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Resumen
Los genes wbl (whiB-like) codifican factores trasncripcionales putativos Unicos de los

actinomicetos. La primera de estas proteinas, WhiB, se identific6 en mutantes de
Streptomyces coelicolor, una bacteria esporulante muy cercanamente relacionada a
Mycobacterium tuberculosis. Las mutantes WhiB de S. coelicolor producen hifas aéreas
anormalmente largas y firmemente enrolladas, que estdn completamente bloqueadas en la
habilidad para formar septos de esporulacion. Estudios en ortélogos de genes WhiB en
micobacterias han mostrado que WhiB2 es esencial en el proceso de division celular,
WhiB3 juega un papel importante en la virulencia y el producto de este gen puede
interactuar con un factor sigma sobre la RNA polimerasa; Whib7 estd involucrado en la
resistencia a los farmacos. Actualmente no hay informacion disponible sobre la funcion de
WhiB5 en la patogénesis de la tuberculosis pulmonar. Por lo cual es importante estudiar el
nivel de virulencia e immunopatologia, inducida por un bacilo mutante con Knock-out para
el gen WhiB5 para observar el desarrollo de la enfermedad. De esta manera se puede
determinar de qué manera esta involucrado WhiB5 en el proceso de tuberculosis pulmonar
activa.

Se produjo una cepa Knock-out mutante para el gen WhiB5 y ratones Balb/c fueron
infectados con una dosis alta de esta cepa intratraquealmente logrando inducir una
enfermedad progresiva, asi comparar con el grupo control de ratones los cuales se
infectaron con la cepa complementada y uno mas con la cepa parental H37Rv. Grupos de
animales fueron sacrificados a diferentes tiempos, los pulmones fueron colectados y usados

para determinar la carga bacilar, dafio del tejido, asi como expresién de citocinas.



La mutante WhiB5 resulta atenuada cuando se compara con la cepa parental y la
complementada, permitiendo la mayor sobrevida de los animales infectados con esta
mutante.

El experimento nos sefiala que en este ambiente se mostraron altas expresiones de IFN y e
INOS, con una baja expresion de IL-4. Aunque de manera interesante el porcentaje de
neumonia que presentan los pulmones, fue similar a la producida por la cepa parental o
complementada.

Esto sugiere que el producto del gen WhiB5 en la infeccion pulmonar puede estar
involucrado en la proteccion de la micobacteria contra radicales libres de oxigeno y 6xido
de nitrégeno, considerando que la maxima produccion de este coincide con la maxima
expresion de iNOS y TNF a. Por lo tanto WhiB5 se involucra en la virulencia, siendo esta
la razon por la cual los bacilos que presentan la mutacion permiten que los animales
sobrevivan mas tiempo y controlen mejor la respuesta inflamatoria, como lo sugiere la

relativa disminucion en la carga bacteriana.



Introduccion
La tuberculosis es una enfermedad infecciosa que suele afectar a los pulmones y es causada

por la bacteria Mycobacterium tuberculosis principalmente, ya que existen otras
micobacterias oportunistas. Los sintomas de la tuberculosis pulmonar activa son; tos; a
veces con esputo sanguinolento, dolor toracico, debilidad, pérdida de peso, fiebre y
sudoracion nocturna. En este caso la tuberculosis se trata mediante la administracion de
antibidticos por un periodo no menor de seis meses para los casos de tuberculosis pulmonar
no resistente a farmacos. Pacientes con enfermedad pulmonar activa transmiten el bacilo de
una persona a otra por via aérea, en lo que se denomina transmision por gotitas, a través de
las gotas generadas en estornudos y tos que permanecen en el aire. En algunas personas la
infeccion por M. tuberculosis suele ser asintomatica, dado gue su sistema inmunitario actla
formando una barrera protectora alrededor del bacilo tuberculoso, misma que evitara la
diseminacion de la infeccion y su contagio (WHO, 2009).

El parrafo anterior describe puntos cruciales que tomaron afios de historia para poder
concretarse, y que involucran la intervencidén de muchas manos para la comprensién de este
grave problema de salud. La identificacion de M. tuberculosis como agente causal de
tuberculosis, hecha por Robert Koch en 1882, marcé el primer estudio de esta enfermedad
(Chacén et al., 2004). Generando los primeros conocimientos sobre lo que se denominaba
la peste blanca en los inicios del siglo diecisiete y que continio hasta los siguientes 200
afios en Europa (Portillo et al.,, 2007). Poco después se pudieron obtener avances
importantes, resultando en el refinamiento de las técnicas de coloracién y cultivo realizadas
por Franz Ziehl y Friedrich Carl Adolf Neelsen quienes proporcionaron las primeras

herramientas para combatir racionalmente la tuberculosis (Chacon et al, 2004).
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Para 1908 y hasta 1919, Albert Calmette y Camille Guérin, residentes de Francia, lograron
la atenuacién de una cepa patdgena de M. bovis que dio como resultado a una cepa
atenuada Ilamada Bacilo Calmette-Guérin o BCG, la cual resulté avirulenta. La BCG fue
administrada como vacuna en humanos en 1921 y hasta la fecha es considerada la mejor
opcion para el control epidemiolégico de la tuberculosis (Portillo et al, 2007).
Posteriormente retomaremos el tema de la vacunacion ya que es el punto central de al
investigacion.

El espiritu de optimismo se fortalecid con el descubrimiento de una serie de drogas
antituberculosas. El ejemplo claro es el de la compaiia “Lepetit”, que descubrié el hongo
Streptomyces mediterranei que produce un metabolito denominado Rifampicina B, asi la
manipulacion quimica de este compuesto resulto en la producciéon de Rifampicina. Este
compuesto tiene una fuerte accion antimicrobiana contra M. tuberculosis (Portillo et al,
2007). Desde 1956 se considera el antibitico mas efectivo en el tratamiento de la
tuberculosis y no ha dejado de usarse hasta la fecha.

Estos eventos en la historia son cruciales para lo que ahora consideramos como las
herramientas de prevencion, diagnéstico y tratamiento en contra de la tuberculosis en el
mundo. En la actualidad se han generado grandes avances en el conocimiento acerca de los
mecanismos de evasion y tolerancia a la respuesta inmune en el humano, ya que el agente
infeccioso tiene la capacidad de permanecer por toda una vida dentro del hospedero sin
tener actividad; a lo que se le ha denominado estado de latencia. El bacilo tuberculoso
continta generando mas muertes que cualquier otro unico agente infeccioso en el mundo

(Cole et al., 1998).



De esta manera se establece que la prevencion, que considera la vacunacion, es el método
mas efectivo para erradicar la tuberculosis y por lo cual en este proyecto nos enfocaremos

en la busqueda de vacunas mas eficientes que la actual BCG.

Epidemiologia

En el Mundo
En todo el mundo una 1 de cada 3 personas esté infectada con M. tuberculosis, siendo un

total de 2000 millones de personas afectadas. Sin embargo el 90% de estas se mantiene
clinicamente saludable debido a que el bacilo se mantiene en estado de latencia
(Hernandez-Pando et al., 2007). Las consecuencias de la tuberculosis son inmensas, causa
el 2.5% de la carga mundial de morbilidad y es la causa méas comin de muerte en mujeres
jévenes, matando a mas mujeres que todas las causas de mortalidad materna combinadas
(Hernandez-Pando et al., 2007). La tuberculosis hasta el 2007 ocupaba el séptimo lugar
entre las causas de muertes a nivel mundial (Portillo et al., 2007).

Desde 1997 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha evaluado cada afio el estatus de
la epidemia de tuberculosis y progreso en el control de la misma. Esta evaluacién incluye:
estimaciones en cuanto a la incidencia, prevalencia y mortandad causada por tuberculosis,
analisis de notificaciones de casos, resultados obtenidos por los tratamientos y anélisis de
los progresos obtenidos en los objetivos globales que se establecieron para el tratamiento y
deteccidn en la asamblea de la salud mundial (WHA) en 1991. Los resultados de esta
investigacion abarcan cerca de doscientos paises (WHO, 2009).

Basados en los datos de vigilancia y supervivencia, la Organizacién Mundial de la Salud
estima que 8.8 millones de nuevos casos de tuberculosis ocurrieron en 2010 (Fig. 1),

equivalente a 128 casos de tuberculosis por cada 100,000 habitantes. (WHO, 2011). De los



casos detectados en 2007, un 44% que equivale a 4.1 millones de personas, fueron casos

diagnosticados por frotis positivos (WHO, 2009).
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Fig. 1 Tasa de incidencia para tuberculosis por pais hasta el 2010 (WHO, 2011).

La cifra inicial de infecciones en 2007 estimada por la OMS fue de 9.27 millones de
episodios de tuberculosis y un adicional de 1.16 millones de episodios subsecuentes que
presentaron tuberculosis y se les dio al menos un mes de tratamiento. El resultado es de
10.4 millones episodios de tuberculosis. Entre estos 10.4 millones un estimado de 4.9%
equivalente a 511,000 personas eran casos de tuberculosis multifarmaco resistente (MFR).
De estos 289,000 eran casos nuevos de tuberculosis MFR y 221,000 son casos que habian
sido tratados previamente con los medicamentos antituberculosos convencionales
(isoniacida y la rifampicina) presentando la enfermedad después del tratamiento (WHO,

2009).



La OMS ha modificado los criterios para obtener estimados en casos de tuberculosis MFR,
actualmente reporta el nimero de casos prevalentes (nimero de casos de tuberculosis en un
punto de tiempo determinado) y no de casos de incidentes (nUmero de casos nuevos y
recaidas en un afio) de tuberculosis MFR. En 2010 se ha estimado que hay 650,000 casos
prevalentes de tuberculosis MFR, presentando un importante incremento con respecto a las
cifras de 2007 (WHO, 2011).

La infeccion por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) es un potente factor de riesgo
cuando se habla de coinfecciones con tuberculosis. EI VIH no solo incrementa el riesgo de
reactivar el bacilo cuando este se encuentra en estado de latencia, también aumenta la
progresion de la infeccion o reinfeccion. El VIH se ha asociado con brotes epidemioldgicos
de tuberculosis y tuberculosis MFR, los cuales no responden a los tratamientos terapéuticos
convencionales. Los casos de tuberculosis en la Gltima década, considerando a los paises
con epidemia generalizada de VIH, han aumentado rapidamente. Especialmente en los
paises de Este y Sur de Africa (Corbett et al., 2003)

Entre los 8.8 millones de casos de tuberculosis, existe un estimado de 1.2 millones de
individuos que presentan también VIH, equivalente al 13% de los casos mundiales de
tuberculosis en 2010 (WHO, 2011). Este nimero aumenta casi al doble el estimado de 0.7
millones de casos en 2006 que la Organizacién Mundial de la Salud public6 en el volumen
Global Tuberculosis Control en 2008. Esto ejemplifica que el riesgo de ser infectado por
M. tuberculosis en personas con VIH, cuando se compara con personas VIH negativo, es
mucho mayor que lo previamente estimado. Lo anterior comparando con estudios previos
en seis paises con una alta tasa de prevalencia de VIH (WHO, 2009).

En cuanto a la mortandad se puede decir que un estimado de 1.4 millones de los 8.8

millones de casos reportados en 2010 murieron a causa de tuberculosis, equivalente a 15
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muertes por cada 100,000 habitantes. Adicionalmente se calcula que 0.35 millones de
muertes son casos de tuberculosis asociados a VIH y aproximadamente 1.1 millones de
muertes de casos de tuberculosis no asociada a VIH. De estos ultimos se estimo que 0.32
millones son mujeres (WHO, 2011).

México
Durante 1999 en la region de las Américas se notificaron 238,082 casos de tuberculosis en
todas sus formas con una morbilidad de 29 casos por cada 100,000 habitantes. Para el afio
2000 la OMS consider6 a México entre los paises con tasas de morbilidad intermedia
(mayor de 25 y menor de 49 casos por 100 000 habitantes), lo cual significa que las
actividades de deteccidn y diagndstico deben realizarse de manera intensiva (SSA, 2001).
De acuerdo con la informacion disponible en el componente de tuberculosis del Sistema
Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE), en nuestro pais se registran cada afio
cerca de 15,000 casos nuevos de tuberculosis pulmonar y cerca de 2,000 defunciones por
esta causa. Representando un importante obstaculo para el desarrollo socioeconémico de
Meéxico, ya que el promedio de edad en las defunciones por este padecimiento es de 54
afios (SSA, 2008).
Entre 1998 y 2008 la morbilidad por tuberculosis pulmonar mantuvo una tendencia
estacionaria durante la primera mitad de la década. A partir de 1994 las cifras ascienden
alcanzando una méxima de 20.6 casos por cada 100,000 habitantes hasta 1998 y desciende
hasta 15.6 casos por cada 100,000 habitantes en el afio 2000 (SSA, 2001). La situacién de
la tuberculosis en las entidades federativas presenta patrones de concentracion bien
definidos, ubicandose tasas de incidencia elevadas en los estados de Occidente y Golfo de

México y con menor incidencia en los estados del centro (SSA, 2008).
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Fig. 2 Mortalidad por tuberculosis pulmonar en México al 2006 (SSA, 2008).

Solo uno de cada 10 casos se presenta en menores de 19 afios y la tasa mas alta se ubica en
los grupos de 60 afios y més. Del total de casos registrados en 2007, 85% corresponde a la
forma pulmonar, 5% a la ganglionar, 1% a meningea y el resto (9%) a otras formas (SSA,
2008).

La mortalidad ha descendido considerablemente en los ultimos afios, en 1999 ocupd el
lugar 19 de causas de muerte, con 3.3 muertes por cada 100 000 habitantes. Asi mismo la
segunda causa de muerte ocasionada por un solo agente etoldgico y con la mayor
ocurrencia en mayores de 15 afios (SSA, 2001). Para 2006 la tasa de mortalidad por
tuberculosis fue de 1.8 muertes por cada 100 000 habitantes. Las entidades federativas con
el mayor nimero de defunciones por tuberculosis durante 2006 fueron: Veracruz (168),
Chiapas (204), Baja California (234), Jalisco (120) y Nuevo Ledn (120) que, en conjunto,

concentran el 45% de las defunciones Fig.2 (SSA, 2008).
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De esta manera la mitad de los casos no presentan ninguna enfermedad concomitante, no
obstante las més frecuentemente asociadas a tuberculosis en México son: diabetes mellitus
conl8% (35% en mayores de 40 afios), desnutricion 11.6% (24% en nifios), alcoholismo
6.8% y VIH/SIDA 4% (SSA; 2008).

En 2010, de acuerdo al Centro Nacional de Epidemiologia y Control de Enfermedades
(CENAVECE), se detectaron 18,848 casos nuevos de tuberculosis en todas sus formas. De
estos casos se detectaron 2,214 defunciones lo que nos genera una tasa de mortalidad de 2.1

casos por cada 100,000 habitantes (CENAVECE, 2011).

Biologia

Mycobacterium tuberculosis
El género Mycobacterium se compone de mas de 100 especies que son cercanamente

relacionadas a juzgar por las secuencias de su RNAr 16s, esto se descubrié hace 20 afios
con la aplicacion de técnicas moleculares. Desde entonces, Se ha encontrado que las
micobacterias estan ampliamente distribuidas geograficamente (Cook et al., 2009).

M. tuberculosis es un bacilo Gram positivo, &cido -alcohol resistente. Aunque el ser
humando puede ser infectado por otras especies diferentes a M. tuberculosis como M.
bovis, M. africanum, M. fortuitum, etc. Estos son transmitidos a través de la via respiratoria
aunque pueden ser otras las vias de entrada. La interaccion entre M. tuberculosis y las
células de hospedero es extremadamente compleja, siendo determinada en parte por la
virulencia de la cepa, pero también por la resistencia especifica y no especifica del

hospedero (Madigan et al., 2005).
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Fig.3 M. tuberculosis expresando la proteina verde fluorescente.

M. tuberculosis tiene una membrana plasmatica, pared celular y una capsula externa. Su
membrana plasmatica al igual que la del resto de los actinomicetos posee lipopolisacaridos
que le proveen de proteccion osmotica. La pared celular esta compuesta de una capa
interior de peptidoglicano a la cual se unen covalentemente polisacaridos de
arabinogalactano a su vez esterificados por acidos micolicos. La resistencia a farmacos y
antibioticos se debe principalmente a la pared celular altamente hidréfoba, misma que actua
como una barrera permeable. La capsula externa tiene un arreglo de glicolipidos,
polisacaridos y sulfolipidos libres, ademas de ser rica en lipidos inusuales (Portillo et al.,
2007). También esta estructurada con acidos micélicos, acido micoserdsico, fenoltioseroles,

lipoarabinomanano y arabinogalactano. La capsula externa contribuye a la resistencia
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micobacteriana activando reacciones inflamatorias en el hospedero y con esto favoreciendo
la patogénesis (Cole et al., 1998).

Muchos determinantes potenciales de resistencia a fa&rmacos también son codificados en el
genoma. Estos incluyen enzimas hidroliticas o modificantes de drogas como lo son las -
lactamasas y las acetil aminoglicosiltranferasas, y otros sistemas que favorecen que las
drogas no acten sobre sus receptores, como lo son los numerosos transportadores ABC
(Cole et al., 1998). Las familias de genes involucrados en la sintesis de PDIM, PGL y p-
HBAD; que ocupan el 2% del genoma, se requiere para la sintesis de lipidos complejos y
tienen tanto papeles estructurales como inmunomoduladores en M. tuberculosis (Kaufmann
et al., 2005). Es importante mencionar que la M. tuberculosis tiene la capacidad de expresar
la proteina verde fluorescente (Fig.3) (Daniel, 1994) esta una herramienta importante para

la visualizacion al microscopio de luz ultravioleta.

Inmunologia
El bacilo se dispersa del pulmén a través de la via linfatica o sangre a otras partes del

cuerpo, siendo el apice del pulmén y los nédulos linfaticos las regiones preferidas del
agente infeccioso. Los eventos que siguen a la entrada del bacilo constan de la fagocitosis
de M. tuberculosis por los macréfagos alveolares, es el primer evento en la relacion
hospedero patdgeno que decide las consecuencias de la infeccion. Dentro de las primeras 6
semanas de infeccion, la inmunidad mediada por células se desarrolla, y da entrada a los
linfocitos y macrdfagos activados hacia la lesion, resultando en la formacion de granuloma
(Raja, 2004).

El bacilo puede permanecer secuestrado o dormido para siempre dentro del granuloma,
pero frente a una disminucién en el sistema inmunologico puede ser reactivado,
favoreciendo el incremento en el nimero de bacterias en el pulmén. Posteriormente por
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accion de las secreciones de productos celulares y bacterianos se desarrolla el proceso de

necrosis, para finalmente generar cavitaciones que llevan a la muerte del individuo (Fig. 4).
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Fig.4. Ciclo de vida de M. tuberculosis (Russell et al., 2010).

La union de M. tuberculosis con el macrofago es por la interaccion entre los receptores de
manosa en la superficie del macréfago y la glicoproteina de superficie lipoarabinomanano
en la superficie del bacilo. La prostanglandina-E2 e IL-4, una citocina tipo Th2, regulan
positivamente la expresion y funcion de receptores del complemento y de manosa, y el
IFN-y disminuye la expresion de estos receptores, resultando en la disminucién de la

habilidad para que el bacilo se adhiera al macréfago.
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El siguiente paso es la fusién fago-lisosoma, en la cual se sabe que existen funciones
efectoras antimicobacteriales de los macr6fagos como: la generacion de intermediarios
reactivos de oxigeno (ROI), intermediarios reactivos de nitrégeno (RNI) y mecanismos
mediados por citosinas, que se han descrito como métodos para eliminar al bacilo. Se ha
reportado que los sulfatidos de las micobacterias derivados de la trealosa multiacetilada 2-
sulfato tienen la habilidad de inhibir la fusion fagolisosomal. (Raja, 2004).

El anélisis de transcriptoma revela que las marcas de regulacion en los genes Rv0634 y
Rv2581c, los cuales codifican glioxilasas putativas, pueden ayudar a defender a M.
tuberculosis contra la metilglioxal derivada del hospedero impidiendo el entrecruzamiento
de células T (Kaufmann et al., 2005).

Los fagocitos, en activacion por IFN y y el TNF a, generan 6xido nitrico e intermediarios
reactivos de nitrégeno, via la oxido nitrico sintasa inducible (iNOS), usando L-arginina
como sustrato. La significancia del oxido de nitrégeno toxico en la defensa del hospedero,
ha sido bien documentada, tanto in vivo como in vitro particularmente en el sistema inmune
con modelos murinos.

El papel que tienen los intermediarios reactivos de nitrégeno en la infeccion humana es
controversial y difiere su funcion en el ratén. 1,25 dihidroxi vitamina D3, se reporta que
induce la expresion de iNOS e inhibe la actividad de M. tuberculosis en el humano (Raja,
2004).

La persistencia del bacilo principalmente en el pulmon; el papel principal de las células T
CD4; el papel de soporte de las células T CD8; la falta de evidencia de la participacion de
la células y/B y NTK; la importancia del IFN v, iNOS y la dependencia de TNF a; es lo que
se ha aprendido del estudio en el modelo murino en la proteccidon contra M. tuberculosis

(Kaufmann et al., 2005).
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De esta manera se estaria hablando de la respuesta inmune humoral y celular (Lluis y Lluis,
2003), sin embargo la respuesta inmune celular tiene un papel protector contra M.
tuberculosis, debido a que este es patogeno intracelular. Se establece que en el modelo
murino, dentro de la primera semana de infeccion, el nimero de células T CD4y T CD8 en
el drenado de ganglios linfaticos de pulmon incrementa. Entre la semana 2 y 4 post
infeccion, células T CD4 y T CD8 migran hacia los pulmones y demuestran un fenotipo

efector/memoria.
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Fig. 5 Principales eventos durante la infeccion por M. tuberculosis (Kaufmann, 2010).

M. tuberculosis reside principalmente en la vacuola dentro del macrofago y por lo tanto, el
complejo mayor de histocompatibilidad clase Il (MHC Il), presenta los antigenos

micobacterianos a las células T CD4 como un mecanismo obvio para eliminar la infeccion.

-17 -



Asi la primera funcion efectora de las células T CD4 es la produccion de IFN-y y
posiblemente otras citocinas para activar los macrofagos.

Las celulas T CD8 son también capaces de secretar citocinas como INF-y e IL-4 y por lo
tanto tienen un papel regulador en el balance de la respuesta celular Thl y Th2 en los
pulmones de pacientes con tuberculosis pulmonar. La presentacion de antigenos
micobacterianos por macrofagos infectados a células T CD8 puede ocurrir de manera

temprana, inclusive antes de las 12 horas de infeccion (Fig.5) (Raja, 2004).

Genética
La combinacion de gendmica y bioinformatica tiene el potencial de generar la informacion

y el conocimiento que permitird la concepcion y desarrollo de nuevas terapias e
intervenciones necesarias para tratar esta enfermedad transmitida por aire y a elucidar la
inusual biologia de este agente etioldgico (Cole et al., 1998).

Cabe destacar que hay una relacion directa entre la tasa de crecimiento y el tiempo de
replicacion del ADN del bacilo, siendo que este presenta el 10% de actividad metabdlica en
comparacion a E. coli (Cook et al., 2009). Otro punto que resaltar es la inusual ubicacién
del operdn rrn, este estd situado cerca de 1,500 kilobases del oriC, muchas de las
eubacterias tienen uno o mas operones rrn cerca del oriC para explotar el efecto de dosis-
gen obtenido durante la replicacion. Este arreglo puede estar relacionado al lento
crecimiento de M. tuberculosis (Cole et al., 1998).

El genoma de M. tuberculosis se compone de una secuencia de 4 millones 411 mil 529
pares de bases, con un contenido de G+C de 65.6%. Esto representa el segundo genoma
bacteriano secuenciado mas largo hasta la fecha disponible (Fig.6). 3,924 marcos de lectura
abiertos se identificaron en el genoma, contando con cerca de 91% de la potencial
capacidad de codificado. De estos se le atribuyen funciones precisas a cerca del 40% de las
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proteinas y se encontrd informacion u homologia a otro 44% de estas, al 16% restante no se
le atribuyen proteinas conocidas y pueden contar para funciones micobacterianas

especificas (Cole et al., 1998).

M. tuberculosis

H37Rv
4,411,529 bp

Fig. 6 Esquema mostrando en flechas, la direccion de codificacion;
al centro en amarillo histograma sobre el contenido de G+C (Cole et al., 1998).

En la mayoria de las proteinas codificadas estan presentes, Alanina, glicina, prolina,
arginina y triptofano, que son aminoacidos codificados por codones ricos en G+C, y
presentan una comparada reduccion en el uso de aminoacidos codificados por codones ricos

en A+T como lo son aspargina, isoleucina, lisina, fenilalanina y tirosina.
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Antes de existir la secuenciacion, solo tres factores de virulencia se habian descrito: la
catalasa-peroxidasa; la cual protege contra especies reactivas de oxigeno producidas por el
fagocito, MCE; el cual codifica el factor para la colonizacién del macréfago y un factor
sigma; sig A (aka RpoV), mutacién que lleva a la atenuacion (Cole et al., 1998).

El genoma secuenciado resuelve un misterio, pero conlleva a otro al mismo tiempo, este
involucra que la secuenciacion de una cepa de laboratorio dara resultados que deberan ser
comparados con las cepas de aislado clinico. Estudios de este tipo mostraron notables
diferencias. La cepa H37Rv contiene 37 inserciones en relacion a la cepa clinica CDC1551.
De estas 37 inserciones, 26 afectaron marcos de lectura abiertos y 11 fueron intergenéticos.
49 inserciones fueron identificadas en la cepa CDC1551 en relacion a la cepa H37Rv. 35
inserciones afectaron marcos de lectura abiertos y 14 fueron intergenéticos (Fleischmann et

al., 2002).

Modelos experimentales de tuberculosis
La actual vacuna BCG confiere proteccion a ratones y cobayos, en términos de la reduccion

de carga bacilar en 6rdenes de magnitud de 1 a 2 y de 2 a 4 respectivamente, sin embargo la
erradicacion estéril nunca se consigue. Esto es generalmente aceptado como una buena
proteccién, que implica que la prueba de nuevas vacunas se puede llevar a cabo en modelos
donde la vacuna BCG funciona (Kaufmann, 2001).

Los modelos que parecen aproximarse a la tuberculosis pulmonar humana son el raton,
cobayos y conejos, expuestos a aerosoles de M. tuberculosis virulenta, bajo condiciones
que resultan en la deposicion de un pequefio nimero de organismos viables directamente en

el espacio alveolar de los pulmones (McMurray, 2001).
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La investigacion de tuberculosis en ratones continua atractiva debido a nuestro completo
conocimiento del sistema inmune de raton, asi como la disponibilidad de varias cepas de
ratones Knock-out (Kaufmann, 2001). Diferentes estudios llevados a cabo en humanos y en
modelos animales experimentales han mostrado que en tuberculosis, los balances de las
citocinas Thl y Th2 estan relacionados a la inmunopatogénesis de la enfermedad
(Hernandez-Pando et al, 1996).

Sin embargo los métodos de inyeccidn que inoculan la micobacteria de manera rapida en el
torrente sanguineo (intravenosa, intraperitoneal) resultaron en la diseminacién hematdgena
del pulmoén, proceso que no tiene semejanza con la infeccion respiratoria seguido de la
diseminacion extra pulmonar que ocurre (McMurray, 2001).

El modelo murino no se puede decir que este reflejando los efectos de la infeccion en
humanos debido a que el grupo 1 CD1, moléculas presentadoras de antigeno relacionadas al
MHCI que presentan antigenos lipidicos en especial el grupo | de moléculas CD1 que
transporta componentes de la pared celular micobacteriana a las células T, esta ausente en
el ratdn. En esta especie, las células T y/d participan en la respuesta por infecciones de
tuberculosis, pero las respuestas especificas relacionadas a ligandos no se observan.

Los primates no humanos son naturalmente susceptibles a la infeccion por M. tuberculosis,
y tienen células T fosfoligando-especificas y/d y células T CD1 especifico glicolipidicas,
pero solo un limitado ndmero de experimentos en primates no humanos se han llevado a
cabo (Kaufmann, 2001).

La vacunacion con BCG u otras vacunas efectivas, resultan en una proteccion significativa
para todos estos modelos, asi como lo hace la terapia oral con estandares de farmacos
antimicobacterianos de primera linea o agentes quimioterapéuticos novedosos. Por lo tanto,

estos modelos son apropiados y Utiles para la busqueda de nuevas vacunas y drogas
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(McMurray, 2001). Por la fécil accesibilidad y manejo de especimenes se escogid el

modelo murino como el mas apto para la realizacion de este proyecto.

Modelo murino
El sistema inmune murino es el mejor caracterizado hasta la fecha, ademas tiene ventajas

comerciales, capacidad de almacenamiento y la existencia en el mercado de numerosos
reactivos para medir las diferentes funciones inmunes frente a infecciones producidas por
micobacterias (McMurray, 2001). En el modelo murino las células Th 1 son protectoras,
debido a la secrecién de INF-y, mismo que activa macrofagos para contener y matar
intracelularmente las micobacterias de una manera méas efectiva. Las células Th 2 estan
asociadas con la enfermedad cronica y fase progresiva de la enfermedad, ya que estas
secretan citocinas IL-4, IL-5 e IL-10, que desvian la respuesta a la inmunidad humoral y
suprimen la respuesta inmune mediada por células (Hernandez-Pando et al, 1996).

De esta manera se observaron dos fases en el modelo murino de tuberculosis pulmonar. En
la fase aguda el analisis citofluorométrico de lavados bronguiales mostro un alto nimero de
macrofagos y linfocitos, con la predominancia de células CD4. Ademaés, la
inmunohistoquimica y la técnica de PCR, indicaron que hay una predominancia de células
Th 1 debido a que las células inmuno reactivas IL-2 fueron numerosas en el infiltrado
inflamatorio y granulomas. La expresion genética de INF-y ¢ IL-2 fue evidente desde los
primeros dias de infeccion y aumentando gradualmente de nivel.

En la fase cronica, comenzo posterior al primer mes de infeccion, se caracterizd por un
evidente balance Th 0, como lo indico la alta expresion genética de IFN-y e IL-4. Durante
el cuarto mes de infeccion el estudio de inmunohistoquimica mostrd una proporcion
balanceada de células inmunoreactivas IL-2 e IL-4 en las areas neumonicas y una clara
predominancia de esto se observé en los granulomas. La predominancia de celulas CD8,
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que se demostrd por andlisis citofluorométrico, fue otra caracteristica de la fase cronica que
se relaciona con lo observado en la tuberculosis humana. La secrecion y balance de
citocinas Th 1/Th 2 est& asociado con la evolucion de la enfermedad y puede tener un papel
importante en la fisiopatologia de la enfermedad (Hernandez-Pando et al, 1996).

Los modelos experimentales disponibles en el estudio de la tuberculosis, utilizan rutas no
naturales de infeccién como la via hematdgena o bien el uso de micobacterias no virulentas.
El modelo murino de tuberculosis experimental utilizada por el grupo del Dr. Hernandez-
Pando es uno de los modelos mas utilizados, ya que la bacteria utilizada es la cepa virulenta

H37Rv y la via de administracion es directa en el pulmén (Intratraqueal).

Cambios histopatolégicos
En este modelo se determind que un dia después de la infeccion intratraqueal de M.

tuberculosis, se observa una pequefia cantidad de infiltrado inflamatorio principalmente
constituido por linfocitos en el intersticio alveolo capilar que rodea los vasos y los
bronquios. A los tres y siete dias el infiltrado inflamatorio era mayor, se incrementa
marcadamente el nimero de macrd6fagos observados en el intersticio y lumen alveolar. A
las dos semanas postinfeccion, se observaron granulomas de pequefio a mediano tamafio, al
mismo tiempo, la inflamacion peri vascular y peri bronquial se encuentran mas acentuadas.
Al dia 21 y 28 postinfeccion, los granulomas incrementaron de tamafio, mostrando un
mayor nimero de macrofagos con grandes y distintos nucleos (Hernandez-Pando et al,
2006).

Al mes postinfeccion la presencia de &reas neumonicas era evidente, consisten de
abundantes macrofagos vacuaolados en el lumen alveolar mezclado con linfocitos, pocos

leucocitos polimorfonucleares y exudado protéico. A los 4 meses postinfeccion el 80-90%
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de los ratones murieron debido a la infeccién y las secciones del pulmdn mostraron
extensas &reas neumonicas, ocupando del 75% al 80% del parénquima pulmonar.
Los granulomas fueron incorporados en areas neumonicas, asi que solo se pudieron

observar granulomas de tamafio medio (Fig. 7) (Hernandez-Pando et al, 2006).
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Fig. 7 Derecha, cinética de tamafio de granulomas.
Izquierda cinética del porcentaje de &rea neumonica (Hernandez-Pando et al., 1996).

Localizacidn histologica
En cuanto a los analisis de localizacion histologica, se obtuvo que de los dias 1 a 28

postinfeccion, existe predominancia de células inmunoreactivas IL-2 en el intersticio e
inflamacion peri-vascular y peri-bronquial (Hernandez-Pando et al, 2006).

Los granulomas a los 14 y 21 dias postinfeccion también mostraron diferentes porcentajes
de células inmunoreactivas I1L-2/IL-4, con la predominancia de células inmunoreactivas IL-
2, seguido de un numero igual al primer y segundo mes postinfeccién. La predominancia de
células inmunoreactivas IL-4 a los 4 meses de postinfeccién, es coherente con lo
encontrado en el intersticio capilar de los alveolos, donde las células inmunoreactivas I1L-4

fueron predominantes (Hernandez-Pando et al, 2006).
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Analisis de expresion genética
Se ha observado que IFN-y, citocina de respuesta Thl, esta presente desde el primer dia

postinfeccion. Al realizar un seguimiento de la expresion se observa un aumento progresivo
el cual alcanza su méaximo a los 4 meses postinfeccion. En el caso de IL-4, citocina
relacionada con favorecer la progresion de la enfermedad, se observa una baja expresion,
misma que se mantiene hasta el dia 28 postinfeccion. Después se observa un incremento en
la expresion teniendo su maximo pico entre los dias 60 y 120 postinfeccion (Hernandez-

Pando et al, 2006).
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Fig. 8 Expresidn genética de citocinas, eje Y, densidad Optica, eje x dias post infeccion. Donde se observa el
incremento de la expresion genética de citosinas Th1 (IFN y) y Th2 (IL-4) durante el progreso de la infeccion
pulmonar por M. tuberculosis (Hernandez-Pando et al., 1996).

Por lo anterior la evolucion de la enfermedad en el raton puede dividirse en dos fases:

La fase aguda, que es caracterizada por inflamacion alveolar, intersticial y peri-bronquial;
con abundantes macrofagos en el lumen alveolar y granulomas. Esta comienza con el
aumento de citocinas protectoras como IFN-y y TNF-a.

La segunda fase de la enfermedad corresponde a la fase cronica o avanzada, comenzando
entre el dia 28 o 30 postinfeccion llegando hasta los 4 meses. Se caracteriza por la
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presencia de areas neumonicas, fibrosis intersticial y necrosis, generando manifestaciones
morfolégicas de gran severidad y cronicidad (Fig. 8).

En un estudio del 2006 el Dr. Herndndez-Pando muestra que cuando ratones Balb/c machos
singénicos de 6 semanas de edad son infectados con la cepa H37Rv, hay una rapida y
fuerte produccion de TNF-a por parte los macrofagos activados, acompafado por un
incremento progresivo de la expresion de IFN-y e iNOS. Esta muestra un pico maximo de
expresion a las tres semanas. A este tipo de respuesta se le atribuye una etapa de control
temporal a la progresion de la enfermedad, disminuyendo el crecimiento bacteriano.
Después, la enfermedad entra a una fase progresiva con incremento en la proliferacion
bacteriana, aumentando drasticamente la expresion de IL-4, IL-10 y TGF-B, acompafiado

de la disminucién en la expresion de TNF-a, IFN-y iNOS (Fig. 9) (Hernandez-Pando et al,

2006).
Fase Temprana (1-14) Fase Progresiva (21-120)
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Fig. 9 Esquema que resume el modelo murino. Muestra la fase temprana de infeccion (Izquierda) y la fase
progresiva de la infeccion (Derecha), Donde se ilustran las principales citosinas involucradas en la respuesta
inmune frente a M. tuberculosis. (Hernandez-Pando et al, 1996).
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Vacunacion
La busqueda de una vacuna contra tuberculosis comienza 110 afios atras con grandes

expectativas. Solo ocho afios después del descubrimiento del bacilo tuberculoso en 1882,
Robert Koch obtuvo una vacuna por subunidad para el tratamiento de tuberculosis, una
enfermedad que constituia la peor amenaza para la humanidad en ese tiempo.

El segundo intento se inicio diez afios después por los cientificos franceses Calmette y
Guérin. Después de mas de 200 cultivos, obtuvieron una cepa atenuada de M. bovis, el
agente etiologico de la tuberculosis en el ganado, que puede causar tuberculosis en
humanos, esta vacuna atenuada ahora llamada BCG (Bacilo Calmett-Guérin) probo mayor
eficacia (Kaufmann, 2001) y se ha probado que esta vacuna es relativamente segura y

protectora contra varias formas de tuberculosis en nifios (Parida y Kaufmann, 2010).

Bacilo Calmett-Guérin
Mycobacterium bovis BCG no es la Gnica vacuna usada a nivel mundial para la prevencion

de tuberculosis. De hecho, la atenuada y viva, vacuna de BCG originalmente derivada de
una cepa virulenta de M. bovis se ha usado para prevenir tuberculosis desde 1921
(Hernandez-Pando et al., 2006) siendo mas de 3,000 millones las personas que han recibido
la vacuna BCG (Dietrich et al., 2006).

Ademas de que BCG previene la diseminacion de tuberculosis en recién nacidos, se ha
encontrado que falla en proteger contra la forma mas comin de la enfermedad, la
tuberculosis pulmonar en adultos (Kaufmann, 2001).

Por lo tanto, la vacuna BCG tiene efecto limitado en contra de la tuberculosis pulmonar en
adultos y los estimados de proteccién van del 0% al 80%, basado en pruebas de campo bien

controladas. Muchos estudios han reportado que la BCG es protectora solo por 10 a 20 afios
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(Dietrich et al., 2006). Es por lo anterior que se requieren nuevos candidatos a vacunas
(Hernandez-Pando et al., 2006).

En la regiones altamente endémicas BCG ha fallado en controlar la tuberculosis (Dietrich et
al., 2006). En un estudio comparativo de respuesta inmune, después de la vacunacién con
BCG en sujetos de Chengalpattu, India y Londres, la vacunacién con M. bovis BCG no
mejora la bacteriostasis en sujetos de la india pero si lo hace en sujetos de Londres (Raja,
2004).

Otro hecho importante a escala global, se basa en que la fuente de sensibilizacién mas
pronunciada y ampliamente distribuida, es la infeccion latente de tuberculosis (Dietrich et
al., 2006). Esta puede ser curada con antibidticos, siendo esta infeccion un metodo de
vacunacion mas eficiente. Sin embargo factores socio econémicos, de areas endémicas y el
largo periodo de tratamiento, que requiere de la eliminacion de la bacteria para el control
global de la enfermedad no permiten de este un método viable para el control de la
epidemia de tuberculosis (Dietrich et al., 2006).

Sin embargo, la reinfeccion ocurre después de la exitosa erradicacion de una infeccion
primaria por tuberculosis con un agente quimioterapéutico. En estos individuos, la
respuesta inmune que es inducida por una infeccién natural no logra inducir la adecuada
memoria inmunoldgica para prevenir la infeccion secundaria (Kaufmann, 2001).

Hasta la fecha el mecanismo para la insuficiencia de proteccion dependiente de las células
T en la respuesta de la vacuna BCG y latencia por infeccion de M. tuberculosis siguen sin
tener respuesta (Kaufmann et al., 2005). Todavia se encuentran enormes obstaculos que
evitan la realizacion de un remplazo para la actual vacuna BCG. Uno de los mayores
inconvenientes es la falta de comprension sobre lo que constituye la inmunidad protectora

en tuberculosis.
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Notablemente los linfocitos T y fagocitos mononucleares son el centro de desarrollo para
las vacunas contra tuberculosis. Este armamento de defensa puede controlar el brote de
tuberculosis mediante la inhibicion de la replicacion de M. tuberculosis. Sin embargo, este
mecanismo no solo falla en prevenir una infeccion estable, sino que también falla en
erradicar al patdgeno que persiste en una fase latente durante el tiempo que la inmunidad

siga siendo competente (Parida y Kaufmann, 2010).

Bacteria Vivas
Se consideran dos principales estrategias para el desarrollo de vacunas: a partir de

subunidades y bacterias viables. Las vacunas por subunidades no seran tratadas, por que no
son consideradas en el desarrollo de este proyecto. Las vacunas en base a bacterias viables,
intentan activar todas las subpoblaciones de células T para alcanzar una respuesta optima.
Las diferentes poblaciones de células T varian sutilmente en las funciones efectoras, y
tienen diferentes requerimientos para su activacion.

Como ejemplo, las moléculas del MHC | son mayormente distribuidas entre las células del
hospedero que las moléculas del MHC 1l y las moléculas CD 1. Aunque los macréfagos
sirven como un importante habitat para M. tuberculosis, el patégeno también debe
esconderse en alguna otra estirpe celular que no exprese constitutivamente moléculas del
MHC Il y moléculas CD 1, como lo son las células del parénquima pulmonar. Las células T
v/d son activadas mas eficientemente que las células T por lo tanto pueden realizar
funciones de defensa temprana (Kaufmann, 2001).

La estrategia de este proyecto es crear una vacuna pre-exposicion que sea capaz de inducir
mayor respuesta inmune, que la producida por BCG, para efectivamente contener la
infeccion y asi prevenir la enfermedad (Parida y Kaufmann, 2010). De esta manera las
estrategias para mejorar la vacuna BCG o para atenuar M. tuberculosis necesitan ser
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explotadas y no deben de ser mutuamente excluyentes. Los constructos con vacunas viables
pueden mejorarse con la sobrexpresion de antigenos definidos como protectores ¢ por la
supresion de otras moléculas que pueden contribuir a la virulencia (Kaufmann, 2001).

Uno de los acercamientos para identificar los genes responsables para la patogenicidad es a
partir de mutantes de M. tuberculosis, que son despues probados para revisar la
multiplicacion bacteriana en pulmones de raton o cobayos. Racionalmente, mutantes vivas
y replicantes de M. tuberculosis son potentes candidatos a vacunas contra tuberculosis. Asi,
la vacunacion con mutantes autétrofas de micobacteria pueden inducir una estimulacion
inmune fuerte y prolongada confiriendo mayor proteccién que BCG (Herndndez-Pando et
al., 2006).

El genoma de M. tuberculosis provee una guia para la construccién de mutantes con genes
suprimidos siendo que muchos factores de virulencia putativos en el genoma se han
identificado.

Se ha presentado evidencia indicando que las micobacterias debilitan la presentaciéon de
moléculas del MHC II, el MHC | y CD 1, reduciendo la estimulacion de células T. Por lo
tanto, la atenuacion de micobacterias no se puede restringir solo a la deplecion de factores
de virulencia clasicos, también incluye la eliminacion de componentes que son inhibidores
de la respuesta inmune y enzimas clave en las rutas metabdlicas relacionadas a virulencia
(Kaufmann, 2001).

Los atributos que la cepa mutante de micobacteria necesita tener para ser considerada un
candidato potencial a vacuna deben de ser similares o incluso mejores que la proteccion por
BCG vy los pardmetros esenciales a verificar son: sobrevida, carga bacilar, histopatologia
del pulmédn y respuesta prolongada Th 1. De esta manera, si el nivel de proteccion de la

cepa mutante es el mismo que la BCG pero con mejoras en los aspectos antes mencionados
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se considera un buen candidato, porque este puede ser particularmente eficiente en
poblaciones humanas inmunodeficientes, como pacientes con VIH.

Ahora es claro que después de muchos afios de crecimiento y de cultivo en diferentes
laboratorios de diversas partes del mundo, han surgido cepas de vacuna BCG que han
evolucionado, las cuales difieren genéticamente una de otra y de la BCG original. Siendo
BCG subespecie Phipps la mas eficiente para conferir proteccion.

En ratones y humanos la proteccion contra infecciones micobacterianas depende de INF-y y
TNF-a, producido por células Th 1 y macréfagos activados respectivamente. Las vacunas
vivas atenuadas son construidas con el objetivo de presentar al sistema inmune un reto lo
mas posiblemente cercano a una infeccion natural, pero sin las alteraciones patologicas
producidas por una bacteria virulenta.

Es mejor evaluar la respuesta inmune mediada por células antes de la vacunacion y después
se efectla el modelo de vacunacion retando con micobacterias virulentas, comparando
ratones vacunados con la cepa mutante y BCG.

Por lo tanto las cepas mutantes atenuadas necesitan mantener una limitada capacidad para
crecer y diseminarse dentro de hospedero, logrando inducir una respuesta protectora. Se ha
demostrado que solo las cepas atenuadas de M. tuberculosis que se pueden multiplicar
durante un periodo de inmunizacién, confieren proteccion a los animales vacunados. Esto
es porque, para los patdgenos intracelulares, vacunas hechas con subunidades o patégenos
muertos suelen ser menos efectivos que las vacunas vivas (Hernandez-Pando et al., 2006).
De esta manera se ha probado seguridad en estudios preclinicos para las bacterias vivas
recombinantes de M. tuberculosis con mutaciones deletéreas en genes como phoP y fad
D26, la bacteria no replicante autotrofa para lisina y pantotenato con atenuacion para

secA2n entre otras (Fig. 10) (Parida y Kaufmann, 2010).
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Tipo de Fase
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Fig. 10 Principales candidatos a vacunas (Martin y Gicquel, 2011).

Factores de Virulencia
M. tuberculosis se encuentra con numerosos ambientes durante el curso de una infeccion

exitosa. La adaptacion a estas condiciones debe de requerir una compleja regulacion de
expresion genética (Manganelli et al., 2004). La expresion genética y coordinada es un
mecanismo adaptativo novedoso y es claro que numerosas respuestas de regulones estan
involucradas en M. tuberculosis.

En procariontes los genes estan frecuentemente regulados a nivel de transcripcion, y los
factores sigma frecuentemente regulan condicionalmente las respuestas expresadas, como

respuestas al shock térmico, esporulacién, movilidad y funciones extracitoplasmaticas.
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Estas son consideras factores de estrés dentro de las cuales se incluyen el transporte,
modificaciones a la pared celular y la secrecion de proteinas (Agarwal et al., 2007).

La necesidad de adaptarse a diferentes ambientes y la posibilidad de entrar a estado de
latencia sugiere un mayor papel de regulacién genética en la patogenicidad de M.
tuberculosis (Manganelli et al., 1999).

La primera exposicion a estrés son los agentes oxidantes, en segundo lugar es la exposicion
a pH bajo, en tercero es el dafio a las estructuras de la superficie, en cuarto es hipoxia,;
especialmente en los granulomas y en quinto lugar es la escasez de nutrientes y elementos
esenciales (escasez de hierro), todos estos factores estan relacionados con la respuesta
inmune del hospedero (Manganelli et al., 2004).

El genoma de M. tuberculosis codifica cerca de 190 reguladores transcripcionales: 13
factores o, 11 sistemas de dos componentes, 5 reguladores de respuesta no pareados, 11
proteinas cinasa y mas de 140 reguladores transcripcionales putativos. Muchos de estos
reguladores han sido caracterizados y responden a estrés ambiental, sin embargo la
respuesta ambiental de otros sigue siendo desconocida.

La secuencia del genoma de M. tuberculosis revela la presencia de 13 genes codificantes de
factores sigma (Fig.11), incluyendo 10 que ya se han clasificado como pertenecientes a la

subfamilia con funcion extracitoplasmatica (Agarwal et al., 2007).
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Fig. 11 Niveles de RNA mensajero de varios factores sigma
en cultivos durante crecimiento exponencial (Manganelli et al., 1999).

El nucleo de la RNA polimerasa de procariontes esta compuesta de cuatro subunidades f,
B’, ® y un dimero de a. Una quinta subunidad, el factor o, reversiblemente se asocia con la
RNA polimerasa, formando una holoenzima, y provee de una funcién promotora de
reconocimiento.
Es generalmente observado que todo factor o tiene su propia especificidad, permitiendo la
iniciacion de la transcripcion de diferentes genes. La variacion temporal de las poblaciones
de factores o puede representar un camino poderoso para M. tuberculosis en la modulacion
de la expresion génica en correlacion con los requerimientos fisioldgicos y asi lograr una
infeccion exitosa.
De esta manera los factores sigma pueden ser divididos en dos grupos que son
filogenéticamente distintos: aquellos relacionados con o’° y los relacionados con o™,
0

Mientras todas las eubacterias codifican al menos un factor o perteneciente a la clase ',

no todas codifican uno perteneciente a la clase 6>*. Y como esta ultima familia no esta
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presente en las micobacterias, no serd discutida. De esta manera la familia o'® puede ser
dividida en tres grupos, dependiendo en su estructura y funcién: los factores sigma
primarios, factores primarios parecidos a los factores sigma no esenciales, y factores sigma
alternativos.

Todos los genomas en las eubacterias codifican un factor sigma primario. Este es esencial y
permite la transcripcion de genes constitutivos, en M. tuberculosis este grupo esta
representado por o™,

Los factores sigma que pertenecen al segundo grupo no son esenciales bajo condiciones de
crecimiento fisioldgicas y son muy similares a los factores sigma primarios. Pueden estar
involucrados en la fase de supervivencia-estacionaria en cianobacterias y se involucran en
los ritmos circadianos y la utilizacién de nitrégeno y carbon en Sybechococcus sp. En M.
tuberculosis se representa con los ¢°.

El tercer grupo es el mas heterogéneo y puede dividirse en numerosos subgrupos. En M.
tuberculosis, se representan por o, perteneciendo al subgrupo que también controla las
respuestas a estrés y esporulacién en Streptomyces (Manganelli et al., 2004).

Los factores sigma alternantes de bacterias se sabe que proveen un medio para la regulacion
de la expresion génica en respuesta al ambiente, con estimulos siempre cambiantes ya que
se puede combinar con el nacleo de la RNA polimerasa para dirigir la transcripcion hacia
nuevos genes. Hay muchos casos de determinacion de la virulencia bacteriana en los cuales
la expresion es regulada por un factor sigma alternativo (Manganelli et al., 1999).

El locus de las micobacterias que contiene los genes codificantes de los principales factores
sigma y los factores parecidos a factores sigma, estdn conservados en el genoma. En

contraste, todos los factores sigma extracelulares de M. tuberculosis tienen un ortélogo en
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M. bovis sumando que M. bovis BCG Pasteur tiene duplicados los Factores sigma sigH y
sigM.

SigA codifica el mayor factor sigma micobacteriano, su homologo se ha demostrado que es
indispensable en Mycobacterium smegmatis. Una mutacion sin sentido en la region que
codifica este dominio, que se propone que interactle con otras proteinas reguladoras,
mostro ser responsable de la atenuacion de virulencia en M. bovis (Manganelli et al., 1999).
La inactivacion de sigA no ha sido posible en M. smegmatis y M. tuberculosis, fue el
primero en ser asociado a la virulencia debido a que la sustitucion de aminoécidos en M.
bovis causo la atenuacion de infeccion en el modelo de cobayos (Manganelli et al., 2004).
Por lo cual se considera el factor sigma constitutivo esencial (Manganelli et al., 1999). Se
ha mostrado recientemente que sigA interactia con el regulador transcripcional putativo
WhiB3. La familia WhiB en M. tuberculosis incluye siete miembros. Relacionados con
proteinas presentes en Streptomyces coelicolor y que participan en la esporulacion,
septaciéon y deposicion de la pared celular (Manganelli et al., 2004). Posteriormente se
entrara en detalles respecto a esta familia de genes.

La cantidad expresada de SigA es practicamente igual en diferentes condiciones de estrés,
con la excepcién del aumento en condiciones de escasez de nutrientes, crecimiento en la
fase estacionaria y crecimiento en ausencia de agitacion. Lo que se relaciona con la
hipotesis en la cual sigA codifica el mayor factor sigma vegetativo de M. tuberculosis
(Manganelli et al., 1999).

La mutante de M. tuberculosis para sigB es méas sensible a estrés ambiental, cultivos con
detergente SDS, shock térmico y estrés oxidativo (Manganelli et al., 2004). Después de la
exposicion a SDS los niveles de sigB y sigE aumentaron de 11 y 6 veces respectivamente

con respecto a los niveles de sigA (Manganelli et al., 1999). Pero es posible que esta crezca

-36 -



en macrdofagos humanos de manera normal y no se atenta en ratén. SigB puede funcionar
como mecanismo alternativo para mantener la transcripcion de genes constitutivos durante
exposiciones a estrés, cuando SigA esta inactivo o sus niveles de expresion son bajos.

El gen codificante de SigF es inducido en M. smegmatis y M. bovis BCG después de la
exposicion a varios antibidticos, hipoxia, bajas temperaturas, estrés oxidativo y entrada a la
fase estacionaria. Sin embargo en M. tuberculosis no se induce después de la exposicion a
bajas temperaturas, hipoxia, estrés oxidativo o entrada a la fase estacionaria. Esto sugiere
que sigF es regulada de diferente forma en M. tuberculosis, aun cuando existe mucho
parecido entre estos organismos. Sin embargo la mutante para sigF es mas sensible a
rifampicina que el tipo silvestre (Manganelli et al., 2004). Ademas esta presente solo en
especies con crecimiento lento (Manganelli et al, 1999).

La mutacion de sigC es mas susceptible a la presencia de perdxido de hidrégeno. Estudios
de genoémica funcional con arreglos de ADN, mostro que al menos 38 genes son reprimidos
en la mutante para el gen de sigC en los diferentes estadios de la curva de crecimiento.
Estos genes codifican proteinas envueltas en un alto rango de procesos celulares como lo es
la biosintesis de acidos grasos, fosfolipidos, sintesis de la pared celular, metabolismo
energeético y respuesta general a estrés (Manganelli et al., 2004). De manera sorprendente el
RNA mensajero de sigC es el mas abundante, y de acuerdo con datos anteriores, la RNA
polimerasa de M. tuberculosis esta asociadas con sigA o sigB. Por lo cual es posible que el
transcrito de sigC es traducido con baja eficiencia, es inestable o tiene poca afinidad a la
RNA polimerasa (Manganelli et al., 1999).

El gen codificante de SigE se induce después de la exposicion a un gran nimero de factores
de estrés ambiental, como lo es el shock térmico, estrés inducido por detergentes en la

superficie, asi como en el crecimiento dentro de los macréfagos.
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Treinta y ocho genes requieren de sigE para su completa expresion durante el crecimiento
exponencial, de estas, 13 son unidades transcripcionales putativas que regulan 23 genes que
requieren del factor sige para su induccion después de ser expuestas a concentraciones
inhibitorias de SDS. Incluye genes involucrados en la traduccion, control transcripcional,
biosintesis de &cido micolico, transporte de electrones y respuesta a estrés oxidativo.
Muchos de estos genes son constitutivos, soportando la hipétesis de que sigA y sigB tiene
regulones sobrelapados.

SigH responde a la formacion intracelular de uniones disulfuro debido a la oxidacion de los
grupos tiol de la cisteina. Este gen es inducido después del shock térmico. Regula 26
unidades regulatorias y 39 genes después de la induccion a condiciones inhibitorias con
diamida.

SigD es inducida después de la completa ausencia de nutrientes. SigJ es inducido en la fase
estacionaria en cultivo. SigL es el homologo mas cercano en S. coelicolor, su actividad es
regulada postraduccionalmente por dos sistemas de dos componentes codificados por un
operon inmediatamente rio abajo del gen estructural. En este organismo controla la

estructura de la pared celular (Manganelli et al., 2004).

WhiB5
S. coelicolor es una bacteria Gram positiva productora de esporas y que esta cercanamente

y filogenéticamente relacionada a M. tuberculosis al poseer un contenido similar de GC (65
a 70%), por lo cual se han encontrado proteinas homologas entre estas dos especies
(Raghunand y Bishai, 2006). En S. coelicolor, el gen WhiB se mostro estar asociado con la
esporulacién. M. tuberculosis no esporula pero tiene siete marcos de lectura abiertos que

son ortdlogos de WhiB en S. coelicolor. La presencia de multiples genes WhiB en M.
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leprae y la creciente evidencia de que estos genes estan involucrados en la divisién celular,
estrés oxidativo, resistencia a antibidticos, patogénesis sugiere que estos genes deben de
tener significante funcionalidad en las micobacterias (Garg et al., 2009).

La base de datos del orden Actinomycetales mostro una lista de 121 proteinas bacterianas
exclusivas del genero Actinomyces, que contiene alto contenido de GC incluyendo
Streptomyces ssp, Rhodococcus ssp y Mycobacteria ssp (Raghunand y Bishai, 2006). WhiB
pertenece al grupo de genes Unicos de los actinomicetos, que codifican para un pequefio
grupo de proteinas altamente cargadas de cisteina, y aun de funcién desconocida (Flardh et
al, 1999). WhiB fue identificado en S. coelicolor, un gen esencial para la esporulacién
temprana de hifas aéreas. Los genes de esporulacion temprana se identificaron mediante
estudios morfolégicos de una coleccion de mutantes que perdieron la capacidad de formar
esporas maduras (Geiman et al., 2006). Muchas de las mutantes llamadas Whi (white) se
han aislado, estas forman una hifa aérea que no puede formar las esporas de color gris en S.
coelicolor, estas mutantes bloguean el desarrollo en etapas tempranas de esporulacion y
septacion (Flardh et al., 1999).

Estas mutantes estan relacionadas a 8 loci diferentes, la primera mutante demostrada es
deficiente en WhiB (Raghunand y Bishai, 2006). S. coelicolor codifica un polipéptido de 87
aminoécidos con una secuencia consenso putativa hélice-vuelta-hélice (Raghunand y
Bishai, 2006) al cual se le atribuyen propiedades de unién a DNA (Geiman et al., 2006).
Gracias a los anélisis de mutacion se sugiere que whiB es una proteina de unién a DNA,
sumando el hecho de que estas mutantes muestran reducida expresion del conjunto de
genes WhiE que codifica los pigmentos de las esporas, indicando que este gen es un factor

de transcripcion (Raghunand y Bishai, 2006). Se ha demostrado que M. tuberculosis

-39-



responde transcripcionalmente y se adapta a las condiciones in vivo como lo son la hipoxia
y deficiencia de hierro (Banaiee et al., 2006).

M. tuberculosis tiene siete genes parecidos a WhiB, basado en la secuencia se identificaron
como genes relacionados a S. coelicolor (Raghunand y Bishai, 2006; Alam y Agrawal,
2007), estos genes se encuentran en todos los actinomicetos secuenciados hasta ahora, pero
ausentes en otros organismos. La presencia de ort6logos de genes WhiB en M. tuberculosis
y otros actinomicetos no esporulantes es intrigante, este agente etiol6gico no produce
esporas pero claramente cuenta con componentes homologos que codifican proteinas
relacionadas a esporas en otros organismos (Alam y Agrawal, 2007).

Los homologos de WhiB en M. smegmatis (whmD) y S. coelicolor muestran mucha
identidad a nivel proteico, puede sustituirse el gen codificante de un organismo a otro
organismo conservando funcionalidad. Estos tres presentan también gran homologia en la
regiones no transcritas 5’ y 3. Ademas la alineacion de secuencias de las regiones 5’ no
transcritas de los tres organismo muestran que el promotor putativo esta altamente
conservado (Raghunand y Bishai, 2006). Las proteinas WhiB de M. tuberculosis estan
involucradas en diferentes procesos celulares, como la division, patogénesis y resistencia a
antibidticos. Recientemente se ha demostrado que miembros de la familia de genes WhiB
de M. tuberculosis presentan una respuesta alta a una gran variedad de condiciones de
estrés y se predice que juegan un papel importante en las respuestas generalizadas de estrés
(Alam y Agrawal, 2007).

También se observa identidad del 22-67% entre las proteinas WhiB de S. coelicolor y M.
tuberculosis. Andlisis de secuencia de estas proteinas muestran la presencia de cuatro
dominios conservados de cisteina (Alam y Agrawal, 2007) residuos invariantes arreglados

Cys-X14-24-Cys-X,-Cys-Xs-Cys y un dominio conservado parecido al HTH (dominio que se
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sabe se asocia a ADN). El ultimo dominio es caracterizado por 7-residuos (F y G)-G-(VI)-
W-G-G-(LVIM) en la vuelta alfa hélice y es relativamente corta en longitud (Raghunand y
Bishai, 2006). Las secuencias Cys-X,-Cys, notando que WhiB5 remplaza esta secuencia
por Cys-L-R-R-Cys, se ha implicado en proteinas de diversas funciones, como lo es la
actividad de oxidoreductasa, detectando cambios de oxido reduccion y en la coordinacién
de muchos cofactores metalicos. Entre los metales el hierro es el cofactor mas comdn para
las proteinas, mismo que se involucra en una amplia variedad de procesos celulares que
son vitales para la funcién normal de los organismos. Esta coordinacion de iones, lleva a la
formacion grupos hierro-sulfuro, siendo estos los mé&s versatiles estructuralmente y
funcionalmente en la biologia (Alam y Agrawal, 2007).

La estructura de las proteinas WhiB es sensible a los tratamientos con agentes reductores,
debido a que en presencia de Beta-Mercaptoetanol provoca corrimiento diferencial en gel
de poliacrilamida, lo que implica el hecho de que los residuos de cisteina se coordinan con
iones metélicos. Posteriormente se confirma la coordinacion de iones metalicos por la
tincion especifica para hierro, sugiriendo la formacion de oligbmeros de proteinas WhiB
(Raghunand y Bishai, 2006). Este grupo de uniones hierro-sulfuro participan en la
transferencia de electrones, union o activacion de sustratos, almacén de hierro o sulfuro,
regulacion de la expresién génica y actividad enzimatica. El principio estructural basico de
los grupos hierro-sulfuro es la formacion de rombos de Fe2-S2. De esta manera una
proteina puede unirse a un gran numero de grupos en un arreglo espacial definido,
permitiendo a los electrones circular largas distancias dentro de la cadena proteica (Alam y

Agrawal, 2007).
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Estos dominios de cisteina son comunes en las proteinas de union a DNA coordinadas por
iones de Hierro, como lo son las de union de Zn, GAL4, SoxR o de union a Hg. La
estructura secundaria mostro la potencial unién a DNA de los residuos 64 a 84.

Todas estas proteinas poseen una hidrofilicidad alta en promedio, lo que sugiere que estan
en citoplasma. Estas proteinas tienen una region cargada positivamente, ademas de la carga
negativa, cerca del carboxilo terminal y se predice que contienen extensas regiones alfa
hélice con una beta plegada en la region central entre la primera y la segunda alfa hélice.

La extension N-terminal presente en la familia WhiB que comprende los primeros 67
aminoacidos, incluyendo el primero de los cuatro dominios de cisteina conservados (C67),
no es esencial para su actividad. En ninguna de las mutantes obtenidas se comprometio la
funcionalidad de la proteina al ser introducida al organismo. Sin embargo la modificacion
del dominio HTH ubicado en el carboxilo terminal afecto la funcionalidad de la proteina.
De ésta manera se determino que son necesarios los dominios C90, C93 y C99 para la
actividad de la proteina (Raghunand y Bishai, 2006).

Encontramos que algunas de estas proteinas que ya se han caracterizado como: WhiB1, que
codifica una reductasa disulfuro, WhiB3, que al ser eliminada se observa la atenuacion del
bacilo. Logrando menores lesiones en términos de histopatologia y tiempo de muerte de los
ratones, pero no ha logrado reducir la carga bacilar. Se ha demostrado que WhiB3 se une a
ADN (Geiman et al., 2006), interactla con SigA para participar en la causa de las lesiones
registradas en pulmon (Banaiee et al., 2006). Y WhiB4, que se sobreexpresa en macrofagos
activados y por lo tanto puede tener un papel importante en la supervivencia in vivo de M.
tuberculosis (Alam y Agrawal, 2007).

De particular interes es el hecho de que WhiB5, que se encuentra ubicada a 27,000 pb del

origen (Fig. 12) (Tuberculist, 2011), se aumenta en la fase tardia exponencial con una
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disminucion a niveles muy bajos en la fase estacionaria tardia de la curva de crecimiento.
Adicionando Cicloserina, un agente que actta sobre la pared celular, en el medio de cultivo
se observa la reduccién de los niveles de WhiB5 por lo tanto en presencia de antibi6ticos se
reprime la respuesta de este gen. EI mismo caso cuando la cepa fue sometida a especies
reactivas de oxigeno (Diamida) ya que se observo una baja en los niveles de transcrito. En
condiciones de cultivo con poco nutrientes (PBS) se encontr6 que éste es inducido cerca de
tres veces en comparacion a los cultivos control que cuentan con nutrientes, ademas de ser

inducido cerca de 14 veces en condiciones de estrés por calor (Geiman et al., 2006).
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Fig. 12 Ubicacidn del factor transcripcional putativo WhiB5 en el genoma de M. tuberculosis (Tuberculist, 2011).

Mediante técnicas de sobrexpresion y el analisis de micro arreglos, WhiB5 en H37Rv
puede inducir la expresion de 27 genes (Fig. 13). Subrayando que WhiB5 logra inducir la
expresion del factor sigma sigM que a su vez inducen la expresion dos sistemas de

secrecion tipo siete, ESX-4 y ESX-2, como se muestra (Fig. 13) (Casonato et al., 2010).
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Fig. 13 Representacion esquematica de los genes regulados por WhiB5, En circulos azules se muestra genes
expresados tras 15 minutos, en circulos rojos se muestran genes expresados después de 3 horas (Casonato et
al., 2010).
Como se ha mostrado en trabajos previos, la induccion de WhiB5 se origina en presencia de
S-nitrosoglutathione (GSNO), y en ausencia de ésta proteina el crecimiento es detenido. Por

lo cual se puede decir que la presencia de WhiB5 es indispensable para poder tolerar las

condiciones de un donador de oxido nitroso (Fig. 14) (Casonato et al., 2010).
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Fig. 14 Sensibilidad de la mutante a GSNO un donador de oxido nitroso (Casonato et al., 2010).

SigM
El regulon de M. tuberculosis, en particular el factor sigM, proporciona la regulacion

negativa de los lipidos asociados a virulencia y la regulacion positiva de proteinas de
secrecion pertenecientes a la familia ESX y genes relacionados con sintetasas de péptidos
no ribosomales. Por lo cual se sugiere que la actividad de sigM puede tener un papel en la
adaptacion in vivo a largo plazo para ambientes especificos del hospedero, mas que en
cuanto a la virulencia temprana en el curso de una infeccién (Raman et al., 2006).

Como otros ejemplos, el gen sigE codifica un miembro de la familia de factores sigma
extracitoplasmaticos y la mutante para el gen sig en M. tuberculosis caracterizada por
Manganelli et al. demostré una gran susceptibilidad al choque térmico, sulfato dodecil
sodico y varios tipos de estrés oxidativo que el genotipo silvestre. Esta mutante también fue
defectuosa en la habilidad para crecer dentro de macréfagos humanos y modelo murino,
siendo asi mas susceptible a la actividad antimicobacteriana de los macréfagos activados.

En los estudios de ratén, la mutante Knock-out para el gen sigE en M. tuberculosis
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proliferd y sobrevivid en los tejidos de raton pero era menos letal de acuerdo al andlisis de
sobrevida.

Otro ejemplo es sigH, esencial en la produccion de inmunopatologia y letalidad en ratén.
La mutante Knock out en M. tuberculosis también exhibié una gran susceptibilidad a
cambios de temperatura y estrés oxidativo in vitro. Estos estudios sugirieron que el factor
sigma extracitoplasmatico sigH juega un papel central en la red reguladora involucrada en
las respuestas a estrés (Agarwal et al., 2007).

El factor sigM regula muchos genes que se cree estan involucrados en la produccion de
moléculas que se localizan en la superficie bacteriana o que son secretados, entre estos
estan genes que codifican proteinas de secrecién parecidas a ESAT-6 (esxU y esxT). Son
parte de una proteina de secrecion putativa en el locus Esx-4, un operon de dos genes
separados de funcion desconocida, y otras proteinas pertenecientes a la familia Esx que son
codificadas en diferentes regiones del cromosoma. Tomando en cuenta que ESAT-6 es una
proteina de secrecion que se ha postulado como moduladora de una respuesta celular en el
hospedero durante la infeccion (Agarwal et al., 2007). También regula un gen de funcién
desconocida denominado PPE19, un operdn que porta el gen PPE1 y un gen involucrado
en la biosintesis de acidos grasos (Raman et al., 2006).

El regulon de sigM puede estar asociado con la produccion y exportacién de productos,
regula muchos genes envueltos en el metabolismo de lipidos, incluyendo el operdn kasA-
kasB (Agarwal et al., 2007). En contraste con ESAT-6 y Cfp-10, que son importantes en la
patogénesis de la infeccidn aguda, se hipotetizé que las proteinas Esx reguladas por sigM
pueden funcionar en la adaptacion bacteriana y en la modulacion del hospedero en etapas

posteriores de infeccion (Raman et al., 2006).
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En la cepa mutante para este factor sigma existe la depresion de los lipidos de superficie
PDIM de M. tuberculosis. PDIMs se ha demostrado que son importantes determinantes de
la virulencia requeridos por la eficiente replicacion en el pulmoén durante periodos cortos de
la infeccidén (Raman et al., 2006).

Tratando de simular los eventos que una micobacteria pudiera encontrar durante su ciclo de
vida y observando los niveles de expresion durante condiciones de estrés in vitro de sigM,
aumenta la expresion bajo condiciones de altas temperaturas y en la fase estacionaria. En
esta fase se produjo un aumento aproximado de 30 pliegues en el transcrito de sigM
comparado con la fase estacionaria. Sin embargo el transcrito de sigM continud bajo, con
niveles aproximados a 30 pliegues por debajo de sigA, aln al parecer abundante.

Asi la expresion se mantuvo uniforme bajo muchas de las condiciones a las que fue
sometido. A excepcion de las condiciones de 42°C, donde se encontré una induccién de 9
pliegues comparada con la expresion basal (Agarwal et al., 2007).

La baja expresion de este reguldn in vitro durante el crecimiento vegetativo sugiere que la
expresion de SigM es inducida en respuesta a estimulos especificos durante la infeccion
(Raman et al., 2006).

El genotipo silvestre, mutante y complementado de las cepas, tuvo un crecimiento idéntico
en medio Middlebrook 7H9, suplementado con acido oleico, acido-albumina-dextrosa-
catalasa, glicerol y Tween 80, y no se observaron diferencias claras en la morfologia de las
colonias en medio solido.

Los macrofagos, por un periodo de 8 dias, indicaron que la perdida de sigM no debilita la
habilidad de M. tuberculosis para sobrevivir, abarcando macrofagos activados e inactivados

de la linea celular J774A.1 (Agarwal et al., 2007).
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Asi se puede concluir que sigM gobierna la expresion de un pequefio grupo de genes,
incluyendo 4 homologos de Esat-6, la ausencia de sigM no resulta en la pérdida de
virulencia en el modelo de raton o macréfago. Por lo cual sigue siendo posible que sigM se
requiera para la supervivencia, patogenicidad, persistencia, supervivencia en granulomas
necréticos y transmision entre los hospederos, misma que no es posible medir en estos
modelos experimentales (Agarwal et al., 2007). De esta manera la funcion de estas
proteinas es para modular inmunidad u otros aspectos de las interacciones patégeno-
hospedero, demostrando que la regulacion por sigM en estos genes es la de modular las
interacciones hospedero-patégeno. Cambios en la actividad de sigM proveen de
mecanismos por los cuéles puede ser alterada durante la infeccidn, la produccion de

moléculas asociadas a la superficie y de secrecion (Raman et al., 2006).

ESX 2y 4
Los miembros de la familia de ESX son proteinas altamente inmunogénicas que son

secretadas por la ruta secretora definida como ESX o tipo VII. Hay 29 genes ESX en M.
marinum y 23 en M. tuberculosis. Cerca de un tercio de estos genes ESX estan localizados
en los grupos de genes ESX-1-5 (Bottai, 2009). La atenuacion de BCG es principalmente
debido a la pérdida del locus ESX-1, el cual codifica dos miembros de la familia, CFP-10 y
ESAT-6 (Kaufmann et al., 2005). Andlisis filogenéticos y genémico comparativo han
revelado que 5 diferentes sistemas ESX en el género Mycobacterium, probablemente
evolucionaron por duplicacion génica, en orden ESX-4, ESX-1, ESX-3, ESX-2 y mas
recientemente ESX-5 (Abdallah et al., 2007).

Los patogenos Gram negativos usan una gran variedad de sistemas de secrecion, que
funcionan mediante la entrega de proteinas bacterianas dentro de las celulas del hospedero
y asi manipular la respuesta del hospedero a la infeccion (Di Giuseppe y Cox, 2007). Este
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nuevo sistema de secrecion llamado tipo VII, que estd ligado directamente a la
patogenicidad y escape del fagosoma, contiene antigenos de células T denominados ESAT-
6 y CFP-10 que se exportan la pared celular (Smit, 2010).

Aunque la identificacion de un sistema de secrecion en M. tuberculosis se esperaba por la
naturaleza de la pared celular, es inesperado que M. tuberculosis codifique cinco de estos
sistemas de secrecion. EI genoma de M. tuberculosis tiene 11 o 12 locus que comprenden
genes en tandem, que codifican miembros de la familia ESAT-6. Cuatro de estos grupos
son parte de un locus méas largo denominado ESX-2-5, que contiene mas homdlogos del
grupo ESX-1.

Algunos de estos genes son compartidos por la mayoria, pero no en todos, los sistemas
ESX como lo son los genes PE y PPE. Estos son dos familias de genes Unicos en las
micobacterias y son significativamente expandidos en las micobacterias patogénicas con
crecimiento lento. Casi el 9% de la capacidad de codificacion de M. tuberculosis es
dedicada a esta familia de genes.

El sistema ESX-4 es el méas antiguo T7SS en las micobacterias. También es el mas pequefio
(9,870 pares de bases en M. tuberculosis comparado con 14-22Kb de otros locus ESX) vy el
que tiene el menor nimero de genes (siete genes en M. tuberculosis comparado con once-
18 genes de otros loci ESX).

Por lo cual la presencia de cinco T7SS origina las preguntas ¢porque existen tantos factores
de secrecion? y ¢porque no se pueden complementar entre cada uno? Esto esta remarcado
por la inhabilidad de cuatro sistemas ESX para complementar la pérdida de virulencia que
es causada por la delecion de ESX-1. Este hecho puede ser a causa de la evolucion

divergente de sus sefiales de secrecion y también su regulacion diferencial.
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Estudios de mutagénesis de transposones de alta densidad ha demostrado que mientras los
genes ESX-1, ESX-2 y ESX-4 pueden ser bloqueados, la mayoria de los genes de ESX-3'y
algunos de ESX-5 no pueden ser bloqueados. Esto sugiere que estos sistemas son
esenciales para el crecimiento en cultivo.

Las T7SS’s en bacterias Gram positivas ricas en G+C se relacionan mas con los sistemas
antiguos ESX-4, esto puede indicar que ESX-4 no estaba disefiado para transportar
proteinas a través de la membrana micobacteriana y que esta funcion solo se introdujo
sobre la evolucién de ESX-1.

Mientras ESX-4 y ESX-2 es regulado por el factor alternativo SigM. ESX-4 parece
representar el mas antiguo sistema, explicando el pequefio nimero de genes a comparacion
de otros locus ESX. Representa el Unico sistema micobacteriano ESX que comparte
similaridad con otros sistemas ESX en otras actinobacterias y/o bacterias Gram positivas
con alto contenido de GC. Sin embargo, el papel bioldgico de este sistema sigue sin ser
comprendido por completo. Nada estd completamente comprendido acerca de la funcion
del sistema ESX-2. En M. tuberculosis, ESX-2 estd localizado justo corriente abajo del
locus ESX-1. De manera interesante ESX-2 est4 perdido de M. marinum (Bottai y Brosch,

2009, Abdallah et al., 2007).

Tipos de Mutantes
La secuenciacion y anotado del genoma de M. tuberculosis, ha permitido muchos

acercamientos nuevos al estudio de la fisiologia y patogénesis del organismo en cuestion.
Los genes a usar o inactivar generalmente son seleccionados de acuerdo a la capacidad que

tienen de disminuir la virulencia. Predicciones de cuales genes son importantes en cuanto a
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la virulencia o patogénesis, se infieren de estudios de otros patdgenos bacterianos, como
factores sigma y reguladores de hierro.

Los primeros intentos para desactivar genes de M. tuberculosis por intercambio alélico
resultaron ser recombinaciones ilegitimas, sin embargo se comprendi6 que el gen RecA de
M. tuberculosis puede sustituirse en M. smegmatis. Por lo cual se reconoci6 el primer
método de recombinacion homologa.

En la actualidad las técnicas de desactivacion genética en M. tuberculosis se pueden dividir
en métodos directos y globales. Se necesita un fenotipo seleccionable, siendo estos los
antibiodticos, los mas comdnmente usados en micobacterias son aquellos que proveen de
resistencia a kanamicina, higromicina y estreptomicina.

La inactivacion directa de genes se lleva a cabo mediante la insercion de resistencia a
antibiotico en la porcion media del gen de interés, para después hacer la transformacion en
la micobacteria. Una molécula linear o circular de DNA se introduce usando
electroporacion, el resultado deseado es el remplazamiento alélico del cromosoma
genoémico por aquella mutada. EIl uso de un fragmento linear de una sola hebra incrementa
el remplazo alélico por recombinacién homologa en Streptomyces spp. y este efecto
también se observa en la inactivacion genética de M. semegmatis y M. tuberculosis. Otro
método que ha sido utilizado para evadir las desventajas del método anterior es el uso de
sistemas de transposones que funcionan en E. coli para desactivar genes de gran tamafio en
M. tuberculosis.

Las mutaciones que se llevan a cabo de manera mas directa en micobacterias se hacen con
vectores bi-funcionales o lanzadera. Usando aquellos vectores que no se pueden replicar en

el la célula receptora o que tienen sensibilidad a temperatura. Este método resulta ser
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necesario para obtener cepas vacunales de M. tuberculosis. Una manera mas simple y
répida es mediante una unica recombinacion con DNA circular.

La inactivacion global se basa en el principio de la insercion de DNA foraneo, usualmente
un elemento transponible, en varios sitios en el genoma bacteriano, de manera aleatoria.
Este método requiere un fenotipo seleccionable que usualmente es resistencia a antibiotico.
La complementacion también es una metodologia llevada a cabo con la finalidad de
identificar genes de virulencia en cepas de M. tuberculosis. Una cepa no virulenta o no
patogénica se usa como recipiente para genes conocidos como factores de virulencia, esto
se puede llevar a cabo in vivo usando vectores de integracion proeficiente, que promueve la
propagacion estable de genes individuales en bacterias durante infecciones animales

(Smith, 2003).
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Hipdtesis
Obtener un bacilo atenuado de M. tuberculosis Knock-out para el factor de virulencia

(WhiB5) con la capacidad de generar una respuesta protectora positiva.

Objetivos generales
Describir la virulencia e inmunopatologia producida por una cepa mutante de M.

tuberculosis Knock-out para el factor de virulencia WhiB5 utilizando un modelo murino de

tuberculosis pulmonar progresiva.

Objetivos particulares
e Evaluar el dafio histologico provocado por la cepa Knock-out del gen WhiB5 en los

pulmones de ratones Balb/c y comparar contra la cepa que reincorpora este gen y la
cepa parental H37Rv.

e Analizar la carga bacilar en los diferentes grupos de ratones Balb/c infectados con
las cepas Knock-out del gen WhiB5, la cepa que reincorpora el gen WhiB5 vy la
cepa parental H37Rv.

e Cuantificar la expresion de citocinas involucradas en la respuesta Th 1 (INF y, TNF

a ¢ iNOs), asi como en la respuesta Th 2 (IL-4) en los diferentes grupos de estudio.
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Metodologia

Preparacion de las cepas H37Rv, WhiB5 KO y WhiB5 complementada
La cepa de referencia H37Rv asi como la mutante WhiB5 y la cepa complementada WhiB5

se crecieron en Medio Middlebrook 7H9 Broth (BD USA, DIFCO, Cat. 271310), el cual se
prepard pesando 4.7g de polvo en 900ml de agua destilada adicionando 5ml de glicerol. Se
esterilizo en autoclave a 121 °C por 15 min y pasado el tiempo de esterilizacion se dejo
enfriar a 40 °C.

En una campana de bioseguridad (Forma Class Il A2, Thermo Electro Corp.), limpia y
esterilizada con luz UV, por 10 minutos, se adicionaron 100 ml de enriquecimiento ADC
(glucosa, albumina y catalasa, Middlebrook, BD), por cada 900ml de medio. Se
homogenizé y vertié en botellas de cultivo de 275cm? de poliestireno con cuello angulado y
tapa con filtro (Corning, 75cm?). Estas, se colocaron en incubacién con 5% de CO, a 37 °C
por 3 dias para realizar prueba de esterilidad.

Pasado ese tiempo y en campana de bioseguridad, con asa bacteriol6gica se tomaron 20 ul
de bacteria del medio Lowestein-Jensen y se colocaron en botellas con el medio 7H9.
Posteriormente estas botellas se colocaron en una incubadora de CO,. En la primera
semana, se mantuvo el medio estatico y a partir de la segunda semana, se empez06 a tomar
lecturas de absorbancia a 600nm para detener el crecimiento en la fase estacionaria
temprana.

La micobacteria se recupera en la campana de bioseguridad colectando dentro de un tubo
conico de 50ml (Falcon, BD, Cat. 352970) estéril y nuevo. EI medio de cultivo entonces se
centrifug6 a 2000 revoluciones por minuto durante 10 minutos. Se desechd el sobrenadante
y el pellet bacteriano se resuspendié en 5ml de buffer PBS (Solucion amortiguadora de

fosfatos) — Tween 80% al .05%. Posteriormente se le adicionan perlas de vidrio estériles no
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mayores a 3mm de diametro (Sigma, Cat. Z143928-1EA), el tubo se cerrd y se dejo en
agitacion toda la noche.

A continuacion se procedio al lavado de la bacteria, el cual consta de ciclos de 1 minuto de
agitacion en vortex seguido de 1 minuto de reposo, este paso se repitié al menos 10 veces
para tener la certeza de que no se formen grumos o agregados bacterianos. Este se
centrifugd a 2500 revoluciones por minuto durante 15 minutos. Posterior a esto se volvié a
hacer el ciclo con la excepcion de ser centrifugado a 1500 revoluciones por minuto. El
sobrenadante se colectd a un tubo conico de 50ml estéril y nuevo. Se centrifugd a 2000
revoluciones por minuto por 10 minutos. El sobrenadante se elimind y el botdn
micobacteriano se lavo con PBS — 20% de glicerol (Sigma, Cat. 49779-1L), esta suspension
se guarda a — 70 °C hasta su utilizacion.

Previo a la inoculacion, el tubo se descongelo gradualmente de -70 °C hasta — 20 °C y
finalmente hasta los 4 °C, una vez descongelado, dentro de la campana la bacteria se lavo
con PBS — Tween 80 por 5 minutos en agitacion, para eliminar el Tween y células muertas.

Enseguida se lavo 2 veces més con PBS para realizar la cuenta bacteriana.

Cuenta Bacteriana
Esta se realiz6 utilizando diacetato de fluoresceina (DAF, Sigma, Cat. MFCD1866182). Se

prepard una solucién Stock disolviendo 5mg de DAF en 1 ml de acetona a -20 °C. A partir
de esta se prepara la solucién de trabajo, de la cual se toman 12.5 ul de la solucién stock y
se diluyen en 1ml de PBS. Se hizo una dilucion 1:100 de la bacteria (1pl de muestra, 49 pl
de solucion de trabajo y 50 ul de PBS. Esta dilucion se incubd durante 20 minutos en
obscuridad. Se colocé la muestra en una camara de Newbauer y se realizo la cuenta en un
microscopio de fluorescencia. Se consideraron bacterias vivas aquellas que presentaron
fluorescencia, y se obtuvo el numero total de bacterias de acuerdo a la siguiente formula:
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# de Bacterias ( # de Bacterias contadas

T ) ¥ Dilucion X 104
Mililitro

# de Cuadrantes contados

Se ajusto a una concentracion de 250 000 bacterias en 100 ul de PBS.

Inoculacion
Se considerd 50 Ratones Balb/c machos singénicos de 6-8 semanas de edad por cepa, para

ser anestesiados con sevoflurano (Abbott, USA) e inoculados via intratraqueal con tres
cepas de M. tuberculosi;. La cepa de H37RV como control, la cepa con reinserto del gen
WhiB5 y la cepa con Knock-out para el gen WhiB5, estos son infectados con 250,000
bacterias vivas en 100 ul. En grupos de 10 ratones por caja, se almacenan en
microaisladores en un sistema de presion negativa.

Los animales fueron sacrificados de acuerdo al modelo murino propuesto por el doctor
Rogelio Hernandez Pando (1, 3, 7, 14, 21, 28, 60, 120 dias). Durante el sacrificio se
extraen pulmones, bazo y sangre. Los animales fueron anestesiados con éter, una vez
dormidos se corta la porcion distal del brazo y se colecta entre 1 y 1.5 ml de sangre que fue
centrifugada a 2500 revoluciones por minuto para obtener suero. Los bazos son extraidos
para ser conservados a -70 °C. De los dos primeros ratones se extrae el pulmén derecho
para ser conservados a -70 °C y se perfunden con etanol los dos pulmones izquierdos para
conservarse en etanol; para el tercer raton se extrae el pulmén izquierdo para ser
conservado a -70 °Cy se perfunde con etanol el pulmén derecho para conservarse en etanol;
a otros dos ratones se les extraen los pulmones para ser conservados a -70 °C. El
procedimiento de sacrificio fue efectuado en campanas de flujo laminar con bioseguridad

nivel I11.
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Estudio histoldgico y morfométrico.
Posteriormente los pulmones que se colocaron en etanol se procesan e incluyen para el

analisis morfometrico, 3 Etanol 100 % durante 40 minutos por cada etanol, 3 xilenos
durante 40 minutos para cada xileno y 3 parafinas durante 40 minutos por cada parafina se
incluye y se cortan secciones de 5 um de ancho se colocan en laminilla de vidrio
(portaobjeto) se realiza la tincion de Hematoxilina eosina (H-E) y se hace el analisis

morfomeétrico de cada tiempo de sacrifico.

Medio para andlisis de unidades formadoras de colonia.
Se utilizaron 19g de medio deshidratado Middlebrook 7H10 (Difco Laboratorios, Detroit,

MI. USA) en 900 ml de agua destilada adicionada con 5 ml de glicerol, y se colocé en una
placa de calentamiento con agitacion hasta disolver, se esterilizd y se enriqueci6 afiadiendo
100ml de OADC (Enriquecimiento oxalico, albumina, catalasa, dextrosa) (Difco
Laboratorio, Detroit, MI. USA) por cada 900ml de medio en condiciones asépticas.
Posteriormente se vertid en cajas Petri estériles en un volumen aproximadamente de 16ml.
Se dejé enfriar y se coloca en incubacién a 37 °C a 5% de CO? por 48 horas, pasado este
tiempo se revisd posible contaminacién en las cajas y se marcan los numeros de las

diluciones.

Homogeneizado y sembrado del medio
Se tomaron tres de las muestras que fueron conservadas a -70 °C por cepa, se colocé a 4 °C

(en hielo), mientras se esterilizo la campana y el material a utilizar con luz ultravioleta. A la
muestra se adicion0 500 ul de PBS-tween 80 0.05% estéril. Y se homogenizaron con
Polytron (Polytron, USA) a 4000 revoluciones por minuto, una vez homogenizados se
adicionan 500 ul de PBS-tween 80 0.05% estéril para tener un volumen de 1 ml. De los

homogenizados se toman 30 ul, diluyendo 1:10 en forma seriada en una placa de cultivo. Se
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sembrd 10 ul de muestra perteneciente al homogenizado, la primera dilucion, la segunda
dilucion y la tercera dilucion, y se hizo el duplicado de este procedimiento.
Se dejo que se absorba la muestra en el medio de cultivo totalmente, posteriormente se
voltearon las cajas, se incubo6 a 37 °C, 10% de CO; y se checo los dias 15 y 21 para
eliminar cajas con contaminacion. Y finalmente se cuentan el nimero de colonias en cada
dilucion.

Analisis para la expresion de citosinas PCR tiempo real (RT-PCR)

Aislamiento de mARN
El primer paso es la extraccién de RNA mensajero de las células eucariontes, por cada 10°-

10® células se utilizaron 350 ul de buffer RLT, el cual rompe la membranas celulares,
(QuiagenRNeasy Kit, Quiagen, CA, USA) y se hizo el homogeneizado con vortex, se
adicionaron 350 ul de etanol al 70% se homogenizo6 con pipeta y se pasa a la columna de
purificacion, se centrifug6 a 14000 revoluciones por minuto durante cinco minutos a 4 °C y
se elimina el sobrenadante.

El segundo paso es adicionaron 700 ul de buffer RW1, el cual separa los restos de proteinas
del ARN, y centrifugar a 14000 revoluciones por minuto durante 5 minutos a 4 °C se
elimino el sobrenadante y se repite este paso, en el tercer paso se adicion6 500 ul de buffer
RPE, el cual elimina restos de substancias del ARN, y centrifugar a 14000 revoluciones por
minuto durante 5 minutos a 4 °C y se repite este paso.

Se transfiere la columna de purificacion a un tubo de coleccién y se centrifuga un minuto a
14000 revoluciones por minuto a 4 °C, se coloca un nuevo tubo de coleccién y se adiciona
a la columna 30 ul de agua libre de RNAsa y se centrifuga a 14000 revoluciones por minuto

durante 5 minutos a 4 °C se repite el paso anterior con 20 ul de agua libre de RNAsa sin
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cambiar el tubo de coleccion siendo este el RNA total de las células eucariontes y se

almacena a -70 °C.

Obtencion de cADN
Una vez obtenido el ARN total es necesario sintetizar la cadena complementaria o CADN,

Utilizando 2 ul de buffer RT 10X, 1 ul de Oligo dT, 2 ul de dNTP’s 10 mM, 1 ul de
RNAsalnhibitor, 1 ul de Enzima Omnisprict (Omniscript, Quiagen, CA, USA), 6 ul de agua
libre de RNAsa y 12 ul de muestra. Esta reaccion se incuba a 37 °C durante sesenta minutos
y 93 °C durante 15 minutos.

Posteriormente se deben de hacer fragmentos de ADN de doble cadena para poder obtener
el indice de densidad optica y hacer con este las curvas patron para el analisis con PCR-

tiempo real.

Disefio de Oligonucleotidos
Las secuencias especificas se disefiaron con el programa Primer Express (Applied

Biosystems, CA, USA), para los genes: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GA3PDH), Oxido nitroso sintasa (iNOS), Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),

Interleucina 4 (IL-4) e Interferon gama (INF-y) (Apéndice).

PCR-punto final.
Para obtener datos respecto a la secuencia constitutiva de G3PDH vy asi ver la expresion de

citocinas se utiliz6 12.5 ul de mix Hot Star (QuiagenHotStarTaq, Quiagen, CA, USA), 10.5
ul de agua libre de RNAsa, 0.5 ul de Oligo sentido, 0.5 ul de Oligo antisentido y 1 ul de
muestra. Obtenida esta mezcla se procede a la incubacién a 95 °C durante 15 minutos para
desnaturalizar las dobles cadenas, se introduce una secuencia de pasos que van de 95 °C 30
segundos, 60 °C 30 segundos y 72 °C 45 segundos durante 30 ciclos, este paso permite la

desnaturalizacion, union de los oligos y elongacion del cADN, para formar ADN de doble
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cadena, se deja a 72 °C por 5 minutos para la elongacion final y se detiene a 4 °C la
reaccion. Se hace un gel de agarosa al 1,8% y se observa en transluminador, este aparato

tiene herramientas para poder observar el indice de densidad dptica.

Analisis de citocinas por PCR-tiempo real
Una vez elaboradas la curvas (Apéndice), se prepara la reaccion con 12.5 ul de Mix Hot

StarSybr (QuiagenQuantitect SYBR Green PCR), 10.5 ul de agua libre de RNAsa, 0.5 ul de
Oligo sentido, 0.5 ul de Oligo antisentido, 1 ul de muestra. Obtenida esta mezcla se procede
a la incubacion a 95 °C durante 15 minutos para desnaturalizar las dobles cadenas, se
introduce una secuencia de pasos que van de 95 °C 30 segundos, 60 °C 30 segundos y 72 °C
45 segundos durante 30 ciclos, este paso permite la desnaturalizacion, unién de los oligos y
elongacion del cADN. EI PCR en tiempo real se hizo en un termociclador 7500 real time
PCR system (ApliedBiosystem, USA). La curva elaborada se utiliza de referencia siendo
que esta curva tiene una cantidad conocida de copias por microlitro, también es importante
mencionar que el andlisis por Sybr Green en tiempo real necesita de una curva de Melting,
en esta es posible verificar que el producto que se estd amplificando sea siempre el mismo y

no se amplifiquen productos inespecificos.

Analisis estadistico
Los resultados reportados cuentan con desviacion estandar (+ SD) de las medias. La

significancia considerada entre la cepa mutante, parental y complementada fue calculada
utilizando la prueba t de Student para muestras no pareadas, en todos los experimentos. De

tal manera que la significancia se acepté como p = 0.05 @ 0.01, como se indica.

Sobrevidas
Utilizando el analisis estadistico de Kaplan-Meier para sobrevida, en el cual se parte una

poblacién a la cual se le pone un factor de riesgo y el cual se observara a intervalos de
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tiempo definidos. Para el caso del estudio cada cepa fue estudiada con cincuenta ratones
Balb/c y se reviso cada grupo experimental semanalmente, se anot6 el nimero de muertes
por semana y el numero de individuos vivos. De acuerdo a estos datos se aplico la siguiente
ecuacion (Korosteleva et al., 2009).

. d;

so=]](3)

F1.:
it

Esta ecuacion nos dard como resultado una curva en la cual se reflejan los porcentajes de

individuos vivos al factor de riego.

Resultados
Esta parte comprende dos experimentos llevados a cabo en diferente tiempo, bajo la misma

metodologia, con el motivo de verificar que el experimento sea reproducible, de esta
manera se pueden observar graficas que pertenecen a los resultados del primer experimento

y graficas que pertenecen a los resultados del segundo experimento.

Sobrevida
Los ratones fueron observados durante las primeras cuatro semanas diariamente y después

semanalmente, contando el nimero de ratones que murieron a lo largo de los cuatro meses
de infeccion. No se consideran dentro de la sobrevida los animales que murieron por
anestesia o después del tiempo establecido. Los grupos de trabajo fueron marcados como
H37Rv (cepa parental), cepa B5KO (mutante con Knock-out del gen WhiB5) y B5 COMPL

(cepa knock-out a la que se le inserto nuevamente el gen WhiB5).
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Fig.15 Grafico de sobrevida, Amarillo (Cepa de referencia H37Rv), Rosa (Cepa complementada) y Azul
(Cepa Knock-out WhiB5). A experimento 1 y B experimento 2.

En ambos experimentos se observa que durante las primeras cuatro semanas postinfeccion
no existe modificacion en ninguna de las tres cepas analizadas, debido a que la sobrevida
se mantiene al 100%. Después de la quinta semana postinfeccion en ambos experimentos se
observa que la cepa parental tiene una caida drastica, observandose la disminucién en el
cual se mantiene el 70% de la poblacién. Para la decima semana la sobrevida llega al 30%,
este porcentaje se mantiene hasta la semana 16. La cepa que cuenta con la supresion del
gen WhiB5 se observa perdida de la virulencia de la bacteria, 1o que se manifiesta en ambos
experimentos manteniendo el total de los animales a lo largo de las 16 semanas del

experimento. Al analizar la cepa complementada (aquella cepa a la cual se le incorpora
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nuevamente el gen WhiB5) se observa que la poblacion decrece para mantenerse el 80% de
la poblacion (Fig. 15).

Al analizar la sobrevida con Kaplan-Meier se observa que existe una diferencia
significativa entre la cepa parental y la cepa Knock-out a partir de la novena semana. En
cuanto a la cepa complementada y la Knock-out se manifiesta una diferencia aungque no es

significativa.

Carga bacilar e histopatologia
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Fig. 16 Gréafico de carga bacilar, amarilla (Cepa de referencia H37Rv), Magenta (Cepa complementada),
Violeta (Cepa Knock-out WhiB5). A experimento 1y B experimento 2.

Al observar la carga bacilar en ambos experimentos se observa que durante los primeros
14 dias el crecimiento bacteriano se mantiene de forma similar entre las tres cepas
analizadas, pero en el dia 21 la cepa parental muestra un incremento abrupto en el
crecimiento de bacterias. Cuando observamos la carga bacteriana de la cepa knock-out para

el gen WhiB5, y correlacionamos con el 100% de sobrevida, se observa que el nimero de
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bacterias tiene un aumento gradual respecto al tiempo en mucha menor proporcion respecto
a las otras cepas a lo largo de la infeccion. Este hecho refuerza que la hipotesis en la cual
WhiB5 esté involucrado con la virulencia de la cepa de M tuberculosis. Al evaluar la carga
de la cepa complementada se observa que el nimero de bacterias es menor a la cepa
parental pero mayor a la cepa Knock-out para el gen WhiB5, observando que adquiere
virulencia pero no igual que la cepa parental (Fig. 16).

Al hacer un andlisis de t de student para las unidades formadoras de colonias se observa que
existe diferencia significativa entre el grupo parental y WhiB5 con una significancia de

0.001 a partir del dia 21 post-infeccion y entre la complementada y WhiB5 fue de 0.09.
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Fig. 17 Gréficos Ay C representan el porcentaje de neumonia y B y D el &rea de granulomas.

Al analizar la histopatologia, se toman las mediciones de 3 pulmones tanto del porcentaje
de area neumonica asi como el éarea de los granulomas en cada tejido. Caracteristicas

importantes que nos proveen de informacion, para evaluar el dafio generado por estas
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bacterias en el pulmon. En el modelo murino de tuberculosis se considera que durante la
fase temprana, que abarca del dia 1 al 21 de la infeccion, se presenta un area de pequefia
neumonia Yy con ausencia de granulomas. Aunque con mayor frecuencia se manifiesta
infiltracion e inflamacion peri-vascular en esta etapa (Hernandez-Pando et al., 1996);
aumentando abruptamente la presencia de neumonias y pequefios granulomas durante la
fase progresiva.

Al analizar los datos obtenidos en ambos experimentos observamos que los animales
infectados con la cepa parental muestran una gran cantidad de dafio. En tanto que la cepa
knock-out tiene una gran cantidad de granulomas y de gran tamafo, lo que se ve
relacionado con una mayor sobrevida y menor cantidad de bacterias; ya que estas estan
contiendas por los granulomas lo que impide la diseminacion controlando efectivamente la
enfermedad. En tanto que la cepa complementada se comporta con una pequefia cantidad de
neumonia asi como granulomas de tamafio intermedio y baja perdida de sobrevida asi como

una moderada cantidad de bacterias (Fig. 17).

Andlisis para la expresion de citocinas
Al obtener resultados histopatoldgicos y de sobrevida tan particulares, se procedié a hacer

un estudio de expresion de citocinas, con la finalidad de explicar los resultados obtenidos.
Estudiando el perfil de citocinas de respuesta tipo Th 1 y Th 2 se puede saber que tipo de
respuesta es la que predomina durante la cinética de infeccion. Se utilizaron cuatro
citocinas IFN y, TNF a e iNOS asi como IL-4. De manera interesante, INF-y se mantiene
con una mayor expresion en la cepa mutante a diferencia de la cepa parental y la
complementada, lo cual nos indica que la cepa knock-out para el gen WhiB5 puede

mantener la respuesta Thl por un periodo prolongado de tiempo; favoreciendo un mayor
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tiempo de vida con respecto a la cepa parental y la complementada. Mientras que TNF-a se
observa que mantiene una expresion constante durante toda la cinética de infeccion, esto
apoya la idea de que en ausencia del gen WhiB5 la micobacteria disminuye la virulencia,
permitiendo que el sistema inmune genere proteccion. Por lo tanto se cuenta con una

respuesta Th 1 durante la fase temprana y la fase progresiva de la infeccion (Fig. 18).
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Fig. 18 Cinética de expresion para INF y y TNF a.

Es interesante la expresion de IL-4, mientras la cepa parental y la complementada
incrementan su expresion como lo ha demostrado el modelo de tuberculosis murino, los
animales infectados con la cepa mutada muestran bajos niveles de IL-4. Con estos datos se
observa que efectivamente el balance en estos animales es de tipo Th 1. Mientras que los
inoculados con la cepa parental y complementada se comportan con un incremento de esta
citosina, generando la respuesta Th2. Otra citocina importante para favorecer la respuesta

protectora es la presencia de iNOS, la cual se presenta en altas cantidades mostrando un
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incremento gradual, superior al de las otras cepas. Esto se observa que es reproducible

cuando observamos los datos del segundo experimento (Fig. 19).
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Figura. 19 Cinética de expresion para interleucina 4 y 6xido nitrico sintasa inducible.

Analisis de resultados
Al analizar la sobrevida y comparar los tres grupos de estudio se observa que el grupo

inoculado con la cepa parental (H37Rv) mostré una perdida del 80% de animales, el grupo
que fue retado con la cepa Knock-out del gen WhiB5 muestra 100% de sobrevida después
de 4 meses de infeccién, comparando estos resultados con la cepa complementada se
observa que esta no reconstituye al 100% la virulencia efecto que se observa en la perdida
de 20% de animales. Con esto se da un indicio de que WhiB5 tiene efecto en la virulencia

de la bacteria H37Rv.
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Desde la semana 10 postinfeccion se manifiestan diferencias significativas
estadisticamente, comparando la cepa parental con la complementada y la Knock-out,
manteniéndose esta diferencia hasta terminar el experimento.

En cuanto a la carga bacteriana observamos comportamientos similares para las tres cepas
hasta el séptimo dia de infeccion. Posteriormente se observa el incremento en el
crecimiento de la cepa parental, alcanzando un maximo al final del experimento de cerca de
3X10° unidades formadoras de colonias. Comparando estos resultados con la cepa
complementada observamos que el comportamiento es similar a la cepa parental,
alcanzando un namero similar después de los 4 meses postinfeccion. Mientras que la cepa
mutada apenas sobrepasa el millon de bacterias a los 4 meses postinfeccion, lo que
concuerda con un menor nimero de bacterias y mayor sobrevida. Con esto se observa que
la bacteria con ausencia del gen WhiB5 no es eficiente para generar dafio en el huésped.

Al analizar la presencia de neumonia y granuloma en los grupos de estudio se observo que
los animales inoculados con la cepa parental alcanzan un 55% de neumonia, considerando
el promedio de ambos experimentos, los granulomas de estos animales apenas se
manifiestan. Efectos similares ocurren en los animales inoculados con la cepa
complementada.

Pero aquellos pulmones de animales inoculados con la cepa mutada muestran granulomas
de gran tamafio respondiendo el porque los animales inoculados con la cepa ausente del gen
whiB5 tienen mayor sobrevida y menor carga bacteriana. Debido a que el sistema inmune
genera una mejor respuesta protectora controlando la diseminacion del bacilo con
granulomas de gran tamafio. Mientras que aquellos que fueron inoculados con la cepa

complementada o la parental muestran granulomas discretos con grandes areas neumaonicas,
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lo que favorece el crecimiento bacteriano, por lo tanto una gran carga bacteriana y menor
sobrevida.

Para evaluar la respuesta protectora del sistema inmune, y asi determinar si se induce
proteccion o se induce virulencia, se analizo la presencia de citocinas de respuesta tipo Thl
como IFN vy, iNOS, TNF a, asi como IL-4 de tipo Th2 comparando con la expresion del
gen G3DPH, un gen constitutivo de expresion constante. Cuando se analiza la presencia de
estas citocinas partimos de la misma cantidad de cADN para que sea evaluable la cantidad
de mensajero obtenido.

En las graficas se observa claramente que en ambos experimentos la cepa mutante muestra
una gran cantidad de INF v, lo que favorece la proliferacion de linfocitos y la activacion de
macrofagos, siendo esta una citosina proinflamatoria. La cepa complementada y la cepa de
parental muestra una marcada diferencia a lo largo de la infeccion pero en especial en los
dias 28 y 60, mostrando significancia estadistica. La expresion de TNF a es similar en los
tres grupos, aunque al final la cepa mutante muestra un pequefio incremento en la
produccion de esta citocina.

La presencia de IL-4 es baja en la cepa mutante, comparada con la parental y
complementada, lo que nuevamente explicaria que la cepa es poco virulenta. La expresion
de iNOS apoya el estado protector de los animales que fueron retados con la cepa mutada

(Fig. 20), se observa que existe una amplia diferencia a lo largo del experimento.
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Figura. 20 Gréficos de citocinas Thl y Th2 obtenidas por el promedio de ambos experimentos.

Por lo anterior podemos decir que el gen WhiB5 es un factor que esta involucrado en la
virulencia de la bacteria H37Rv, ya que se demuestra que animales que son retados con la
cepa mutante Knock-out WhiB5, generan grandes cantidades de iNOS, asi como de IFN vy
con bajas cantidades de IL-4; y cuando estos niveles se comparan con la parental o
complementada se observa lo ya demostrado en el modelo del Dr. Hernandez-Pando.
Siendo asi que los animales al principio muestran una respuesta protectora escasa que no
alcanza a generar proteccion y que después de cierto tiempo el balance de la respuesta Th
1/Th 2 se desplaza hacia Th 2, una respuesta agresiva para el sistema inmune del raton, lo
que se observa con la disminucion de sobrevida, un aumento en la carga bacteriana, gran
cantidad de IL-4 y bajos niveles de IFN- y e INOS.

En cuanto al dafo tisular podemos decir que este es mayor en la cepa complementada y
H37Rv mostrando gran cantidad de neumonia y pocos o discretos granulomas que junto
con bajos niveles de citocinas protectoras no pueden contener la infeccién ; mientras que

los animales retados con la cepa mutada muestra granulomas de gran tamafo, que pueden
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ser un obstaculo para que la bacteria pueda crecer y reproducirse en el pulmon, debido a la

gran cantidad de INF- y que ayuda a generar proteccion inmune.

Discusion
Las vacunas profilacticas son las herramientas mas utiles y de bajo costo para reducir la

morbilidad y mortandad asociada a enfermedades infecciosas. La vacuna BCG es usada
mundialmente, sin embargo, es controversial en términos de eficiencia. Los estudios
realizados sobre los efectos protectores han dado resultados inconclusos en los cuales se
mencionan casos de proteccion efectiva y casos donde no se consigue ningun nivel de
protecciéon (Montafés y Gicquel, 2011).

La infeccidn por M. tuberculosis esta presente en un tercio de la poblacion mundial, por lo
cual se necesitan nuevas estrategias que puedan evadir la progresion de una enfermedad
latente misma que puede derivar a una enfermedad activa. Vacunas inmunoterapéeuticas
disefiadas para el uso en adultos que ya han tenido la infeccion por M. tuberculosis activa
generarian gran impacto en el control de la tuberculosis (Montafiés y Gicquel, 2011). Se
han obtenido en total once candidatos a vacunas, que ya se encuentran en pruebas clinicas,
para tuberculosis (Kaufmann, 2010).

Uno de estos candidatos a vacunas resulto de la obtencién del aislado clinico de la cepa
MT103 en el cual el factor de transcripcion phoP demostrd que es un importante
participante en la virulencia del bacilo y la causa de la resistencia a farmacos. Los
resultados mostraron que phoP es altamente regulado y que se expresa constitutivamente en
las cepas MT103 y BCG. La manipulacién mediante técnicas moleculares derivo en una

cepa mutante (SO2), en la cual se elimina la expresion de phoP (Martin et al., 2006).
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Del mismo modo encontramos que WhiB5 es un importante factor de virulencia el cual
podemos observar que regula la expresion genética y no solo regula genes de expresion
constitutiva. Este gen regula otros factores trasncripcionales, como Sig M, asociados a
proteinas altamente inmunogénicas relacionados evolutivamente a ESAT-6 y CFP-10 que
no se han considerado en otros candidatos a vacunas. Se obtuvo una cepa mutante con
Knock-out para el gen WhiB5 mediante técnicas moleculares, en la cual se elimina la
expresion del gen WhiB5, permitiendo la expresion de proteinas inmunogénicas y
reduciendo la virulencia del bacilo. En el caso de la cepa Knock-out WhiB5 no se ha
establecido la comparacion con la actual BCG.

Se ha reportado que la cepa SO2 induce un aumento en la proporcion de células CD4"/IFN
v"y CD8"/INF y * después de 45 dias y 14 dias correspondientemente. Este efecto no se
observa al comparar con BCG. La proteccion del sistema inmune contra M. tuberculosis
depende de una respuesta tipo Thl que se caracteriza por la secrecion de IFN-y, por lo cual
se especula que el incremento en los niveles de IFN-y lleva a una mejor respuesta
protectora (Martin et al., 2006).

Hemos encontrado que la cepa mutante para el gen WhiB5 produce una fuerte respuesta
inmunoldgica tipo Thl que se ve reflejado por la alta expresion de INF-y y no solo por la
expresion de INF-y. Ademas se encontr6 la alta expresion de iNOS y la baja expresion de
IL-4 (citocina de respuesta tipo Th2) durante toda la cinética de infeccion lo cual se
relaciona con la dependencia de la repuesta Thl para respuestas protectoras mas eficientes
y la ausencia de citocinas que podrian cambiar el equilibro de la respuesta. La cantidad de
neumonia asociada a la respuesta inmunolégica producida por la mutante WhiB5 es similar
a la ocasionada por la cepa parental, sin embargo, la cepa parental lleva esta respuesta a un

balance Th2 hecho que no sucede para la mutante.
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La eficacia de la proteccion se observa mediante la comparacion del nimero de bacterias
viables obtenidas de los oOrganos, en este caso pulmén. La reduccion de unidades
formadoras de colonias es un indicador de la resistencia del bacilo a los mecanismos
inmunoldgicos para disminuir la diseminacion (Martin et al., 2006). Para la cepa mutante
WhiB5 se encuentra reducida carga bacteriana comprobando que el bacilo pierde la
capacidad de diseminarse al encontrar menos de un millon de bacilos viables a los cuatro
meses de infeccion, lo cual es comparable al observar un 100% de sobrevida al finalizar el
experimento.

En el caso de la cepa SO2 se reporto 100% de sobrevida durante el experimento, a
comparacion de controles con solucion salina (Martin et al., 2006). La virulencia del bacilo
mutante WhiB5 se ve afectada produciendo una repuesta inmune suficientemente fuerte
para mantener el balance Thl pasados cuatro meses de infeccion y permitiendo a los
individuos sobrevivir encontrando el mismo caso que en la cepa SO2.

La capacidad de la cepa mutante para generar una buena respuesta Thl es debido a que la
ausencia del gen WhiB5 elimina la posibilidad de que el bacilo pueda salir del estado de
latencia. Este efecto se puede visualizar debido a que experimentos en los cuales se provee
al bacilo mutante con GSNO (Casonato et al., 2010), el cual induce la expresion de este
gen, no logra un desarrollo significativo en el medio de cultivo impidiendo el crecimiento y
reproduccion del mismo. La deficiencia en el crecimiento del bacilo y la nula capacidad
para salir de estado de latencia se relaciona con la histopatologia en la cual encontramos
granulomas de mayor tamafio los cuales sugieren que la infeccion esta siendo mejor
contenida por los granulomas. Al observar la cepa SO2 se reportaron granulomas de menor

tamarnio, inclusive menores que en la vacuna BCG.
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La cepa WhiB5 ha de demostrar su efectividad al establecerse una dosis de vacunacion que
produzca los niveles méas altos de proteccion, mediante experimentos en los cuales se
administren diferentes cantidades de bacilo. Posterior a este experimento se debe de tomar
en cuenta las diferencias con la actual vacuna BCG. La comparacion debe de establecerse
frente a la cepa de referencia H37Rv y frente a otras cepas de M. tuberculosis

hipervirulentas como Beijin. Ademas de probar frente a una reactivacion del bacilo.

Conclusiones
Con todo lo anterior se puede inferir que el gen WhiB5 esta involucrado en la virulencia, al

obtener 100% de sobrevida, granulomas de gran tamafio y un alto porcentaje de citocinas
proinflamatorias, se puede decir que las bacterias con ausencia del gen WhiB5 podrian ser

buenas candidatas para el desarrollo de vacunas.

Perspectivas
Se propone evaluar la efectividad de estas bacterias como probables vacunas utilizando un

modelo murino y trabajar en conjunto con bacterias ausentes de WhiB5 y otros factores de

virulencia ya reportados por la efectividad de proteccion.
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Apeéndice

Secuencias de Oligonucledtidos especificas para citosinas
Nombre Secuencia Temperatura

Glyceraldehyde-3-

phosphate 5’-CATTGTGGAAGGGCTCATGA-3’ s0’c
dehydrogenase 5’-GGAAGGCCATGCCAGTGAGC-3’

(G3PDH)

Oxido Nitrico sintasa | 5’-AGCGAGGAGCAGGTGGAAG-3’ .
(iNOS) 5’-CATTTCGCTGTCTCCCCAA-3’ e
Factor de necrosis | 5’-TGTGGCTTCGACCTCTACCTC-3’ cac

tumoral (TNFa) 5’-GCCGAGAAAGGCTGCTTG-3’

5’-CAGGAGAAGGGAACACCAC-3’
Interleucina 4 (1L-4) 60°C
5’-CGTGTTTAGGCTTTCCAGGAAG-3’

Interferon gama (IFN- | 5>-GGTGACATGAAAATCCTGCAG-3’ 58°C
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Y) 5’-CCTCAAACTTGGCAATACTCATGA-3’

Curva Estandar Para PCR-tiempo real.
Ejemplo aplicado para el ribosoma 16S bacteriano, y utilizando el marcador Low DNA

Mass Ladder (Cat. 10068-013, Invitrogen). Previo a el andlisis se hace un amplificado por
PCR punto final de una muestra para el ribosoma 16S, esta muestra se corre en un gel de
agarosa el 1.8% con un marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder (Cat. 15628-019,
Invitrogen). Se observa en transluminador y se obtiene los indices de densidad para la
muestra y para el marcador de masa molecular. En el ejemplo se obtuvo un ID (indice de
densidad) para la muestra del ribosoma 16S de 217261 y para el marcador de masa
molecular ase obtuvo 20876.

El marcador de masa molecular sabemos que tiene 40 ng de DNA por banda, y se procede a

la siguiente operacion.

40 ng ng
=41.62
20876 1D del marcador de mrx.sa) KE’ ul

217261 1D de muesrra(

Lo que es igual a

832 ™/ ;=832x107H)

Obteniendo cuantos microgramos por microlitro hay en nuestra muestra. Ahora obtenemos
la cantidad de pares de bases en el gen de del ribosoma 16S.

101pk X 660 = 66,660
Donde 101pb es el nimero de pares de bases que codifican para el ribosoma 16S y 660 el
namero de pares de bases promedio de cualquier gen

Para aplicarlo a la ecuacién:
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832 x 1073 “3;”1

X 6.021237 X 10%® = 7.5204 x 10 P/ =752 x 1010 P
66,660 ’ff—t f(p:i

Donde:

8.32x 107° “gj pl - €8 el resultado de la primera operacion.

66,660: es el resultado de la segunda operacion.
6.021237 x 107%: es el nmero de Avogadro.
De esto se obtiene el nimero de copias de DNA por microlitro de solucion, conociendo esto

podemos realizar la siguiente operacion.

1l
7.5204 x 10%°

1% 101“'( ) =.1329 ul

Ahora tomando 1.329 microlitros de muestra y agregando 8.64 microlitros de agua DEPC,

obtenemos una solucién con 1 x 101

copias por microlitro, a esta solucion se le agregan
90 microlitros de agua DEPC y se obtiene una solucion 1 X 107, y se contintian haciendo

soluciones seriadas.
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