infeccion y se caracteriza por una respuesta
inmunoldgica de tipo Th2 expresando IL-4 e IL10, una alta tasa de mortalidad y
por manifestaciones morfolégicas como neumonia, necrosis y fibrosis extensa
(Hernandez-Pando y col., 1996; Cubillas y col., 2003; Yanagisawa y col., 1997;
Rook y Hernandez-Pando 1996; Barnes y col., 1993; Hernandez-Pando y Rook,
1994). Contrario a lo que se pudiera pensar, ésta respuesta es menos agresiva
para la micobacteria lo cual le proporciona un medio adecuado para su eventual

proliferacion.

Tanto los mecanismos que usa la micobacteria para permanecer en un estado
de I-L durante un tiempo determinado, asi como los factores por los cuales se
activa la E-P en la poblacion humana hacen dificil el planteamiento de un modelo
experimental de I-L, puesto que durante ésta no se presenta ninguna
manifestacion clinica, es decir, no hay enfermedad pero son portadores de la
micobacteria en un estado en el que no se esta multiplicando por lo que no es
transmisible y no representa un riesgo importante a la salud, histolégicamente se
pueden presentar pequefios granulomas o quistes fibréticos y las personas
infectadas presentan una reaccidn positiva a la prueba de PPD, esta prueba es
especifica para demostrar que en algun momento el sistema inmunoldgico ha

estado en contacto con la micobacteria.

Los estudios realizados en tuberculosis usando modelos de TPE en I-L y en E-
P han contribuido a descubrir los mecanismos que se llevan acabo por una parte
el sistema inmunolégico del huésped para contrarrestar a la micobacteria y por
otro lado los mecanismos que desarrolla la micobacteria para mantenerse en el

organismo sin ser eliminada, si bien, esto ha dado grandes resultados, no ha sido



suficiente este esfuerzo para su completo entendimiento y para el planteamiento
de un método eficaz para su erradicacion. (Arriaga y col., 2002; Bloom 1994;
Elhay y col., 1998; Frehel y col., 1991; Hernandez-Pando y col., 1997; Flynn y

Chan 2001; Phyu y col., 1998; Hernandez-Pando y col., 1996.)

Cuando las micobacterias estan en crecimiento en los medios de cultivo
secretan grandes cantidades de proteinas, lipoproteinas y glicoproteinas, no se
conoce con exactitud el papel que juegan ni la utilidad de muchas de estas, sin
embargo, algunas de estas ya han sido utilizadas en pruebas de PPD (Elhay y
col., 1998) y mas recientemente los fragmentos de ADN que codifican a algunas
se han usado como productos inmunogénicos formadores de anticuerpos

(Palendira y col., 2002; Kamath y col., 1999; Yamaguchi y col., 1989).

Se les ha nombrado antigenos inmunodominantes a los productos que son
expresados en grandes cantidades por la mayoria de las micobacterias que
forman el complejo tuberculosis, estos productos son utilizados por el huésped
para la produccién de linfocitos T activados y de anticuerpos, estas caracteristicas
le confieren propiedades para considerarlas potencialmente Utiles en estudios de
inmunidad y de posible vacunacion, de ahi la importancia biol6gica de estos

productos.

A las proteinas con propiedades de antigenos inmunodominantes obtenidas a
partir de medios de cultivo en donde crece Mycobacterium bovis BCG (Bacilo de
Calmette-Guerin) se les ha designado el prefijo MPB seguida del nimero que
denota su movilidad relativa en geles de poliacridamina, por otro lado, el prefijo
MPT se ha designado a las proteinas de las mismas caracteristicas secretadas
por Mycobacterium tuberculosis seguida del nimero que denota su movilidad en

los mismos geles (Nagai y col., 1981; Harboe y col., 1998).
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El planteamiento para este trabajo consisti6 en buscar por medio de
Inmunohistoquimica e inmunomicroscopia electrénica reaccién positiva contra los
anticuerpos anti-MPT59, anti-MPT64, anti-MPB70, anti-MPB83, y anti-
Lipoarabinomannan (anti-LAM) en pulmones de ratones en los diferentes tiempos

de la E-P y en ratones con I-L.

Mustafa (2002) y Mustafa y colaboradores (2000) proponen a la proteina
MPT59 como un candidato viable para vacuna por las grandes cantidades que
secreta Mycobacterium tuberculosis. Este antigeno es una proteina también
conocida como Ag85b. Yanagisawa colaboradores (1997) demuestran en sus
estudios que MPT59 induce una respuesta PPD positiva similar a la que presenta
el derivado proteico usado comunmente en la prueba de PPD y es mayor que la
respuesta presentada por MPB70, MPT64, MPT57 y MPT47 por lo que lo

proponen como el mayor antigeno de M. tuberculosis.

El peso de MPT64 es de 24 kDa, inicialmente fue aislada de filtados de medio
de cultivo de M. bovis BCG Tokio. También fue hallada en el filtrado de medio de
cultivo de M. tuberculosis H37Rv. Elhay y colaboradores (1998) muestran una
comparacioén entre el gen que codifica para MPT64 (mpt64) y el que codifica para
MPB64 de M. bovis BCG Tokio y resulté idéntica excepto por una mutacion
silente. Experimentos de “Southern blot” en el ADN gendémico de Mycobacterium
mostraron la presencia de mpté4 en las subcepas de M.tuberculosis H37Ryv,
H37Ra y Erdman mientras que en las subcepas de M. bovis BCG Glaxo, Pasteur,

Canadian, Tice, Danis 1331 y M. Leprae no se presenta el gen.

Oettinger y Andersen (1994) aislaron cinco Anticuerpos Monoclonales (MAbS)
que reconocen cuatro diferentes epitopes que son versiones de proteinas

(designadas como MPT64). Las proteinas son producidas y secretadas por cepas
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virulentas del complejo tuberculosis (M. tuberculosis, M. Africanum, y M. bovis,
incluyendo M. bovis BCG). Sin embargo, recientemente se ha demostrado que no

todas las subcepas de M. bovis BCG presentan este gen.

Experimentos de “Southern blot” mostraron la presencia de mpt64 en tres
aislados de M. tuberculosis y en M. bovis BCG en las subcepas Tokio, Moreau, y
Russian mientras que en las subcepas Glaxo, Pasteur, Canadian, Tice, y Danis
1331 no esta presente este gen. Un punto interesante es como y cuando las
subcepas de M. bovis que funcionan como vacunas perdieron el gen que codifica
para MPT64. Todas estas subcepas se originaron de un ancestro comudn de M.
bovis Pasteur, sin embargo, estudios de hibridacion muestran diferencias en el
patron de enzimas de restriccion en especies que integran el complejo

tuberculosis.

Comunmente MPB70 es aislada de los filtrados de medios de cultivo en donde
crece M. bovis BCG. En el trabajo de Mioura y colaboradores (1983) la reaccién
en piel de MPB70 fue especifica para BCG. La potencialidad de MPB70 en la
reaccion de piel fue aproximadamente veinte veces superior en numero
comparada con los otros componentes del filtrado. MPB70 fue el Unico antigeno
considerado como especifico de especie; es decir, dio una reaccion retardada en
cobayos sensibilizados con células muertas de BCG, cosa que no sucedié con
ninguna otra especie de las micobacterias que se probaron. Es considerado como
el componente principal del filtrado de medio de cultivo. El conteo de esta proteina
fue de 8.9%, del total de proteinas del filtrado, originalmente se considerd que
esta proteina representaba mas del 10%. El alto contenido de MPB70 no es solo
una propiedad de cepas BCG Tokio 172 también se encuentran propiedades

similares de antigenicidad en otras cepas de BCG, es probable que MPB70 no

12



sea una proteina de autolisis puesto que se secretd en el medio como un

producto natural que se activa con el crecimiento de las bacterias.

El peso molecular de MPB70 fue estimado en 18,000 por medio de
Electroforesis en Geles de Poliacridamida con SDS (SDS-PAGE) y de 15,100 por
andlisis de equilibrio de sedimentacion. Es de reaccion especifica para M. bovis
BCG en cobayos sensibilizados con micobacterias muertas por calor. Esta alta
produccion, es una propiedad muy importante de MPB70, se considera que los
purificados de esta proteina pueden ser utilizados en los estudios de fisiologia de
las bacterias, pruebas hipersensibilidad retardada (DTH), PPD y posiblemente en
higiene y epidemiologia de la tuberculosis, donde MPB70 podria ser utilizada en
la verificacion de la sensibilizacion en vacunacion con BCG. (Nagai y col., 1981;

Oettinger y Andersen, 1994; Mioura y col., 1983; Harboe y col., 1986)

La expresién de MPB83 se presenta en M. bovis, el gen que codifica esta
proteina ha sido usado como vacuna contra la tuberculosis por Mioura y

colaboradores (1983) y por Juérez y colaboradores (2001).

Harboe y colaboradores (1986) presentan la homologia de las proteinas
MPB83 y MPB70 sin embargo mencionan que son codificadas por genes
diferentes, su peso molecular por geles de poliacridamida esta estimado de 22 a
26 kDa. Es una lipoproteina de la pared celular de M. bovis, la funcién de esta

proteina no se conoce con exactitud.

M. tuberculosis secreta la proteina MPT83 y la homologia con la proteina

MPB83 secretada por M. bovis es muy alta. (Juarez y col., 2001).

La proteina denominada LAM es producida en grandes cantidades por M.

tuberculosis y M. leprae, es altamente inmunogénica. Es un glicolipido asociado a

13



la pared celular. Chan vy col., (1991) lo han reportado como un fuerte inhibidor de
INFg Estudios sobre los mecanismos por los que este glicolipido de la
micobacteria regula negativamente las funciones efectoras de los macréfagos
provee evidencias que LAM actla a varios niveles y que puede ser un potencial
acarreador citotoxico de radicales libres e inhibir la activacion de los macréfagos

(Gilleron y col., 2000).

La reaccién positiva por medio de IHQ en los pulmones de ratones con I-L y
con E-P usando los anticuerpos con estas proteinas haria evidente la expresion
de estas proteinas por parte de la bacteria y mas aun el hecho de que estén
presentes tanto en I-L como en E-P es una razon mas que suficiente para un
estudio mas minucioso y detallado y su posible utilizacion como presentadores

inmunogénicos especificos para tuberculosis.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la localizacion de antigenos inmunodominantes de Mycobacterium
tuberculosis en pulmones de ratones durante la evolucién de la enfermedad
progresiva de tuberculosis pulmonar experimental y de infeccién tuberculosa

latente.

Objetivos Particulares.

Determinar por inmunohistoquimica la localizacibn pulmonar de antigenos
inmunodominantes mediante los anticuerpos anti-MPT64, anti-MPB83, anti-
MPT59, anti-MPB70 y anti-LAM de la micobacteria H37Rv en los diferentes

tiempos de la enfermedad progresiva e infeccién latente en ratones.

Determinar por inmunomicroscopia electronica la localizacion celular de las
micobacterias que secretan antigenos inmunodominantes mediante la utilizacién
de los anticuerpos con reaccién positiva en inmunohitoquimica tanto en infeccién

latente como en enfermedad progresiva.
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METODOLOGIA

Modelo de Tuberculosis Pulmonar Experimental.

Enfermedad Progresiva
Se usaron ratones BALB/c de 6 a 8 semanas de edad, la M. tuberculosis virulenta
gue se uso fue la cepa H37Rv, la suspension final para la inoculacion quedé con un

nimero de 1x10° bacterias/100n de PBS.

Infeccion Latente

Se usaron ratones hibridos B6D2F1 (C57B1/6 x DBA/2 J) de los laboratorios
Jakson (Bar Harbor, ME, USA) (Ver Apéndice 2) de 6 a 8 semanas de edad, la M.
tuberculosis usada fue la cepa H37Rv, la suspensioén final para la inoculacion fue de

4x10° bacterias/100m.

Micobacteria

La micobacteria M. tuberculosis de la cepa H37Rv se cultivd en medio Poskauer y
Beck modificado por Youmans (PBY), después de un mes de crecimiento se
ajustaron los volimenes con las dosis mencionadas y mantenidas en alicuotas a -

70° C hasta su utilizacion.

Para la infeccion, en ambos modelos se anestesio a los ratones con Pentobarbital
sédico en una dosis de 56mg/Kg., se realiz6 una pequefia incision en la linea media
de la traquea del ratén para inyectar 100m de PBS que contenian a las bacterias

vivas y virulentas.
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Sacrificio
Los ratones se sacrificaron a los dias 1, 3, 60, 120,180, 240, 300 y 360 después

de la infeccion.

Anticuerpos.

Los anticuerpos contra los antigenos inmunodominantes MPT64, MPB83,
MPT59, MPB70 y LAM que se usaron en este trabajo son policlonales y fueron
hechos en conejo, el Dr. Morten Harboe del Instituto de Inmunologia y Reumatologia
de la Universidad de Oslo, Noruega y los proporciono al Dr. Rogelio Hernandez

Pando para su utilizacién como una colaboracién de trabajo.

Preparacion de pulmones.

Los pulmones para Inmunohistoquimica se perfundieron a través de la traquea

con Alcohol Etilico al 100% (Merck).

Ambos pulmones de cada uno de los ratones se seccionaron por la mitad, y se

continuo el proceso para inclusién en parafina (Ver Apéndice 3.1)

Los pulmones para Inmunomicroscopia Electrénica se perfundieron a través de la
traquea con Paraformaldehido al 4% en buffer de Sérensen y se tomaron fragmentos

de 1 a 3 mm?® para su inclusién en resina acrilica hidrosoluble (Ver Apéndice 3.3).
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Inmunohistoquimica (IHQ).

Inclusién, Corte e Incubacion (Ver apéndice 3.1).

La inclusion de los pulmones se realiz6 en parafina.

Los cortes se realizaron en un micrétomo de rotacidn semiautomatico marca
“Leica” modelo RM2145, a un grosor de 4 nm. montados en laminillas previamente

silanizadas.

Las laminillas se incubaron con anticuerpo primario (anti-MPT64, anti-MPB83,
anti-MPT59, anti-MPB70 y anti-LAM) en todos los casos teniendo como fuente del
anticuerpo conejo, la siguiente incubacién se realizo usando anticuerpo secundario

Inmunoglobulina G (IgG) de conejo biotinilado (VENTANA).

Se incubd con Avidina conjugada (A-HRPO C) (VENTANA) y se revel6é con

Diaminobenzidina (DAB). (VENTANA).
Observacion y analisis de datos.

De los bloques de parafina se realizaron cortes y se montaron en laminillas para

cada uno de los anticuerpos.

De cada laminilla se analizaron 5 venulas, 3 bronquiolos respiratorios y se
contabilizaron las células con marca positiva que se encontraban en la periferia de
ambas estructuras, 5 campos al azar para contabilizar células intersticiales y 5

campos al azar para contabilizar células alveolares.

El analisis y conteo de linfocitos y macréfagos positivos y negativos se realizé con
el analizador computarizado de imagenes “Image Processing and Analisis System”

V.1 1996. de “Leica Imaging System”. Ltd. Cambbridge U. K.
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Los resultados de los conteos celulares se presentaron en graficos con los

porcentajes de células con reaccién positiva a los diferentes anticuerpos usados.
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Inmunomicroscopia Electronica (IME).

Inclusién, ultramicrotomia e incubacién (Ver apéndice 3.3y 3.4)
Los fragmentos de pulmén de 1 a 3 mm? se procesaron para IME y su inclusién

fue en resina acrilica hidrosoluble LR-White.

Los cortes finos fueron de 90 nm de grosor y montados en rejillas de niquel de

300 mesh hechos en un ultramicr6tomo automatico marca “Sorval” modelo MT-7000.

Las rejillas se incubaron con los anticuerpos primarios que resultaron con

actividad positiva en Inmunohistoquimica (MPT64 y LAM).

El anticuerpo secundario fue IgG anti-conejo hecho en cabra acoplado a oro

coloidal de 5 nm de diametro.

El contraste se realiz6 con una soluciéon acuosa saturada de Acetato de Uranilo

durante 30 segundos.

Observacion de las muestras al Microscopio Electrénico de Transmision
(MET).
La observacion de las muestras se realiz6 en MET marca Carl Zeiss modelo EM-10C

a 60 Kv.
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RESULTADOS

Inmunohistoquimica.

De cada tiempo de estudio se sacrificaron 4 animales con I-L y 4 con E-P, de
cada uno de los animales se realizaron cortes histologicos de pulmén para la
localizacion de los antigenos MPT59, MPT64, MPB70, MPB83, vy

Lipoarabinomannan (LAM)

En cada una de las laminilla se analizaron 5 venulas con un didmetro promedio
89.3 nm, 3 bronquiolos respiratorios con un promedio 194 mm y se contabilizaron
las células con marca positiva que se encontraban en la periferia de ambas
estructuras, 5 campos al azar para contabilizar células intersticiales y 5 campos

al azar para contabilizar células alveolares.

Los anticuerpos contra MPT59, MPB70 y MPB83 mostraron reaccion
inmunohistoquimica negativa en todos los tiempos de sacrificio del experimento
en Infeccidon Latente y en Enfermedad Progresiva.

La reaccion de inmunohistoquimica positiva se presento solo con los
anticuerpos contra MPT64 y LAM en todos los tiempos de la E-P y en los ultimos

dias del experimento en la I-L.
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MPT64

Enfermedad Progresiva

El analisis a nivel de microscopia de luz de la enfermedad progresiva muestra
una lesion que aumenta a medida que transcurre el tiempo de infeccion, en los dias 1y
3 (fotomicrografia 1 a y b) muestran una reaccién positiva en macrofagos dentro de los
espacios alveolares formando parte de un proceso inflamatorio incipiente.

En los pulmones del dia 60 (fotomicrografia 2 a y b) hay una acumulacién de
células de aspecto sélido con marca positiva a este anticuerpo alrededor de los
granulomas que presenta el pulmén (fotomicrografia 2a) la inflamacién en este tiempo
es pronunciada.

Los granulomas en el dia 120 presentan un tamafio mas grande que en el dia
60, las células positivas siguen localizandose alrededor de los granulomas
(fotomicrografia 3).

En el dia 180 la lesion pulmonar se extiende y se presentan células positivas
mas dispersas (fotomicrografia 4).

En el Dia 240 los granulomas e inflamacion cubren casi la totalidad del pulmén y
las células con marca positiva se acumulan en grupos compactos de aspecto solido
(fotomicrografia 5).

Los pulmones del dia 300 presentan una predominancia de zonas con
inflamacion, los macrofagos presentan zonas citoplasméaticas positivas de aspecto

bacilar (fotomicrografia 6 b y c).
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Fotomicrografia 1 a y b.- Reaccién inmunohistoquimica positiva contra MPT64 en los dias 1
(a 100x) y al dia 3 (b 1000x) en macréfagos dentro de los espacios alveolares (flechas) y una
inflamacion leve (asterisco), la reaccidn positiva se presenta también en algunas células

epiteliales.
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Fotomicrografia 2 a y b- Pulmén del dia 60 con reaccion positiva a MPT64 en acumulacién
de células de aspecto soélido con marca positiva (flechas) en la periferia de granulomas (asterisco),
la inflamacion en este tiempo es pronunciada (punta de flecha roja) (a 40x), en el recuadro b

(400x) se muestra la reaccién positiva ciimulos de células.
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Fotomicrografia 3.- Pulmén del dia 120 con granulomas de tamafio mayor que los del
tiempo de sacrificio anterior (delimitado por flechas), las células positivas se presentan en la
periferia de estos granulomas (asterisco) (1000x).

Fotomicrografia 4.a y b- En el dia 180 la lesién pulmonar se extiende y se presentan
células positivas mas dispersas (flechas en a 100x) y la marca citoplasmatica se hace evidente
(flecha en b 1000x).
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Fotomicrografia 5 a y b.- Puimén del dia 240 con granulomas (asteriscos) e inflamacion,
las células con marca positiva se acumulan en grupos compactos (Flechas en a 40x), la marca

citoplasmatica cubre casi la totalidad de las células (Flecha en b 400x).

Fotomicrografia 6 a, b y c.- Pulmones del dia 300 con predominancia de zonas con

inflamacion neumonica (puntas de flecha roja en a 100x), la marca positiva se presenta con
frecuencia en macrofagos vacuolados (flechas), los macréfagos presentan zonas citoplasmaticas

positivas de aspecto bacilar (flechas en b y ¢ 1000x),
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Linfocitos MPT64 positivos en enfermedad progresiva
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Gréfico 1.- Porcentaje de linfocitos con reaccion positiva al anticuerpo anti-MPT64 en las 4
areas de estudio en el modelo de enfermedad progresiva.
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Gréfico 2.- Porcentaje de Macréfagos con reaccion positiva al anticuerpo anti-MPT64 en las
4 areas de estudio en el modelo de enfermedad progresiva

26



El Grafico 1 muestra el porcentaje de linfocitos con reaccién positiva al
anticuerpo MPT64 en las diferentes zonas de estudio en los pulmones de ratones
sacrificados en cada uno de los tiempos. El porcentaje de linfocitos positivos en el
dia 3 en la zona peribronquial es el mayor de esta zona durante el experimento,
Gnicamente en el dia 180 se presenta nuevamente esta reaccién positiva en
linfocitos.

La luz alveolar es la Unica zona de estudio que present6 linfocitos con marca
positiva durante todo el experimento, los linfocitos positivos a MPT64 no
presentaron un numero constante o decreciente como lo presenta el intersticio
pulmonar, el dia con mayor nimero de células positivas fue el 240 con 23%.

En el Gréfico 2 se muestra el porcentaje de macréfagos MPT64 positivos en el
modelo de enfermedad progresiva. A principio del experimento, se presenta un
namero similar de macrofagos positivos en las zonas perivascular, intersticial y
alveolar, la zona peribronquial presenta células positivas solo en los dos primeros
tiempos de estudio, en los alvéolos es la Unica zona en la que se presentan
células positivas a lo largo de todo el experimento con un conteo maximo de 87%
en el dia 60 y un decremento a partir de este dia que llega a ser de 38% en el dia

360.
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Infeccién Latente

A nivel de microscopia de luz los pulmones de ratones con infeccion latente no
presentan células positivas durante los dias 3, 60, 120 y 180 del experimento.

Los pulmones del dia 240 presentan poca inflamacién y lesiones pequefias
diseminadas sin marca. En los dias 300 y 360 de experimento los pulmones presentan
granulomas e inflamacién con marca positiva para MPT64.

Los macréfagos vy linfocitos marcados positivamente se localizaron

exclusivamente en la luz alveolar y en la periferia de los granulomas.
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Foto micrografia 7 ay b.- Los pulmones del dia 300 con infeccion latente muestran zonas
con inflamacion y pequefios granulomas (puntas de flecha roja en a 1000x), la marca positiva se
presenta con mas frecuencia en macrofagos (flechas), los macréfagos presentan zonas
citoplasmaticas positivas de aspecto granular y bacilar (flechas en b 1000x).
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Foto micrografia 8 a, b y ¢ — Los pulmones del dia 360 con infeccion latente presentan
zonas de alveolitis con cumulos de células marcadas positivamente en los alvéolos pulmonares
(flechas en a 400x) macrdfagos con marca citoplasmatica (b 1000x) y macréfagos vacuolados con
marca citoplasmatica (¢ 1000x).
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Linfocitos alveolares MPT64 positivos en enfermedad
progresiva e infeccion latente
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Gréafico 3.- Comparacion de los porcentajes de linfocitos alveolares con reaccién positiva al
anticuerpo anti-MPT64 en infeccion latente y en enfermedad progresiva.
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Gréfico 4.- Comparacion de los porcentajes de macréfagos alveolares con reaccién positiva
al anticuerpo anti-MPT64 en infeccidn latente y en enfermedad progresiva.
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El Grafico 3 muestra la comparacion de los porcentajes de linfocitos con
reaccion positiva al anticuerpo MPT64 en los alvéolos pulmonares de ratones
sacrificados en cada uno de los tiempos de estudio. El porcentaje de linfocitos
positivos en el dia 240 de la Enfermedad Progresiva es del 23% y es el tiempo en
que se presenta el mayor namero.

En el dia 300 del experimento la Enfermedad Progresiva presenta un
porcentaje del 11% de células positivas mientas que la Infeccién Latente un 14% .

En el dia 360 se presenta una disminucion de linfocitos positivos, en ambos
casos es del 5%.

En el Grafico 4 se muestra la comparacion de porcentajes de macréfagos
MPT64 positivos en el modelo de enfermedad progresiva e Infeccién Latente. El
namero de macréfagos positivos en el dia 3 es de 73% y aumenta en el dia 60
hasta 87%, a partir de éste dia disminuye el porcentaje a medida que transcurre el
tiempo del experimento. La Infeccién Latente en el dia 300 presenta 63% de
Macréfagos positivos mientras que la Enfermedad Progresiva presenta 52%. En el

dia 360 se presenta 38% en Enfermedad Progresiva y 42% en Infeccion Latente.
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LAM

Enfermedad Progresiva

Las lesiones aumentan a medida que transcurre el tiempo de infeccion, en el dia
3 (fotomicrografia 9 a y b) se muestra una reaccion positiva en macréfagos diseminada
en una gran parte de los espacios alveolares del pulmén y en linfocitos perivasculares,
ademas de poca inflamacion.

En el dia 60 (fotomicrografia 10 a y b) se presenta la lesion mas evidente y
marca positiva anti-LAM al rededor de los granulomas que se presentan en el pulmén.

El infiltrado inflamatorio que se presentan en el dia 120 es mas evidente y la
marca positiva se presenta predominantemente en los macréfagos alveolares
(fotomicrografia 11 a 'y b).

Las lesiones pulmonares en el dia 180 se extienden a la mayor parte del pulmén,
se presentan células positivas con aspecto vacuolado dentro de los cumulos de células
que se encuentran en los espacios alveolares (fotomicrografia 12).

En los pulmones del dia 300 hay neumonia extensa y marca positiva evidente en

células agrupadas en los espacios alveolares (fotomicrografia 13).
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Fotomicrografia 9 a y b.- Los pulmones de ratones del dia 3 con Enfermedad Progresiva
presentan marca positiva contra LAM en los macréfagos alveolares (flechas en a 40x) y en
linfocitos perivasculares (flecha en b 400x).
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Fotomicrografia 10 ay b.- Los pulmones del dia 60 con Enfermedad Progresiva presentan
marca positiva en macréfagos alveolares (flechas en a 100x) agrupados en la periferia de los
granulomas (cabeza de flecha) y un macréfago alveolar con marca de aspecto bacilar en b
(1000x).
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Fotomicrografia 11 ay b.- Los pulmones del dia 120 con Enfer
marca positiva en macrdfagos alveolares (flechas en a 100x), infiltr
flecha), los macréfagos vacuolados presentan marca de forma baci
1000x).
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Fotomicrografia 12.- En el dia 180 la lesion neumoénica se extiende en una gran parte del

pulmén las células positivas se encuentran dispersas (flechas) (400x).
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Foto micrografia 13.- Los pulmones del dia 300 con Enfermedad Progresiva presentan
marca positiva en células alveolares, los macréfagos presentan abundante marca citoplasmatica
(flechas) (1000x).
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Linfocitos LAM positivos en enfermedad Progresiva
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Gréafico 5.- Porcentaje de Linfocitos positivos al anticuerpo anti-LAM en las 4 areas de
estudio en los diferentes tiempos del experimento en el modelo de enfermedad progresiva.
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Gréfico 6.- Porcentaje de Macrofagos con reaccion positiva al anticuerpo anti-LAM en las 4
areas de estudio en los diferentes tiempos del experimento en el modelo de enfermedad
progresiva.
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El Gréfico 5 muestra el porcentaje de linfocitos con reaccién positiva al
anticuerpo LAM en los pulmones de ratones sacrificados en cada uno de los
tiempos de estudio. El porcentaje de linfocitos positivos en el dia 3 en la zona peri-
bronquial es el mayor del experimento con 15% de células positivas, el intersticio
y la zona peri-vascular presentan un porcentaje decreciente de células marcadas.
El porcentaje de células marcadas positivamente presentes en la luz alveolar
incrementan su numero durante los primeros dias del experimento hasta 7% en el
dia 180 y disminuyen hasta 1% en el dia 360.

El gréfico 6 presenta los porcentajes de macrofagos con marca anti-LAM
positiva en las cuatro zonas de estudio, en el dia 3 todas las zonas presentan un
numero mayor al 22% de células positivas, sin embargo, solo en los alvéolos se
incrementa este nimero con un maximo de 47% en el dia 240, en las zonas del
intersticio, peri-bronquial y peri-vascular el niumero de células positivas disminuye

y nunca es mayor a 10%.
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Infeccion Latente

Histologicamente los pulmones de ratones sacrificados a los dias 3, 60, 120, y
180 no presentan células positivas y solo poca inflamacién en el dia 180.

Pequefias lesiones se presentan hasta el dia 240, en este tiempo del
experimento se presentan granulomas pequefios sin marca e inflamacién esporadica.

En el dia 300 del experimento las lesiones granulomatosas se hicieron evidentes
y la inflamacion se presentd en una mayor area del pulmén, las células LAM positivas
se localizaron predominantemente dispersas en la luz alveolar (fotomicrografia 14).

En el dia 360 los macréfagos y linfocitos positivamente marcados se localizaron
exclusivamente en la luz alveolar y en la periferia de los pequefios granulomas

(fotomicrografia 15 a y b).
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Fotomicrografia 14.- Los pulmones del dia 300 con Infeccion Latente presentan marca
positiva predominantemente en macréfagos alveolares (flechas)(40x).

Fotomicrografia 15 ay b.- Los pulmones del dia 360 con Infeccién Latente presentan marca
positiva en macréfagos diseminados en los alvéolos pulmonares (flechas en a 40x) y en el
citoplasma de células vacuoladas (flechas en b 1000x).
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Linfocitos LAM positivos en enfermedad progresiva e
infeccién latente
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Gréafico 7.- Comparacion de los porcentajes de linfocitos alveolares con reaccion positiva al
anticuerpo anti-LAM en los modelos de infeccién latente y de enfermedad progresiva.
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Graafico 8.- Comparacion de los porcentajes de macrdéfagos alveolares con reaccion
positiva al anticuerpo anti-LAM en los modelos de infeccion latente y en el de enfermedad
progresiva.
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En el Grafico 7 se presenta la comparacion de los porcentajes de linfocitos
con reaccion positiva al anticuerpo LAM en los alvéolos pulmonares de ratones
sacrificados en cada uno de los tiempos de estudio. Los porcentajes de linfocitos
positivos tanto en la Enfermedad Progresiva como en la Infeccién latente en
ningun dia son mayores al 7%.

El porcentaje de linfocitos positivos en el dia 180 de la Enfermedad Progresiva
es del 7% éste es el dia en que se presenta el porcentaje mas alto de linfocitos
marcados, a partir de este dia disminuye siendo del 1% en el dia 360. En la
Infeccion Latente se presentan linfocitos positivos a partir del dia 300, en este dia
el porcentaje es de 2% y disminuye conforme avanza el tiempo de infeccién
siendo del 1% en el 360.

El Grafico 8 se muestra los porcentajes de Macrofagos positivos para LAM en
Enfermedad Progresiva e Infeccion Latente en los alvéolos pulmonares. La
Enfermedad Progresiva presenta un aumento en el porcentaje de Macréfagos
positivos hasta el dia 240 con excepcion del dia 120, en los ultimos 2 tiempos de

estudio el porcentaje disminuye a 33% en el dia 300 y a 28% en el dia 360.
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Inmunomicroscopia Electronica.

Para los estudios de IME se evaluaron a nivel de microscopia de luz con cortes
semifinos los pulmones que resultaron con actividad positiva en
inmunohistoquimica, tanto en Enfermedad Progresiva como en Infeccién Latente,
se delimitaron las zonas con lesion y se realizaron cortes finos de 1 bloque por

cada uno de los tiempos de estudio.

Los cortes finos montados en rejillas de niquel se incubaron con los anticuerpos

anti-MPT64 y anti-LAM para localizar subcelularmente cada uno de los antigenos.

MPT64
Enfermedad Progresiva

Fotomicrografia Electronica 1.- Ultra estructuralmente la marca con oro coloidal
(flechas) en el dia 300 de la Enfermedad Progresiva se circunscribe a los bacilos presentes en los
macrofagos alveolares.
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En todos los tiempos de estudio de la Enfermedad Progresiva la marca positiva
anti-MPT64 predominé en el citoplasma, pared celular y membrana de las
micobacterias presentes en dentro de los macréfagos. La foto micrografia
electronica 1 muestra a cuatro bacilos dentro de un macrofago con marca

abundante en el dia 300.

Infeccién Latente

Fotomicrografia Electrénica 2.- Se muestra a un bacilo a gran aumento, las particulas de
oro coloidal (flechas) son mas escasas.
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En la Infeccién Latente el oro coloidal que marca los sitios en los que se
encuentra en anticuerpo MPT64 disminuye en numero, la marca en los bacilos se
presenta en citoplasma, pared y membrana celular. En este caso la exploracién
de las células y realiz6 a mas grandes aumentos puesto que el niumero de
particulas de oro fue menor.

LAM

Enfermedad Progresiva

i : e e
Fotomicrografia Electrénica 3.- Se muestran tres bacilos dentro de un macréfago del dia
300 del experimento con particulas de oro coloidal (flechas).

La marca positiva ultra estructural del antigeno LAM en el modelo de
Enfermedad Progresiva se presento en bacilos dentro de macréfagos, la marca se
localizé en el citoplasma, pared celular y membrana de las micobacterias.

El nimero de particulas de oro coloidal dentro de los bacilos muestra la

especificidad del anticuerpo por el antigeno presente dentro de las micobacterias.
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Infeccién Latente

Fotomicrografia Electrénica 4.- Se presenta parte del citoplasma de un macréfago con un
bacilo, la marca de oro coloidal es especifica al bacilo (flechas).

En el modelo de Infeccién Latente disminuy6 el nUmero de bacilos dentro de
los macroéfagos, la marca de oro coloidal contra LAM se presento en el citoplasma,
en la pared y en la membrana celular de los bacilos.

El nimero de particulas de oro coloidal dentro de los bacilos muestra la
especificidad del anticuerpo por el antigeno presente dentro de las micobacterias.

Los linfocitos no se encontraron en los cortes finos de los ultimos dias del

experimento, en los primeros dias se presentaron en un bajo numero.
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DISCUSION

El resurgimiento de la tuberculosis como un problema de salud publica hace
evidente la necesidad de un conocimiento mas detallado de la micobacteria para un
control de esta enfermedad y hacer que estos conocimientos eventualmente se
puedan aplicar en diagnosticos oportunos y en vacunas eficientes (Palendira y col.,
2002; Harboe y col., 1998; Mark y col., 2002.; Kamath y col., 1999), ademas de
estudios detallados en los que se discutan los mecanismos que usa la micobacteria
para su sobrevivencia dentro de células especializadas en su eliminacién y su
proceso de adaptabilidad a diferentes células tanto dentro del pulmén como fuera

de él (Garcia y Valdespino 2001; Rook y Hernandez-Pando R. 1996.).

En estudios previos (Yamaguchi y col., 1989.; Andersen y col.,, 1991.; De
Mendonca-Lima y col., 2001; Berthet y col., 1995) se analizan proteinas que
secretan las diferentes cepas de micobacterias pertenecientes al complejo
tuberculosis en los medios de cultivo durante su crecimiento y demuestran que

estas proteinas son sintetizadas especificamente por estos organismos.

La alta especificidad de estas proteinas las provee de cualidades para
considerarlas como una alternativa de inmunizacion y asi predisponer al sistema
inmunolégico para un adecuado control de la enfermedad (Yamaguchi y col., 1989.;

Andersen y col., 1991).

Algunas de estas proteinas posiblemente estén relacionados con algun
mecanismo de multiplicacion de la micobacteria puesto que su expresion es
evidente mientras cuenta con condiciones Optimas para su crecimiento (Harboe y
col., 1998; De Mendonca-Lima y col., 2001; Berthet y col., 1995) sin embargo, las

condiciones que se presentan dentro del pulmén una vez que la micobacteria entro
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al hospedero por via aérea no son las mismas en las que se mantienen durante el
cultivo, puesto que para sobrevivir dentro del pulmén tiene que enfrentar al sistema
inmunologico del hospedero, estas condiciones son adversas para la micobacteria y
es precisamente esto lo que hace interesante que la micobacteria exprese las

mismas proteinas en ambos casos.

La utilidad de las proteinas que secretan las micobacterias durante su
crecimiento ha sido ampliamente cuestionada y probada en modelos de infeccion
intravenosa y en las pruebas de PPD en modelos animales y en humanos (Elhay y
col., 1998), también se han usado fragmentos de DNA que codifican para estas
proteinas como presentadores de antigenos (Mustafa 2002; Palendira y col., 2002.;
Kamath y col., 1999.), sin embargo, los estudios realizados con filtrados de medios
de cultivo no aseguran que dentro de los pulmones las micobacterias siguen
sintetizando estas proteinas aun cuando se encuentran en crecimiento, con la
técnica de IHQ se demostrd que de los 5 anticuerpos probados en los modelos de
E-P y en I-L (anti-MPT59, anti-MPB83, anti-MPB70, anti-MPT64 y anti-LAM) solo 2
(anti-MPT64 y anti-LAM) presentaron reaccion positiva lo cual demuestra que estan
presentes en los pulmones de los ratones, mientras que los anticuerpos contra las

proteinas MPT59, MPB83 y MPB70 no presentaron reaccion positiva.

La proteina MPT59 provoca una considerable reaccién cutanea positiva en
ratones expuestos previamente a componentes de Mycobacterium tuberculosis
(Yanagisawa y col., 1997; Kariyone y col., 2003.) sin embargo en los pulmones de
enfermedad progresiva y de infeccion latente no se encontrd reaccion positiva con

el anticuerpo anti-MPT59.

La proteina MPB70 presenta una alta homologia con la proteina MPB83, ambas

son expresadas por Mycobacterium bovis (Nagai y col., 1981.; Oettinger y Andersen
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1994.; Mioura y col., 1983. Harboe y col., 1986) sin embargo en el modelo de
tuberculosis pulmonar experimental usando Mycobacterium tuberculosis H37Rv no
se presenta reaccion positiva con IHQ, pese a que pertenecen al complejo

tuberculosis.

La entrada de cuerpos extrafios como las micobacterias al organismo es
controlada por los macrofagos, una vez que éstos han fagocitado estos cuerpos se
aglutinan formando granulomas (Frehel y col., 1991.) por lo que no es extrafio que
presenten marca positiva suponiendo que son las micobacterias las productoras de
las proteinas y por lo tanto de la reaccion positiva de IHQ, sin embargo, en los MA

se encuentra reaccion positiva en todos los tiempos del experimento.

Por otro lado, los linfocitos no son células fagociticas y a largo del experimento
presentan reaccidn positiva, esta marca positiva es también contra los anticuerpos
anti-MPT64 y anti-LAM. La posible explicacion de la reaccion positiva que presentan
los linfocitos es la eventual presencia de epitopes especificos contra las proteinas
gue secreta la micobacteria, en este caso las proteinas MPT64 y LAM y que

posiblemente estén siendo reconocidas por el anticuerpo anti-MPT64 y anti-LAM.

La importancia de los productos que secretan las micobacterias durante su
cultivo radica en su posible utilizacion como productos inmunogénicos tanto para
vacunacién como para diagnéstico, por lo que la utilidad de las proteinas que
secretan las micobacterias toman importancia significativa, algunas de estas
proteinas han sido probadas en modelos de tuberculosis por infeccion intravenosa y
en las pruebas de PPD en modelos animales y en humanos (Elhay y col., 1998),
también se han usado los fragmentos de DNA que codifican estas proteinas como
presentadores de antigenos (Mustafa 2002; Palendira y col., 2002.; Kamath y col.,

1999.), sin embargo, la presencia de estos productos dentro de los pulmones de
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ratones usados el modelo de TPE tanto con E-P y con I-L, les confieren un papel
importante dentro de la enfermedad, puesto que pueden ser candidatos viables para

ser utilizados como productos inmunogénicos especificos de Mycobacterium.

Los resultados negativos con IHQ sugieren que las proteinas MPT59, MPB83 y
MPB70 no son sintetizadas por la micobacteria durante el estado latente ni cuando
la micobacteria esta provocando en el huesped Enfermedad Progresiva, sin
embargo los estudios previos en los que las reacciones de DTH y PPD son positivas
usando algunos de estos productos muestran que estos componentes son
reconocidos por el sistema inmunolégico como productos inmunogénicos
(Yanagisawa y col., 1997; Mioura y col., 1983), por lo que los resultados en los que
se obtuvo reaccion negativa con IHQ pueden ser atribuibles tal vez a la sensibilidad
de la técnica que se empledé y no solo por la ausencia se la proteina, para
complementar este estudio es importante plantear el uso de una técnica mas
sensible que la IHQ para tener la seguridad de que en verdad no se estan

sintetizando estos productos.

Con la microscopia de luz se hizo evidente la reaccion positiva en MA y en
linfocitos, sin embargo no se tenia la certeza que esta marca fuera especifica de los
bacilos que se encuentran dentro de ellas, para demostrar que el bacilo es el
responsable de la reaccion positiva se uso la técnica de IME, para esta técnica se
utilizaron los anticuerpos que presentaron reaccion positiva en IHQ (anti-MPT64 y
anti-LAM), los objetivos buscados al utilizar la técnica de IME fueron alcanzados
guedando asi demostrado que la marca positiva presente en los MA es especifica

de las micobacterias.
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CONCLUSIONES

Con los estudios Inmunohistoquimicos y de Inmunomicroscopia Electronica
utilizando anticuerpos inmunodominantes de micobacterias en el modelo de
tuberculosis pulmonar experimental con infeccion latente y enfermedad progresiva

se encontré que:

Los anticuerpos MPT59, MPB70, MPB83 y MPB70 no presentan reaccion
positiva por inmunohistoquimica en los pulmones de ratones infectados con

Mycobacterium tuberculosis H37Rv

Los anticuerpos contra MPT64 y LAM presentan reaccion positiva en los
linfocitos y macréfagos alveolares de ratones infectados con Mycobacterium
tuberculosis H37Rv desde la infeccion y hasta el dia 360 en el modelo de

tuberculosis pulmonar experimental con enfermedad progresiva.

En el modelo de infeccién latente con Mycobacterium tuberculosis H37Rv
los linfocitos y los macréfagos solo presentan reaccién positiva contra MPT64 y

LAM a partir del dia 300 post-infeccion.

En el intersticio y en las zonas perivasculares y peribronquiales presentan
linfocitos y macréfagos con reaccion inmunohistoquimica positiva contra los
anticuerpos anti-MPT64 y anti-LAM durante los primeros dias de estudio del
modelo de tuberculosis pulmonar experimental con enfermedad progresiva y

diminuyen su numero a medida que transcurren los dias de infeccién.

Los macrofagos con reaccién positiva con el anticuerpo anti-LAM en las
zonas perivasculares, peribronquiales y en el intersticio se presentan a lo largo de

todo el tiempo de estudio en el modelo de tuberculosis pulmonar experimental con
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enfermedad progresiva aunque el porcentaje en los primeros dia es similar a los
encontrados en los alvéolos se reduce drasticamente y de manera decreciente

después del dia 60.
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APENDICE 1
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Mapa de la estimacion hecha por la Organizacion Mundial de la Salud en el afio
de 1999, los colores representan el numero de casos por cada 100,000 habitantes
(World Healt Organization. Global Tuberculosis Control 2001).
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APENDICE 2
"Ratones B6D2F1”"

Los ratones usados para este experimento son una cruza de 2 cepas, la
C57BL/6J y la DBA/2J.

Para diferenciar la cepas de ratones resistentes a tuberculosis es tomada en
cuenta la carga bacilar en bazo de los ratones infectados con micobacterias de
la cepa BCG 3 semanas después de la infeccion. C57BL/6J es susceptible a Bcg
(Bcg®) mientras que DBA/2J es resistente a Beg (Bcg').

Sin embargo, cuando los ratones de ambas cepas son infectados con
Mycobacterium tuberculosis y son comparados los tiempos de supervivencia
entre C57BL/6J (Bcg®) y DBA/2J (Bcg') el tiempo de sobre vivencia de la primer
cepa es mas largo que el de la segunda

Se ha reportado que tanto en ratones como en humanos los genes MHC
(HLA o H2) confieren resistencia al organismo en contra de la infeccion con
Mycobacterium tuberculosis (Buschmann, Apt, Nickonenko, Moroz, Averbakh,
Skamene. 1988; Medina, Nort. 1998.) aunque esta resistencia se basa en la
formacién de granulomas en el sitio de inoculaciéon

Estudios previos realizados con la cepa B6D2F1 muestran que el tiempo
promedio de supervivencia de estos animales cuando son infectados con 1 X 10°
UFC es de 203 a 270 dias (Dunn, North. 1995; Arriaga, Orozco, Aguilar, Rook &
Hernandez. 2002).
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APENDICE 3

"Técnicas”

3.1.- Técnica Histoldgica para Inmunohistoquimica.
Fijacion: Alcohol etilico al 100% por 24 hr.

Deshidratacion: Alcohol Etilico al 80% por 1 hr. en agitacién.
Alcohol Etilico al 80% por 1 hr. en agitacion.
Alcohol Etilico al 96% por 1 hr. en agitacién.
Alcohol Etilico al 96% por 1 hr. en agitacion.
Alcohol Etilico al 100% por 1 hr. en agitacion.
Alcohol Etilico al 100% por 1 hr. en agitacion.

Aclaracion: Xilol absoluto-alcohol etilico absoluto (1/1 v/v) por 1 hr. en
agitacion.
Xilol absoluto-alcohol etilico absoluto (1/1 v/v) por 1 hr. en
agitacion.
Xilol absoluto por 1 hr. en agitacion.
Xilol absoluto por 1 hr. en agitacion.

Infiltracion: Parafina (Paraplast) a 56° C 1 hr. en agitacion.
Parafina (Paraplast) a 56° C 1 hr. en agitacion.

Inclusion: Parafina (Paraplast) a 50° C enfriada a 0° C.

54



3.2.- Técnica de Inmunohistoquimica DAB para localizacién de antigenos
en parafina.

Desparafinar: Las laminillas con cortes de tejidos de 3-4 nm de espesor
montadas en laminillas previamente cubiertas con silano se
desparafinan a 60° C.
Xilol absoluto 10 min.
Xilol absoluto 10 min.

Hidratacion: Xilol absoluto-alcohol etilico absoluto (1/1 v/v) por 10 min.
Xilol absoluto-alcohol etilico absoluto (1/1 v/v) por 10 min.
Alcohol etilico absoluto por 10 min.
Alcohol etilico absoluto por 10 min.
Alcohol etilico al 96% por 10 min.
Alcohol etilico al 96% por 10 min.

Inhibicién de Peroxidasa enddgena: Perdxido de hidrogeno al 15% en Metanol
por 1 hr.

Lavado: Alcohol etilico al 96% por 10 min.
Agua corriente 10 min.
Buffer de Fosfatos Salino (PBS) por 10 min.
Blogueo: Albumina Sérica Bovina (BSA) al 3% en PBS por 30 min.

Anticuerpo Primario: Diluido con BSA al 1% en PBS por 12 hr.

Lavado: PBS por 15 min.

Anticuerpo Secundario: IgG de conejo biotinilado diluido en BSA al 1% en PBS
por 1 % hr.

Lavado: PBS por 15 min.

Incubacioén con Avidina: con solucién pura por % hr.

Lavado: PBS por 10 min.
PBS por 10 min.

Revelado: Solucion de Diaminobenzidina-Peréxido de Hidrogeno al
30% (1/1 viv) por 45 seqg.

Lavado: PBS por 10 min.
PBS por 10 min.
Agua corriente 15 min.

Contraste: Hematoxilina de Harris por 7 min.

Lavado con agua corriente por 2 min.
Lavado rapido con alcohol acido.
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Lavado con agua corriente por 2 min.
Lavado rapido con solucion saturada de Carbonato de Litio
Lavado en agua corriente por 5 min.

Deshidratacion: Alcohol etilico al 96% por 10 min.
Alcohol etilico al 96% por 10 min.
Alcohol etilico absoluto por 10 min.
Alcohol etilico absoluto por 10 min.
Xilol absoluto-alcohol etilico absoluto (1/1 v/v) por 10 min.
Xilol absoluto-alcohol etilico absoluto (1/1 v/v) por 10 min.
Xilol absoluto 10 min.
Xilol absoluto 10 min.

Montaje.
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3.3.- Técnica de inclusiéon para Inmunomicroscopia Electronica.

Fijacion:

Lavado:

Blogueo:

Lavado:

Deshidratacion:

Infiltracion:

Inclusion:

Paraformaldehido al 4% en Buffer de Sérensen con pH
7.3, 0.2M, por 2 hr a 4° C.

Buffer de Sérensen con pH 7.3, 0.2M por 10 min. a 4° C.
Buffer de Sorensen con pH 7.3, 0.2M por 10 min. a 4° C.
Buffer de Sorensen con pH 7.3, 0.2M por 10 min. a 4° C.

Cloruro de Amonio al 0.5M en Buffer de Sérensen con pH
7.3, 0.2M por 45 min. a Temperatura Ambiente

Buffer de Sorensen con pH 7.3, 0.2M por 10 min. a 4° C.
Buffer de Sérensen con pH 7.3, 0.2M por 10 min. a 4° C.

Alcohol Etilico al 50% por 30 min. a 4° c.
Alcohol Etilico al 70% por 30 min. a 4° c.
Alcohol Etilico al 80% por 30 min. a 4° c.
Alcohol Etilico al 90% por 30 min. a 4° c.
Alcohol Etilico al 96% por 1 hr. a 4° c.
Alcohol Etilico al 96% por 1 hr. a 4° c.
Alcohol Etilico al 100% por 1 hr. a 4° c.
Alcohol Etilico al 100% por 1 hr. a 4° C.

Alcohol etilico absoluto/Resina acrilica Hidrosoluble (LR-
White) 2:1 por 12 hrs.

Alcohol etilico absoluto/Resina acrilica Hidrosoluble (LR-
White) 1:1 por 2 hrs.

Alcohol etilico absoluto/Resina acrilica Hidrosoluble (LR-
White) 1:2 por 2 hrs.

Resina acrilica Hidrosoluble (LR-White) pura por 3 hrs.

Resina acrilica Hidrosoluble (LR-White) pura en cépsulas
cerradas a 50° C. por 12 hr.
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3.4.- Técnica de Inmunomicroscopia Electronica para la localizacion de
antigenos.

Cortes: Los cortes deben ser de 70 a 90 nm. Montados en rejillas
de niquel. Las rejillas usadas fueron de 300 mesh.

Permeabilizacién: Lavado por goteo con PBS/BSA/Tween 20.
Lavado por flotacion con PBS/BSA/Tween 20 durante 45
min.

Blogueo: Suero normal de animal distinto a la fuente del anticuerpo
primario (el usado fue de caballo) durante 1hr.

Anticuerpo Primario: Diluido con PBS/BSA por 12 hrs. a 4° C.

Lavado: PBS/Tween 20 por goteo.
Por flotacion con PBS/Tween 20 por 10 min.

Anticuerpo Secundario: conjugado a oro (el usado fue IgG anti-conejo
conjugado a oro 5 nm de diametro hecho en cabra) por 1
hr.

Lavado: PBS/Tween 20 por goteo.
PBS/Tween 20 por flotacién 15 min.
Agua bidestilada por goteo.
Agua bidestilada por flotacién 10 min.

Contraste: Solucién de saturada de Acetato de Uranilo por 30 seg.
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APENDICE 4

"Soluciones”

Solucién Amortiguadora de Fosfatos Salino para inmunohistoquimica. (PBS).

8.0 g de NaCl (Cloruro de Sodio).

1.16g de Na,HPO, (Fosfato de Sodio Dibéasico).
0.20g de KH,PO, (Fosfato de Potasio Monobasico).
0.20g KCI (Cloruro de Potasio)

se afora a 1 litro

con las cantidades proporcionadas el pH queda en 7.0

Solucién Buffer de Fosfatos para Inmunomicroscopia Electrénica. (S6rensen)
0.2M pH 7.3

Solucion A
Fosfato de Sodio Monobasico (NaH2PO4*H20) 2.76 g.
Agua Bidestilada 100 ml.
Solucion B
Fosfato de Sodio Dibasico (NaHPO4*7H20) 5.66 g.
Agua bidestilada 100 ml.

Se mezclan 23 ml. de la Solucion Ay 77 ml. de la Solucién B.

Solucién de Alcohol Acido.

1ml de Acido clorhidrico en 99ml de alcohol al 96%.

Solucién saturada de Carbonato de Litio.

1.54gm de carbonato de Litio en 100 ml de agua destilada.

Solucién PBS para Inmunomicroscopia Electrdnica.

Solucién A
Buffer de Fosfatos (Sorensen) 0.2M pH 7.3

Solucién B
Cloruro de sodio al 0.9% en Agua bidelstilada.

Se mezclan una parte de Solucion Ay una Parte de Solucién B.
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Soluciéon PBS/Tween 20.

Se prepara con PBS para Inmunomicroscopia Electronica y Tween 20 al
0.05% (v/iv)

Solucién PBS/BSA.

Se prepara con PBS para Inmunomicroscopia Electrénica y Albumina Sérica
Bovina (BSA) al 1%.

Solucién PBS/BSA/Tween 20.

Se prepara con PBS para Inmunomicroscopia Electrénica, Tween 20 al
0.05% y Albumina Sérica Bovina (BSA) al 1%.

Medio PBY modificado (Medio liquido de Proskauer y Beck Modificado por
Youmas y Karlson, 1947.

KH2PO4 5.0g
Asparagina 5.0g
MgSO, (7H20) 0.69
Citrato de Magnesio 1.5g
Glicerol 20.0 ml.

Se afora a 1,000 ml con agua bidestilada.
Se disuelven los componentes en el orden de la lista, se ajusta el pH a 7.8
con NaOH al 40% (p/v). Agregar el citrato una vez ajustado el pH.

Esterilizar a 10 libras de presion durante 20 minutos. Bajar el pH a 7.4 por

filtracion, envasar en 1/3 del volumen del recipiente y esterilizar a 10 libras de
presiéon por 20 minutos.
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APENDICE 5

"Reactivos”

Paraplast. Oxford Labware, Division of Sherwood Medical. No. Cat. 8889-
501006. St Louis, MO. U.S.A.

Silano PC4100 Methacryloxypropyl-trimethoxysilane No. cat. 2530-85-0.
Powerchemicals.

Alcohol Etilico. C,HsOH Etanol Absoluto para analisis. MERCK. KgaA,
Darmstadt. Germany

Rabbit IgG biotinilade, Avidin-HRPO, 3,3’-Diaminobenzidin

tetrahydrochloride (DAB). Basic DAB Detection kit. Ventana Medical Systems,
Inc. Tucson Arizona. U. S. A.

Paraformaldehido. HO (CH,0O) nH EM Grade, Purified. No. Cat. 19200. Electron
Microscopy Sciences.

Cloruro de Amonio. NH4CI. Fermont. Productos quimicos de Monterrey. S.A. de
C.V. México.

Xilenos. CegH4(CHs),. J. T. Baker. No. Cat. 9490-02. Mallinckrodt Baker. México.
Albumina Sérica Bovina. (BSA).

Fosfato de Sodio Monobasico. NaH,PO,*H,O. Monohidratado Cristal. Baker
Analyzed. Mallinckrodt Baker. México

Fosfato de Sodio Dibéasico. Na,HPO, Cristal Anhidro. Baker Analyzed.
Mallinckrodt Baker. México.

Per6xido de Hidrogeno 30% H,O, (Perhydrol). MERCK. KgaA, Darmstadt.
Germany.

Harris Hematoxylin Solution, Modified. Cat. No. HHS-128. Sigma Diagnostic.
St Louis MO. U. S. A.

Resina Acrilica Hidrosoluble LR-White. Med. Gradre. London Resin Company
Limited. England.
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ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirobonucleico (DNA).

BAAR: Bacilo acido alcohol resistente.

BCG: Bacilo de Calmette-Guerin.

DAB: Diaminobenzidina.

DTH: Hipersensibilidad retardada. (Delayed-type Hypersensitivity)

ELISA: Inmunoensayos de wunibn a una enzima. (Enzyme-linked
immunosorbent assay)

E-P: Enfermedad progresiva.

RT-PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa-Transcripcion Reversa.
IHQ: Inmunohistoquimica.

IL: Interleucina

I-L: Infeccidn latenten

IME: Inmunomicroscopia Electronica.

lgG: Inmunoglobulina G.

KDa: Kilodaltones.

LAM: Lipoarabinomannan.

MA: Macrofagos alveolares.

MABS: Anticuerpos monoclonales (Monoclonal Antibodies).
OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

PAGE: Electroforesis en gel de poliacridamida. (polyacrilamide gel
electrophoresis).

PBS: Amortiguador de Fosfatos Salino. (Phosphate Buffer Saline).
PPD: Derivado Proteico purificado. (Purified Protein Derivative).

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacridamida con Dodecil Sulfato Sédico
(sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis)

SIDA: Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida.
TPE: Tuberculosis Pulmonar Experimental.

UFC: Unidades Formadoras de Colonias. (CFU)
VIH: Virus de Inmunodeficiencia Humana.
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