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I. INTRODUCCION

Mycobacterium tuberculosis es |la bacteria responsable de la tuberculosis (TB),
una enfermedad pulmonar y extrapulmonar que es la principal causa de
muertes generadas por un solo agente infeccioso a nivel mundial (OMS, 2006).
A principios de la década de los noventa, la TB resurgié con brotes epidémicos
aun en paises desarrollados. El incremento en la incidencia y prevalencia de la
enfermedad pronto se generalizé a nivel mundial, por lo que en 1993 la OMS la
declaré una emergencia global; asi pues, las autoridades sanitarias de muchos
paises se pusieron en guardia reactivando la investigacion cientifica. Por otra
parte, el fracaso relativo de la vacuna actual, la dificultad de diagnosticar a
tiempo y tratar la enfermedad, junto con el surgimiento de cepas resistentes a
multiples farmacos, continian siendo problemas graves (Bloom y col., 1994).
De ahi, que expandir globalmente las estrategias de control de la TB y
aumentar la inversion en la investigacion cientifica son una prioridad.

En la investigacion de la TB, hay tépicos que son de mucho interés; por
ejemplo, se han estudiado multiples aspectos de la patogenia, como la latencia,
un fendbmeno de gran importancia en la TB (Tufariello y col., 2003). Asimismo,
se ha tratado de entender qué mecanismos utiliza el bacilo para establecerse al
interior de su célula hospedera sin que sea eliminado. El motivo de esta tesis
es estudiar el efecto que tienen algunas moléculas micobacterianas sobre unos
de los mecanismos efectores mas importantes del macréfago en contra de M.

tuberculosis, que es la produccion del éxido nitrico (NO).



Il. ANTECEDENTES

1.1 Breve historia de la TB

Hay evidencia de que M. tuberculosis ha infectado al ser humano desde
tiempos antiguos (Daniel, 2006). La presencia de secuencias de DNA
micobacteriano en lesiones de espina dorsal en momias que datan de hace
5,400 mil afios indica que ya habia casos de TB en el antiguo Egipto (Nerlich y
col., 1997). También, algunos registros escritos encontrados en la antigua
Grecia, Roma y Arabia revelan que era considerada una enfermedad comun y
letal. Sin embargo, no fue sino hasta 1882, que Robert Koch logré identificar la
causa de la TB al aislar el agente infeccioso y tefiirlo de manera especifica por
primera vez.

Durante la primera guerra mundial, la TB fue una de las principales causas
de muerte. La pobreza y el hambre fueron factores que favorecieron la
propagacion de esta enfermedad (Daniel, 2006). En 1921 Calmette y Guérin
desarrollaron a partir de pases de una cepa de Mycobacterium bovis, una cepa
altamente atenuada a la que se le llamo6 Mycobacterium bovis BCG (Bacilo
Calmette—Guérin); hasta hoy, se han desarrollado diversas cepas derivadas de
esta ultima, las cuales son utilizadas como vacuna en humanos, pues inducen
una respuesta protectora contra el desarrollo de la enfermedad (Andersen,
2007).

En 1944 Schatz, Bugie y Waksman reportaron el descubrimiento de la
estreptomicina, que fue el primer farmaco efectivo contra la TB (Daniel, 2006).
Su uso, aunado a métodos de diagnostico mas eficaces, volvidé a la TB una

enfermedad curable, por lo que la incidencia y prevalencia de la misma



disminuyeron de manera significativa. Posteriormente, durante la segunda
mitad del siglo XX, se desarrollaron nuevos farmacos, como la isoniazida y el
etambutol, lo que permitié acortar el tiempo de tratamiento. Los casos de TB
fueron cada vez mas esporadicos y durante varias décadas, se crey6 que la TB
era una enfermedad casi extinta que s6lo atacaba de manera oportunista.

Sin embargo, a principios de los noventa, la TB resurgid con brotes
epidémicos de cepas resistentes a multiples farmacos (MDR-Mtb), que
afectaron principalmente a pacientes con SIDA en Miami y Nueva York (Cole y
col., 2004). Aunque dichos brotes fueron controlados de manera satisfactoria,
el incremento en la incidencia y prevalencia de la enfermedad pronto se
generalizé a nivel mundial, por lo que en 1993 la OMS declar6 a la TB una
emergencia global y promovio el desarrollo de programas de control vy
tratamiento como el DOTS (Directly Observed Therapy Shortcourse), o TAES
por sus siglas en espafiol (OMS, 2006). Este es uno de los programas mas
importantes que se han implementado, que promete disminuir el numero de
casos en paises con alta incidencia al impulsar la participacion del gobierno
para intensificar la busqueda de casos y realizar:

* Diagnostico efectivo por analisis de esputo bajo microscopio en

pacientes sintomaticos.

* Uso y distribucion de medicamentos de alta calidad.

* Tratamiento completo en cada paciente bajo observacion.

* Sistema de documentacion, reporte y observacion de cada caso.

Ademas de los programas de control contra la TB aplicados a nivel global,
otra de las alternativas preventivas para la diseminacion de la enfermedad mas

utilizadas ha sido la vacuna BCG, que se administra en una dosis unica al



momento del nacimiento o mas adelante en la infancia (Andersen, 2007). Entre
los beneficios de su uso se incluye su costo relativamente bajo y su facil
accesibilidad, pues solo requiere de wuna visita médica para generar
sensibilizacion en los pacientes. EI mecanismo de proteccion consiste en
inducir una memoria inmunoldgica para prevenir la diseminacién de la bacteria
después de una infeccion primaria o para reducir el riesgo de reactivaciéon
endogena de la bacteria tras una infeccién latente (Bloom y col., 1994). El uso
de dicha vacuna, aunado a la mejora de las condiciones sanitarias de
hospitales y hogares, a la ingesta de una dieta mas balanceada y al uso de
antibioticos eficaces ha contribuido al decremento en el niumero de casos, pero
se esta aun lejos de erradicar esta enfermedad.

El BCG es una vacuna muy eficaz para prevenir la TB de diseminacion
hematogena como la meningitis tuberculosa, pero ha dado resultados muy
desiguales en la prevenciéon de la TB pulmonar (Andersen, 2007). La
proteccion a la TB pulmonar conferida por la vacuna, va en un rango de 0-80%,
dependiendo de las caracteristicas genéticas de las poblaciones, de los
factores socio-econdémicos que determinan las condiciones de vida de las
mismas, y de las caracteristicas particulares de las cepas utilizadas (Martin y
col., 2006; Arbelaez y col., 2000). Por lo tanto, en la actualidad se realizan
esfuerzos importantes para desarrollar nuevas vacunas mas efectivas.

Uno de los problemas mas importantes que contribuyen a la creciente
prevalencial/incidencia de la TB, es la falla en el diagndstico temprano y en el
tratamiento efectivo de la enfermedad (Chan y col., 2000). La TB puede
presentarse tanto en estado activo como latente, siendo la ultima un problema

grave. La TB latente es asintomatica, por lo que es dificil de diagnosticar y



contribuye a la diseminacién de la enfermedad, pues continua siendo altamente
contagiosa. Actualmente, existen diversos métodos para poder diagnosticar
individuos con TB activa; entre ellos, se encuentra la deteccidon del bacilo en
esputo de pacientes mediante la tincion de Ziehl-Nielsen, que consiste en tefir
de manera permanente a las micobacterias con fucsina, dada la resistencia que
confiere la pared celular a la decoloracion con alcohol acido. Otros son la
realizacion de cultivos bacterianos a partir de muestras clinicas, y la deteccidn
de lesiones pulmonares en casos sintomaticos a partir de placas radiograficas.
El método mas comun utilizado para diagnosticar TB latente y activa es la
prueba de Tuberculina, 6 PPD (Derivado Proteico Purificado), que sirve para
identificar pacientes hipersensibles a antigenos micobacterianos. Todos estos
métodos tradicionales resultan ineficientes porque dan un gran numero de
falsos positivos y no logran discernir entre personas vacunadas, casos latentes
o casos de TB activa (Chan y col., 2000).

Con el desarrollo de la biotecnologia y la biologia molecular, nuevas
técnicas se han incorporado al diagndstico tradicional, como la PCR, la
hibridacion de sondas de RNA o DNA in situ, la identificacién del bacilo en
esputo mediante inmunofluorescencia, y el inmunodiagnostico, que se presenta
como un campo prometedor (Chan y col., 2000). También, se han desarrollado
métodos radiométricos en los que se utiliza "C-palmitato para cuantificar la
produccion de CO, como BACTEC, y otros medios de cultivo para
cuantificacion de O,. Estos medios son utilizados para cuantificar bacterias de
manera indirecta (por la cantidad relativa de metabolitos producidos por la
misma), lo que reduce los tiempos de espera necesarios para los cultivos

tradicionales. No obstante, ninguno de estos métodos nuevos supera la
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sensibilidad y especificad de los clasicos, ademas de que son muy caros y
requieren de personal altamente capacitado para el manejo de equipo de
laboratorio. Por lo mismo, es necesario invertir en investigacion médica para
desarrollar nuevas técnicas de diagnostico que permitan identificar casos
nuevos de TB de manera eficiente y rapida, a un costo relativamente bajo.

El surgimiento de cepas MDR-Mtb y el incremento en la incidencia de la TB,
se relacionan con el abandono del tratamiento (Bloom y col., 1994).
Normalmente, éste suele durar de dos a ocho meses, dependiendo de la edad
y condiciones de salud del paciente. Las personas dejan de tomar los
medicamentos antes de tiempo, debido a que los sintomas de la enfermedad
activa desaparecen relativamente rapido, o por los efectos secundarios
moderados asociados a dichas terapias. El surgimiento de TB resistente a
antibidticos, particularmente en paises con alta incidencia de VIH, representa
un riesgo al control de la TB, y confirma la necesidad urgente de continuar con
la busqueda de farmacos mas eficaces que reduzcan el tiempo de tratamiento
contra la TB, y de promover los lineamientos propuestos en los programas de
control de la OMS para que los pacientes completen los tratamientos (OMS,

2006).

[I.2 Epidemiologia de la TB

Hoy en dia, se estima que un tercio de la poblacibn mundial se encuentra
infectada de manera latente con M. tuberculosis, y 10% de ellos tienen un
riesgo alto de desarrollar la enfermedad (OMS, 2006). Cada afio se registran
aproximadamente 14.4 millones de casos prevalentes, 9.2 millones incidentes y

1.7 millones de muertes relacionadas con la TB.
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Segun la OMS, los casos emergentes se asocian principalmente con la co-
infecciéon con VIH, ya que anualmente, 5-15% de los pacientes con SIDA,
desarrollan tuberculosis por re-infeccion endogena (OMS, 2006); en el afo
2006 se registraron 0.7 millones de personas co-infectadas, lo que constituyo el
8% de los casos de TB a nivel global. Africa es uno de los continentes donde la
incidencia de TB aumenta con una tasa anual significativa, particularmente en
el este y sureste (Nunn y col., 2005); en algunos paises de este continente mas
del 50% de pacientes infectados con TB son VIH seropositivos (Figura 1y 2)y
un 70% de las muertes de pacientes con SIDA se deben a la TB.

A partir de la implementacion de los programas de control y prevencion de
la TB, en 1997 se registré una baja de un 35% de incidencia de la TB, con 8.0
millones de nuevos casos, 16.2 millones de casos prevalentes y 1.86 millones
de muertes generadas por la infeccion (OMS, 2006). Sin embargo, con la
creciente incidencia de VIH/SIDA, los casos de TB también han aumentado. La
OMS también ha elaborado varias propuestas con instituciones
gubernamentales, cuyos objetivos han sido reducir a la mitad los niveles de
mortalidad y prevalencia de TB asociada a VIH para el 2015 (OMS, 2006; Nunn
y col., 2005). Para esto, se han tratado 3 millones de personas VIH positivas
con terapia anti-retroviral y farmacos como cotrimoxazol e isoniazida con fines
preventivos; asimismo, se continua promoviendo la educacion para la

prevencion de la infeccion por VIH y la TB.
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Figura 1. Prevalencia de VIH estimada a nivel global para 2006 (Nunn y col.,
2005).
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Figura 2. Incidencia de TB estimada a nivel global para 2006 (Nunn y col.,
2005).

En México, la TB continua representando un problema importante de salud
(Sistema Unico de informacién para la Vigilancia Epidemioldgica, 2006).
Actualmente, se estima en 16,404 casos por cada 100,000 habitantes en
promedio (Tabla 1); en 2006 se registraron 17,000 nuevos casos y 3,000

muertes asociadas TB en todas sus formas. En los pacientes con VIH/SIDA, la
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TB ocupa el tercer lugar como infeccion afiadida, después de la candidiasis y la
neumonia; en el 2006, se registraron 700 casos de TB activa asociados a
VIH/SIDA (Sistema Unico de informacién para la Vigilancia Epidemiolégica,
2006).

La mayor incidencia de la enfermedad se presenta en los estados de Baja
California, Chiapas, Oaxaca, Guerrero y Veracruz, en donde la pobreza, la
migracion y la dispersion de la poblacion rural complican la implementacion de
programas de control y tratamiento efectivos (Pérez, 2001). Los casos de
tuberculosis farmaco-resistente se relacionan con el diagnéstico ineficaz y el
tratamiento incompleto, originado por fallas en el sistema de salud. Estos se
podrian reducir aplicando a nivel nacional programas contra la TB, basados en
un control estricto de cada caso.

Tabla 1. Casos de TB detectados por estado, porcentaje de incidencia a nivel
nacional y tasa de incidencia por cada 100, 000 habitantes en México en 2006.

1.3 El Agente Etioldgico de la TB (Sistema Unico de informacion para la
Vigilancia Epidemiologica, 2006).

Numero de casos/ 100, 000 Tasa /100, 000
Entidad habitantes % habitantes
Baja California 1409 8.6 47.8
Guerrero 997 6.1 30.6
Chiapas 1339 8.2 30.3
Oaxaca 750 4.6 30.2
Veracruz 2047 12.5 28.1
Tamaulipas 862 5.3 27.3
Nuevo Ledn 915 5.6 21.6
Sonora 725 4.4 19.5
D.F. 717 4.4 8.1
23 estados
restantes 6647 40 -
TOTAL 16,404 99.7 -
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[1.3 El Agente Etiol6gico de la TB

M. tuberculosis es una micobacteria que presenta una morfologia de baston
alargado, no flagelado, de aproximadamente 2-4 um de largo y 0.2-0.5 uym de
ancho (Cole y col., 2004); es un microbio intracelular capaz de adaptarse a
condiciones aerodbicas, microaerofilicas y anaerdbicas. Las micobacterias se
caracterizan por crecer en colonias con estructuras filamentosas que se
asemejan al micelio de los hongos, de ahi que su nombre haga referencia a los
organismos del reino Fungi.

Sin embargo, a partir de estudios gendmicos comparativos se ha logrado
determinar que se relacionan de manera cercana con las Actinobacterias y
poseen algunas caracteristicas compartidas con las bacterias Gram-positivas.
La clasificacién taxonémica completa es la siguiente:

* Clase: Actinobacteria

-Actinobacteridae

* Orden: Actinomycetales

* Familia: Mycobacteriaceae

* Género: Mycobacterium

-Complejo Mycobacterium tuberculosis

» Especies: Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis,

Mycobacterium bovis BCG, Mycobacterium africanum, Mycobacterium

canettiy Mycobacterium. microti

15



[I.3.A Filogenia de Mycobacterium tuberculosis

La secuenciacion completa de cuatro genomas micobacterianos, dos de
aislados clinicos causantes de TB en humanos, M. tuberculosis H37Rv y
CDC1551, uno de la cepa patdégena de bovinos, M. bovis AF122/97, y de M.
leprae, ha permitido realizar estudios para reconstruir la filogenia y evolucion de
M. tuberculosis (Brosch y col., 2002). Dichos estudios se han basado en el
analisis de la pérdida sucesiva de DNA entre linajes, que se determina a partir
de la ausencia o presencia de veinte regiones variables y de polimorfismos de
un solo nucledtido (SNP’s) caracterizados en veinte cepas representativas.
Inicialmente, se habia postulado que el complejo M. tuberculosis derivaba de
un grupo ancestral edafico y que M. tuberculosis, la bacteria patdgena para el
ser humano, se habia originado a partir de M. bovis, al adaptarse de manera
especifica para infectar unicamente al ser humano, hace unos 10,000 afos
después de la domesticacion del ganado (Brosch y col., 2002). Sin embargo,
estudios recientes demuestran que M. bovis derivo después de M. tuberculosis,
pues en su genoma hay un mayor numero de secuencias perdidas; por lo tanto,
se postula que M. ftuberculosis es una cepa ancestral que proviene
directamente del ultimo ancestro comun del complejo M. tuberculosis (Figura

3).
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Figura 3. Filogenia reconstruida a partir del analisis de ausencia/presencia de
secuencias variables y SNP’s en genomas micobacterianos, en donde la
pérdida de DNA es representada en las cajas grises. Las flechas de distintos
colores (azul, verde y rojo) representan cambios en secuencias o polimorfismos
especificos (Brosch y col., 2002).

[1.3.B Genoma de Mycobacterium tuberculosis

El genoma de M. tuberculosis mide 4, 411, 532 pares de bases y es el segundo
genoma bacteriano mas grande que se conoce, después del de E. coli (Cole y
col., 1998). Posee un contenido de G+C relativamente alto (65.6%) lo que se
asocia con un modo de vida aerobio y es rico en secuencias altamente
repetitivas y de insercién. Se estima que el 90.8% del genoma corresponde a
secuencias génicas y solo presenta 6 pseudogenes, en contraste con el
genoma de M. leprae, que posee alrededor de 1,116 pseudo genes (Monot y
col., 2005). En total, se han identificado aproximadamente 4,403 genes, de los
cuales 3,993 corresponden a proteinas, mientras que los 50 restantes codifican
para RNA's no mensajeros; un 16% de las proteinas totales caen en la
categoria de polipéptidos relacionados con funciones especificas de

micobacterias (Cole y col., 1998). Se ha demostrado que M. tuberculosis
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cuenta con el potencial de sintetizar toda la maquinaria enzimatica requerida
para la biosintesis de aminoacidos esenciales, vitaminas y cofactores;
también, se han encontrado enzimas implicadas en la resistencia a antibioticos,
como la B-lactamasa y las acetil transferasas.

Pocos organismos producen una gama tan diversa de lipidos como M.
tuberculosis (Brennan, 2006; Cole y col., 1998). Se han encontrado 233 genes
de metabolismo lipidico y un poco mas de 20 genes que corresponden a
enzimas relacionadas con la modificacidén post-sintesis de acidos grasos, como
la citocromo P-450; en contraste, E. coli posee sélo 50 genes de metabolismo
lipidico. Se ha demostrado que M. tuberculosis posee una gran variedad de
enzimas para la oxidacion y biosintesis de acidos grasos, como los complejos
sintasa de acidos grasos 1y 2, por lo que se le atribuye un metabolismo tanto
lipolitico como lipogénico (Cole y col., 1998). Asimismo, se han encontrado
genes importantes para la translocacion de acidos grasos hacia la pared

celular, como el gen fbp, responsable de la insercion de acidos micélicos.

I1.4 La pared celular de M. tuberculosis

La pared celular de las micobacterias es muy compleja y difiere de manera
substancial de la de otras bacterias (Brennan, 2006). Adicional a la membrana
plasmatica, hay una capa lipidica altamente hidrofébica, rica en glicolipidos
unicos como acidos micolicos, lipoarabinomanano, dimicolato de trealosa y
ftiocerol dimicocerosato, que se localiza por encima de la capa de
peptidoglicano.

La pared se compone de dos capas principales, la externa y la interna

(Brennan, 2006); la capa interna esta formada por peptidoglicano, que se une
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de manera covalente a moléculas de arabinogalactano mediante enlaces
fosfo-disacaridos. Asimismo, contiene acidos micélicos y homélogos, que se
unen al arabinogalactano mediante enlaces ésteres. Este complejo micolil-
arabinogalactan- peptidoglicano constituye el nucleo de la pared celular. La
capa externa esta formada por proteinas anfipaticas como porinas y por lipidos
asociados a carbohidratos como  fosfatidil  inositol  mandsidos,
lipoarabinomanano, sulfolipidos y lipomanano, que se unen de manera no
covalente al nucleo de la pared (Ortalo-Magné y col., 1996). Por lo tanto, son
moléculas exportables y tienen una actividad biolégica importante al participar
en la modulacién de la respuesta inmune del hospedero. Recientemente, se
caracterizé una tercera region de la pared a la cual se le denomina capsula,
que se compone principalmente de carbohidratos como glucanos,
arabinomanana y manana y que, a diferencia de las anteriores, sélo presenta
un 2-3% de lipidos unidos mediante enlaces no covalentes (Figura 4).

La complejidad estructural y la alta hidrofobicidad de la pared celular
micobacteriana, le dan fluidez y permeabilidad reducidas (Liu y col., 1996;
Kartmann y col., 1999), lo que ocasiona resistencia a los antibioticos y otros
agentes quimioterapeuticos, pues el flujo de agentes polares se da a través de
un numero muy reducido de porinas activadas que la atraviesan. lgualmente,
generan una alta tolerancia a la desecacién y a agentes estresantes como
acidos fuertes y radicales libres. Por otro lado, la complejidad de la pared se
relaciona de manera directa con la tasa de crecimiento y la virulencia de las
micobacterias. A mayor complejidad, mayor es la resistencia a farmacos y a

agentes microbicidas generados por el sistema inmune del hospedero;

19



asimismo, menor es el tiempo generacional, porque mas energia es invertida

para sintetizar compuestos de la pared (Brennan, 2006).
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Figura 4. Modelo esquematico de la pared celular de M. tuberculosis. La figura
muestra la capsula, la capa superior de la pared, la capa inferior o nucleo de la
pared (complejo de micolil-arabinogalactan peptidoglicano mAGP) y la
membrana plasmatica (Cole y col., 2004).

[1.5 DAT y TAT

Un poco menos del 60% del peso seco de M. tuberculosis corresponde a
lipidos atipicos de la pared celular micobacteriana; entre éstos, se ha descrito
un grupo particular de glicolipidos que son las acil-trealosas (Besra y col.,
1992). Estas se componen de una o varias unidades alfa trealosa (a-D-
glucopiranosil a-D glucopirandsido) que se unen a cadenas de acidos grasos
mediante enlaces acilos (Fig. 5 a) y se clasifican en dos grupos principales: las
no polares y las polares. Las acil-trealosas no polares, como sulfolipidos,
poseen de 2-4 cadenas de acidos grasos no saturados de 25-27 carbonos,
como el micolipénico; en contraste, las polares poseen cadenas de acidos

grasos polimetilados, como el micopandlico y el micosandico.
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El DAT y TAT (Di-O-aciltrealosa y Tri-O-aciltrealosa, respectivamente) son
dos acil-trealosas no polares, que se han encontrado en la pared celular de
cepas virulentas del complejo M. tuberculosis y en algunas bacterias
oportunistas como Mycobacterium fortuitum; no obstante, no se han hallado en
cepas poco virulentas relacionadas con M. tuberculosis, como M. bovis BCG vy
M. microti (Mufioz y col., 1997). Por otro lado, la cepa mutante M. tuberculosis
PhoP/PhoR-/~, de virulencia altamente atenuada, no es capaz de sintetizar
estos glicolipidos (Fig. 5 b), lo que sugiere que éstos son factores de virulencia
que podrian jugar un papel importante en la patogénesis (Gonzalo-Asensio y
col., 2005).

Se ha demostrado que el DAT juega un papel dual en la activacién de la
respuesta inmune (Saavedra y col., 2006; Kil-Soo Lee, 2007). Por ejemplo, se
sabe que induce una fuerte respuesta humoral, pues hasta un 80% de los
pacientes infectados con TB activa presentan un titulo alto de anticuerpos anti-
DAT (Escamilla y col., 1996). Esto indica que hay una produccion activa del
lipido durante la infeccion. Asimismo, se ha demostrado que este glicolipido
inhibe la proliferacion de linfocitos T CD4+ y CD8+ asociada con el decremento
en la expresidon de las moléculas de activacion CD25 y CD69; ademas de que
inhibe la secrecidon de las citocinas pro-inflamatorias IL-2, IL-12, y factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) en esplenocitos de raton (Saavedra y col., 2006).
En monocitos humanos aislados a partir de donadores PPD" y PPD" (sero-
negativos y sero-positivos para la prueba de hipersensibilidad retardada al
derivado proteico purificado de M. tuberculosis), el DAT inhibe la secrecion de
IL-12, TNF-a e IL-6 inducida por lipopolisacarido o antigenos de M. tuberculosis

(Kil-Soo Lee, 2007).
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Se postula que el DAT y TAT son lipidos exportables que pueden generar
interacciones especificas y no especificas con membranas celulares, alterando
procesos importantes como la transduccion de senales (Vergne, 1998). Asi, se
ha observado que el DAT inhibe la activacion celular inducida por PMA-
ionomicina, dependiente de la activacion directa de la proteina cinasa C (PKC)
(Palma-Nicolas y col., 2009). Dicha activaciéon involucra la fosforilacion de
proteinas senalizadoras como ERK y otras cinasas activadas por mitégenos
(MAPK), responsables de la activacion de factores de transcripcién, como NF-
KB, que regulan la expresion de citocinas y de otros mediadores importantes
del sistema inmune; un ejemplo es la ruta de sefalizacion que desemboca en

la activacion del estallido respiratorio en macréfagos (lles y col., 2002).

A B

HO'

HO DAT

z
[
W

Figura 5. Trealosas aciladas de M. tuberculosis. (A) Estructura quimica de
trealosas aciladas, (B) Cromatografia en capa fina (CCF) en donde se muestra
la ausencia del DAT en la cepa Mt103 mutante de M. tuberculosis de virulencia
atenuada (Mt103 AphoP::hyg) (Gonzalo-Asensio y col., 2005).
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[1.6 La glicolipoproteina de 19 kDa (LpgH)

M. tuberculosis posee varias lipoproteinas que tienen capacidad inmuno-
moduladora (Young y col, 1991); entre éstas, se ha identificado una
glicolipoproteina altamente antigénica con peso de 19 KDa denominada LpqH
[Rv3763], que se encuentra anclada a la pared celular o puede ser secretada
por la bacteria. Dicha proteina se expresa en micobacterias de lento
crecimiento como M. tuberculosis, M. bovis BCG y M. avium-intracellulare, pero
no en micobacterias de crecimiento rapido como M. smegmatis 'y M. vaccae.

La LpgH es un polipéptido de 159 aminoacidos, que sufre varias
modificaciones post-traduccionales como acilaciones y glicosilaciones (Cole y
col., 2004; Herrmann y col., 1996); ademas, presenta una secuencia consenso
de lipidacién altamente conservada que se localiza de manera adyacente al
péptido-senal. Los motivos lipidicos de la proteina consisten en acilaciones N-
terminales de residuos de Cisteina (Cys) con moléculas de diacilglicerol. Estas
ultimas, se asocian con acidos grasos como el acido palmitico, oleico y
palmitoleico, formando estructuras altamente hidrofébicas que son
responsables del anclaje de la proteina a la pared celular micobacteriana
(Herrmann y col., 1996). La presencia de glicosilaciones en la proteina fue
demostrada por mutaciones dirigidas y ensayos de union a lectina, y aunque
los sitios exactos de glicosilacion aun no han sido determinados, se postula que
las glicosilaciones en la LpgH cumplen una funcidn protectora, pues
mutaciones dirigidas en los posibles sitios de glicosilaciéon resultan en un
incremento en la tasa de protedlisis y degradacion de la misma (Herrmann y

col., 1996).
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La funcion biolégica de la LpgH aun no ha sido establecida, pero sus
propiedades antigénicas, como la estimulacion de la produccion de anticuerpos
especificos y la activacion de la respuesta de células T, han sido demostradas
tanto en modelos in vitro que utilizan células humanas, como modelos de ratén
(Senol y col., 2006). Se sabe que los motivos lipidicos de la proteina son los
principales responsables de la actividad inmunogénica de la misma, puesto que
son capaces de interactuar con moléculas membranales como los TLR’s,
modulando la respuesta inmune de manera paradojica (Ciaramella y col., 2004;
Fulton y col., 2004; Noss y col., 2001). Por ejemplo, se ha demostrado que la
LpgH induce la secrecion de IL-12 y promueve la actividad bactericida de
macrofagos; pero también, inhibe la expresion del complejo mayor de
histocompatibilidad-ll (CMH-Il) y el procesamiento antigénico, e induce la
apoptosis de monocitos humanos via TLR-2 (Lopez y col., 2003). Asimismo, se
sugiere que aunque la LpgH interactua principalmente con TLR-2 para modular
la respuesta inmune, la proteina posee motivos que podrian estar asociados a
la interaccion con TLR-4 (Means y col., 1999).

La actividad dual de la proteina se atribuye, en parte, al tiempo de
exposicion que tienen las células con el antigeno, pues la exposicidon
prolongada provoca la transduccion de sefales inhibitorias para algunas
funciones efectoras. Por ejemplo, se ha demostrado que la incubacién de
macrofagos con la LpgH por tiempos largos, inhibe la transcripcion de genes
que regulan la expresion de CMH-Il y otras proteinas requeridas para la
presentacion antigénica, provocando la inhibicidn de la respuesta de células T

CD4" (Noss y col., 2001; Lépez y col., 2003). Sin embargo, no todos los
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mecanismos de inhibicion en la respuesta inmune por parte de la LpgH han

sido explorados.

I1.7. Patogénesis e Inmunologia de la TB

M. tuberculosis entra al organismo por via aérea, a partir de la inhalacion de
pequefas gotas en aerosol liberadas al toser, estornudar o al hablar (Flynn y
col., 2001). Una vez inhalada, la bacteria tiene cuatro posibles destinos, que
dependen de la eficiencia de la respuesta inmune que se genera en el individuo
infectado (Kauffmann y col., 2002): 1) la bacteria es eliminada cuando la
respuesta inmune innata es altamente efectiva; 2) la respuesta inmune es
insuficiente, por lo que la bacteria coloniza los tejidos y se multiplica dando
lugar a un cuadro clinico-patologico; 3) la bacteria permanece en un estado de
latencia contenida en los granulomas y es posible que nunca se reactive; o 4)
después de un estado de latencia, la bacteria se reactiva para dar lugar a una

enfermedad activa (Figura 6).
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Figura 6. Esquema de los eventos posibles ante una infeccion por M.
tuberculosis. Se estima que la enfermedad aguda se desarrolla en el 10-30%
de los casos de exposicion directa a la TB, mientras que el 70-90% de los
casos de exposicion, la bacteria permanece latente. De estos casos, solo el
10% desarrolla la enfermedad. Sin embargo, no hay manera de saber con
certeza qué porcentaje de la poblacion que se expone a la TB no se infecta,
pues esta aproximacion se obtiene a partir de los casos en donde no hay
respuesta celular aparente (Kauffmann y col., 2002).

[1.8 Respuesta Inmune Innata ala TB

Después de la entrada del bacilo a las vias respiratorias, se desencadenan una
serie de eventos que constituyen la activacién de la respuesta inmune innata
(Flynn y col., 2001; Kauffmann y col., 2002; Schluger y col., 1998). Estos
consisten en la activacion de células fagociticas y células presentadoras de
antigenos (CPA), que se encuentran distribuidas en la mucosa respiratoria. La
funcion de estas células es impedir el crecimiento bacteriano a través de la
fagocitosis, la secrecidén de citocinas pro-inflamatorias, y el procesamiento y
presentacion de antigenos, que resulta en la activacién de la respuesta inmune
adquirida, la cual es instrumentada por los linfocitos T. Las células dendriticas y

los macréfagos, importantes células de la respuesta inmune innata, poseen
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moléculas de superficie que intervienen en el reconocimiento molecular de las
micobacterias y en la activacion de células T. Los principales receptores que
intervienen en dicho reconocimiento pertenecen a la familia de los receptores
tipo Toll (TLR’s), los receptores de complemento CR1, CR3, CR4, los
receptores para proteinas surfactantes, receptores tipo “scavenger”’, y otros
como el receptor de manosa, que reconocen carbohidratos (Flynn y col.,
2001). Una vez que las células fagociticas reconocen a las micobacterias, el
proceso de fagocitosis comienza; las bacterias son internalizadas en
fagosomas que se forman a partir de la fusion de membranas, lo que puede
conllevar a la eliminacion de la micobacteria a través de los mecanismos

efectores como la produccion de 6xido nitrico (NO).

[1.9 Produccion de radicales libres de nitrégeno (RLN) por macroéfagos.

Los macréfagos pueden ser activados por estimulos tanto endégenos, como
exdgenos, para generar NO y otros RLN's (lles y col., 2002; MacMicking y col.,
1997; Lowenstein y col., 2004), cuya funcién es eliminar a los microorganismos
que han sido fagocitados. Las células en reposo no expresan iNOS, que es la
enzima citosoélica que sintetiza NO, NO; y HNO; a partir del amino acido L-
arginina. Pero, cuando uno o mas estimulos interaccionan con receptores
celulares como los TLR’s, se promueve la activacion de cascadas de
sefalizacion que desembocan en la transcripcion, traduccion y ensamblaje de
esta enzima (Figura 7).

Muchos compuestos de bacterias y hongos pueden activar estas rutas, y por
ende, la produccion de NO. Uno de éstos es el lipopolisacarido (LPS), un

componente de la pared celular de bacterias Gram-negativas (Lowenstein y
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col., 2004). La via por la cual el LPS induce la produccion de NO ha sido
ampliamente estudiada. Cuando el LPS es liberado al medio extracelular, se
une a la proteina de unién a LPS presente en plasma y otros fluidos corporales,
que funciona como un acarreador hacia el receptor de membrana de alta
afinidad, CD14. El LPS se une al CD14 y se forma el complejo CD14/LPS,
entonces el Receptor Tipo Toll 4 (TLR-4), junto con la proteina MD-2,
interaccionan con dicho complejo, provocando la activacién de una amplia
gama de moléculas de sefializacién intracelular. Entre éstas, se encuentran la
proteina adaptadora MyD88, las cinasas IRAK-TRAF-6, MAPK y JUN, y los
factores de transcripcion NF-kB y AP-1, cuya expresion es esencial para la
sintesis de NO (Fig. 7).

Las citocinas pro-inflamatorias secretadas por células del sistema inmune,
como TNF- q, IL-1B e interferon gamma (IFN-y), también activan la produccién
de NO (Lowenstein y col., 2004). La via de activacion de iNOS inducida por
IFN-y depende de los receptores de membrana IFNR1 y 2 (Receptor para
interferébn 1 y 2). Cuando IFN-y se une a éstos, la ruta de las cinasas JAK y
STAT-1 son activadas y se induce la expresion del IRF-1 (factor de respuesta a
interferén-1), un factor que regula la transcripcién del gen Nos2.

La convergencia de las rutas dependientes de LPS e IFN-y sugiere que
dichas moléculas pueden actuar de manera sinérgica para estimular la
produccion de NO (Lowenstein y col., 2004). Asimismo, la sefalizacion cruzada
entre las cascadas asociadas con distintos receptores celulares puede hacer
que la actividad de receptores aparentemente no relacionados con la induccién
de iINOS contribuya en la produccion de NO de manera indirecta. Por ejemplo,

la proteina MD2, normalmente asociada con TLR-4, puede jugar un papel
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importante en la activaciéon de iNOS al asociarse con TLR-2. Otros factores que
pueden contribuir a la expresion de iINOS son el factor inducible por hipoxia-1 'y
Stat1-a, que se expresan en situaciones de estrés celular (Lowenstein y col,,
2004).

La regulacion de la actividad de iNOS también se da a nivel post-
transcripcional y post-traduccional (Lowenstein y col., 2004). Por ejemplo, la
estabilidad de los transcritos depende de la presencia de la proteina HuR, que
se une a regiones ricas en secuencias de tipo AUUUA ubicadas hacia el
extremo 3’ de los mMRNA, evitando la degradacién de los mismos y asegurando
su traduccion. Asimismo, se han descrito proteinas como la NAP110 (proteina
de 110 kDa asociada a NOS2), que regulan negativamente la actividad de
iINOS al interactuar con los monémeros e inhibir la homodimerizacion de iINOS,
pues esta enzima solo es capaz de sintetizar RLN’s cuando se encuentra en su

forma dimérica.

Figura 7. Las cascadas de sefalizacion intracelular que activan la sintesis de
NO responden a estimulos enddgenos y exégenos. Entre éstas se incluyen las
dependientes de receptores como los TLR’s e IFNR1 y 2, que activan diversas
moléculas como IRAK, MAPK, NF-kB y AP-1 induciendo la transcripcion,
traduccién y ensamblaje de INOS (Lowenstein y col., 2004).
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En un pH neutro-alcalino como el del citosol, el NO tiende a transformarse en
compuestos mas estables, como los nitritos (MacMicking y col., 1997;
Lowenstein y col., 2004). Estos compuestos estables son transportados por la
proteina NRAMP hacia el fagolisosoma. Una vez en la vesicula, el pH acido de
la misma genera que éstos regresen a su forma inestable y reactiva, y
produzcan estrés oxidativo que afecta proteinas, lipidos y DNA. Por ejemplo, se
ha demostrado que el NO induce rompimientos de DNA de doble cadena,
modifica residuos de cisteina en proteinas, bloquea procesos metabdlicos, e
inactiva enzimas que presentan cluster de [4Fe-4S], muchas de las cuales
participan en el metabolismo del hierro. El NO también inhibe la actividad de la
enzima ribonucleétido-reductasa, que participa en la sintesis de acidos
nucleicos, y posiblemente ataca las proteinas que contienen motivos de zinc
(Lowenstein y col., 2004).

En modelos de raton, los RLN’s juegan un papel crucial para el control de la
TB (Chan y col.,1995; Scanga y col., 2001; MacMicking y col., 1997). A partir
de diversos estudios, se ha demostrado que el uso de inhibidores de iINOS in
vivo aumenta significativamente la mortalidad, y que la ausencia del gen que
codifica para la iINOS (Nos2) en ratones transgénicos infectados con M.
tuberculosis genera una enfermedad fulminante. El papel que juega el NO en el
control de la TB humana es controversial, pues no ha sido posible construir un
modelo humano que sea consistente en la produccién de NO, con el que se
demuestre que el NO confiere proteccion contra M. tuberculosis (Chan y col.,
2001). Sin embargo, hay estudios indirectos que sugieren que el NO participa
en el control de la enfermedad en humanos; por ejemplo, se ha demostrado un

incremento en la produccion de NO por macrofagos alveolares en tejidos de
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individuos humanos infectados con M. tuberculosis (Rich y col., 1997).
Asimismo, hay también estudios epidemiolégicos que muestran como algunos
polimorfismos en proteinas relacionadas con el metabolismo de NO, como
NRAMP vy el receptor de vitamina D (VDR), se correlacionan con una mayor
susceptibilidad a la enfermedad en algunas poblaciones humanas (Bellamy y
col., 1998). Por lo tanto, es probable que el NO sea un factor que contribuye en

el control de la TB humana (Chan y col., 2001).

[1.10 Respuesta Inmune Adquirida a la TB

En la respuesta inmune adquirida en contra de M. tuberculosis participan
tanto linfocitos B como T (Flynn y col., 2001; Kauffmann y col., 2002; Schluger
y col., 1998). Los linfocitos B se encargan de secretar anticuerpos especificos
contra las moléculas antigénicas de origen micobacteriano, lo que podria
resultar en la amplificacion de la respuesta innata.

La respuesta inmune mediada por los linfocitos T es la mas importante; en
ésta participan tanto los linfocitos CD4+ como los CD8+. Los linfocitos CD4+
juegan un papel fundamental en la defensa en contra de la bacteria (Kauffmann
y col., 2002), pues su funcidn es reconocer antigenos presentados en
moléculas del CMH-II de CPA’s, y secretar citocinas pro-inflamatorias para
reclutar y activar las funciones de distintos tipos de células del sistema inmune
innato. Desde las observaciones de Mosmann, se reconocen dos tipos de
linfocitos CD4+, que son los Th1y Th2 (Mosmann y Sad, 1997). Los primeros,
son productores de citocinas pro-inflamatorias como son la interleucina-2 y el
INF-y, lo que resulta en la amplificacion de la respuesta linfocitaria, y la

capacidad bactericida del macrofago, respectivamente. Estas células tienen un
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efecto inmunoprotector en contra de las micobacterias. Por otro lado, estan los
linfocitos CD4+ Th2, los cuales secretan IL-4 e IL-6, que por sus efectos anti-
inflamatorios, generan un microambiente permisivo para la supervivencia del
bacilo (Flynn y col., 2001). En cuanto a la funcién de los linfocitos T CD8+,
éstos se encargan de inducir apoptosis o lisis en células que han sido
infectadas, ademas de secretar IFN-y. Dicha actividad citotoxica es mediada
por el reconocimiento de antigenos presentados en moléculas de CMH-I de
distintas células infectadas, lo que promueve la secrecion de proteinas liticas
como TIA-1, perforina, granzima y granulisina (Figura 8; Kauffmann y col.,

2002).
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Figura 8. La infeccion con M. tuberculosis activa células de la respuesta inmune
innata y adaptativa, cuyos mecanismos efectores pueden llevar a la eliminacion
de la bacteria (Kauffmann y col., 2002).

Existen otros linfocitos cuya participacion en el control de la enfermedad es
importante; éstos estan restringidos al reconocimiento de antigenos lipidicos

presentados en el contexto de moléculas de clase CD1, las cuales son

expresadas unicamente en macrofagos y células dendriticas (Flynn y col.,

32



2001). Dicho procesamiento y presentacién se da, al menos en parte, a partir
del fendbmeno de crosspriming o presentacion cruzada. En éste, los cuerpos
apoptoticos o exosomas provenientes de células infectadas, que contienen
antigenos lipidicos micobacterianos, son liberados al espacio extracelular para
ser fagocitados por células dendriticas 0 macrofagos para su procesamiento y
presentacion via CD1 a linfocitos T. Otra posibilidad es que los lipidos
secretados sean captados y presentados directamente por moléculas CD1,
aunque esto no se ha demostrado hasta ahora.

Por otro lado, también estan los linfocitos T con receptores para antigeno de
tipo y/®, que reconocen antigenos inusuales como fosfoligandos, cuya
presentacion es independiente de moléculas especializadas para la
presentacion de antigenos del tipo CMH-I, CMH-Il y CD1 (Kauffmann y col.,

2002).

11.10.1 El Granuloma

La interaccién temprana que hay entre M. tuberculosis y el sistema inmune
innato, resulta crucial para contender con la infeccion por esta bacteria (Flynn y
col., 2001). Cuando las micobacterias se diseminan en el tejido pulmonar,
entran en contacto con distintas células, como macréfagos y dendriticas, que al
ser estimuladas desencadenan una respuesta pro-inflamatoria que se
caracteriza por una reaccion granulomatosa (Flynn y col., 2001; Pérez y col.,
2003). Los granulomas son estructuras nodulares cuya funcion es aislar al
agente infeccioso; se componen principalmente de macrofagos, células
gigantes de Langhans, linfocitos T y fibroblastos en las fases cronicas. Los

granulomas poseen un centro necroético caseoso, que se origina a partir de la
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lisis de células y de tejido extracelular (Pérez y col., 2003). La muerte celular
que ocurre en la necrosis caseosa resulta de la accién de linfocitos T
citotdoxicos, aunque también se ha demostrado que la bacteria promueve la
expresion de enzimas liticas como gelatinasas, y que algunos compuestos
micobacterianos inducen muerte celular.

La formacién del granuloma se debe al reclutamiento de diversas células
inflamatorias (Pérez y col., 2003). Primero, los neutrofilos migran hacia el sitio
de infeccidn, seguidos por monocitos que se diferencian a macréfagos hacia el
segundo y tercer dia. Aproximadamente, para el noveno dia, se forman
granulomas maduros compuestos por macrofagos epitelioides rodeados por
células gigantes de Langhans; estas células se originan a partir de la fusion de
varios macrofagos epitelioides, que resulta en la formacién de células gigantes
multinucleadas con nucleos en forma de herradura que se localizan hacia la
periferia. La adhesion intercelular en el granuloma es mediada por la presencia
de receptores como ICAM-1 y de otras moléculas como integrinas, cuya
expresion es regulada positivamente por moléculas de origen micobacteriano,
como el LAM (Pérez y col, 2003). De la misma manera, las células de
Langhans generan una matriz extracelular rica en proteinas como fibronectina
que provee un sistema de anclaje para las distintas células que componen el

granuloma.

[1.11 Evasidén a la Respuesta Inmune por M. tuberculosis

Una caracteristica particular de M. tuberculosis es su habilidad para
permanecer en el organismo, a pesar de la fuerte respuesta inmune que se

desencadena en su contra (Colakoglu, 2004; Flynn y col., 2003); esto sugiere el

34



desarrollo de mecanismos de evasion o de modulacidn negativa de la
respuesta inmune del hospedero. Dichos mecanismos se clasifican en dos
grupos principales: 1) evasion o regulacién negativa de la respuesta inmune
innata, por ejemplo, inhibicion de la maduracion y fusidén fago-lisosomal y del
procesamiento y presentacion de antigeno y 2) evasion o modulacién negativa
de la respuesta inmune adaptativa, como es la inhibicion de la respuesta
mediada por células T (por ejemplo, la inhibicién de la secrecion de citocinas
pro-inflamatorias mediada por linfocitos CD4+ de ayuda).

En diversos trabajos se ha demostrado que la modulacién negativa de la
respuesta inmune durante la infeccion activa es orquestada por una amplia
gama de compuestos micobacterianos, que inhiben varias de las funciones
efectoras de las células inmunes (Colakoglu, 2004; Flynn y col., 2003). Por
ejemplo, el amonio y algunos sulfatidos derivados de glicolipidos producidos
por la bacteria funcionan como agentes inhibidores de la fusion fago-lisosomal,
pues alcalinizan el medio interno de las vesiculas e impiden su maduracion.
Reciente se ha demostrado la exclusion de la ATPasa proton-adenosina
trifosfatasa en fagosomas que contienen micobacterias; este complejo
enzimatico es responsable de la acidificacion del medio intra-fagosomal, por lo
que su ausencia impide la posterior destruccion de la bacteria. Se ha propuesto
que la ausencia del complejo puede deberse a que es removido rapidamente
del fagosoma, o bien, porque la fusion de fagosomas micobacterianos con
vesiculas que contienen el complejo enzimatico anclado a la membrana es
impedida por algun mecanismo aun no descrito (Flynn y col., 2003).

De la misma manera, se ha demostrado que en el fagosoma que contiene

micobacterias ocurre un bloqueo en la conversion de los marcadores Rab5 a
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Rab7, que se asocia a la permanencia de Rab14 y Rab22 en la membrana (Via
y col., 1997). Dicha conversidn es un proceso indispensable para la
maduracién de las vesiculas fagociticas. Asimismo, Rab14 es una proteina
GTPasa que funciona como marcador temprano de la maduracion lisosomal y
cumple una funcion antagoénica a la ATPasa proton-adenosina trifosfatasa, ya
que su presencia promueve la permanencia de las vesiculas en estado
inmaduro e impide la fusion fagolisosomal (Flynn y col., 2003).

Las micobacterias tienen mecanismos de proteccion contra el estrés
oxidativo inducido por RNL’s (Lowenstein y col., 2004). El NO promueve la
expresion de los genes SoxR, OxyR, que son factores de transcripcion que al
interactuar con cofactores de hierro, inducen la expresion de genes de
proteinas detoxificadoras que protegen a la bacteria; algunas de estas
proteinas, como las flavo-hemoglobinas y la AHP (alquil-hidroperdoxido
reductasas), actuan como trampa de peroxinitritos y los inactivan.

Por otro lado, se han propuesto varios mecanismos de la micobacteria que
bloquean el procesamiento y presentacion de antigenos, entre los cuales se
incluye el secuestro intracelular de moléculas de CMH-II, la reduccion en la
expresion de activadores de CMH-II, como el transactivador Clase Il, y la
inhibicién de la secrecion de citocinas estimuladoras del proceso como el IFN-
y (Flynn y col., 2003). Asimismo, se ha encontrado que el PPD favorece la
expresion del TGF-B, el cual inhibe la respuesta inmune, puesto que es un

regulador negativo de la expresion de IFN-y y de TNF-a (Flynn y col., 2003).
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ll. JUSTIFICACION

Para poder desarrollar estrategias potencialmente exitosas para el control y
erradicacion de la TB se requiere, entre otras cosas, conocer los mecanismos
que el bacilo despliega para regular negativamente la respuesta inmune del
individuo infectado. Aun cuando se han identificado algunos mecanismos de
evasion al sistema inmune que posee M. tuberculosis, como la inhibicion de
respuesta celular T (por ejemplo, inhibicion de la secrecion liberacion de
citocinas pro-inflamatorias) y la inhibicion de la maduracion fagolisosomal, se
prevé que existen muchos otros que en conjunto podrian explicar la
extraordinaria capacidad de esta bacteria para colonizar con éxito diferentes
tejidos del hospedero. EI macréfago es una célula altamente equipada para
contender con patégenos, que como estrategia de eliminaciéon de los mismos,
produce NO. EI NO genera estrés oxidativo que afecta proteinas, lipidos y
DNA, y que conlleva finalmente a la eliminacion de las bacterias; es probable
que el NO es un factor que contribuye en el control de la TB humana. Un
campo poco explorado es el que concierne estudiar los mecanismos a través
de los cuales se bloquean las actividades bactericidas del macréfago por
micobacterias, incluyendo la produccién de radicales libres de nitrégeno. En
esta tesis se analizan los efectos que algunas moléculas micobacterianas
tienen sobre la produccion de oxido nitrico, un gas altamente letal para muchos

patdgenos.
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IV. HIPOTESIS

Los glicolipidos DAT /TAT y la glicolipoproteina de 19 kDa (LpgH) son
inhibidores de la respuesta inmune innata anti-micobacteriana, al disminuir la

sintesis de NO por el macréfago.

V. OBJETIVO

Estudiar in vitro el efecto de los glicolipidos DAT y TAT, y de LpgH sobre la

produccion de 6xido nitrico por macrofagos.

VI. OBJETIVOS PARTICULARES

* Obtencidn de los glicolipidos TAT y DAT.

* Obtencién de paredes micobacterianas enriquecidas en LpqgH.

e Cultivo de macrofagos y estimulacion en la produccion de nitritos por
tratamiento con lipopolisacarido (LPS) e Interferén gamma (IFN-y).

* Analisis del efecto del TAT, DAT y de LpgH sobre la produccion de NO
por macréfagos.

* Analisis de la traduccion de iNOS.

e Analisis de la viabilidad celular.
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VII. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia seguida en este estudio se esquematiza en la siguiente figura:

2) OBTENCION Y CULTIVO 3) CULTIVO DE M.
1) CULTIVO DE M. fortuitum DE MACROFAGOS DE smegmatis NATIVA Y
MEDULA OSEA DE RATON TRANSFORMADA CON LpgH

O DE LA LiNEA RAW 264. 7

v

[ PURIFICACION DE D OBTENCION DE LAS

GLICOLIPIDOS POR PAREDES
CROMATOGRAFIAS DE MICOBACTERIANAS

L ADSORCION y

( )
CONFIRMACION DE IDENTIFICACION DE LpqH

IDENTIDAD DEL TAT Y DAT POR SDS-PAGE /
POR INMUNOBLOT
L CCF J

v

ESTIMULACION DE
CELULAS CON LPS Y/O
IFN- .

CO-INCUBACION CON DAT,
TAT O CON LAS PAREDES
MICOBACTERIANAS
(NATIVA O ENRIQUECIDA
CON LPQH)

&
~ . ) 4 1 )

4) CUANTIFICACION DE 6) ANALISIS DE
NITRITOS VIABILIDAD CELULAR CON
POR REACCION DE GRIESS ANEXINA V/ IP/ 7-AAD, POR
\. J CITOMETRIA DE FLUJO Y
+ MICROSCOPIA DE
FLUORESCENCIA
( )

5) ANALISIS DE LA
EXPRESION DE iNOS POR
INMUNOBLOT
. J
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VIil. METODOS

VIII. 1 Obtencién de glicolipidos TAT y DAT

Para la obtencion de DAT y TAT, se utilizé la cepa M. fortuitum, pues es una
bacteria de rapido crecimiento y baja virulencia que produce DAT y TAT con
estructura semejante a los de M. tuberculosis, y que permite un manejo facil en
el laboratorio (Saavedra y col., 2006). Dicha cepa se cultivd en medio Sauton a
37° C por dos semanas; después, se inactivaron las bacterias por autoclave y
se obtuvieron los cuerpos celulares por filtracién. Los glicolipidos totales fueron
extraidos incubando los cuerpos celulares con solventes organicos
(metanol/cloroformo  2:1 vol/vol por cuatro dias y después con
cloroformo/metanol 2:1, a 37° C por una hora); posteriormente, se realizé un
lavado de Folch y se elimind la fase acuosa. El extracto obtenido se fraccioné
secuencialmente por columnas de cromatografia de adsorcion en Florisil o gel
de silica, que fueron lavadas con solventes de polaridad creciente.
Posteriormente, los lipidos fueron purificados por cromatografias de capa fina
preparativas y por columnas de cromatografia de adsorcion en gel de silica
empacadas comercialmente, siguiendo métodos previamente reportados

(Lépez Marin y col., 2003).

VIIl. 2 Analisis de los lipidos extraidos.

Para determinar la presencia de los lipidos glicosilados de interés para este
estudio, las fracciones fueron analizadas por cromatografia en capa fina (CCF)
y reveladas a 110°C con antrona al 2 % en &cido sulfurico, y su identidad fue

confirmada por el factor de retencién (Rf) en CCF (Saavedra y col., 2006).
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Finalmente, se descartd la contaminacion por endotoxinas, mediante la prueba

de coagulacion de lisado de amoebocitos de Limulus.
VIIIl. 3 Obtencion de paredes micobacterianas enriquecidas en LpgH

Dada la dificultad de purificacion de la LpgH, para analizar el efecto de dicha
glicolipoproteina sobre la produccién de NO, se decidié utilizar paredes
micobacterianas completas enriquecidas con la LpgH. Para la obtencién de las
paredes micobacterianas, se utilizaron dos cepas de M. smegmatis (mc?155);
una nativa (como control, pues naturalmente M.smegmatis no expresa LpqH), y
otra transformada para expresar la glicolipoproteina de 19-kDa de M.
tuberculosis (LpgH). Dicha cepa fue transformada con el plasmido p16R1 que
contiene un fragmento Smal de 1.8-kb que codifica el gen estructural de LpgH
de M. tuberculosis (Donadas por Y. Zhang, MCR Tuberculosis and Related
Infections Unit, Hammersmith Hospital, Londres, Inglaterra). Ambas cepas
fueron cultivadas a 37°C en medio Middlebrook 7H9 por tres semanas.
Después, las células fueron colectadas por centrifugaciéon y lavadas con PBS
frio (10mmol/L), para sonicarlas en frio a veinte ciclos de 60 segundos y 20
KHz con 50 segundos de descanso entre ciclos. La concentracion total de
proteinas en los sonicados fue determinada por Lowry y posteriormente, las
proteinas totales fueron separadas por SDS—-PAGE al 15%, cargando 15 pg de
proteinas totales por pozo. Enseguida, las proteinas fueron transferidas a una
membrana de nitrocelulosa, y para comprobar la presencia de LpgH en la
pared de M. smegmatis transformada, se realizé un inmuno-blot, utilizando un
anticuerpo monoclonal contra LpgH (1:1000), incubando toda la noche. Para

visualizar las bandas de proteina, la membrana fue incubada con el anticuerpo
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secundario acoplado a peroxidasa por una hora, y revelada por
quimioluminiscencia o con diaminobencidina (DAB). Por ultimo, se descarto la
contaminacién de los sonicados por endotoxinas, mediante la prueba de

coagulacion de lisado de amoebocitos de Limulus.
VIII. 4. Obtencion y cultivo de macréfagos

La linea celular de macréfagos de raton RAW 264. 7 (ATCC) fue cultivada a
37° Cy 5% CO;en frascos de 75 cm? con medio RPMI suplementado con 1 %
de suero fetal bovino (SFB), 1% de aminoacidos no esenciales, 1% de
antibiodtico/ antimicoético, 1% de L-glutamina y 1% de piruvato de sodio (de una
solucién stock 100 X, en todos los casos). Las células fueron cosechadas
mecanicamente antes de llegar a confluencia. Para obtener macréfagos
derivados de médula 6sea (MDMO), se extrajeron los fémures y tibias de
ratones hembra Balb/CJ, de 5-11 semanas de edad y se extrajo la médula
Osea; las células progenitoras inmaduras fueron colectadas en medio DMEM
con 10% de FBS, 10% de suero de caballo y 10% de factor estimulante de
colonias (Coligan y col., 1996). Después, las células se incubaron por ocho
dias para promover su diferenciacion, y los macrofagos fueron seleccionados
mediante adherencia y cosechados mecanicamente.

VIII. 5. Cuantificacién de nitritos en macréfagos tratados con lipopolisacarido
(LPS) e Interferon gamma (IFN-y)

Las células (RAW 264.7 6 MDMO) fueron sembradas a una densidad de 2 x
10° 6 1x10°, en cajas de 96 6 12 pozos con medio DMEM suplementado con
1% de SFB, y se incubaron a 37°C y 5% CO,; una vez adheridas, se cambio el

medio. Con el fin de promover la produccion de oxido nitrico, las células fueron
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tratadas con LPS de E.coli B55:05 (500ng/ml), con IFN-y recombinante de
raton (250ng /ml), o con ambos por 48 horas. Como control positivo de la
inhibicion en la produccion de NO, algunos pozos se trataron con el inhibidor
especifico de la iINOS, L-NIL (N-iminoetil-L-lisina, 100uM), co-incubando LPS
y/o IFN-y por 48 horas. Después de las 48 horas de incubacion, se colectaron
los sobrenadantes y la produccion de NO fue determinada por la reaccion
colorimétrica de Griess, y la placa fue leida por espectrofotometria a 540nm
(Hirvonen y col., 1997).

VIII. 6 Analisis del efecto del TAT, DAT y de LpgH sobre la produccién de NO
por macrofagos.

Para los ensayos con DAT y TAT, los glicolipidos se disolvieron en hexano-
etanol (1:1, vol/vol), y se depositaron 40, 60 u 80ug por pozo en cajas de
cultivo de 96 6 12 pozos. El solvente se dej6 evaporar bajo condiciones
estériles, con luz UV durante 2 horas. Una vez evaporado, se sembraron 2x 10°
6 1x10° células por pozo. Posteriormente, se incubaron las células
simultdneamente con los glicolipidos y con LPS o IFN-y, estimulando por 48
horas, como se ha descrito anteriormente. Como controles, se usaron células
en pozos tratados o no con solvente, 6 células estimuladas con LPS y/o IFN-y
en pozos sin lipidos o con L-NIL.

Para los ensayos con LpgH, las células fueron sembradas en placas de
cultivo y se incubaron con 50 6 100ug de pared de M. smegmatis transformada
para expresar LpgH, co-estimulando con LPS y/o IFN-y. Como controles, se
usaron células tratadas con 100ug de M smegmatis nativa con LPS y/o IFN-y,

células estimuladas con LPS y/o IFN-y en pozos sin pared micobacteriana, y
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células con LPS y/o IFN-y con L-NIL. Después de las 48 horas de incubacion,

se colectaron los sobrenadantes y se cuantifico la produccion de NO.

VIIIl. 7 Andlisis de la traduccidon de iINOS

Después de 48 horas de tratamiento, las células fueron lavadas con PBS frio y
tratadas con 100pl de buffer de lisis RIPA (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 5 mM
EDTA, 1% Nonidet P-40, Deoxicolato de Na 0.5%, SDS 0.1%), con 2uL PMSF
(fenilmetansulfonil-fluoruro, 100X), y con 4ul de CIP (coctel de inhibidores de
proteasas, 40X). Luego, fueron cosechadas mecanicamente y se agitaron con
vortex por 15 min para promover la lisis celular; enseguida, se incubaron en
hielo 20 min y fueron centrifugadas a 14,000 g, a 4°C por 15 min. Los
sobrenadantes fueron colectados y la concentracion total de proteinas en las
muestras fue determinada por el método de Lowry. Posteriormente, las
proteinas totales fueron resueltas por SDS—-PAGE al 7.5%, cargando 100ug por
pozo, y transferidas a una membrana de PVDF; para comprobar la presencia
de iNOS, se realiza un inmuno-blot. La membrana se bloqueé en BSA
(albumina bovina de suero) al 5% en PBS toda la noche, se lavo tres veces con
PBS-Tween y se incubd con un anticuerpo monoclonal a-iNOS (1:5,000) toda la
noche a 4°C. Después, la membrana fue incubada con el anticuerpo
secundario por una hora, y revelada por quimioluminiscencia o con DAB
(Hirvonen y col., 1997). Como control de carga, se us6 un anticuerpo en contra
de B -tubulina (1:2000), re-incubando la membrana previamente revelada para

iINOS.
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VIII. 8 Analisis de la viabilidad celular: determinacion de necrosis y/o apoptosis.

Las células fueron sembradas a una densidad de 1x10° 6 2x10° con los
tratamientos correspondientes, en placas de cultivo de baja adherencia de 24
pozos con o sin vidrios de reloj. Como control positivo de muerte celular se
trataron algunos pozos con estaurosporina, un potente inhibidor de cinasas que
funciona como inductor de apoptosis (43uM), por 24 horas. Posteriormente, las
células fueron marcadas con los colorantes indicadores de apoptosis/necrosis:
Anexina V-FITC (5ul), yoduro de propidio (IP; 10ul) o 7-aminoactinomicina D
(7-AAD; 4pl), y se analizaron por microscopia de fluorescencia y/o citometria de
flujo (Szepietowski y col., 2002; Philpott y col., 1996). Para la microscopia de
fluorescencia, los vidrios de reloj con las células adheridas fueron lavados con
buffer de incubacion (NaCl 0.818 g, CaCl, 0.0275 g y HEPES 0.2383 g en 100
ml de HyO) y se colocaron en una camara humeda. Después, las células se
incubaron con yoduro de propidio y Anexina V-FITC por 15 min en la
oscuridad, se lavaron nuevamente y se fijaron con paraformaldehido al 1% en
buffer de incubacion. Posteriormente, los vidrios se dejaron secar y se
montaron en portaobjetos con medio DAKO, que protege la senal fluorescente;
una vez que se han secado las laminillas, se almacenaron a 4° C, en la
oscuridad para su posterior observacién en el microscopio.

Para el andlisis por citometria de flujo, las células fueron cosechadas de los
pozos de baja adherencia y lavadas por centrifugaciéon con el buffer de
incubacion. Después, fueron resuspendidas y se incubaron con Anexina V-
FITC por 15 min Nuevamente, se lavaron las células y se les agregd 7-AAD.
Finalmente, las muestras fueron analizadas inmediatamente en el citdmetro de

flujo FACScan (BD, Biosciences).
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IX. RESULTADOS

IX. 1 Purificacion de lipidos.

Para obtener fracciones enriquecidas con TAT o DAT a partir del extracto
lipidico total, se eligi6 una cromatografia de adsorcion en fase normal, que
separa componentes con base en su polaridad. EI TAT se obtuvo al lavar con
solvente de 5-10% cloroformo/metanol, mientras que el DAT se obtuvo con 15-
20% cloroformo/metanol. Para visualizar dichas fracciones, se realizaron placas
de cromatografia de capa fina (CCF) que se eluyeron en cloroformo/metanol,
9:1, vol/vol para el TAT y, 8:2, vol/vol para el DAT.

En la Figura 1 se observan las fracciones enriquecidas en TAT (A) y DAT
(B) obtenidas a partir de una columna de cromatografia de lipidos totales de M.
fortuitum. Las fracciones tenian una cantidad considerable de grasas que

posteriormente fueron eliminadas mediante otras técnicas de purificacion.

A B

Figura 1. Obtencion de TAT (A) y DAT (B). Cromatografia en capa fina de
fracciones obtenidas a partir de un extracto total lipidico de M. fortuitum. Los
recuadros rojos indican los glicolipidos de interés para el presente trabajo.
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En la Figura 2 se observa una CCF con los glicolipidos purificados mediante
precipitaciones selectivas, CCF preparativas y en columnas de cromatografia
de fase reversa y normal. En las columnas de fase normal, el TAT se obtuvo
con 3-5% cloroformo/metanol, mientras que el DAT se obtuvo con solventes de
10-12.5% cloroformo/metanol. A partir de este punto, el grado de pureza de
ambos glicolipidos es alto, pues las grasas y otros compuestos han sido
practicamente eliminados. Para visualizar el TAT y DAT, la CCF se corrid

utilizando cloroformo/metanol (8:2, vol/vol).

TAT DAT
Figura 2. Purificacién de DAT y TAT. CCF de los lipidos purificados mediante
distintas técnicas. A partir de este grado de pureza, ambos compuestos pueden
utilizarse para hacer los ensayos biolégicos.

Finalmente, una fraccion del lote total de cada lipido fue analizada para
determinar la contaminacién por endotoxinas, mediante la prueba de

coagulacion del lisado de amoebocitos de Limulus. Todas las muestran fueron

negativas, pues la concentracién de endotoxinas detectable fue menor a 2A/ml.
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IX. 2 Obtencion de la pared micobacteriana enriquecida en LpgH.

Para confirmar la presencia de LpgH en la pared de M. smegmatis
transformada con el plasmido p16R1 (que contiene el gen de la LpgH de M.
tuberculosis), se llevoé a cabo un inmuno-blot con un anticuerpo monoclonal de
ratén en contra de LpgH y con un anticuerpo secundario anti-IlgG marcado con
peroxidasa. Al revelar la membrana por quimioluminiscencia o con
diaminobencidina, se detecté una banda de 19 kDa que corresponde a LpgH
(Fig. 3), no observandose bandas reactivas en la pared de M. smegmatis

nativa.

kDa

75
50

20

15
10

P.M. N T

Figura 3. Inmuno-blot de la pared de M. smegmatis nativa y transformada. La
membrana de PVDF fue incubada con un anticuerpo monoclonal anti-LpqH y
revelada con DAB. Se observa una banda reactiva que corresponde al peso
de19 kDa en la pared de M. smegmatis transformada, pero no en la pared de la
bacteria nativa. P.M., pesos moleculares; N, M. smegmatis nativa; T, M.
smegmatis transformada.
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IX. 3 Curvas de estandarizaciéon para la produccion de oOxido nitrico por
activacién de macrofagos J774 y RAW 264.7

Para determinar la concentracion de LPS/ IFN-y que se requeria para generar
una optima produccién de NO, se realizaron curvas de activacion utilizando
células J774. Los resultados obtenidos fueron posteriormente extrapolados a la
activacion de macrofagos de médula 6sea y a la linea celular RAW 264.7. En
un principio, las pruebas se hicieron usando la linea celular J774, pues se ha
reportado que éstas generan cantidades considerables de NO al ser
estimuladas (Singh y col., 2005); no obstante, dichas células dejaron de
producir NO, pues tienden a hiperactivarse facilmente y dejar de funcionar para
estos fines. Por lo tanto, se adquiri6 de manera posterior la linea celular RAW
264.7, que es mas eficiente en la produccion de NO (Hirvonen y col., 1997).
Primero, se prob6é la activacion celular estimulando con IFN-y en
concentraciones crecientes en unidades, pues asi es como la mayoria de los
articulos consultados reportaban su uso (Singh y col., 2005); sin embargo, al
observar un minimo efecto en la activacion de la produccién de NO, se traté
con cantidades crecientes en nanogramos.

En las curvas de estandarizacion, se estimularon 2 x 10° células con
diferentes concentraciones de LPS y/o IFN-y, a 6, 12, 24, 48 y 72 horas. Para
la activacion con LPS, se probaron concentraciones de 1 ng/ml hasta 20 ug/ml,
mientras que para el IFN-y, se probaron concentraciones en un rango de
unidades, hasta microgramos (3 U/ml hasta 1 ug/ml). Al transcurrir los tiempos
establecidos, los sobrenadantes fueron colectados y se cuantificé la produccion
de NO por la reaccion de Griess. A continuaciéon, se muestra la produccién de

NO en células J774 estimuladas con LPS (Fig. 4). Los datos se extrapolaron de
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una curva patrén con correlacién lineal de R?=0.997. La mayor produccion de

NO se obtuvo al estimular con 500ng/ml de LPS por 48 horas.

50,12
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Figura 4. Producciéon de NO en macréfagos J774. Se trataron 2 x 10° células
con distintos concentraciones de LPS, incubando por 24 y 48 horas. La
cantidad de NO es detectada en los sobrenadantes de cultivo por la reaccién
de Griess. Experimento representativo de tres.

En la Figura 5 se muestran los datos de produccion de NO en células RAW
264.7 estimuladas con LPS y/o IFN-y por 48 horas. Los datos se extrapolaron
de una curva patron con una correlacion lineal de R?=0.9996; la mayor
produccion de NO se obtuvo al usar 500ng/ml de LPS o 250ng/ml de IFN-y. Los
datos obtenidos para otros tiempos menores a 48 horas con las mismas
concentraciones de LPS y/o IFN-y, no dieron una produccion de nitritos

detectables, o las cantidades obtenidas no fueron mayores a los controles

negativos (datos no mostrados).
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Figura 5. Produccion de NO por macréfagos RAW 264.7 tratados con LPS y/o
IFN-y. Se trataron 2 x 10° células con LPS y/o IFN-y (barras azules), ¢ sélo con
IFN-y (barras rosas), en concentraciones crecientes de unidades (U) o
nanogramos (ng), incubando por 48 horas. Experimento representativo de tres;
la cantidad de NO es detectada en los sobrenadantes de cultivo por la reaccién
de Griess.

IX. 4 EI TAT y DAT inhiben la produccion de NO inducida por LPS.

Para analizar el efecto de DAT y TAT sobre la produccion de NO, se realizaron
tres experimentos con macrofagos de medula 6sea de ratones Balb/CJ. En la
Figura 6, se observa que cantidades crecientes de TAT y DAT no alteran la
produccion de NO con respecto al control. Sin embargo, la presencia de DAT y
TAT inhibe de forma dependiente de la concentracion la produccién de NO
inducida por LPS. Al tratar las células con distintas dosis de TAT 6 DAT (40, 60
y/o 80 pg), se observa una reduccion de hasta un 77.3% con TAT y de 53.5 %

con DAT (Tabla 1).
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Figura 6. Inhibicion de la sintesis de NO por TAT y DAT. Se trataron
macrofagos de médula 6sea con DAT o TAT, en la presencia o ausencia de
LPS. A. Experimento representativo con macréfagos de medula ésea, donde se
muestran los valores absolutos en la produccion de NO, observandose un
efecto inhibitorio de ambos glicolipidos. B. Promedio de 3 experimentos
independientes; los datos muestran el porcentaje de inhibicion en la produccion
de NO inducida por LPS (tomado como el 100%), debido al tratamiento con
DAT y TAT; HE, hexano etanol (vehiculo para depésito de lipidos).
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Tabla 1. Porcentaje de inhibicion de la sintesis de NO en macrofagos de
meédula dsea tratados con LPS vy distintas concentraciones de DAT vy TAT.
(Promedio de tres experimentos independientes).

Tratamiento [ug] | % Producciéon de NO | % Inhibicién
DAT 40 + LPS 49.6 = 10.89 50.4
DAT 60 + LPS 471 £ 4.46 52.9
DAT 80 + LPS 46.5 + 10.80 53.5
TAT 40 + LPS 41.3 + 12.65 58.7
TAT 60 + LPS 23.3+11.34 76.7
TAT 80 + LPS 22.7 +6.75 77.3

IX.5 LpgH inhibe la produccién de NO inducida por LPS e IFN-y.

Para evaluar el efecto de la pared de M. smegmatis rica en LpgH sobre la
produccion de NO inducida por LPS o por IFN-y, se realizaron multiples
experimentos con la linea de macrofagos RAW 264.7. En la Figura 7 se
muestra que hay un incremento en la produccion de NO hasta de un 54.1% en
células tratadas con la pared de M. smegmatis nativa, que se atribuye a los
diversos compuestos inductores presentes en la pared de la bacteria nativa. Al
estimular las células con diferentes concentraciones del sonicado de pared
enriquecida con LpgH (50 y 100 pg/ml), no hay una induccion en la produccién
de NO atribuible a la presencia de LpgH, pues la cantidad de NO que se
produce no es mayor a la generada por la pared de la bacteria nativa y no se
observa un efecto aditivo. De la misma manera, la produccion de NO en las
células tratadas con la pared rica en LpgH (sin ser estimuladas con LPS) podria
deberse a diversos compuestos inductores presentes en la pared de la bacteria
nativa.

Al tratar las células simultaneamente con 50 ug de la pared rica en
LpgH y LPS, se observa una inhibicién significativa en la sintesis de NO de

hasta un 84.5%. La pared de la bacteria nativa tiene también un efecto
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inhibitorio en la produccion de NO, pero de un rango menor (37.2%) (Figura 7).

No obstante, para obtener valores de inhibicion en la produccion de NO

atribuibles unicamente a LpgH, se debe restar el valor de inhibicion generado

por la pared de bacteria nativa al porcentaje de inhibicion inducido por LpgH

(Tabla 2).

Tabla 2. Porcentajes de inhibicidon de la sintesis de NO con distintas

concentraciones de pared de M. smegmatis que expresa LpgH, o con pared de

M. smegmatis nativa. Los valores de inhibicion por LpgH se obtuvieron

restando la inhibicién generada por la pared de la M. smegmatis nativa.

Tratamiento [pg] | % Produccién de NO | % Inhibicién
Nativa + LPS 62.8 £+ 5.12 0

50 ug LpgH + LPS 15.5 £ 3.53 47.3

100 ug LpgH + LPS 15.8 £ 3.33 47
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Figura 7. Inhibicién en la producciéon de NO por LpgH en células estimuladas
con LPS. A. Experimento representativo que muestra los valores absolutos en
la produccién de NO, donde se observa el efecto inhibitorio de los sonicados;
B. Promedio de 3 experimentos independientes. Los datos son expresado
como el porcentaje de la inhibiciéon en la de produccién de NO. P.N., Pared de
M. smegmatis nativa.

En el caso de las células tratadas con LpgH y co-estimuladas con IFN-y, se
observa un patrén muy similar de inhibicidon de la sintesis de NO al observado
con LPS (Fig. 8). De manera similar, cuando las células son tratadas con el
sonicado de bacteria nativa, hay también induccién de la sintesis de NO de
hasta un 33.2 %. Al estimular las células con las diferentes dosis del sonicado
enriquecido con LpgH (50 y 100 ug/ml), no hay induccién en la produccién de
NO atribuible a LpgH. No obstante, cuando las células son tratadas
simultdneamente con LpgH e IFN-y, hay una inhibicion significativa de la

sintesis de NO (80.2%), mientras que el sonicado de la bacteria nativa sélo

inhibe un 6.7%. De la misma manera, para obtener los valores de inhibiciéon de
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la produccion de NO inducida por LpgH, es necesario restar la inhibicion

generada por la pared de M. smegmatis nativa.

Tabla 3. Porcentajes de inhibicion de la sintesis de NO con distintas
concentraciones de sonicado de M. smegmatis transformada o nativa, en
células co-estimuladas con IFN-y. Los valores de inhibicion por LpgH se
obtuvieron restando la inhibicion generada por la pared de la M. smegmatis

nativa.
Tratamiento [ug] | % Producciéon de NO | % Inhibicién
Nativa + IFN-y 93.3+1.22 0
50 ug LpgH + IFN-y 23.0 £ 9.98 70.6
100 ug LpgH + IFN-y 19.8 + 17.34 73.5
A
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Figura 8. Inhibicién en la produccion de NO por LpgH en células RAW 264.7
estimuladas con IFN-y. A. Experimento representativo que muestra los valores
absolutos en la produccién de NO, donde se observa el efecto inhibitorio de los
sonicados; B. Promedio de 3 experimentos independientes en el que se
muestra el porcentaje inhibicion en la de produccion de NO. P.N., Pared de M.
smegmatis nativa.

IX.6 LpgH inhibe la produccion de NO, al inhibir la traduccion de iNOS.

Para evaluar si el efecto inhibitorio de la pared de M. smegmatis transformada
con LpgH en la sintesis de NO, se debia a una disminucion en expresion de la
enzima iNOS, se realizé un inmuno-blot para determinar la cantidad de proteina
que se expresaba en las células después de los tratamientos. Después de la
electro-transferencia, la membrana PVDF fue incubada con anticuerpo
monoclonal de raton a-iINOS (1:2000) toda la noche, y revelada por DAB.
Aunque se realizaron varios experimentos, en solo uno de estos se observo el
efecto esperado, pues no se pudo completar la estandarizacion para obtener

las condiciones apropiadas para realizar el blot. En la Figura 9 se muestra el
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inmuno-blot representativo; aunque en éste no fue posible incluir controles de
carga, se puede apreciar que en comparacion con la expresion basal de iINOS
en ceélulas no tratadas, hay un incremento semejante en la densidad de la
banda que corresponde a iINOS en células tratadas con LPS, IFN-y, pared de
M. smegmatis nativa y con LpgH. De manera notable, se observa la ausencia
de INOS en las células que fueron co-incubadas con 100 ug LpgH y con
LPS/IFN-y (500/250 ng). Esta observacion sugiere la capacidad inhibitoria de

LpgH en la expresion de iINOS inducida por LPS e IFN-y.

LPS = + - - + . +
INFg = . + - + . +
LpgH = - - + + - -

Nativa = - - - - + +
I i \
it & ~‘ \ ‘.* " )

Figura 9. Inmuno-blot de las proteinas totales citosdlicas de células RAW 264.
7, después de ser tratadas con las paredes de M. smegmatis transformada y
nativa y con LPS y/o IFN-y. La membrana PVDF fue incubada con anticuerpo
monoclonal de raton a-iINOS (1:2000) toda la noche, y revelada por DAB. Se
realizd un solo experimento.

IX.7 Andlisis de la viabilidad celular en los experimentos de induccioén/inhibicion
de la produccion de NO con LpgH.

Para evaluar si la viabilidad celular se veia afectada, se realizé citometria de
flujo y microscopia de fluorescencia, utilizando como indicador de apoptosis
Anexina-V acoplada a FITC. Asimismo, para evaluar necrosis, se utilizé6 yoduro
de propidio (IP) o 7-AAD. En la Tabla 4, se muestran los resultados obtenidos
expresados en porcentaje de muerte celular para cada tratamiento. Después de

restar la muerte celular basal a cada condicién, y considerando ambos tipos de
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muerte (necrosis y apoptosis), se observa que el tratamiento con LPS genera
un 22 % de muerte celular, mientras que con IFN-y, se observa una mortalidad
celular de 32 %. El tratamiento con la pared de M. smegmatis nativa produce
una mortalidad celular del 46%, mientras que el tratamiento con la pared de M.
smegmatis transformada con LpgH, no afecta la viabilidad celular. Es de interés
sefalar que el tratamiento simultaneo con LPS o IFN-y y con la pared de una u
otra bacteria, no incrementa la tasa de muerte celular puesto que no hay un
efecto aditivo. Estos datos muestran que el decremento en la produccién de
NO inducido por LpgH no se puede atribuir a una disminucion en la viabilidad
celular. En la Figura 10 se muestran las fotografias correspondientes a la
microscopia de fluorescencia, y en la Figura 11, los dot-plots de la

citofluorometria.
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Tabla 4. Muerte celular por apoptosis/ necrosis inducida por el tratamiento con
la pared de M. smegmatis nativa y transformada con LpgH, LPS y/o IFN-y. Los
valores son expresados en porcentaje de células sin marca (células vivas) y
células en apoptosis /necrosis (marcadas positivamente con Anexina-V/ IP). La
muerte basal se ha restado a cada condicién para obtener valores atribuibles a
cada tratamiento. Datos de un experimento representativo de tres.

% Células muertas por

Tratamiento (48 Horas) | % Células vivas| Apoptosis / necrosis
Basal 83.205 16.795
Estaurosporina (43 uM) 67.08 32.92
LPS (500 ng) 77.735 22.265
IFN-y (250 ng) 67.63 32.37

LpgH 50 ug 100 0
LpgH 50 ug + LPS 89.46 10.54
LpgH 50 ug + IFN-y 69.065 30.935
Nativa 100 pg 53.78 46.22
Nativa + LPS 70.21 29.79
SIN TRATAMIENTO ANEXINA V (+) ANEXINA V (+)/ IP (+)
b ‘o8 s

Figura 10. Microfotografias en campo claro y por microscopia de fluorescencia
de células sin tratamiento para induccién de apoptosis, en apoptosis temprana
inducida por estaurosporina (Anexina V positivas) y en apoptosis tardia
(Anexina V /IP positivas), la cual fue inducida prolongado en tiempo de
incubacion.
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Figura 11. Dot-plots obtenidos por citofluorometria. Las células marcadas con
Anexina V-FITC se localizan en el cuadrante superior izquierdo, y las marcadas
con 7-AAD en el cuadrante inferior derecho. En el cuadrante superior derecho
se agrupan células apoptdético/necréticas. Se indican los porcentajes
correspondientes asi como los tratamientos. Datos de un experimento
representativo de tres.
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X. DISCUSION

Una caracteristica peculiar de M. tuberculosis es su capacidad para
permanecer dentro del organismo, a pesar de la respuesta inmune que se
desencadena en su contra. Esto indica que esta bacteria es un patégeno
intracelular altamente exitoso capaz de subsistir y de replicarse al interior del
macrofago, que es sin duda, la célula mejor equipada para contender con
microbios intracelulares.

Entender como es que M. tuberculosis logra esta hazafa, constituye un
campo de investigacion activo y fascinante, pues las estrategias que el bacilo
despliega con este fin son variadas. En la fase inicial de la infeccion, para ser
internalizado por el macréfago, el bacilo utiliza de manera preponderante el
receptor de manosa, un receptor de la familia de las lectinas de tipo C que
reconoce motivos de carbohidrato. Para que dicha interaccion se lleve a cabo,
el bacilo cuenta con una variedad de moléculas de superficie que funcionan
como ligandos, como son lipoarabinomanano y ciertas glicoproteinas de la
pared, pues estos contienen carbohidratos como manosa (Kang y col., 1998;
Diaz-Silvestre y col., 2005). Esta via de infeccion se ha considerado permisiva,
pues promueve la activacibn de programas anti-inflamatorios, que son
tolerantes para el crecimiento intracelular de la micobacteria (Astarie-Dequeker
y col., 1999).

El macrofago infectado por el bacilo de la TB presenta varios defectos
funcionales que le impiden eliminarlo (Hestvik y col., 2005). En primer lugar, el
fagosoma infectado por micobacterias, es incapaz de fusionarse con lisosomas,
lo que protege al bacilo de la accion litica de factores lisosomales. Otros

defectos incluyen la disminucion en la capacidad de procesar y presentar

62



antigeno, la respuesta reducida al IFN-y y la produccion disminuida de citocinas
pro-inflamatorias y de radicales libres de oxigeno y nitrdgeno; recientemente,
se ha observado que las micobacterias son capaces de manipular a su
conveniencia la muerte celular programada del macréfago (Keane y col., 2000).

En estudios recientes, se han identificado diversos componentes de la pared
celular que podrian estar involucrados en pasos clave de la patogénesis,
funcionando como factores de virulencia, como diversos glicolipidos y
glicolipoproteinas, como son LpgH, y LAM (Hestvik y col., 2005). En el presente
trabajo se investigd el papel de los glicolipidos DAT y TAT de la pared de M.
tuberculosis, en la produccion de NO inducida por LPS o IFN-y en macréfagos.
Este trabajo es apoyado por observaciones previas, en las que se que
demuestra que el DAT inhibe la proliferacion de esplenocitos de ratén y la
secrecion de citocinas pro- inflamatorias en linfocitos y macrofagos (Saavedra y
col., 2006; Kil-Soo Lee, 2007). Considerando lo anterior, se postulé que el
DAT y TAT podrian afectar funciones efectoras del macréfago.

Se demostré que ambos glicolipidos inhiben la producciéon de NO inducida
por LPS; la inhibicion observada fue de hasta un 77.3% con TAT y un 53.5%
con DAT. Aunque los mecanismos involucrados en dicha inhibicion no se
analizaron en este trabajo, experimentos preliminares indican que el DAT
puede alterar cascadas de sefalizacion reguladas por proteinas de amplia
distribucion en diversas estirpes celulares, como las cinasas MAPK, PKC y
ERK 1/2 (Palma-Nicolas y col., 2009). Las cascadas de senalizacion
intracelulares que activan la sintesis de NO, incluyen aquellas que son
dependientes de diversas moléculas como MAPK, NF-kB y AP-1 (Lowenstein y

col., 2004). Por lo tanto, las rutas de sefializacién alteradas por el DAT pueden
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estar involucradas en la produccion de oxido nitrico (NO), un importante agente
microbicida generado por el macréfago (Lowenstein y col., 2004).

Se postula que el mecanismo inhibitorio de estos lipidos se da como
resultado del silenciamiento de cascadas de sefalizacion esenciales para la
activacion de la traduccion iNOS. En este trabajo, el efecto del DAT/TAT sobre
la traduccion de dicha proteina no fue explorado, puesto que la estandarizacion
de la densitometria para cuantificar la expresion de iNOS por inmuno-blot no ha
sido completada.

Los microdominios son clusters de lipidos, ricos en colesterol, acidos
grasos y otras moléculas de membrana, como proteinas trans-membranales
especificas, que forman unidades discretas en las membranas celulares. Estos
cumplen una funcion importante en la facilitacion procesos celulares
importantes, como la interaccion de receptores para la activacion de la
sefalizacion intracelular. Diversos experimentos muestran que la sefalizacion
mediada por moléculas presentes en microdominios lipidicos puede ser
interrumpida al introducir agentes que destruyen dichas balsas lipidicas, o que
impiden la formacion de las mismas (Nelson y Cox., 2005). Por otro lado, es
posible que DAT y TAT puedan generar interacciones no especificas con
membranas celulares, alterando procesos importantes como el reclutamiento
de receptores 0 moléculas co-estimuladoras para la formacién de
microdominios.

Otra posibilidad es que estos lipidos interaccionen de manera directa con
receptores celulares como TLR-4 o TLR-2, actuando como antagonistas, como
se ha demostrado para otros glicolipidos, como LAM. No obstante, para

comprender de forma detallada el tipo de interaccion que ocurre entre el DAT
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ITAT y los macrofagos, es importante analizar en detalle la actividad de
distintos receptores celulares, y las moléculas de sefnalizacion dependientes de
éstos.

En este trabajo también se demostré que la pared de M. smegmatis
enriquecida en LpgH tiene un importante efecto inhibitorio sobre la produccion
de NO inducida por LPS e IFN-y en macrofagos; la inhibicién observada fue de
47% cuando las células se co-estimulan con LPS, y de 73% cuando son
tratadas con IFN-y; por otro lado, no se observé induccion significativa en la
produccion de NO atribuible a LpgH. Ademas, se demostré que LpgH inhibe la
expresion de iINOS inducida por LPS e IFN-y, lo cual explica la disminucién en
la produccidon de oxido nitrico. Estas observaciones contrastan con un estudio
previo, en el que se muestra que LpgH induce la produccion de NO de manera
dependiente de TLR- 2 (Uszynski y Bloom, 2001); no obstante, aunque en
dicho estudio se trabajé con células de ratdn, los autores trabajaron con la
proteina purificada y no se evalu6 el efecto de LpgH sobre la sintesis de NO
inducida por LPS o IFN-y. Por lo tanto, no se puede descartar que la LpgH
tenga un efecto dual, tanto estimulador como inhibitorio, sobre la produccion de
NO.

Consideramos que la actividad inhibitoria de la pared de M. smegmatis rica
en LpgH, puede atribuirse a la presencia de esta proteina, pues al comparar la
inhibicion inducida por la pared de M. smegmatis nativa, se observa una
diferencia muy importante a favor de la pared de la micobacteria transformada
La pared de M. smegmatis transformada inhibe la produccién de NO inducida

por LPS un 47.3% mas que la pared de la bacteria nativa y un 73.5% mas
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cuando la produccion de NO es dependiente de IFN-y. Sin embargo, es
necesario confirmar estos datos haciendo experimentos con la LpgH purificada.

En cuanto a los mecanismos involucrados en dicha inhibicién, se sabe que
LpgH interacciona de manera directa con TLR-2, modulando distintos aspectos
de la respuesta inmune innata (Ciaramella y col., 2004; Fulton y col., 2004;
Noss y col., 2001; Lépez y col., 2003). En trabajos previos, se ha demostrado
que la exposicion prolongada de macrofagos humanos y de ratén a LpqH
interfiere con la senalizacion de IFN-y. Dicha interferencia es dependiente de la
sefalizacion continua de TLR-2, y resulta en el bloqueo de la transcripcion de
genes cuya expresion es responsiva al IFN-y. Por lo tanto, es probable que
LpgH inhiba la expresion de iINOS via TLR-2 o interfiriendo con otras rutas con
sefializacion cruzada.

Para determinar si la disminucién en la expresion de iINOS y en la
produccion de NO se relacionaban con una disminucion en la viabilidad celular,
se realizaron estudios de citometria de flujo y microscopia de fluorescencia
utilizando como marcador de apoptosis la Anexina-V, y como marcador de
muerte celular por necrosis el yoduro de propidio (IP) y el 7-AAD. Se observo
que LPS induce hasta un 22.2 % de muerte celular y el IFN-y hasta un 32.3 %,
mientras que 50 ug de LpgH no inducen muerte celular. Asi pues, LpgH no
potencia el efecto necrotico/apoptético del LPS o del IFN-y. Estas
observaciones contrastan con otras hechas en trabajos previos, en las cuales
se ha demostrado que LpgH induce apoptosis significativa via TLR-2 en
monocitos y macréfagos de humanos y ratéon (Ciaramella y col., 2004). Las

diferencias observadas podrian deberse a que las células utilizadas en este
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trabajo son de origen neoplasico, y con frecuencia son mas resistentes a la
muerte.

Asimismo, el incremento en la tasa de muerte debida principalmente a
necrosis en las células tratadas con la pared de M. smegmatis nativa, podria
explicarse por la hipotesis que postula que las bacterias no patdégenas
pertenecientes al complejo M. tuberculosis inducen una alta tasa de muerte
celular por necrosis, en comparacion a la alta tasa de apoptosis inducida por
las bacterias patdégenas (Cole y col., 2004). Esto podria sugerir que la necrosis
contribuye a generar una potente respuesta inmune pro-inflamatoria que
protege al hospedero contra micobacterias no patégenas (Cole y col., 2004).
Por otro lado, ha sido esclarecido el papel de la apoptosis

En cuanto a la apoptosis observada con LPS e IFN-y, se ha demostrado que
el LPS induce apoptosis por dos mecanismos (Seminara y col., 2007). El
primero es mediado por la secrecion autdcrina de TNF-a (relacionada a
tiempos cortos y a apoptosis temprana); el segundo, estd asociado con la
produccion de NO (en fases tardias por tiempos prolongados). EI NO induce
apoptosis al activar la fosforilacion de JNK, promover la liberacion del citocromo
C mitocondrial, inducir la sobre expresion de p53, y al generar estrés oxidativo
(Xaus y col., 2000). Asimismo, se ha demostrado que el tratamiento con IFN-y
induce apoptosis por la sobre expresion de Fas y Bax, asi como del factor de
transcripcion STAT1, que regula la expresidn de caspasas y otras moléculas
pro-apoptéticas (Inagaki y col., 2002). Por lo tanto, no es posible descartar que
importantes mediadores del sistema inmune, como son NO, TNF-a e IFN-y,
pueden jugar un papel dual en la proteccidon del macréfago contra la

micobacteria; por un lado, al inducir apoptosis, podrian disminuir el pool de
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macrofagos que pueden atacar la infeccion, pero por otro, estas moléculas
activan o forman parte de mecanismos microbicidas, que conllevan a la
erradicacion de la bacteria. El papel de la apoptosis mediada por estos
efectores en la activacion de la respuesta inmune ante un patoégeno,
permanece poco claro y controversial.

La interaccidon temprana que ocurre entre macréfagos y M. tuberculosis es
crucial para definir el resultado de una infeccion. Aunque el papel del NO como
mecanismo de defensa contra la tuberculosis en humanos es controversial, hay
evidencia creciente de que éste podria ser importante en el control de la
infeccion. M. tuberculosis ha evolucionado diversas estrategias para poder
establecer la infeccion cronica, que desemboca en el desarrollo de la patologia
aguda. Los compuestos estudiados en este trabajo son probablemente factores
de virulencia que confieren ventaja evolutiva, protegiendo a la bacteria del
sistema inmune y favoreciendo su permanencia en el hospedero, al contribuir
en la evasion de un importante mecanismo de eliminacion. Para esclarecer el
papel de estos durante la infeccion activa con M. tuberculosis, es necesario
evaluar si el DAT, el TAT y la LpgH son capaces de cambiar el curso de una

infeccion experimental in vivo o in vitro.
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XI. CONCLUSIONES

Los glicolipidos DAT/TAT vy la glicolipoproteina LpgH son tres moléculas que
disminuyen la sintesis de NO dependiente de LPS e IFN-y en macréfagos, por
lo que modulan negativamente una parte de respuesta inmune innata, que
desencadena ante una infeccion con M. tuberculosis. La actividad inhibitoria del
M. smegmatis transformada con LpgH es resultado de la disminucion en la
traducciéon de la enzima iNOS, y probablemente se puede atribuir a la
presencia de LpgH. La viabilidad celular no juega un papel importante en la
inhibicion de la sintesis de NO. Los compuestos estudiados son factores de
virulencia que, probablemente, contribuyen al establecimiento de la
enfermedad, modulando aspectos claves de la respuesta inmune innata como
es la produccion de NO. Dicha actividad inmuno-moduladora por estos
compuestos, particularmente del TAT, no ha sido descrita anteriormente. Sin
embargo, es necesario explorar a fondo los mecanismos de accion de éstos y

su papel en la infeccion activa en modelos in vitro e in vivo.
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