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ABREVIATURAS

BAL Lavado bronquio alveolar

BALT Tejido linfoide asociado a bronquios

CD Cluster of Differentiation (marcadores de diferenciacion)
CD4 Marcador molecular para linfocitos T cooperadores
CD8 Marcador molecular para linfocitos T citotoxicos
CD25 Marcador de células activadas

CD69 Marcador de células activadas

CFSE 5-Carboxifluorescein diacetate succimidyl ester
CR Receptor de complemento

CTLs Células T citotoxicas

DIMs Phthiocerol dimicocerosatos

FACS Fluorescent Actived Cell Sorter

IL Interleucina

INF-y Interferon gamma

LcT Linfocito T

Lcyd Linfocitos gamma delta

MADb Anticuerpo monoclonal

MALT Tejido linfoide asociado a mucosas

MHC-II Complejo principal de histocompatibilidad clase I
PBS Solucién amortiguadora de fosfatos

SSF Solucién salina fisiologica

TACO tryptophane aspartate-containing coat protein

B Tuberculosis

TNF-a Factor de necrosis tumoral alfa



INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecto-contagiosa, causada por la
bacteria llamada Mycobacterium tuberculosis y se transmite del enfermo al sujeto

sano por via respiratoria (1).

Esta enfermedad es de tipo cronico y cuyo 6rgano blanco es principalmente al
pulmén, aunque M. tuberculosis también puede afectar casi cualquier tejido u
organo, pero tales afecciones son generalmente el resultado de la diseminacién de
la infeccién pulmonar. La TB mas frecuente es la pulmonar, puesto que es la
forma infectante y de mayor importancia epidemioldgica, sin embargo, existen

otras como la meningea y miliar que se previenen con la vacuna BCG en nifios

(1).

Anualmente la TB causa la muerte de alrededor de 3 millones de personas al afio
y ocurren cerca de 8 millones de nuevos casos, considerando que una persona
con tuberculosis que no recibe tratamiento puede infectar de 10 a 15 personas al
afo. Asi desde 1993, debido a que la tuberculosis se ha asociado al VIH/SIDA y la
aparicion de cepas de M. tuberculosis resistentes a los medicamentos, se

considero por la Organizaciéon Mundial de la Salud una emergencia a nivel mundial

(2).

Se estima que una tercera parte de la poblacion mundial esta infectada con Mtb
pero, generalmente, la infeccién no conduce a una enfermedad activa, existiendo
de esta forma la posibilidad de varios resultados posibles para las personas que
tienen un encuentro con Mtb. Primero, los bacilos pueden ser destruidos
inmediatamente por las respuestas innatas del hospedero. Segundo,
aproximadamente el 10% de las personas que se infectan desarrollan TB activa
dentro de un marco de tiempo de 1 a 3 afios. En este grupo, es probable que se
pierda la capacidad tanto de controlar la infeccion inicial como de desarrollar una
respuesta protectora para prevenir la enfermedad. Finalmente, la mayoria de las

personas infectadas con Mtb tienen una infeccion clinicamente latente; esto es,



estan infectadas y son positivas para el derivado proteico purificado (PPD) pero no
presentan sintomas ni infectan a otras personas. Sin embargo, se sabe que del 5-
10% aproximadamente de las personas infectadas que se encuentran en un
periodo latente, pueden reactivar la infeccion de Mtb en respuesta a
perturbaciones de la respuesta inmune, como el tratamiento con corticoesteroides,

la edad, el abuso de alcohol y/o drogas, y la infeccidén con el VIH (2).



2.0 Mycobacterium tuberculosis

La TB es causada por la bacteria Mycobacterium tuberculosis (Mtb), un bacilo
acido alcohol resistente de crecimiento lento, su tiempo de generacion in vitro es
de 10- 20 horas dependiendo de la naturaleza del medio de cultivo, las colonias
aparecen a las 3-4 semanas de cultivo. Su temperatura 6ptima de crecimiento es
de 33-39 °C. El tamafio de los bacilos es de 2-4 um de largo y de 0.5 um de
diametro. Es una bacteria intracelular facultativa y su pared celular es constituida
de una membrana celular recubierta por una capa densa de peptidoglicano y
arabininogalactanas (3-10 nm) en la cual se encuentran esterificados los acidos
micélicos. Asociados a la pared celular se encuentran lipidos libres, glicolipidos y
proteinas (3,4).

El metabolismo lipidico de la micobacteria es de relevancia pues existen unos 250
genes de Mtb involucrados en éste, comparado con solamente 50 genes en E.
coli. De esta forma Mycobacterium tuberculosis, posee muchos sistemas
biosintéticos de policétidos y lipidos conocidos, de tal manera que produce una
diversidad muy amplia de moléculas lipofilicas, que varian desde acidos grasos
simples (palmitato y tubérculoestearato) hasta moléculas altamente complejas de
cadena muy larga (acidos micdlicos y fenolftioceroles) que a su vez pueden formar
elementos mas complejos. Una de las caracteristicas mas importantes de Mtb, y
gue comparte con otros miembros del género Mycobacterium es su pared celular,
misma que contiene una capa adicional externa a la de péptidoglicanos, la cual es
excepcionalmente rica en lipidos inusuales (glicolipidos y polisacaridos). Esta
envoltura celular es de composicion unica debido a que mas del 50% de su peso
seco se constituye de acidos micdlicos, lo cual le confiere su resistencia a la
tincion &cido-alcohdlica. Ademas, la capacidad lipolitica de la bacteria es
importante en su crecimiento in vivo, pues la variedad y cantidad de lipidos

disponibles en las células que infecta es una fuente substancial de sustratos (4).



2.1 Mutante en fadD26

El producto del gen fadD26 es parecido a la acil-CoA sintasa, la cual es una
enzima requerida para la biosintesis de phthiocerol dimicocerosatos (DIMs). De
esta forma, la mutante en fadD26 de M. tuberculosis es completamente
desprovista de DIMs. Los DIMs son una de las seis familias con cadenas largas de
acidos grasos multi-metil-ramificados, localizados en la pared celular de M.
tuberculosis. Esto juega un papel muy importante en la permeabilidad de la
envoltura celular y patogenicidad, puesto que esta molécula protege a la
micobacteria de los efectos toxicos del oxido nitrico (NO), debido a que ha sido
asociada con una pseudobicapa exterior que envuelve a la bacteria y a su vez

esta unida a micolatos y otros lipidos (23, 24, 25).



3.0 Patogénesis de tuberculosis

El bacilo se transmite a través del aire cuando una persona inhala pequefas gotas
(1-2 micrometros) que contienen al bacilo (1-3 bacilos viables), generadas cuando

una persona enferma tose o estornuda y capaces de iniciar la infeccion (5, 6).

La infeccion inicia al inhalar los bacilos y estos llegan hasta los alvéolos
pulmonares, con la posibilidad de ser captados por los macrofagos alveolares
donde generalmente se reproduciran dependiendo del estado de activacion de la
célula (7).

Si los macréfagos no destruyen al bacilo, éste se reproduce intracelularmente,
eliminando al macréfago y liberando bacilos que son ingeridos por otros
macrofagos. Conforme el proceso continla, se forma una lesién primaria
caracteristica en el pulmon, es decir la formacion de granulomas. Entre los dias 5-
7 se observan granulomas compuestos por macrofagos y células epitelioides
inmaduras, al dia 9 estas células epitelioides maduran y se observan después las
células gigantes de Langhans (8).

En la mayoria de las personas infectadas la respuesta inmune celular mantiene al
bacilo en estado latente. Sin embargo, bajo condiciones de inmunosupresion (que
pueden ser temporales) el bacilo se multiplica y alcanza niveles elevados
incontrolables, generandose la necrosis caseosa extensiva que provoca las
lesiones cavitarias. Las lesiones se agrandan y el bacilo entra en los bronquios y

puede asi transmitirse (8).

En algunos animales resistentes, se sabe que la lesibn es rodeada por
macrofagos activados que matan a los bacilos que escapan del centro caseoso y
la enfermedad es detenida. En animales susceptibles, la lesion es rodeada por
macrofagos poco activados que pueden permitir el crecimiento de bacilos, con lo

cual se diseminan incontrolablemente y eventualmente podrian matar al individuo

(7).



4.0 Respuesta inmune ante tuberculosis

La primera linea de defensa son los macrofagos alveolares que fagocitan a la
bacteria. Los procesos involucrados en la fagocitosis incluyen la unién del bacilo al
fagocito, la internalizacion y finalmente la inhibicion del crecimiento bacteriano y su
eliminacién. La union al fagocito es mediada por receptores de complemento CR1,
CR3 y CR4, receptores de manosa (reconociendo manosa, fucosa y GIcNAc) y
otros receptores, por ejemplo la unidén al bacilo por la proteina surfactante que es
reconocida por receptores en la superficie de los macréfagos (C1gRp vy
Calreticulina). Asi mismo el receptor "scavenger" (carrofiero) parece participar de
forma importante en el proceso de adhesién del bacilo al macréfago. Los
receptores tipo Toll participan en la activacion de macrofagos al interaccionar con
diversas lipoproteinas de Mtb, induciendo la produccién de IL-12, y TNFa (7, 8, 9,
10, 11).

Una vez que la bacteria es engullida hacia el fagosoma, puede ser eliminada por
una variedad de mecanismos que incluyen la fusion del fagosoma con los
lisosomas, la generacion de intermediarios reactivos del oxigeno y del nitrégeno,
en particular el 6xido nitrico. En 1998 Stenger et al reportaron que las células T
citotoxicas (CTLs), pueden matar directamente a M. tuberculosis por medio de la
granulosina que altera la integridad de la membrana del bacilo, y que en
combinacion con la perforina disminuye la viabilidad del bacilo intracelular. Los
mecanismos moleculares que median la entrada del bacilo estan pobremente
caracterizados, recientemente uno de los pocos trabajos en este campo, indica
una participacion importante del colesterol en la entrada de la bacteria a las
células fagociticas, formando cumulos en los sitios de entrada del bacilo; por
ejemplo si la membrana celular es privada de un 60-70% en su contenido de

colesterol la entrada del bacilo disminuye hasta en un 85% (5, 13, 14).



4.1 Linfocitos Ty produccion de citocinas

La respuesta inmune contra Mycobacterium tuberculosis estd mediada
principalmente por células T productoras de interferon gamma (IFNy) que es
esencial para una inmunidad protectora. Los ratones deficientes en la produccion
de IFNy son altamente susceptibles a la enfermedad. Los linfocitos T CD4"
aceleran la formacion del granuloma por medio de la produccién de factor de
necrosis tumoral alfa (TNFa) e IFNy. El fenotipo de las células T esta asociado al
tipo de manifestaciones y al desarrollo de la enfermedad. Las células Th1, con
elevados niveles de IFNy e IL-2, se asocian con tuberculosis clinica vy
radiolégicamente limitada, mientras que los pacientes con tuberculosis severa de
rapido avance no presentan respuesta de tipo Th1. El tipo de respuesta parece
estar afectado por el haplotipo de las moléculas clase Il del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC-II). Estudios en ratones con haplotipo H-2° la respuesta
que se genera es de tipo Th1, mientras que en ratones BALB/c (H-2d) la respuesta
Th1 es menor y parcialmente inclinada a Th2. De las subpoblaciones de linfocitos
T, los LcT CD8+ aunque participan en la respuesta parecen no ser esenciales
como los LcT CD4+ para el control de la misma, asi mismo, los ratones deficientes
en moléculas MHC-II, IFN-y @ en la enzima 6xido nitrico sintetasa (iINOS), son muy
susceptibles a la infeccibn con M. tuberculosis, mientras que los ratones
deficientes en MHC-| o en linfocitos T y3 solo tienen un ligero aumento en la
susceptibilidad a la infeccidén. Otra citocina esencial para la generacion de la
respuesta protectora, al inducir la expresion de IFN-y y la activacion de linfocitos
especificos de antigeno capaces de crear un granuloma protector, es la IL-12
producida en células presentadoras de antigeno (células dendriticas vy
macrofagos) (5, 15, 16, 17, 18).



4.2 Evasion de la respuestainmune

El establecimiento de la micobacteria requiere de la evasién y abatimiento de
varios de los mecanismos de defensa que actuan en la eliminacién del patégeno.
Los macréfagos infectados con Mtb son poco eficientes en estimular tanto la
proliferacion de los LcT CD4" especificos contra la micobacteria como la
produccion de citocinas por estas células. Por otro lado el colesterol participa en
la asociacibn de una proteina denominada TACO (tryptophane aspartate-
containing coat protein), que forma parte de la cubierta del fagosoma que
normalmente es liberada antes de la fusidén con los lisosomas. Los fagosomas que
contienen micobacterias vivas que penetraron por los dominios ricos en colesterol
retienen la proteina TACO, previniendo asi la fusién con los lisosomas vy
permitiendo que la micobacteria sobreviva dentro de los macréfagos. Otro
mecanismo por el cual M. tuberculosis elude la accién microbicida del
fagolisosoma es el escape del bacilo hacia vesiculas no fusionadas o hacia el
citoplasma. La actividad citotoxica de los macréfagos depende del 6xido nitrico, de
la acidificacion del fagosoma y de enzimas lisosomales; las micobacterias
virulentas previenen la acidificacion del fagosoma a través de la exclusion

vesicular de la enzima protéon — ATPasa (13, 19, 20, 21).



5.0 Planteamiento del problema

Para el control eficiente de la tuberculosis es necesario desarrollar una adecuada
respuesta celular dependiente de células T. La generacion de dicha respuesta
muy probablemente depende de las interacciones del bacilo con las células del

sistema inmune.

A la fecha existen pocos estudios sobre la cantidad y el estado de activacién de
LcT (CD4+, CD8+ y yo+)en el pulmon durante el proceso infeccioso de
tuberculosis in vivo, asi mismo se desconocen los factores que determinan la
susceptibilidad o resistencia de un individuo a la enfermedad y probablemente
estos factores pueden estar relacionadas con el fenotipo de estas poblaciones de

linfocitos T.

Por lo tanto el uso de micobacterias mutantes en lipidos podria reflejar la
importancia que tienen los lipidos sobre la patogenicidad de este microorganismo,
siendo necesario un analisis cuantitativo de las poblaciones de LcT (CD4+, CD8+
y y0+) y su estado de activacion, en vias aéreas durante el transcurso de la
infeccién por M. tuberculosis y la mutante en lipidos (dimicocerosatos ftioceroles)

con un modelo animal que permita utilizar la via natural de entrada del bacilo.



6.0 Hipotesis

» Dado que la mutacion en fadD26 (mutante en lipidos “phtiocerol
dimicocerosatos”) influye en la infeccion de la tuberculosis, existe la
posibilidad de que se presenten diferencias en el porcentajes, numero de
células y estado de activacion en LcT (CD4+, CD8* y yd+) del parénquima
pulmonar, entre ratones sanos, ratones infectados con la cepa H37Rv (Wild

type) y los inoculados con la cepa fadD26 (mutante).
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7.0 Objetivos

Objetivo general

» Analizar el porcentaje y los valores absolutos de las poblaciones de LcT
CD4+, CD8+ y yd+ en el parénquima pulmonar bajo el modelo murino de
TB pulmonar utilizando micobacterias virulentas (H37Rv) y la mutante en
lipidos (fadD26).

Objetivos particulares

» Analizar los cambios durante la infeccion con H37Rv y fadD26 en las
poblaciones de LcT CD4+, CD8+ y yd6+ en el parénquima pulmonar de
ratones infectados a los dias 1, 3, 7, 14, 21, 28, 60 y 90 por la técnica de

citometria de flujo.

» Determinar el estado de activacion a través de la cuantificacion del
marcador CD69 en las subpoblaciones linfocitarias a lo largo del proceso

infeccioso.

» Dependiendo de los resultados anteriores analizar la capacidad de
respuesta de los LcT CD4+, CD8+ y yd+ pulmonares en ratones infectados

con la cepa H37Rv y la cepa mutante en fadD26, por medio de ensayos de

proliferacion celular in vitro con CSFE.

11



8.0 Estrategia experimental

Se utilizar4 el modelo experimental de tuberculosis murina implementado por el
Dr. Rogelio Hernandez Pando, en el cual se utilizaran ratones inoculados intra-
traguealmente con una cepa virulenta de Mycobacterium tuberculosis (H37Rv) y
una mutante en dimicocerosatos ftioceroles (fadD26), tomando muestras de
pulmén durantes los primeros dias de la infeccion (dias 1, 3, 7, 14 y 21), asi como

en etapas cronicas (dias 28, 60 y 90).

8.1 Bacteria e infeccioén

Se utilizara la cepa virulenta de M. tuberculosis H37Rv y mutante fadD26
ajustando a 10 bacilos por mililitro en solucién salina, y se almacenaran a -70°C
hasta su utilizacién. Para inducir la tuberculosis pulmonar experimental se
utilizaran ratones BALB/c de 6-8 semanas de edad, anestesiandolos e inoculando
1 x 10° bacilos en 100ul de solucién salina isoténica via intra-traqueal con ayuda
de una jeringa de insulina. Los animales controles seran sometidos al mismo

procedimiento, pero inoculados con solucion salina estéril libre de pirdgenos.

8.2 Obtencion de células de parénquima pulmonar

Para la obtencidn de las suspensiones celulares primero se eliminaran las células
de los espacios alveolares mediante un lavado bronquio-alveolar (BAL). Para
obtener el BAL se realizara una incision pequefia en la trdquea por donde se
introduce una sonda de 1mm de didmetro y se introducira lentamente por
instilacion 1 mL de medio RPMI 1640 o PBS, la solucion de lavado se retirara
lentamente para no dafiar el tejido y recolectandola, esta operacion se repetira 5
veces para cada animal. Una vez retirado el BAL se eliminardn las células de
sangre periférica por medio de la perfusion de 10mL de PBS en el ventriculo
derecho del corazon, siguiendo la via de la circulacibn menor, que va hacia los

pulmones.
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Los pulmones se retiraran cuidadosamente evitando tomar tejido bronquial, y se
cortaran en pequefos pedazos que se digerirdn con 1mg/mL colagenasa tipo Il
(Worthington Biochemical Corporation) y 2 U/mL de DNAsa | (GIBCO, BRL) por
1.5 horas a 37 °C con agitacion constante. Al final de la digestidn se homogenizara
la suspension con ayuda de una jeringa o pipeta Pasteur. Los restos celulares se
removeran por filtracion en malla de plastico (100 um), los eritrocitos se eliminaran
incubandolos 2-4 minutos a 4 °C con una solucion de lisis ( 0.15 M NH4CI, 1 mM
KHCO3, 0.1 mM NaxEDTA). El conteo celular se realizara utilizando azul tripan

para verificar la viabilidad celular.
8.3 Andlisis fenotipico celular por citometria de flujo

Las suspensiones celulares de pulmén seran utilizadas para evaluar las
caracteristicas de los linfocitos T. Los anticuerpos a utilizar seran: anti-CD4,
anti-CD8, anti-y5 y anti CD69. Para cada marcador se incubaran al menos 1 X 10°
células con 0.1 ug del anticuerpo monoclonal correspondiente por 45 minutos a 4
°C en 50 uL de solucion amortiguadora de FACS (PBS/ albumina sérica bovina al
0.1%/ azida soédica al 0.01%). Seguidos de dos lavados con solucidon
amortiguadora de FACS y se fijardn con paraformaldehido al 1% para ser
analizadas en un citometro FACScan (Becton Dickinson). Todas las incubaciones

se realizaran en la oscuridad.

8.4 Tincién de células con CFSE

Se preparard una dilucion 0.5 mM de CFSE (5-Carboxifluorescein diacetate
succimidyl ester) en PBS justo antes de tefiir las células. Las células a tefiir seran
lavadas con PBS para eliminar proteinas solubles que pudieran retener el
colorante. La suspension celular se ajustara a 50 X 10 °® células por mL en PBS o
en medio RPMI sin suero, dejando a 37 °C y posteriormente se le adicionara de
10-20 pL de la dilucién de CFSE por cada mililitro de suspensién celular. Seran
incubadas durante 10 minutos a 37 °C, realizando una inversion del tubo cada 2

minutos para resuspender las células. Al finalizar el tiempo de tincion se agregara
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un exceso de medio RPMI adicionado con 10 % de suero fetal bovino para
bloquear la reaccién de tincion. Por ultimo las células se lavaran 3 veces con

RPMI con 10% de suero fetal bovino.

8.5 Ensayo de proliferacion linfocitaria

Se utilizaran las células tefiidas con CFSE provenientes de suspensiones
pulmonares de animales inoculados con diferentes estimulos, incluyendo un grupo
control inoculado con solucion salina isoténica. El niumero de células se ajustara a
3 X 10° por mL en medio de cultivo (RPMI 1640 adicionado con 2 mM de L-
glutamina, 20 % Suero Fetal Bovino, 0.1 mM a.a. no esenciales, penicilina 100
U/mL y estreptomicina 100 ug/mL y 40 ug de gentamicina). Se colocaran 3 mL de
la suspension celular por pozo en placa de cultivo de 12 pozos, e incubaran
durante al menos 4 dias a 37° Cy 5 % de CO, con diferentes estimulos. El control
negativo consistira de células sélo en presencia de medio de cultivo, mientras el
control positivo de proliferacion seran células incubadas con concanavalina-A con
una concentracion de 5 ug/mL. Al termino del tiempo de incubacion las células se
recolectardn y se someterdn a la tincion para citometria de flujo previamente

descrita.
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Estrategia experimental
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Figura 1. Diagrama general del procedimiento a seguir.
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