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Resumen  

El patógeno humano Mycobacterium tuberculosis tiene la capacidad de interaccionar 

con una gran variedad de moléculas de su célula hospedadora, dentro de las cuales 

se encuentran proteínas del sistema fibrinolítico. En el presente trabajo demostramos 

que algunas micobacterias del complejo tuberculosis son capaces de activar la 

proenzima Plasminógeno in vitro, cuando este se encuentra unido a su superficie; lo 

cual sugiere que el bacilo podría poseer un activador para Plasminógeno como se ha 

descrito para Yersinia pestis. Estas observaciones, nos llevaron a estudiar la expresión 

de los componentes del sistema fibrinolítico en un modelo animal de tuberculosis 

pulmonar progresiva. Se analizaron los homogeneizados de pulmón de ratones 

BALB/c infectados con M. tuberculosis H37Rv a fin de determinar la expresión y la 

actividad enzimática de la Plasmina y el activador del Plasminógeno tisular, así como 

determinar los niveles de RNAm para este último. El Plasminógeno también se detectó 

por Inmunohistoquímica en los pulmones de los animales infectados.  

 

Los resultados muestran que la expresión de moléculas del sistema fibrinolítico 

aumentó gradualmente durante el curso de la infección, alcanzando su máxima 

expresión durante la fase crónica de la enfermedad. 

 

Al mismo tiempo, los experimentos in vitro mostraron que ambos activadores se 

indujeron específicamente después de la estimulación de las células del bazo de 

ratones inmunizados con Mycobacterium bovis BCG con proteínas de M. tuberculosis. 
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En conjunto, estas observaciones muestran que las moléculas del sistema fibrinolítico 

están presentes en la fase crónica de la tuberculosis experimental y sugieren que la 

propia micobacteria podría desempeñar un papel importante en la expresión de las 

mismas, lo cual  podría contribuir a la  inflamación crónica en la tuberculosis. 

 

Además, demostramos que Mycobacterium bovis BCG expresa un activador de 

Plasminógeno, mismo que podría ser importante en invasividad. En animales 

infectados por vía subcutánea con BCG previamente recubiertas con Plasminógeno, 

las bacterias migraron  más rápido a los pulmones comparadas  con las  bacterias no 

recubiertas o aquellas inoculadas en presencia del análogo de lisina -aminocaproico. 

Estos resultados sugieren que el sistema fibrinolítico podría ser utilizado por M. 

tuberculosis como un mecanismo para producir daño e invasividad ó bien para no ser 

reconocidas por el sistema inmunológico. En conjunto, estos resultados sugieren una 

posible contribución del sistema fibrinolítico a la invasión y el daño tisular en las 

infecciones de tuberculosis. 

 

 

 

Palabras clave: Mycobacterium, Plasminógeno, Infección crónica. 
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Abstract  
The human pathogen Mycobacterium tuberculosis binds to a variety of host cell 

proteins, including those of the fibrinolytic system. In this work we first demonstrated  

that  mycobacteria was able to activate  Plasminogen bound to its surface in vitro 

suggesting that  mycobacteria could posses an activator as has been described for 

Yersinia pestis. These observations prompted us to study the expression of 

components of this system in an animal model of progressive pulmonary tuberculosis. 

Lung homogenates from BALB/c mice infected with M. tuberculosis H37Rv were 

analyzed to determine the expression and enzymatic activity of Plasmin and tissue 

Plasminogen activator, as well as the mRNA levels for Plasminogen, tissue and 

urokinase Plasminogen activators. Plasminogen was also detected in infected lungs by 

immunohistochemistry.  

 

The results show that the expression of molecules of the fibrinolytic system increased 

gradually over the course of the infection, peaking during the chronic phase of the 

disease. Furthermore, in vitro experiments showed that both Plasminogen activators 

were specifically induced after the stimulation of spleen cells from BCG-immunized 

mice with M. tuberculosis proteins. 

 

Together, these results show that molecules of the fibrinolytic system are up-regulated 

in the chronic phase of experimental tuberculosis and suggest that the mycobacterium 

itself could play an important role in the expression of molecules of the fibrinolytic 

system, contributing to chronic inflammation in tuberculosis.  
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Furthermore, it was demonstrated in vivo that the expression of a mycobacteria 

activator could be important in invasion since in animals subcutaneously infected with 

Mycobacterium bovis BCG, previously coated with plasminogen, bacteria migrate faster 

to the lungs when compare with non-coated bacteria or bacteria inoculated in the 

presence of the lysine analogue -aminocaproic acid. These results suggest that the 

fibrinolytic system could be exploited by M. tuberculosis as mechanism to produce 

damage and invasivity. Together these results suggest a possible contribution of the 

fibrinolytic system to invasion and tissue damage in tuberculosis infections. 

 

Keywords: Mycobacterium, Plasminogen, chronic infection. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

1.1. TUBERCULOSIS 

La tuberculosis (TB) es una de las aflicciones humanas más antiguas y representa la 

enfermedad infecciosa que causa más muertes en el mundo. Se ha encontrado 

evidencia morfológica y molecular de la infección por Mycobacterium tuberculosis (M. 

tb) en restos fósiles del pleistoceno que datan de hace 18000 años (Rothschild et al., 

2001). También se han observado defornidades óseas en restos humanos de 4000 

años de antigüedad. La frecuencia de esqueletos con estas deformidades sugiere que 

la enfermedad fue común entre la población de este tiempo (Daniel et al,, 1994). 

 

La TB se incrementó considerablemente en Europa en la primera mitad del siglo XIX y 

causó la muerte de un cuarto de la población europea (Haas y Haas, 1996). La 

mortalidad debido a la TB, disminuyó debido al mejoramiento de las condiciones 

sanitarias y de urbanización y a la aparición de la vacuna BCG y al desarrollo de 

antibióticos durante el siglo XX (Frieden et al., 1995). 

 

No obstante, la TB sigue siendo un importante problema de salud mundial. Esta 

enfermedad se ubica como la segunda causa de muerte por enfermedades infecciosas 

en todo el mundo. La Organización Mundial de la Salud (OMS) declaró a la TB una 

emergencia mundial de salud pública en 1993. Durante el 2012, se registraron casi 9 

millones de casos nuevos y 1,4 millones de muertes por TB en el mundo (Informe de la 

OMS, 2013). 
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1.1.1. EPIDEMIOLOGÍA DE LA TUBERCULOSIS 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) estima que durante el periodo 2000 a 

2020 habrán 1 000 millones de infectados por M. tb, 200 de los cuales enfermarán y 

35 morirán si no se mejora el control de la enfermedad (Schlossberg D, 2000). De 

acuerdo al reporte de la OMS del 2013, la incidencia y la tasa de mortalidad mundial 

de la TB ha disminuido en los últimos años (Figura 1.1). 



Figura 1.1.Tendencias mundiales de las tasas estimadas de incidencia, prevalencia y  mortalidad 
de la tuberculosis. Tendencias mundiales de la tasa de incidencia (A), tasa de mortalidad (B) y 
prevalencia (C) estimada de tuberculosis durante 2013-2015. Tomado de Informe de la OMS, 2013 

 

 

En 2012, se reportaron 8.6 millones de casos nuevos a nivel mundial, lo que equivale 

a 125 casos por 100 000 habitantes. De estos casos nuevos, se estima que 0.5 

millones eran niños y 2.9 millones eran mujeres. La mayor parte del número estimado 

de casos se produjeron en Asia (59%) y África (26%); una menor proporción de casos 

en la Región del Mediterráneo Oriental (7.7%), Europa (4.3%) y en América (3%) 

(Figura 1.2).  Los cinco países con el mayor número de casos en 2011 fueron: India (2.5 

millones), China (0.9-1.1 millones), Sudáfrica (0.4-0.6 millones), Indonesia (0.4- 0.5 

millones) y Pakistán (0.3-0.5 millones). La tasa de mortalidad fue de 14 muertes por 

100 000 habitantes. Es importante notar que aunque la mayoria de dichas muertes 

fueron de pacientes coinfectados con VIH, 990 000 fueron de personas no infectadas 

por VIH. (Informe de la OMS, 2013). 
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Figura 1.2. Tasa de incidencia mundial de la tuberculosis. En este mapa se representa el número de  
nuevos casos por 100 000 habitantes reportado en 20112. Tomado del Informe de la OMS, 2013. 
 

De acuerdo a la OMS, en los últimos años ha incrementado el número de casos en 

adultos jóvenes, lo que afecta a la población en edad productiva. Durante el análisis de 

la incidencia del 2000 al 2010, el mayor número de casos se encontró en personas de 

20 a 29 años de edad (18.12%) seguido por el grupo de 31 a 40 años, quienes 

representaban un 16.85% de todos los casos registrados. La Secretaria de Salud 

reporta casos nuevos de TB en todas sus formas: 81.5% pulmonar, 1.6% meníngea, 

5.6% ganglionar y 11.4% otras formas (Castellanos, 2012). 

 

En México, la TB es también considerada un problema importante, de acuerdo con el 

Sistema de Vigilancia Epidemiológico de Tuberculosis, el número de casos se ha 

mantenido. La incidencia es de 18 casos por 100, 000 habitantes, y durante el año 

2011 fueron diagnosticados 15.384 casos nuevos, aunque según los datos oficiales, la 

tuberculosis es un padecimiento sobre el cual existe un importante subregistro (Tapia 

et al; Reporte Secretaria Salud, 2011). 
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Adicionalmente, la tuberculosis tiene importantes asociaciones con la diabetes 

mellitus, la desnutrición y las adicciones, fundamentalmente el alcohol, el cual genera 

un promedio de 36 decesos diarios por enfermedad hepática alcohólica. (Reporte 

Secretaria Salud, 2011). Por otra parte, la co-infección con HIV incrementa la 

morbilidad y mortalidad de los pacientes con TB activa (Saathoff et al., 2011). 

 

Aunado a esto, la aparición de cepas de M. tb resistentes a los medicamentos (MDR-

TB), es otro aspecto importante a considerar. El número de casos de MDR-TB 

notificados llegó a casi 60 000 en todo el mundo en 2011. Sin embargo, se calcula que 

el número es mayor por todos aquellos casos que no son reportados. Conjuntamente, 

de los casos existentes en las diferentes regiones, menos de la mitad son tratados 

exitosamente, como se observa en la Figura 1.3, que en diferentes continentes el 

índice de éxito para tratar este tipo de micobacterias oscila entre el 40 y el 60%, sin 

embargo al observar el resultado global (última barra) se observa que menos de la 

mitad se resuelven exitosamente (Informe de la OMS, 2013).  



Figura 1.3. Resultados del tratamiento de pacientes con diagnóstico de MDR-TB por región de la 

OMS. Tomado de Informe de la OMS, 2013 
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Los individuos inmunodeprimidos son altamente susceptibles. Durante el 2011 se 

reportaron 15,843 casos nuevos de TB pulmonar. Además 20.8% de casos los nuevos 

de TB fueron asociados a Diabetes y en 7.8 % de relación TB/SIDA (Castellanos, 

2012). Se ha visto que enfermedades como el cáncer en el tracto aero-digestivo 

incrementan el riesgo de presentar TB (Wu et al., 2011). También se han sugerido 

factores genéticos y ambientales como causa del desarrollo de la enfermedad. 

(Informe de la OMS, 2013). 

 

1.1.2 AGENTE CAUSAL  

La naturaleza contagiosa de la TB fue descrita por primera vez por Hipócrates. A 

mediados del siglo XVII, François de la Boe y René Laennec describieron la infección 

y postularon que la enfermedad tenía rasgos en común detectadas en todas las 

formas de la enfermedad (Sakula, 1882). A pesar de que el agente etiológico de la 

enfermedad no había sido identificado, el término "tuberculosis" fue utilizado por 

primera vez por Shönlein en 1830 (Ligon, 2002). Cincuenta y dos años más tarde, en 

marzo de 1882, Robert Koch anunció el descubrimiento del agente etiológico, la 

bacteria M. tuberculosis (Sakula, 1882). 

 
 

Figura 1.4. Micrografia electronica de Mycobacterium tuberculosis ampliado a 15549x. Janice Carr, 

CDC. htpp://www.cbc.ca/health/story/2006/03/17/tb-who060317.html?ref=rss 
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La TB es causada por micobacterias del género Mycobacterium. El ser humano puede 

infectarse por tres especies distintas de Mycobacterium: M. tuberculosis, 

Mycobacterium bovis y Mycobacterium africanum. M. tb es el patógeno que más 

comúnmente se asocia al desarrollo de la enfermedad en el hombre. M. tb es un bacilo 

aerobio, inmóvil, no esporulado, no encapsulado, que precisa de un tiempo muy 

prolongado (15-20 h) para su multiplicación y requiere de 2 a 6 semanas para crecer 

en medios sólidos. La temperatura corporal (35-37º) y una atmósfera enriquecida con 

CO2 estimula su desarrollo. Microscópicamente es un bacilo alargado de 

aproximadamente 0.4 x 3 µm y de forma arrozada como se muestra en la Figura 1.4. 

(Daniel et al., 1994). 

 

Una de las características distintivas del género Mycobacterium es la resistencia a la 

decoloración por alcohol- ácido en la tinción de Zhiel-Neelsen debido al alto contenido 

de lípidos en la pared celular. Las micobacterias, se caracterizan por tener una 

cubierta lipídica constituida por ácidos micólicos y una capa adicional que es muy rica 

en lípidos poco usuales, glicolípidos y peptidoglicanos. Como consecuencia, esta 

pared será la responsable de una tinción difícil, de la relativa resistencia a las defensas 

fagocitarias del organismo hospedero y posiblemente, de los acontecimientos 

inmunológicos que contribuyen a la patología de la enfermedad causada por esta 

micobacteria. Incluso este alto contenido lipidico permite a los organismos sobrevivir 

en un clima seco durante largos periodos, aunque son eliminados por ejemplo, 

mediante rayos de sol directos o la radiación ultravioleta (Daniel et al., 1994). 
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1.1.3. INMUNOLOGIA DE LA TUBERCULOSIS 

 

La TB es una enfermedad que se localiza principalmente en el pulmón, sobre todo en 

los lóbulos inferiores; aunque afecta a otros órganos, enfermedad que se denomina 

tuberculosis extrapulmonar. La TB se caracteriza por la formación de estructuras 

histológicas características denominadas granulomas donde los bacilos quedan 

atrapados. Los bacilos son inhalados como gotitas suspendidas en la atmósfera, las 

cuales son lo suficientemente pequeñas para permanecer en el aire durante varias 

horas después de ser expulsadas. Las bacterias interaccionan con los macrófagos 

residentes a través de receptores celulares, lo que lleva a su internalización e induce 

la producción de citocinas proinflamatorias (Kaufmann y Dorhoi, 2013) 

 

El ambiente inflamatorio local induce el reclutamiento de varios tipos de células, 

incluyendo monocitos, neutrófilos, y células dendríticas hacia el sitio de la infección. El 

reclutamiento de células mononucleares de los vasos sanguíneos vecinos, 

proporciona células frescas donde las bacterias pueden refugiarse para la expansión 

de la población bacteriana (Russell et al. 2009) 

 

Los bacilos engullidos por los macrófagos alveolares, son  eliminados por diferentes 

mecanismos celulares bactericidas como la generación de intermediarios reactivos de 

nitrógeno y de oxígeno. Las células proinflamatorias son activadas y diferenciadas 

para producir sustancias microbicidas (Blomgran y Ernst, 2011). La eficiencia de estos 

mecanismos depende de la capacidad microbicida de los macrófagos alveolares, las 

características patogénicas de la cepa inhalada y el microambiente en el sitio de la 

infección.  Algunos bacilos podrán ser destruidos y otros, con mayor capacidad 

agresiva, tendrán la facultad de resistir los mecanismos defensivos (Kaufmann, 2001). 
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Cuando el bacilo sobrevive prolifera logarítmicamente en los macrófagos alveolares y 

las células dendríticas, lo que induce la producción de mediadores inmunes como 

TNF-, IL-6, IL-12p80, IL-1a y IL-1b que activan macrófagos para inducir la eliminación 

de las micobacterias (Schaible et al, 1998). El INF- es una citocina proinflamatoria 

producida por Linfocitos T CD4+, CD8+ y por células Natural Killer (NK) en respuesta a 

IL-12 y IL-18 (Herrera et al., 2009). Por otra parte, el TNF contribuye al control del 

crecimiento bacteriano y a la formación del granuloma (Takeda y Akira, 2005). 

 

Como resultado de la estimulación por citocinas, los macrófagos se diferencian a 

células epiteloides y se convierten en células gigantes (Saunders y Britton, 2007). La 

arquitectura del granuloma está caracterizada por la agregación de células T y 

macrófagos infectados que contienen al bacilo previniendo que se disperse (Tsai et al., 

2006). Además la presencia de quimiocinas como CCL2, CCL3, CCL5, CXCL8 y 

CXCL10 es crucial para el reclutamiento de células inflamatorias en la formación del 

granuloma (Khader et al., 2007; Peters and Ernest, 2003). Estos mecanismos permiten 

el desarrollo de una infección primaria localizada, que eventualmente se transforma en 

una infección latente (Cardona et al, 2009). 

 

Con el desarrollo de una respuesta inmune adquirida y la llegada de los linfocitos, el 

granuloma adquiere una forma más organizada y una estructura estratificada. Esta 

estructura, compuesta de macrófagos rodeados por linfocitos es cubierta por células 

fibrosas que marca la periferia de la estructura. Después de tres semanas de iniciada 

la infección comienza un estado de "contención" donde el número de bacterias es 

relativamente estable. En este momento, el granuloma está vascularizado y las células 
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se reclutan hacia el sitio de la infección y al mismo tiempo, disminuye el número de 

vasos sanguíneos que penetran a la estructura (Brighenti y Andersson, 2012). Esto 

induce  la formación de células espumosas, que son responsables del crecimiento del 

centro caseoso (D'Avila et al., 2006). 

 

 Estas células son el producto del metabolismo de los lípidos mal regulada mediante el 

cual se esterifica el colesterol y es secuestrado en gotas intracelulares que se forman 

y se acumulan en el citosol de la célula (Russell et al., 2010). M. tb al tener acceso 

físico a las gotas de lípidos dentro de la célula, y utilizarlas para su crecimiento y 

persistencia (Bhowruth et al., Peyron et al, 2008; Zahrt et al., 2003), lo que permite que 

M. tb se replique rápidamente (Kaplan et al., 2003; Dedieu et al, 2013). Estas 

condiciones llevan a un estado de persistencia no replicativa de la micobacteria. En 

algunas ocasiones, los granulomas sufren ruptura permitiendo la liberación de bacilos 

viables (Russel et al., 2009) (Figura 1.5). 

 

Como resultado de la persistencia de la micobacteria, asociado con un fallo en el 

sistema inmune, esta infección latente es reactivada, induciendo el daño en bronquios 

y permitiendo la diseminación del bacilo a otras aéreas (Van Crevel et al., 2002). La 

fibrosis representa el último recurso de los mecanismo de defensa del hospedero, ya 

que se produce una capa rodeando el área central de la necrosis para intentar 

contener a la bacteria, a pesar de que los otros mecanismos hayan fallado (Raja et al., 

2004). Así, los granulomas son las estructuras histopatológicas que cuyo papel es 

contener la invasión de micobacterias. Sin embargo, recientemente, ha surgido 

evidencia de que la micobacteria explota el ambiente granulomatoso en su beneficio 

(Huynh et al., 2011). 
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Figura 1.5. Progresión del granuloma.  La infección inicia después de la inhalación de bacilos al pulmón, 

donde los bacilos son fagocitados por macrófagos alveolares generando una respuesta pro-inflamatoria 
que favorece el reclutamiento de células mononucleares. En esta etapa el granuloma tiene un centro de 
macrófagos infectados rodeado por macrófagos espumosos y otros fagocitos mononucleares rodeados 
por linfocitos. Posteriormente el granuloma madura y se desarrolla una capsula fibrosa que encierra el 
núcleo. Al mismo tiempo, se reduce el número de vasos sanguíneos dentro del granuloma, por lo que se 
forma un centro caseoso. En personas inmunocompetentes, esta estructura madura delimita y contiene la 
infección. Sin embargo, en algunos casos ocurre el desarrollo de una infección progresiva, donde el 
centro de granuloma sufre necrosis, licuefacción y cavitación, permitiendo la liberación de miles de 
micobacterias en la  via respiratoria.Tomado de Russell DG., et al. 2009, Nat Immunol. 10(9):943-8 
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En general la infección con M. tb tiene una repercusión sobre el pulmón que puede 

traducirse en dos situaciones patológicas distintas. La primoinfección tuberculosa 

subclínica se caracteriza por la ausencia de síntomas y signos clínicos, radiológicos y 

bacteriológicos, sólo la prueba de tuberculina es positiva. La enfermedad tuberculosa 

donde se presentan las manifestaciones clínicas, radiológicas, bacteriológicas e 

inmunológicas (Milburn, 2001). Cada persona enferma sin tratamiento infectará en 

promedio entre 10 y 15 personas cada año. Solamente del 5 al 10% de las personas 

infectadas desarrollaran la enfermedad. Los bacilos tuberculosos permanecen latentes 

en el organismo durante un largo periodo, hasta que una disminución de las defensas 

le da la oportunidad de multiplicarse y producir los síntomas de la enfermedad 

(Schlossberg, 2000). 

 

La patogénesis de la tuberculosis es impulsada por una compleja interacción entre el 

sistema inmune del hospedero y las estrategias de supervivencia de la bacteria. La 

respuesta inflamatoria a la infección por M. tb está estrechamente regulada por el 

hospedero y por la bacteria. M. tb ha desarrollado varios mecanismos para sobrevivir y 

evadir la respuesta inmune del hospedero. Estos mecanismos de supervivencia 

incluyen la activación de una respuesta anti-inflamatoria, la producción de 

intermediarios de Oxígeno (ROIs) y Nitrígeno (RNI), y la reducción de la acidificación 

del fagosoma que contiene a M. tb (Sasindran y Torrelles, 2011). 

 

1.1.4. MECANISMOS DE EVASION DE M. tuberculosis 

M. tb ha desarrollado mecanismos complejos para evadir, desviar o desvirtuar la 

respuesta inmune. A diferencia de otros agentes patógenos, la infección por M. tb 

persiste en el hospedero durante largos períodos en un estado inactivo o latente, 
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incluso en un sistema inmune en pleno funcionamiento. Esta bacteria está equipada 

con numerosas estrategias de evasión inmune, por lo que, aparentemente la 

respuesta inmune por parte del hospedero es insuficiente para erradicar 

definitivamente la infección crónica ni los bacilos latentes (Houben et al., 2006; Gupta 

et al., 2012). 

 

Entre los mecanismos usados por M. tb para evadir o subvertir la respuesta inmune, 

están los que evitan la eliminación de los bacilos dentro de los macrófagos y los que 

interfieren con una presentación de antígenos adecuada para la activación de células 

T. Los macrófagos son el tipo principal de células infectadas por M. tb in vivo, y son el 

sitio de la replicación intracelular de las micobacterias (Kaufmann et al., 1993). Está 

bien documentado que M. tb inhibe la maduración del fagosoma y su fusión con los 

lisosomas de los macrófagos infectados. Además, se ha descrito que la micobacteria 

es capaz de disminuir la expresión de la molécula MHC-II. Se ha propuesto también, 

que M. tb promueve una función efectora subóptima de las células T CD4+  (Cooper et 

al., 2009 a,b) 

 

Investigaciones recientes sugieren que las micobacterias combaten la falta de 

nutrientes, utilizando el colesterol del hospedero y emplean el proteasoma 

micobacteriano para ayudar a combatir el estrés por nitrogeno y oxidativo. Dentro de 

los granulomas, los macrófagos espumosos son células ricas en lípidos, cuyo 

contenido puede ser liberado para formar el centro del granuloma caseoso (Peyron et 

al., 2008). Las micobacterias estimulan el desarrollo de los macrófagos en células 

espumosas cargadas de colesterol (Cáceres et al., 2009). 
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Otras estrategias incluyen la secreción de proteínas como la superóxido dismutasa y la 

catalasa o algunos componentes de las micobacterias como sulfátidos y 

Lipoarabinomanano (LAM). ESX-1, un factor de virulencia importante, que se requiere 

para la formación de granulomas, ya que activa MMP-9, una metaloproteinasa que 

promueve la expansión del granuloma y el crecimiento de micobacterias. Estudios 

recientes, han demostrado que las micobacterias se acoplan a un gran número de 

mecanismos de inmunidad innata citosólicas, como la autofagia, y la ubiquitinación 

(Huynh et al., 2011). 

 

En pacientes inmunocomprometidos, la replicación bacteriana conduce a una 

respuesta inflamatoria granulomatosa que daña las vías respiratorias, lo que ayuda a 

las bacterias a migrar a otros organos. Así, la inflamación es un "arma de doble filo". 

Por una parte, se requiere para el control inicial de la infección, pero por otro lado, las 

bacterias utilizan la respuesta inflamatoria para favorecer su diseminación. 

 

1.1.5. DISEMINACION DE LA TUBERCULOSIS 

El bacilo de la tuberculosis se transmite mediante pequeñas partículas de menos de 

10 mm emitidas al estornudar, hablar o toser. La mayoría de los pacientes 

tuberculosos excretan pocos bacilos, por lo que generalmente se requiere un contacto 

continuo para infectarse aunque una sola bacteria es teóricamente capaz de producir 

la enfermedad en un individuo susceptible. Desde el foco inicial de infección el bacilo 

tuberculoso diseminarse, fundamentalmente por vía hematógena, aunque también por 

vía linfática y broncógena, a otras áreas del pulmón y a los demás órganos. Solamente 

las partículas inhaladas que contienen entre 1-3 bacilos, van a ser capaces de llegar al 

alveolo y ser fagocitados por los macrófagos alveolares (Leung et al., 1999). 
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Dentro del lumen de los alveólos, los bacilos se multiplican y posteriormente ganan 

acceso al torrente sanguíneo debido al daño en el tejido. La diseminación 

extrapulmonar ocurre por el transporte de las bacterias vía el sistema linfático o por el 

pase directo al lumen alveolar hacia los capilares. El proceso de diseminación permite 

al bacilo alcanzar regiones vulnerables como el sistema nervioso central, el tracto 

genital, el intestino, la piel, los huesos, etc. En los pulmones las micobacterias causan 

cavitación y a partir de estas lesiones que posteriormente le permiten diseminarse y 

convertirse en una tuberculosis extrapulmonar (Clark-Curtiss et al., 2003). 

 

En un estudio donde infectan con M. tb ratones susceptibles y resistentes a la 

tuberculosis, la diseminación del bacilo fue idéntica en los dos fenotipos. La capacidad 

de diseminación parece estar determinada más por factores bacterianos que del 

hospedero (Mischenko et al., 2004). 

 

1.1.6. TUBERCULOSIS EXTRAPULMONAR 

La forma más grave de la tuberculosis extrapulmonar es la infección del sistema 

nervioso central donde principalmente es causa de meningitis. Sin embargo, el bacilo 

afecta también el tracto urogenital, digestivo y el sistema tegumentario. La incidencia 

de la tuberculosis extrapulmonar varía entre 5 y 20% de los casos registrados. 

Interesantemente, en un estudio en Estados Unidos se encontró una incidencia de 

68% de tuberculosis extrapulmonar en personas infectadas con HIV (Vijayan, 2000). 

Mundialmente, existen numerosos reportes que indican una alta prevalencia de cepas 

multidrogo-resistentes (MDR-TB) (Chang y Nuermberger, 2012) Qui et al., encontraron 

que el 6% de los nuevos casos y 32% de los casos previamente tratados fueron MDR-

TB (Qi et al., 2011). 
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La enfermedad se desarrolla en cuatro etapas, la primera se da entre 3 y 8 semanas 

después de que la bacteria fue inhalada y se implanta en los alvéolos, la bacteria se 

disemina por circulación linfática a los ganglios linfáticos regionales del pulmón (Garay, 

1996 a). La segunda etapa, dura cerca de 3 meses y es caracterizada por la circulación 

hematógena de la bacteria dentro de diferentes puntos en el pulmón y hacia otros 

órganos. 

 

En la tercera etapa  origina una inflamación en la superficie pleural. El último estado es 

la resolución del complejo primario donde la enfermedad ya no progresa (Garay, 1996 

b). Generalmente en las personas inmunocompetentes la enfermedad queda latente, 

sólo un 5% de los infectados desarrollarán la enfermedad. En personas coinfectadas 

con HIV y M. tb la posibilidad de desarrollar la infección es del 50% (Elder, 1992; 

Haenselt, 1982). 

 

La infección con M. tb generalmente es causada por una sola cepa, sin embargo se 

han encontrado infecciones con diferentes cepas (infecciones mixtas). 

Interesantemente, en un trabajo en el cual se estudió en ratones el comportamiento de 

cepas pulmonares y extrapulmonares aisladas de individuos enfermos, se demostró 

que algunas de las cepas de M. tb extrapulmonares, presentaron una mayor habilidad 

para la diseminación sugiriendo estas observaciones que posiblemente estas cepas se 

adaptan mejor a un ambiente extrapulmonar (García de Viedma et al, 2003). 

 

Posteriormente, los mismos autores demostraron que las micobacterias 

extrapulmonares fueron más eficientes para la invasión ya que causan con mayor 

frecuencia bacteremia, daño y diseminación en ratones cuando se comparan con las 
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cepas de origen pulmonar. Esto demuestra que existen factores bacterianos que 

determinan la invasión. Sin embargo aún no se han dilucidado el o los mecanismos 

que subyacen atrás del “tropismo” pulmonar o extrarespiratorio (García de Viedma et 

al., 2005) 

 

La ingestión de bacterias a través de receptores Fc induce un estallido respiratorio y 

una respuesta inflamatoria, en contraste con la internalización a través de receptores 

CR3 que impide la activación de los macrófagos (Caron y Hall, 1998, Peyron et al., 

2000). También se requiere la presencia de colesterol en el fagosoma micobacteriano 

para la prevención de la fusión fagosoma-lisosoma (Gatfield y Pieters, 2000; 

Jayachandran et al., 2007). Curiosamente, las micobacterias utilizan colesterol para 

sobrevivir dentro de los macrófagos infectados de forma crónica (Pandey et al., 2008). 

 

Tanto los macrófagos no activados y activados coexisten dentro de los granulomas, 

siendo en los macrófagos activados donde ocurre el procesamiento y la presentación 

de antígenos de micobacterias a los linfocitos T circundantes (Chan y Flynn, 2004). 

Tras la presentación de los antígenos, las células T se activan  (Kaufmann, 1993; 

Pieters, 1997). 

 

Las células T activadas secretan citocinas y quimiocinas lo cual mantiene los 

macrófagos en un estado activado y asegura el reclutamiento de otras células del 

sistema inmune al sitio de la infección (Pieters, 2008). Por lo tanto, la estructura 

granuloma probablemente representa un equilibrio entre un patógeno potencialmente 

peligroso, y el sistema inmune del hospedero (Bartlett, 2007). 
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En los seres humanos existe evidencia de que la infección por M. tb retrasa la 

aparición de la  respuesta inmune adaptativa en comparación con otras infecciones. 

Estudios recientes en ratones confirman, que M. tb retrasa excepcionalmente el inicio 

de la inmunidad mediada por células T (Ottenhoff, 2012) 

 

Dado que la supervivencia del patógeno, implica la manipulación de los procesos 

celulares a través de interacciones con las proteínas del hospedero, la identificación 

de estas moléculas, es importante para un mejor entendimiento de la enfermedad y 

por ende el diseño de nuevas estraegias en el control de la TB (Ehlers y Daffé, 1998; 

Kumar y Rao, 2011). 

 

1.2. MECANISMOS DE INVASIVIDAD BACTERIANA 

Los factores que regulan el curso y el desarrollo de la infección por M. tb son 

multifacéticos e involucran una interacción compleja entre el sistema inmune del 

huésped y las estrategias de supervivencia empleada por los bacilos (Mischenko et al., 

2004). Durante el proceso de infección y el desarrollo patológico de la tuberculosis 

humana, M. tb expresa un gran número de moléculas y recluta moléculas del 

hospedero. Entre estas moléculas se encuentran proteínas involucradas en la 

interacción con el sistema inmune innato, y con las proteínas de las membranas 

(Espitia et al., 1998; van Crevel et al., 2002). 

 

Las interacciones entre las células y su entorno son fundamentales para el buen 

funcionamiento e integridad de los tejidos, ya que éstos no solo están conformados por 

células sino que además contienen una red proteica denominada matriz extracelular 
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(MEC). La MEC es una estructura dinámica que está en constante remodelación 

(síntesis de nuevos componentes y degradación). Algunas alteraciones en la 

regulación de este sistema se asocian a diversos procesos patológicos como fibrosis, 

trombosis y aterosclerosis, entre otras (Nolasco et al., 2007). Así mismo, en respuesta 

a situaciones de estrés celular, como son las infecciones, cambios bruscos de 

temperaturas o daño oxidativo, se expresan proteínas, que llevan a la degradación 

proteosómica (Modlin y Rickinson, 2000). 

 

En la patogénesis de las infecciones bacterianas, la actividad proteolítica es un factor 

importante en la invasividad a sitios de infección secundaria. Las proteasas 

bacterianas ocasionan la degradación de los tejidos del hospedero mediante la 

degradación de proteínas de MEC lo cual conduce  a la ruptura de las barreras 

tisulares y facilita la propagación de los microorganismos (Lijnen, 2002). 

 

La activación de la coagulación y el depósito de fibrina son procesos que se presentan 

como consecuencia de la inflamación y acompañan a diferentes enfermedades 

vasculares (Degen et al., 1997). Aunado a esto, existen enzimas como las serina 

proteasas que se encargan de la remodelación de la fibrina y otras proteínas de la 

MEC (Streuli, 1999). La interacción entre los procesos hemostáticos tales como la 

coagulación, la fibrinólisis y la respuesta inflamatoria constituyen componentes 

esenciales de defensa del hospedero a la invasión bacteriana. Dentro de estos 

procesos, el sistema fibrinolítico, juega un papel central; debido a su abundancia en 

los líquidos tisulares ofrece un sistema rentable a los patógenos bacterianos para 

provocar daño tisular y favorecer su migración a sitios de infección secundaria (Espitia 

et al., 2012). 
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1.3. EL SISTEMA FIBRINOLÍTICO 

El sistema fibrinolítico comprende una cascada de proteasas anticoagulantes que se 

activa en el proceso de cicatrización. Está formado por una glicoproteína de 92 kDa 

llamada Plasminógeno (Plg), que está presente en altas concentraciones en el plasma 

humano como precursor de la serina proteasa Plasmina (Plm). Fue caracterizado 

inicialmente por su papel en la degradación en los depósitos de fibrina intravascular. 

En 1941, Milstone demostró que la lisis de la fibrina, descrita en 1933 por Tillet y 

Garner, dependía de un factor lítico presente en el suero humano; el precursor fue 

llamado Plg y la enzima Plm (Milstone, 1941). 

 

En 1947, Astrup demostró que los tejidos animales contenían un agente capaz de 

activar el Plg, al que llamaron activador tisular del plasminogeno, tPA (tissue-Plg 

activator). En ese mismo año, MacFarlane y Pilling encontraron actividad fibrinolítica 

en la orina e identificaron el activador tipo urocinasa, uPA (urokinase-Plg activator). 

Ambos activadores del Plg (PAs), efectúan una proteólisis parcial de la proteína para 

convertirla en Plm (Collen, 1999). 

 

Las enzimas del sistema fibrinolítico son todas proteasas de serina. El sitio activo de 

este tipo de enzimas consiste en una triada catalítica compuesta por los aminoácidos 

serina, ácido aspártico e histidina. El sitio activo está localizado en la región carboxi-

terminal de las moléculas; la región amino-terminal contiene uno o más dominios 

estructurales/ funcionales. La activación en cascada del Plg a Plm está muy regulada 

por activadores e inhibidores. La actividad de la Plm, está regulada por la 2-

antiplasmina (2-AP) y 2 macroglobulina (Lähteenmäki et al., 2001). 



  
 

 
37 

La inhibición a nivel de los activadores, se da por inhibidores de Plasminogeno 

(Plasminogen Activator Inhibitors: PAIs). La actividad de tPA y uPA está regulada por 

los inhibidores 1 y 2 (PAI-1 y PAI-2) (Robbins y Summaria, 1976). Los inhibidores del 

sistema fibrinolítico, son miembros de la superfamilia de las serpinas (inhibidores de 

proteasas de serina), y todos ellos poseen en su región carboxi-terminal, un sitio de 

unión específico al  dipéptido Arg-X ó Lys-X, resultando en la formación de un 

complejo enzima-inhibidor inactivo. 

 

1.3.1. Plasminógeno (Plg). 

El Plg es una glicoproteína monocatenaria que se sintetiza en el hígado, es abundante 

en el plasma humano y en los fluidos extracelulares. Su concentración en el plasma es 

de 180-200 g/mL (2mM). Está compuesta por 791 aminoácidos (aa) y 24 puentes 

disulfuro con un contenido en carbohidratos del 2% y una masa molecular de 92.000 

daltons. Esta proteína está organizada en siete dominios estructurales, denominados 

kringles, que comprenden un péptido de pre-activación (residuos 1- 77). En la región 

amino-terminal contiene cinco dominios kringle homólogos secuenciales (estructuras 

de triple vuelta unidas por puentes disulfuro de cerca de 80 residuos) y del dominio 

proteinasa (residuos 562-791) (Markus et al., 1979). 

 

El Plg es la forma zimógeno inactiva de la enzima Plm. La forma madura de circulación 

del Plg se conoce como Glu-Plg como consecuencia del residuo de ácido glutámico en 

la región amino terminal. El Glu-Plg consiste en los cinco dominios kringle 

característicos, seguidos por el péptido de activación de la proteasa. Los residuos de 

aminoácidos His603, Asp646 y Ser741, forman la tríada catalítica del dominio de 
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serina proteasa. Los dominios kringle del Plg median las interacciones con múltiples 

ligandos, incluyendo fibrina (fibrinógeno) y receptores en las células (Ponting et al., 

1992). Los Kringles 1, 2, 4, y 5 (K1-K5) contienen sitios de unión a lisina (LBS, “lysine 

binding sites”) que juegan un papel crucial en el reconocimiento específico del Plg a 

sus ligandos. Estas estructuras se aprecian en la Figura 1.6. 

 
Figura 1.6. Esquema de la estructura del Plg/ Plm humano mostrando los anillos Kringle (K1-K5) y el sitio 

de activación (PA). Tomado de Lähteenmäki L. et al. 2001. FEMS Microbiol Rev. 25: 531-552. 

 

Además, la unión intramolecular entre los residuos de lisina y los LBS de estos 

kringles mantiene al Glu-Plg en una conformación cerrada que es menos susceptible a 

la activación (Law, 2012). Las interacciones de unión competitiva con fibrina 

(fibrinógeno) o receptores de Plg permiten al Glu-Plg adoptar una conformación 

abierta, exponiendo el bucle de activación (Arg561-Val562) a la escisión por 

activadores específicos del Plg de mamífero, formando así Glu-Plm (Gong et al., 

2001). El Plg también se une a través de los LBS a células endoteliales lo que 

favorece su activación a nivel local (Ranson y Andronicos, 2003). El gen que codifica 

esta proteína está localizado en el cromosoma 6 humano en la banda q26 o q27. Cada 

uno de los cinco dominios es codificado por dos exones separados por un intrón en 

medio de cada estructura (Castellino y Powell, 1981). 
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La activación de Plg está regulada herméticamente. Esto se da por activadores 

específicos, y por su inmovilización a los receptores celulares o a las moléculas 

designadas. La degradación de fibrina,  durante los procesos de remoción de coágulos 

sanguíneos es llevada a cabo principalmente por la Plm generada a partir de la 

activación del Plg por tPA, mientras que la resultante de la activación por  uPA  

degrada a componentes de la MEC en tejidos sólidos (Andreasen et al., 1997). La 

unión de Plg a receptores celulares es usualmente inhibida por lisina o análogos de 

lisina, indicando que esta unión es mediada por los LBS (Bass y Ellis, 2002). 

 

 

1.3.2. Plasmina (Plm). 

La activación del Plg a Plm tiene lugar por escisión del enlace peptídico Arg561-Val562 

en la molécula del Glu-Plg por acción de los diferentes activadores. La Plm así 

formada, es una serina proteasa bicatenaria compuesta por una cadena pesada 

derivada de la porción amino-terminal, que contiene 560 aa, y las 5 regiones “kringles” 

en donde se localizan los LBS. Contiene además una cadena ligera derivada de la 

posición carboxiterminal compuesta por 241 aa, que contiene el centro activo formado 

por los aminoácidos serina, histidina y ácido aspártico. Ambas cadenas están unidas 

por puentes disulfuro (Bass, 2002).  

 

La Plm degrada laminina, fibronectina, fibrina, proteoglicanos y otras proteínas de la 

MEC. También se ha observado que activa procolagenasas y metaloproteinasas de la 

matriz (MMPs) que a su vez, degradan componentes de la MEC (Quiding-Jarbrink et 
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al-. 2001; Muttucumaru et al, 2011). La Plm es una proteasa de amplio espectro que 

preferentemente se une a residuos de arginina o lisina (Edwards y Murphy, 1998). La 

vida media de la Plm libre en la sangre está estimada en aproximadamente 0.1 

segundos. La Plm con un LBS ocupado es inactivada 50 veces más lentamente por la 

2-antiplasmina. El bloqueo reversible del sitio activo de la Plm con su sustrato reduce 

marcadamente el rango de inactivación (Medved y Niewenhuizen, 2003). 

 

La generación de Plm es fundamental para la solubilización de trombos, así como en 

otros procesos biológicos como la degradación de coágulos sanguíneos, movimiento y 

migración celular, cicatrización, remodelación de tejidos, embriogénesis. También 

participa  en procesos como en invasión y propagación de productos que afectan la 

permeabilidad de vasos sanguíneos y lleva a cabo  la acumulación de células 

inflamatorias. (Carmeliet y Collen, 1998) 

 

 

1.3.3. Activador de Plg tipo tisular (tPA: Tissue-type PA). 

El tPA es el principal activador de Plg endógeno en la sangre. Es producido por las 

células endoteliales vasculares como una molécula de una sola cadena de 530 aa y 

está compuesta de algunos dominios homólogos con otras proteínas. Contiene un 

dominio “finger” que comprende los residuos 4-50, un dominio de un factor de 

crecimiento que incluye residuos del 50-87, dos anillos kringles que comprenden los 

residuos 87-176 y 176-262, y un dominio proteasa constituido por los residuos 276-

527, que comprenden la triada catalítica (Lijnen, 2001).  La actividad de tPA es 

aumentada hasta 100 veces por fibrina, cuando esta interactúa con el kringle 2 y con 

los dominios tipo EGF (epidermal growth factor) de las células (Hoylaerts et al., 1982). 
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El gen humano para el tPA está localizado en el cromosoma 8 (bandas 8.p.12- 

>q.11.2) (Berg et al., 1993).  En el plasma humano, el tPA se produce principalmente 

como un complejo junto con su inhibidor principal PAI-1. La concentración del complejo 

es de aproximadamente 5 mg/mL, mientras que la concentración de tPA libre es de 1 

mg/L (intervalo de actividad específica de 500.000 a 700.000 Unidades/mg). Se 

pueden observar fluctuaciones rápidas en la concentración de tPA en respuesta al 

ejercicio, oclusión venosa, el alcohol y las drogas, como la desmopresina y los 

esteroides anabólicos (Henkin et al., 1991). La activación de Plg mediada por tPA está 

involucrada principalmente en la homeostasis de la fibrina y la vía mediada por uPA 

está involucrada principalmente en los fenómenos, como migración celular y 

remodelación de tejidos. (Hoylaerts et al.,  1982) 

 

 

1.3.4. Activador de Plg tipo uroquinasa (uPA: urokinase-type PA). 

El uPA o pro-uroquinasa está compuesto de un dominio tipo factor de crecimiento, un 

dominio “kringle”, y un dominio tipo proteasa que contiene la triada catalítica. El 

dominio con el factor de crecimiento es responsable de la unión del uPA a su receptor, 

que está en la superficie de una variedad de células. El uPA de cadena sencilla (sc-

uPA) es convertido a un uPA de doble cadena (tc-uPA) por un corte proteolítico de la 

unión peptídica entre Lys158–Ile159. El gen humano del uPA está localizado en el 

cromosoma 10. La activación mediada por tPA se da principalmente en la disolución de 

fibrina en la circulación, mientras que uPA se une a un receptor celular específico 

(uPAR), la mediación de la activación Plg principalmente implicado en la proteólisis 

pericelular (Sisson et al., 2002). 
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1.3.5. Alfa 2- anti-Plasmina (2- AP). 

Fue aislada del plasma humano, como una glicoproteína de 464 aa. Es única entre las 

serpinas debido a su región carboxiterminal de 51 residuos de aa, que contiene un 

sitio de unión secundario que reacciona con los LBS de los kringles 1 y 3 del Plg y la 

Plm. El residuo Gln14 de la región amino-terminal de la 2-AP entrecruza las cadenas 

de fibrina, en un proceso dependiente de Ca2+ y es catalizado por el factor de 

coagulación XIII. El gen humano para 2-AP está localizado en el cromosoma 18, 

banda p11.1-q11.2 (Lijnen et al, 2001). 

 

 

1.3.6. Inhibidores del sistema fibrinolítico 

La degradación de la MEC mediada por Plm tiene dos puntos de control, uno es la 

inactivación de Plm mediante la unión de las proteínas α2-AP o TAIF (inhibidor de la 

fibrinólisis activada por trombina) que bloquean la actividad proteolítica de esta 

proteína. El otro punto de control son los inhibidores: PAI- 1, PAI-2 y PAI-3 (Inhibidor 

del activador del Plg 1, 2 y 3 respectivamente) y la proteasa anexina. En particular se 

ha descrito que PAI-1 juega un papel muy  importante en la célula, ya que mantiene la 

homeostasis, participando en la regulación de la fibrinólisis, angiogénesis y metástasis 

(Potempa et al., 1994). Esta proteína es el Inhibidor del PA Tipo 1 y es el principal 

inhibidor de uPA y tPA. La interacción PAI-1-uPA provoca la inhibición de la actividad 

de proteasa de uPA, por lo tanto no transforma el Plg en Plm y se inhibe la fibrinólisis o 

la degradación de MEC (Rao et al., 1995). 
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1.3.7. Función fisiológica del sistema fibrinolítico 

Durante el desarrollo embrionario o en procesos de migración celular, la remodelación 

se da de acuerdo a los requerimientos celulares. En tejidos adultos dicha 

remodelación ocurre en la neovascularización, así como en los cambios que sufren las 

glándulas mamarias y el tejido uterino durante el ciclo menstrual. El sistema 

fibrinolítico participa en la degradación de la MEC tanto en tejidos, como en el sistema 

sanguíneo. Este sistema también interviene en algunos otros procesos biológicos 

como la regeneración tisular, menstruación e implantación embrionaria así como en la 

invasión tumoral (Liu, 1999). La generación de Plm es fundamental para la 

solubilización de trombos que contienen fibrina, así como en otros procesos biológicos, 

tales como la degradación de coágulos sanguíneos, movimiento y migración celular, 

cicatrización, remodelación de tejidos, embriogénesis. También participa en procesos 

como en invasión y propagación de productos que afectan la permeabilidad de vasos 

sanguíneos y llevar a la acumulación de células inflamatorias (Carmeliet y Collen, 

1998). 

 

Estudios recientes han demostrado que el sistema fibrinolítico y las MMP participan en 

la formación de la neointima arterial, la arterosclerosis, en la formación de aneurisma y 

de isquemia miocardial, angiogénesis, crecimiento de tumores, metástasis e infección. 

La expresión de uPA-uPAR es crítica para la habilidad de leucocitos para degradar 

proteínas de matriz y atravesar tejidos durante el reclutamiento en sitios inflamatorios 

(Ploplis y Castellino, 2000). 
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1.4. Interacción del sistema fibrinolítico con microorganismos 

Durante los últimos años, ha surgido evidencia que muestra que muchos 

microorganismos interactúan con el sistema fibrinolítico, dando lugar a diferentes 

procesos biológicos y patológicos. El Plg es unido e inmovilizado en la superficie de 

los microorganismos y activado, lo que aumenta su potencial invasivo. Las bacterias 

también utilizar las moléculas del sistema fibrinolítico para evitar la respuesta inmune 

innata ó modular la respuesta inflamatoria inducida por el patógeno (Natarajan et al., 

2011). El hallazgo de receptores o activadores en algunas bacterias patógenas ha 

sugerido que la formación de Plm además tiene un papel en el daño a tejidos asociado 

con infecciones invasivas (Lottenberg et al., 1994). 

 

La interacción de las bacterias con el Plg se produce, en general, a través de dos 

mecanismos. Algunas bacterias reclutan Plg en su superficie por receptores 

bacterianos para el Plg. La forma inmovilizada se convierte en Plm por los 

actividadores del hospedero. La otra estrategia es la producción de moléculas que 

interactúan con el Plg, activándolo por la formación de complejos o por proteólisis. En 

cualquiera de los casos, la Plm unida a la superficie de la célula, es explotada por las 

bacterias para la degradación proteolítica de los componentes de la MEC, membrana 

basal (MB), y tejidos; facilitando la translocación bacteriana y la difusión en el 

hospedero. (Sanderson-Smith ML et al., 2012) 

 

La capacidad de reclutar Plg se considera un aspecto importante en la interacción 

entre el hospedero y las bacterias. Se han hecho muchos estudios sobre la capacidad 

de las bacterias altamente patógenas para interactuar con el Plg, incluyendo 
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Streptococcus pyogenes, S. pneumoniae, Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori, 

M. tuberculosis, Neisseria meningitidis y N. gonorrhoeae (Magalhães et al., 2007; 

Ullberg et al, 1992; Kuusela y Saksela, 1990). Para algunos microorganismos está 

demostrado que la capacidad de fijar y activar el Plg a Plm. Esto es importante ya que 

la Plm unida a un sustrato es resistente a la inhibición por 2-AP, su principal inhibidor, 

lo que constituye un factor importante para la proteólisis por las bacterias. 

 

Hay muchos ejemplos de cómo bacterias patógenas interactúan con este sistema. 

Streptococcus pneumonie interactua con el Plg via enolasa promoviendo la migración 

del pneumococo a través de barreras celulares (Siemens et al, 2001; Attali et al., 

2008). Staphylococcus aureus utiliza el sistema fibrinolítico humano para su invasión y 

propagación (Beaufort et al., 2008).  Borrelia burgdorferi y Cryptococcus neoformans 

unen Plg (Coleman et al., 1997) e invadir el sistema nervioso central mediante la Plm 

(Stie y Fox, 2012). H. pylori estimula la expresión de uroquinasa (uPA) y su receptor 

(uPAR) en las células gástricas para favorecer su proliferación en células epiteliales 

(Kenny et al., 2008). Mycoplasma fermentans une Plg mejorando la adherencia y la 

invasión a células HeLa (Yavlovich y Rottem, 2007). Pseudomonas aeruginosa (Kunert 

et al., 2007), utiliza Plm para promover la producción de citoquinas inflamatorias que 

causar la destrucción del tejido, disminución de la función de los neutrófilos, y una 

alteración en la capacidad para matar las bacterias que finalmente provoca la muerte 

en ratones (Guo et al., 2011). Leptospira y Bacillus anthracis utilizan el sistema del Plg 

para evadir la inmunidad innata regulando la opsonización del complemento (Vieira et 

al., 2011; Chung et al., 2011) 
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La interacción con el sistema fibrinolítico no se limita a las bacterias. Receptores para 

Plg, se han detectado en virus (Chaipan et al., 2009), hongos (Crowe et al., 2003) y 

parásitos (Avilán et al., 2011). En la levadura Candida albicans invasiva GAPDH y 

homólogos -enolasa funcionan como receptores de Plg. Además, la unión de Plg 

para enolasa potencia la transcitosis de C. albicans a través de una monocapa de 

células endoteliales microvasculares del cerebro humano (Jong et al,, 2003). Por otra 

parte, Leishmania mexicana une componentes del sistema fibrinolítico y esta unión ha 

sido implicada a la virulencia del parásito (Avilán et al., 2000) 

 

Las interacciones del Plg con microorganismos tampoco se da únicamente con 

organismos patógenos, hay un número de especies comensales capaces de unir Plg 

con alta afinidad y especificidad. Estas incluyen a varias especies de estreptococos 

orales (Itzek et al., 2010), bifidobacterias (Candela et al., 2009), y lactobacilos 

(Antikaien et al., 2007). 

 

En el caso de Bifidobacterium, se une a Plg por medio de las proteinas DnaK, 

glutamina sintetasa, enolasa y otras (Candela et al., 2007, 2008), lo cual tiene un 

efecto en la colonización del tracto gastrointestinal, la adhesión a los tejidos del 

hospedero y la modulación del sistema inmune del hospedero (Gilad et al., 2011). 

Estos estudios indican que las bacterias tienen un papel multifacético en la interacción 

con el hospedero, lo que puede ser la base de la diversidad de receptores de Plg 

expresadas por las bacterias y los diferentes mecanismos de interacción que se han 

descrito hasta la fecha (Zorio et al., 2008). 
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Un hallazgo importante, es que las bacterias invasivas comparten dos propiedades: la 

expresión de los receptores de Plg y / o activadores, así como la adhesividad a la MEC 

y membranas basales (MB), por lo que a continuación describiremos con detalle lo 

referente a este tipo de moléculas en bacterias. 

 

1.4.1. Receptores bacterianos para Plg 

Los procesos hemostáticos tales como la coagulación y el depósito de fibrina, como 

resultado de la inflamación, son una parte esencial del sistema de defensa del 

hospedero. Algunas bacterias patógenas invasoras, han desarrollado una serie de 

estrategias para eludir la línea de defensa y entrar en el tejido circundante. El 

reclutamiento de proteasas del hospedero a la superficie bacteriana representa un 

mecanismo particularmente eficaz para mejorar la invasividad. Los microorganismos 

interactúan con el sistema fibrinolítico de diferentes maneras. Una de ellas en la 

inmovilización de Plg en su superficie mediante receptores para Plg (PlgR), lo que 

lleva a la activación de Plg por activadores del hospedero para generar Plm 

enzimáticamente activa. Se han detectado receptores para Plg diferentes 

microorganismos: virus (Chaipan et al, 2009), hongos (Crowe et al., 2003), parásitos 

(Avilán et al., 2011) y bacterias. 

 

Un número considerable de bacterias que inmovilizan el Plg en su superficie se han 

encontrado, esta unión aumenta la activación de Plg por los PAs del hospedero. El 

reclutamiento de Plg a la superficie de la célula bacteriana está mediado directamente 

por cualquiera de los receptores de superficie, por proteínas citoplasmáticas 

localizadas en la superficie de la célula bacteriana ó indirectamente a través de las 



  
 

 
48 

interacciones con proteínas plasmáticas del hospedero, tales como el fibrinógeno 

(Sanderson-Smith et al., 2012). 

 

La capacidad de reclutar Plg, es común para bacterias Gram positivas y 

Gramnegativas. Se han encontrado receptores en bacterias como Streptococcus 

(Kuusela et al., 1992), Salmonella sp. (Korhonen et al., 1997), Borrelia sp. (Hu et al., 

1997; Fuchs et al., 1994, Coleman et al., 2001), Haemophylus influenzae (Ullberg et 

al., 1990, Sjöström et al., 1997), Escherichia coli (Kukkonen et al., 1998), Helicobacter 

pylori (Ljungh, 2000), Mycobacterium tuberculosis (Xolalpa et al., 2007), Neisseria 

meningitidis (Ullberg et al., 1992) entre otras. 

 

En algunas bacterias, la expresion de PlgRs bacterianos son factores de virulencia 

esenciales (Bhattacharya et al., 2012). Por ejemplo, Streptococcus pyrogenes la 

capacidad de unir Plg y acumularlo en su superficie a través de una proteína llamada 

M y esta unión es esencial para la virulencia de toda esta gama de bacterias (GAS) 

(Sanderson-Smith ML et al., 2008).   

 

Aunque existen varios microorganismos que poseen PlgR, muchos de los receptores 

identificados pertenecen a un grupo de enzimas “housekeeping” localizadas en la 

superficie, lo que mejora la virulencia de estas bacterias (Pancholi y Chhatwal, 2003). 

Algunos receptores bacterianos además de unir Plg, son capaces de unir a las 

proteínas de MEC. Estas observaciones sugieren que la degradación de fibrina 

mediada por Plm podría ser un mecanismo que permite la propagación de las 

bacterias invasivas dentro del hospedero (Sun et al., 2004). Algunos ejemplos de 

receptores bacterianos que se han identificado recientemente se encuentran en la 

Tabla 1.3.1 
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Tabla 1.3.1. Receptores para plasminógeno identificados en bacterias. 

Receptor Bacteria 

Enolasa Streptococcus 

GAPDH/SDH/Plr Streptococcus 

Proteína M, PAM 

 
Streptococcus 

OspA, OspC 

 

Borrelia 

HP-NAP 

 
Helicobacter pylori 

PgbA/PgbB 

 

Helicobacter pylori 

DnaK 

 
Bifidobacterium animalis 

subsp. Lactis 

Flagelos Escherichia coli 
Fimbrias 

 
Escherichia coli Salmonella 

Modificada de: Bhattacharya S, Ploplis VA, Castellino FJ. 2012. Bacterial plasminogen receptors utilize 

host plasminogen system for effective invasion and dissemination. J Biomed Biotechnol. 2012:482096. 

 

1.4.2. Activadores de Plg bacterianos.  

Son pocos los patógenos humanos que poseen activadores de Plg. La observación 

inicial de la interacción entre los microbios y el sistema fibrinolítico se hizo en la 

década de 1930. Tillet y Garner observaron que los estreptococos de muestras 

humanas poseían una capacidad fibrinolítica (Johnson et al, 1992). Años después se 

identificó a una proteína, que se llamó Estreptoquinasa (SK), como el activador del Plg 

de esta bacteria. La SK es una proteína monocatenaria de 414 aa con un único 

dominio que exhibe una considerable especificidad para la activación del Plg. Es 
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producida por los miembros de los grupos A, C y G de estreptococos (Reddy et al, 

1972) Esta proteína convierte el Plg a Plm sin cortarla mediante la formación de un 

complejo SK/Plg donde se induce un cambio conformacional que expone el sitio activo 

de la Plm.  Además, este complejo es resistente a inhibidores de Plm como la 2 -AP 

(Sun, 2006).   

 

De una manera similar a Streptococcus, la bacteria Staphylococcus aureus produce 

una proteina llamada Estafiloquinasa (SAK), que es también un activador de Plg. Es 

un polipéptido de cadena simple de 136 aa sin puentes disulfuro, con un único dominio 

de alta especificidad para Plg. Tal como en el caso caso anterior, la SAK activa el Plg a 

través de su unión a Plg. El complejo SAK/Plm es sensible a 2-AP (Parry et al, 2000). 

 

 Se ha estudiado el papel de estos activadores en la patogenicidad de diferentes 

organismos. En el caso de los estreptococos del grupo A (GAS), la SK es vital para la 

patogénesis de las bacterias en la infección en ratones (Sun et al., 2004). 

 

Otro activador que ha sido identificado en bacterias, es la proteasa Pla de Yersinia 

pestis.  Pla es una proteasa aspártica que activa al  Plg en el mismo enlace peptídico 

que el tPA y el uPA. Es además una adhesina con afinidad por proteínas de la MEC y 

laminina (Singh B et al, 20012; Kukkonen et al., 2001; Lähteenmäki et al, 2001a; 

Lähteenmäki et al., 2001b). Pertenece a la clase de omptinas, una familia de 

proteasas/ adhesinas de superficie que exhiben diferentes funciones asociados con la 

virulencia (Vranckx et al, 2007). En experimentos de manipulación de su expresión 



  
 

 
51 

temporal se mostró que Pla permite que Y. pestis se replique rápidamente en las vías 

respiratorias (Koo et al., 2011). 

 

Hace algunos años, se identificó una proteína también en Legionella pneumophila, 

homologa a Pla. En este trabajo se encontró que L .pneumophila tenía la capacidad de 

convertir Plg a Plm por la acción de una proteína de membrana llamada Lpa (Vranckc 

et al, 2007). En Streptococcus uberis se encontró una proteína homologa a SK, de 251 

aa la cual fue nombrada PauA (Rosey et al., 1999). 

 

Por otra parte, se detectó un PA en bacterias causantes de enfermedades 

periodontales. Se identificó una proteasa de 80-kDa tipo tripsina de P gingivalis que 

activa Plg (Grenier et al., 1996). En la siguiente tabla se muestran los activadores de 

Plg encontrados en bacterias. 

 

Tabla 1.3.2. Activadores de Plasminógeno identificados en bacterias. 

Proteina bacteriana Actividad fisiológica 

Estreptoquinasa Activación de Plg, Actividad Fibrinolítica,Inhibición de a2-AP, 
determinante de virulencia 

Estafiloquinasa Activación de Plg, actividad fibrinolítica, neutralización de 
defensinas bactericidas, inducción de la respuesta de 

anticuerpos específicos, proliferación de los linfocitos T 
específicos de estafiloquinasa 

Pla Activación del Plg, actividad fibrinolítica, inhibición de la α2-
AP, degradación de los factores del complemento, 
reducción de opsonofagocitosis, inducción de la 

fosforilación de la tirosina, inducción de la peste bubónica 
OmpT, PgtE 

 
adherencia a las proteínas MEC,  activación de Plg, 

degradación de péptidos bactericidas 
 

Modificado de Bergmann S, Hammerschmidt S. Fibrinolysis and host response in bacterial infections. 
Thromb Haemost. 2007 Sep;98(3):512-20. 
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La adherencia a la MEC y la activación en la superficie de la bacteria, ya sea por 

activadores bacterianos, o por activadores del hospedero; puede ser utilizada por las 

bacterias como un mecanismo para colonizar e invadir los tejidos del hospedero. 

Debido a que mecanismos similares pueden ser utilizados en la migración e invasión 

de células tumorales (Mignatti y Rifkin, 1993), el término "metástasis bacteriana" se ha 

utilizado como analogía (Plow et al., 1999; Läteenmäki et al., 2000, 2005; Bergmann y 

Hammerschmidt, 2007). 

 

1.5. El sistema fibrinolítico en la infección por 

microorganismos.  

El Plg se encuentra principalmente en circulación a una concentración regulada, y su 

principal fuente es el hígado. Sin embargo, está también presente en otros tejidos; se 

ha encontrado en  cerebelo, riñón, cerebro, testículos, corazón, pulmón, útero, bazo, 

timo y el intestino (Zhang et al., 2002). Debido a su función fisiológica, los PA y los 

inhibidores fisiológicos también son expresados de forma controlada en los tejidos, 

bajo condiciones normales. Existen algunas enfermedades donde el Plg es expresado 

en menor o en mayor concentración de la normal. Se han reportado niveles elevados 

durante el embarazo (alrededor de 140% en el segundo y tercer trimestre) (Hellgren et 

al., 1981), durante el uso de anticonceptivos hormonales (Tait et al., 1992), por 

obesidad (Grace et al., 1968), por el uso de esteroides anabólicos (Preston et al., 

1981), en el hipotiroidismo (Rennie et al., 1978), y en casos de trasplante de hígado ó 

riñón (Schader et al., 1988). 
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 Por otra parte, la disminución de los niveles se ha demostrado en varias condiciones 

clínicas, incluyendo la coagulación intravascular diseminada (DIC) (Chesterman et al, 

1978), sepsis (Gallimore et al., 1980; Smith et al., 1982), leucemia (Sutor et al., 1979), 

enfermedad de la membrana hialina (Markarion et al., 1967), enfermedades del hígado 

(Biland et al., 1978), fiebre hemorrágica argentina (Molinas et al., 1984), 

hipertiroidismo, y después de la terapia trombolítica (Rennie et al., 1978). La 

disminución ó el aumento del Plg pueden ser indicadores de una condición patológica 

y en algunos casos pueden ser indicadores del pronóstico de una enfermedad.   

 

La sobreexpresión de moléculas del sistema fibrinolítico ha sido asociada a la 

respuesta inflamatoria en varias enfermedades (Nolasco et al., 2007), tales como 

cáncer (Kim et al., 2007, Lu et al., 2007), arteriosclerosis (Ross, 1999; Fuhrman et al., 

2012; Parry et al., 1999) o infecciones por Staphylococcus aureus (Zavizion et al., 

1997), Streptococcus pneumoniae (Mölkänen et al., 2011), malaria (Perch et al, 2004) 

entre otros. Se han asociado alteraciones en el PAI-1 con enfermedades de arterias 

coronarias, ictus isquémico, artritis reumatoides, arterioesclerosis, tumores, 

nefropatías, enfermedades renales crónicas, trasplantes renales, e incluso en 

infecciones bacterianas (Małgorzewicz et al.,  2013). El receptor suPAR también ha 

sido relacionado con sepsis y bacteremia (Backes et al., 2012; Wittenhagen et al, 

2004). 

 

Algunas bacterias han desarrollado una variedad de tácticas para interferir con 

procesos homeostáticos del hospedero, como la cascada de coagulación y su 

contraparte la fibrinólisis, explotando las proteasas involucradas en estos procesos 

(Levi et al., 2004). Durante las enfermedades infecciosas, debido a procesos como la 
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inflamación, el sistema fibrinolítico puede sufrir alteraciones en su expresión, 

favoreciéndose así, la interacción de algunas moléculas de los  patógenos con los 

componentes de este sistema. Estas interacciones son complejas y en algunos casos 

indirectas, de algunas incluso aún se desconocen sus funciones y mecanismos 

patogénicos. 

 

Muchos estudios, sin embargo, han demostrado una fuerte participación del sistema 

fibrinolítico en la patogénesis bacteriana; al unir y activar el Plg, las bacterias pueden 

usar la Plm formada para mediar directa o indirectamente la degradación de la matriz 

extracelular y facilitar la migración a través de los tejidos (Sun et al., 2006). 

 

Aunado a esto, los estudios anteriores han mostrado también que las infecciones 

bacterianas influyen en la producción de los activadores e inhibidores de PA (PAIs) del 

hospedero. Cada bacteria modula su interacción con el sistema; por ejemplo, 

Porphyromonas gingivalis y Yersinia pestis inactivan a los inhibidores 2-AP y 2-

macroglobulina durante la infección (Grenier et al., 1996; Kukkonen et al., 2001; 

Lathem et al., 2007). En caso de la infección por Leptospira se han detectado mayores 

niveles de activadores de Plg en las muestras del suero de pacientes con leptospirosis 

comparadas con los sueros de pacientes sanos (Vieira et al, 2013). 

 

La forma soluble de uroquinasa-activador del Plg tipo receptor (suPAR) es un 

marcador inflamatorio. La concentración en suero de suPAR, predice la mortalidad en 

la bacteremia por Staphylococcus aureus (Mölkänen et al., 2011). Se han detectado 

niveles altos de suPAR asociados con la mortalidad en cáncer y en otras infecciones 
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crónicas como el VIH y la tuberculosis (Munuwwar et al., 2012). En el caso de 

enfermedades crónicas como la tuberculosis, el sistema fibrinolitico puede jugar un 

papel importante en la respuesta inflamatoria a las infecciones bacterianas debido a 

que podría participar en la degradación y remodelación de proteínas de la matriz 

extracelular. En nuestro grupo de trabajo se ha detectado, que M. tb expresa algunos 

PlgRs. Sin embargo, el papel del sistema fibrinolítico no es claro. A continuación 

revisaremos la relación entre tuberculosis y este sistema. 
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2. ANTECEDENTES  
 

Algunas bacterias han desarrollado mecanismos para explotar las moléculas del 

hospedero y presentan una amplia gama de moléculas con este fin (Henderson et al., 

2011). Las especies bacterianas interactúan con diferentes células del hospedero 

mediante moléculas secretadas o presentes en su superficie (Sun H, 2006).  

 

2.1. El sistema Fibrinolítico en la tuberculosis 

La TB, afecta comúnmente el pulmón pero se dispersa principalmente a través de la 

sangre a otras áreas del pulmón y otros órganos. Se ha observado que las 

micobacterias interaccionan con células del hospedero causando necrosis y la 

destrucción de las barreras celulares, lo que podría facilitar su paso en el torrente 

sanguíneo y permitir la invasión (Leung et al., 1999). 

 

La actividad fibrinolítica en infecciones por micobacterias se ha demostrado. La 

primera publicación sobre este tema fue realizada por Smokovitis et al en 1976, 

quienes demostraron que la inoculación intradérmica de M. bovis BCG en conejos 

provocaba lesiones en la dermis y un incremento en la actividad fibrinolítica 

(Smokovitis et al., 1976). Años más tarde, Gordon et. al., observaron que los 

macrófagos activados por la infección con micobacterias son capaces de producir un 

activador de Plg (Gordon et al., 1978; Ezekowitz et al., 1982; Schuyler et al., 1984). La 

secreción de este activador se da específicamente en respuesta a la infección por 
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micobacterias y no así en respuesta a la presencia de otras bacterias pulmonares 

como Bordetella bronchiseptica (Widström et al, 1983). El activador de Plg, también se 

ha asociado con el desarrollo de granulomas en un modelo murino de lepra (Izaki et 

al., 1983; Izaki et al, 1984, Satoh et al.,, 1983). 

 

Se ha encontrado también la presencia de moléculas del sistema fibrinolítico en 

pacientes con tuberculosis activa, en los cuales se detecta una alta expresión de uPAR 

en los monocitos (Juffermans et al., 2001). Por otra parte, se han encontrado también 

en estos pacientes altos niveles del receptor del uPA (uPAR) cuyo incremento fue 

asociado con los niveles de mortalidad (Eugen-Olsen et al., 2002). Incluso se 

demostró que la medición de suPAR proporciona información pronóstica en la 

mortalidad entre las personas sin diagnóstico (Rabna et al., 2009). 

 

Los niveles séricos de suPAR fueron analizados en pacientes con tuberculosis, los 

resultados mostraron un elevado nivel de suPAR en la tuberculosis activa. Se encontró 

que altos niveles de suPAR estaban asociados con la extensión de la enfermedad 

alveolar (Djoba Siawaya et al., 2008), además una disminución en los niveles de 

suPAR cuando los pacientes recibían tratamiento (Eugen-Olsen et al., 2002). 

 

En otro reporte se encontró que los pacientes con tuberculosis mostraron un 

incremento en los niveles del inhibidor del activador del Plg (PAI) (Lilja et al. 2007)  

Además, se ha reportado que la expresión de uPAR se incrementó a más del doble en 

pacientes con tuberculosis extrapulmonar en comparación con los niveles durante la 

enfermedad pulmonar (Ostrowski et al., 2006).  En derrames pleurales de pacientes 
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con tuberculosis se encontraron niveles elevados de  TNF-, así como niveles más 

altos de PAI-1 en pacientes con tuberculosis comparados con los niveles encontrados 

en individuos con otras patologías como cáncer (Alemán et al., 2003). 

 

Lu et al.,, compararon la concentración de los componentes del sistema fibrinolítico en 

el líquido pleural de pacientes con cirrosis, tuberculosis, y cáncer. Los resultados 

mostraron un incremento significativo en los niveles de uPA y uPAR en pacientes con 

tuberculosis y cáncer con respecto a los pacientes con cirrosis. Los niveles de PAI-1, 

fueron estadísticamente más altos en los pacientes con tuberculosis que en los 

enfermos con cirrosis y cáncer (Lu et  al, 2007). 

 

En un estudio in vivo se demostró que el Plg es importante en la remodelación de la 

matriz extracelular. En el mismo estudio, los autores demuestran que la deposición de 

fibrina y Fn se incrementó en ratones deficientes en Plg durante la infección en 

comparación con ratones de tipo silvestre (Sato et al., 2003). 

 

Recientemente se  ha encontrado una sobreregulación de PAI-1 en los pulmones 

durante la tuberculosis murina, PAI-1 contribuye a cambios transitorios, no específicos 

de la inmunidad durante la fase temprana de la tuberculosis murina (Kager et al 2012) 

La primera evidencia de la presencia de receptores para Plg en M. tb, fue reportado 

por Monroy et al., quienes detectaron proteínas en los extractos proteicos de la 

micobacteria capaces de unir al Plg. Esta unión fue dependiente de los sitios de lisina. 

Por otra parte, se encontró que tanto la proteína soluble, como los extractos proteicos 

podrían activar al Plg, únicamente en presencia de matrices de fibrina, lo que sugiere, 



  
 

 
59 

que la activación del Plg por M. tuberculosis requiere la unión de Plg a una molécula 

diana. Por otra parte, esta actividad fue resistente al inhibidor a2-AP (Monroy et al, 

2000). 

 

Posteriormente, un estudio reciente reveló la identidad de varias proteínas de unión a 

Plg presentes en M. tb. Mediante el análisis proteómico, se identificaron quince 

diferentes proteínas de unión a Plg: DnaK (Rv0350), GroES (Rv3418c), GlnA1 

(Rv2220), antígeno 85 (Rv3804c, Rv1886c, Rv0129c), Mpt51 (Rv3803c), MPT64 

(Rv1980c), metK (Rv1392), SAHH (Rv3248c), LPD (Rv0462), Icl (Rv0467), Fba 

(Rv0363c) y EF-Tu (Rv0685). La interacción de Plg con estas proteínas fue inhibida 

por el análogo de lisina EACA, lo que indica que la unión fue mediada por los residuos 

de lisina (Xolalpa et al., 2007). 

 

Otros análisis proteómicos identificaron a la 1, 6-fructosa aldolasa bisfosfato como una 

proteína de filtrado de cultivo capaz de unir Plg (De la Paz Santangelo et al., 2011). 

Hasta ahora, los estudios muestran que M. tb posee moléculas de unión y activación 

de  Plg presentes en los extractos de proteínas solubles, las cuales están siendo 

estudiadas en nuestro grupo de trabajo, para identificar el potencial PA en 

micobacterias. Teniendo en cuenta que la interacción con el sistema de Plg promueve 

el daño de las matrices extracelulares, así como la propagación bacteriana y la 

invasión de órganos durante la infección, esto sugiere un mecanismo común en la 

migración de las células eucariotas y procariotas que pueden ser utilizados por M. tb 

en el proceso de invasión a su hospedero. 
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Todas estas observaciones proporcionan evidencias de que la micobacteria podría 

interactuar con el sistema fibrinolítico; sin embargo, poco se conoce acerca de la 

importancia biológica de esta interacción en la infección por M. tb. No obstante que la 

TB es una enfermedad que presenta uno de los más altos índices de mortalidad y 

morbilidad en el mundo, se conoce relativamente poco de los factores que permiten a 

M. tb invadir y diseminarse en el hospedero, a pesar del papel predominante que 

juegan estos eventos en el establecimiento y la progresión de la enfermedad. 

Esclarecer estos mecanismos facilitaría el entendimiento de la fisiopatología de la 

enfermedad. 
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3. JUSTIFICACIÓN  
La actividad proteolítica es un factor importante en la patogénesis de las 

infecciones bacterianas, que favorece la invasión bacteriana a sitios de 

infección secundaria en el hospedero. El pulmón es considerado como el 

principal punto de entrada para las micobacterias patogénas, sin embargo 

éstas pueden diseminarse a otros órganos, como el riñón, el sistema nervioso 

central, el tejido óseo, entre otros.  

 

Durante las enfermedades infecciosas, el sistema fibrinolítico sufre una 

alteración en su expresión, favoreciendo la interacción de algunas moléculas 

de patógenos con los componentes de este sistema. Esta interacción 

promueve la propagación bacteriana y la invasión de órganos durante la 

infección (Espitia et al., 2012). M. tuberculosis posee proteinas que pueden 

interactuar con el Plg, lo que sugiere un mecanismo que sea utilizado por M. 

tuberculosis durante el proceso de la enfermedad. El esclarecimiento de los 

mecanismos usados por M. tuberculosis para facilitarse el acceso a tejidos 

vulnerables proporcionará acercamientos racionales para un mejor 

entendimiento del proceso de infección e inflamación; y de los determinantes 

específicos de virulencia que utiliza esta bacteria para diseminarse y causar 

enfermedad en diferentes órganos.  
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4. HIPÓTESIS 

 

 

La interacción de Mycobacterium tuberculosis 

con el sistema fibrinolítico, contribuye al  

proceso que se desarrolla durante la infección. 
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5. OBJETIVOS  
 

 

5.1. OBJETIVO GENERAL 
 

Estudiar la interacción de M. tuberculosis con 

las moléculas del sistema fibrinolítico in vitro e 

in vivo, en un modelo murino de tuberculosis 

pulmonar y establecer su relación en el 

desarrollo del proceso infeccioso. 
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5.2. OBJETIVOS PARTICULARES 
 

• Determinar la capacidad de las micobacterias de unir y activar 

Plg. 

 

• Determinar la presencia de moléculas del sistema fibrinolítico 

en los pulmones de ratones infectados con M. tuberculosis 

mediante la expresión de Plg/Plm  

 

• Determinar  la expresión de los activadores de Plg, tPA y uPA 

en el modelo murino. 

 

• Determinar la participación del Plg en la diseminación de 

Mycobacterium. 
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6. Material y Métodos  
 

6. 1. ESTRATEGIA METODOLÓGICA  
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6.2. CULTIVO DE MICOBACTERIAS 

Se llevaron a cabo cultivos primarios para M. tuberculosis H37Rv, Mycobacterium 

bovis BCG cepa Phipps (BCG) y Mycobacterium smegmatis cepa mc2155. Las cepas 

fueron sembradas en 50 mL de medio 7H9 (Middlebrook, Difco) enriquecido con ADC 

(albumina, dextrosa, catalasa; Difco) al 10% e incubadas a 37 ºC a 600 rpm hasta que 

alcanzaron una DO600nm de 0.4. A partir de este cultivo primario se inocularon 200 mL 

de medio 7H9 con 10% de ADC a una dilución del 7% y se crecieron a 37ºC en 

agitación hasta que alcanzó una densidad óptica de 0.6 (600nm). Se obtuvo la pastilla 

centrifugando a 3600 rpm durante 10 min. Las bacterias fueron lavadas dos veces con 

PBS-0.05% tween 80 (PBS-T) (Monroy et al., 2000). Finalmente se calculó el número 

de bacterias presentes en la suspensión como se describe abajo. 

 

6.3. CONTEO DE BACTERIAS POR UNIDADES FORMADORAS DE 

COLONIAS (UFC) 

A la pastilla bacteriana obtenida de un cultivo de micobacterias se le agregaron 5 mL 

de perlas de vidrio de 0.5 cm y fueron agitadas en el vórtex. Posteriormente, se 

incubaron en hielo durante 1 minuto. Se agitaron nuevamente por un minuto en el 

vórtex. Este procedimiento se repitió 10 veces para disgregar las bacterias. Una vez 

que las bacterias fueron separadas se realizaron diluciones seriales 1:10 en un 

volumen de 5 mL. Se sembraron 100 l de las diluciones 10-5, 10-6, 10-7 y 10-8  en 

medio 7H11 (Middlebrook, Difco) enriquecido con OADC (ácido oléico-albumina, 

dextrosa, catalasa; Difco Laboratories)  al 10%. Las placas fueron incubadas durante 4 

semanas a 37 ºC. Consecutivamente, se observaron las colonias bacterianas y se 

contaron para obtener el número de unidades formadoras de bacterias (UFC) por mL 

de cultivo. 
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6.4.  UNIÓN Y ACTIVACIÓN DE PLG 

 

6.4. 1.Determinación de la unión del Plg sobre la superficie de Mycobacterium 

A partir de cultivos en fase logarítmica de BCG y M. smegmatis, 2.5 x 105 UFC fueron 

inmovilizadas en pozos de una placa de ELISA (Nunc Maxisorp) adsorbiéndolas en 

amortiguador de carbonatos 100 mM, pH 9.6 durante toda la noche (ON) a 37 ºC. 

Cada pozo fue incubado con 1 g de Plg humano (Roche) durante 2 horas (h) a 37 ºC 

y después se lavó la placa 3 veces con PBS para eliminar el Plg no unido a las 

bacterias. Cualquier unión inespecífica fue bloqueada por incubación con PBS-T / 3% 

de BSA durante 1 h a 37 ºC (BSA-PBS-T). El Plg unido a las bacterias fue detectado 

con un anticuerpo policlonal contra Plg humano (antiPlg) (Dako) diluido 1:1000 durante 

2 h. Se lavó de nuevo con PBS-T y posteriormente se incubó durante 1 h a 37 ºC con 

Proteína A conjugada a peroxidasa (Zymed) diluida 1:2000. Después de extenso 

lavado, la actividad de la peroxidasa se reveló con 1 mg/mL de o-fenilendiamina 

(Sigma P6662) y 0.4% de peróxido de hidrógeno en PBS. La reacción se detuvo con 

HCl 3 N, y la OD492nm se midió con un lector automático de placas de microtitulación 

(Thermo Labsystems). La unión del Plg a la superficie de la bacteria BCG se evaluó 

además en presencia del competidor -Ácido aminocaproico (Epsilon-aminocaproic 

acid, EACA) a una concentración 50 mM y 100 mM. 

 

6.4.2. Determinación de la activación del Plg sobre la superficie de M. tuberculosis. 

2.5 x 105 UFC de M. bovis y M. smegmatis fueron colocadas en pozos de placas de 

microtitulación (Thermo Labsystems) y fueron incubadas con 1 g de Plg humano 

(Roche) durante 2 h a 37 ºC. Posteriormente las bacterias fueron lavadas con PBS-T 

para eliminar el Plg no unido. A continuación se colocaron 10ng de tPA para activar el 
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Plg unido a las bacterias como control positivo y en el resto de los pozos se adicionó 

únicamente 0.25mM de un sustrato cromogénico específico para Plm (Chormozym 

Plm) (tosylglycyl-prolil-lisina-4-acetato de nitranilide; Roche Diagnostic). Todo esto en 

un volumen final de 200 L en amortiguador Tris 50mM pH 7.4. La actividad de Plm 

generada por la conversión del Plg por el tPA o por la bacteria, se monitoreo mediante 

la degradación del sustrato colorimétrico a D.O. 405Nm incubando la placa a 37 oC 

durante 24h. Se realizó este mismo ensayo usando un sustrato cromogénico para tPA 

(Chromozym tPA). 

 

6.5. MODELO EXPERIMENTAL DE TB PULMONAR PROGRESIVA  

 

6.5.1. Infección de ratones 

Grupos de 3 ratones machos BALB/c de 6 a 8 semanas de edad libres de patógenos 

fueron anestesiados con una inyección intraperitoneal de 56 mg/kg de pentotal. La 

tráquea se expuso con una pequeña incisión en la línea media, y 2.5 x 105 UFC de la 

cepa de referencia M. tuberculosis H37Rv (ATCC, Rockville MD, EE.UU.) suspendidas 

en 100 l de solución de amortiguador de fosfatos (PBS) se inocularon por vía 

intratraqueal. Los ratones fueron sacrificados a los 1, 3, 14, 21, 28, y 60 días después 

de la infección (dpi). Se realizaron tres experimentos, y todos los procedimientos se 

realizaron en una cabina de flujo laminar en una instalación de Bioseguridad Nivel III. 

Los ratones se mantuvieron en jaulas equipadas con microaisladores. El protocolo fue 

aprobado por el Comité Ético de Experimentación en Animales del Instituto de 

Ciencias Médicas y Nutrición "Salvador Zubirán", México (Hernández Pando., et al 

1996). 
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6.5.2 Detección de Plg y tPA en sobrenadantes pulmonares por Western blot (WB) 

Los pulmones derechos de los animales descritos anteriormente se homogeneizaron 

con un Polytron (Kinematica, Luzern, Suiza) en tubos estériles que contenían 1 mL de 

solución salina isotónica. Después de eliminar los restos celulares por centrifugación, 

el sobrenadante fue pasado por un filtro de 0.22 m. La concentración de proteína total 

fue determinada por un ensayo de Lowry y 20 g de proteína de cada sobrenadante 

de pulmón homogeneizado se separó en un gel de poliacrilamida al 12% mediante 

electroforesis. Después de transferir las proteínas a membranas de PDVF, se 

bloquearon con PBS-T / 3% de BSA, se lavó con PBS-T y se incubaron durante 1 hora 

a temperatura ambiente (TA) con una dilución 1/500 de un anticuerpo policlonal anti-

Plg hecho en cabra (Santa Cruz Sc -15036). Después de lavar con PBS-T, los 

anticuerpos unidos se detectaron con una dilución 1/2000 de un anticuerpo anti- IgG 

de cabra conjugado con HRP hecho en conejo (Zymed 81-1620) incubando durante 

media hora a TA. Las mismas muestras fueron incubadas con un anticuerpo policlonal 

anti-tPA hecho en conejo (Santa Cruz Sc-5239) a una dilución de 1/1000. Los 

anticuerpos unidos fueron detectados con proteína A conjugado con HRP a una 

dilución 1/2000 (Zymed 10-1123) durante 30 min a TA. Para detectar la actividad de 

peroxidasa, las membranas fueron incubadas  con una solución de revelado que 

contenía 1 mg/mL de 3,3- diaminobenidina (Sigma D563) y 0.4% de peróxido de 

hidrógeno al 30% en PBS. (Monroy et al., 2000) 

 

6.5.3. Detección del sistema fibrinolítico en sobrenadantes pulmonares por ELISA. 

10 g de proteína de los sobrenadantes de homogeneizados de pulmón fueron 

inmovilizadas en placas de ELISA (Nunc 439454) adsorbiéndolas en amortiguador de 

carbonatos, pH 9.6 a 37 ºC por 16 h. Después de 3 lavados con PBS-T, cualquier 
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unión inespecífica fue bloqueada con PBS-T-BSA 3%. Las proteínas fueron incubadas 

con anticuerpos anti-Plg ó anti-tPA. Posteriormente, los pozos se incubaron durante 30 

min con un anticuerpo anti-cabra-HRP ó Proteína A-HRP como se describió 

anteriormente. Después de lavar extensivamente, la actividad de la peroxidasa se 

reveló con o-fenilendiamina y la D.O. se midió a 492nm (Xolalpa et al., 2007). 

 

6.5.4. Detección de la actividad de Plm y tPA en homogenizados pulmonares. 

Las actividades de Plm y tPA se determinaron por un ensayo cromogénico en placas 

de microtitulación (Costar 3590). 20 g de proteína de los sobrenadantes de 

homogenizados de pulmón se mezclaron con 1.5 mM de Chromozym PL (Roche 

Diagnostic) o Chromozym tPA (N-metilsulfonil-D-Phe-Gly-Arg-4 - nitranilide acetato, 

Roche Diagnostic) en 200 mL de amortiguador Tris 50mM pH 7.4. El ensayo se realizó 

por triplicado, y la actividad de la proteína se detectó mediante la medición de la 

OD405nm inmediatamente después de la adición del colorante y luego otra vez cada 

hora durante 24 h a 37 ºC. La concentración de Plm en los pulmones se determinó por 

comparación con una curva estándar establecida con Plm comercial (Roche10 602 

361 001) a concentraciones que oscilaban desde 6.25 hasta 1.25 g / mL de Plm en 

las condiciones descritas anteriormente (Rodríguez et al., 2012). 

 

6.5.5. Detección de Plg por Inmunohistoquimica 

Para el estudio histológico, los pulmones izquierdos se perfundieron durante 24 h con 

100% de etanol y se incluyeron en parafina. Se obtuvieron secciones de criostato (5 

mm de espesor) y se montaron en portaobjetos recubiertos de silano. Los tejidos se 

desparafinaron, y la peroxidasa endógena se inactivó con 0,03% de peróxido de 

hidrógeno en metanol absoluto. Después de dos lavados con PBS-T, cualquier unión 
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inespecífica fue bloqueada por incubación de los portaobjetos con solución de bloqueo 

Universal (Valaner DOIX090980) diluida 1/50 en PBS-T con 3% de BSA. Después de 

dos lavados con PBS-T, se incubaron con un anticuerpo policlonal producido en cabra 

anti-Plg (Santa Cruz Sc-15036) diluido 1/100 en PBS-T/3% de BSA durante 12 h a TA. 

Después de lavar con PBS-T, los anticuerpos unidos se detectaron con una dilución 

1:200 de un anticuerpo anticabra conjugado HRP (Zymed 81-1620) por incubación 

durante 30 min a TA. Después de la incubación, se detectó la actividad de la 

peroxidasa mediante la adición de 1 mg / mL de 3,3-diaminobencidina (Sigma D563) y 

0,4% de peróxido de hidrógeno en PBS. Finalmente se contratiñeron con Hematoxilina 

de Harris (HE). Las  laminillas fueron sometidas además a tinción con Ziehl-Nielsen 

para detectar a las micobacterias en los tejidos. Para la cuantificación de las células 

positivas, cinco campos aleatorios de cada lóbulo pulmonar se evaluaron a un 

aumento  de 200X. Las células fueron localizadas y se contaron mediante un 

analizador de imágenes computarizado (Q Win Leica). Los datos se expresan como el 

promedio del porcentaje de células positivas (Campuzano et al., 2007). 

 

6.5.6. Análisis de la expresión del sistema fibrinolítico por RT-PCR cuantitativo. 

Grupos de 3 ratones machos BALB/c de 6 a 8 semanas de edad y libres de patógenos 

fueron infectados con M. tuberculosis H37Rv. Los animales se sacrificaron al mismo 

tiempo y en la misma manera descrita anteriormente. Ambos lóbulos pulmonares se 

utilizaron para aislar el RNA mensajero (RNAm) usando el RNeasy Mini Kit (QIAGEN 

México, Colima, México) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. La 

calidad y la cantidad de RNA fueron evaluadas con espectrofotometría (260/280 nm) y 

mediante electroforesis en geles de agarosa. El RNA fue tratado con DNAsa 1 (Gibco 

BRL). La transcripción inversa de los RNAm fue realizada utilizando 5 g de RNA y el 
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kit Omniscript con oligo-dT (QIAGEN México). La PCR en tiempo real se realizó con el 

sistema de PCR- tiempo real 7500 (Applied Biosystems) y el Quantitative SYBR Green 

Mastermix kit (Qiagen). Se realizaron curvas estándar para cuantificar los productos de 

PCR. Estas curvas, así como controles negativos, se incluyeron en cada corrida del 

PCR (Rodríguez et al., 2012). Se diseñaron oligonucleotidos específicos utilizando el 

programa Primer Express (Applied Biosystems) para los siguientes genes: 

 

- gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH):  

50-CATTGTGGAAGGGCTCATGA-30, 

50-GGAAGGCCATGCCAGTGAGC-30 

- Plg  

50-GGATTCTGGCTTAGAGGCGTTCAG-30, 

50-GTTCACCCACTAATAGGGACGTGA-30 

- tPA:  

50-CTACAGAGCGACCTGCAGAGAT-30, 

50-AATACAGGGCCTGCTGACACGT-30 

- UPA: 

50-ATGCAGCCCCACTACTATGGC-30, 

50-GGTCCTCCA GAATCGCCCT-30. 

 

Las cantidades de los RNAm específico en la muestra se midieron de acuerdo con el 

estándar correspondiente específico para cada gen. El número de copias de RNAm de 

cada gen se normalizó para el RNAm que codifica al gen GAPDH. El RNAm del tejido 

no infectado se utilizó como control para todos los experimentos en nuestro modelo. 
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6.6. EXPRESIÓN E IDENTIFICACIÓN DE ACTIVADORES DE PLG EN 

RESPUESTA A MICOBACTERIAS.  

6.6.1. Inmunización de ratones BALB/c con BCG 

Seis ratones machos BALB / c de 6 a 8 semanas de edad se inmunizaron por vía 

subcutánea con 105 UFC de M. bovis BCG, y un grupo control fue inoculado con PBS. 

Después de 14 días, los animales fueron sacrificados por desangrado, y se retiraron 

los bazos asépticamente. Las células esplénicas totales se purificaron y se contaron, y 

1,5 x 106 células se añadieron a pozos de placas de cultivo celular y se incubaron 

durante 24 h a 37 º C en una atmósfera humidificada que contenía 5% de CO2. Las 

células fueron incubadas durante 24 h con 10 g de proteínas de filtrado de cultivo de 

M. tuberculosis H37Rv (CF). Posteriormente, las células fueron centrifugadas, el 

sobrenadante se separó y se determinó la concentración de proteína (Gordon et al, 1978) 

 

6.6.2.  Determinación de la actividad de Plm en sobrenadantes de células de bazo 

La actividad de Plm en los sobrenadantes de las células totales del bazo se determinó 

en un ensayo cromogénico en placas de microtitulación (Costar 3590). 100 g de 

proteínas del sobrenadante se mezclaron con 1.5 mM de Chromozym Plm (tosylglycyl-

prolil-lisina-4-acetato de nitranilide; Roche Diagnostic) en un volumen final de 200 l de 

PBS. Los ensayos fueron realizados por triplicado, y la actividad de la proteína se 

detectó mediante la DO405nm con un lector de placas de microtitulación automático 

(Labsystems). Las lecturas fueron tomadas durante un período de 24 h a 37 ºC. 

 

6.6.3.  Detección de activadores de Plg en extractos de bazo por ELISA y WB. 

Se inmovilizaron 20 g de proteína de extracto de células de bazo en pozos de placas 

de ELISA (Nunc 439454), y los activadores de Plg fueron detectados con el anticuerpo 
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policlonal anti-uPA producido en cabra (M-20, Santa Cruz Biotech sc-4831) y el 

anticuerpo anti-tPA como se describió en la sección 7.5.2. Además, 50 g de 

sobrenadante de células de bazo fueron resueltos en geles de poliacrilamida al 12% 

mediante electroforesis. Después de transferir las proteínas a membranas de PDVF, 

se detectaron los activadores tPA y uPA con anticuerpos específicos tal como se 

describió anteriormente (Rodríguez et al, 2012). 

 

6.6.4.  Análisis por PCR en tiempo real de la expresión de genes del sistema 

fibrinolítico en células de bazo. 

Se obtuvieron las células totales de bazo de 6 ratones diferentes en tres diferentes 

experimentos se utilizaron para aislar el RNAm utilizando el RNeasy Mini Kit (QIAGEN 

México) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. La calidad y la cantidad 

de RNA se evaluaron por espectrofotometría (260/280) y en geles de agarosa. La 

transcripción inversa de los mRNA se realizó utilizando 5 g de RNA y el kit Omniscript 

con oligo-dT (QIAGEN México). La PCR en tiempo real se realizó utilizando el 7500 en 

tiempo real PCR (Applied Biosystems) y el QuantiTect SYBR Green Mastermix kit 

(Qiagen) como se describió anteriormente (Rodríguez et al, 2012). 

 

6.7. PARTICIPACION DEL PLG EN LA DISEMINACION DE LAS 

MICOBACTERIAS. 

6.7.1. Unión de Plg de ratón a la superficie de Mycobacterium tuberculosis 

Se preparó una solución en PBS que contenía 6x106 UFC/mL y se incubaron con 

50M de Plg de ratón (Haemtech, MCPG-5130) durante 2 h a 37°C. Posteriormente  

fue lavado dos veces con PBS para remover el Plg no pegado. Se realizó el mismo 

procedimiento con una solución con 50 M de Plg de ratón y 50 M de EACA. Además 
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una tercera solución que contenía solo bacterias y PBS fue tratada con el mismo 

procedimiento. Finalmente las bacterias fueron resuspendidas en 100 l de PBS que 

contenían 2.5x 105 UFC (Rodríguez et al, 2012). 

 

6.7.2. Infección de ratones con M.bovis BCG vía intradérmica. 

Grupos de 3 ratones machos BALB/c de 6 a 8 semanas fueron infectados vía 

intradermica en la base de la cola con 2.5x 105 UFC suspendidas en 100 l de PBS 

mediante una jeringa con una aguja de longitud 13mm, calibre 27g. Se realizaron 

sacrificios a las 3, 6, 12, y 24 h post infección. Dentro de la campana de bioseguridad, 

los animales fueron expuestos al anestésico general inhalatorio Sevorane. 

Posteriormente los animales fueron sacrificados por exsanguinación. A continuación se 

extrajeron quirúrgicamente los pulmones. La mitad de los órganos fue colocada en 

crioviales de 2.0 mL y posteriormente homogenizados en PBS. La otra mitad de los 

órganos fue fijada y embebida en parafina. En último lugar, se realizaron cortes de 5-

µm (Rodríguez et al, 2012). 

 

6.7.3. Conteo de Unidades Formadoras de colonias en tejidos. 

Dentro de la campana de bioseguridad se homogenizaron las muestras de tejido con 

un Polytron (Kinematica, Luzern, Suiza) en tubos estériles que contenían 1 mL de 

solución salina isotónica. A continuación se realizaron diluciones seriales 1:10 en 

microtubos de 1.5 mL. Enseguida se colocaron por duplicado 10 l de cada dilución en 

cajas de medio 7H11 (Middlebrook, Difco) enriquecido con OADC (ácido oléico-

albumina, dextrosa, catalasa; Difco Laboratories) al 10%. . Las placas fueron 

incubadas durante 4 semanas a 37 ºC. Consecutivamente, se contaron las colonias 
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bacterianas y se obtuvo el número de unidades formadoras de bacterias (UFC) por mL 

de cultivo de acuerdo al factor de dilución correspondiente (López et al., 2003). 

 

6.8. ANALISIS ESTADISTICO 

El análisis estadístico se realizó usando el análisis múltiple de ANOVA. Todos los 

experimentos fueron llevados a cabo por triplicado y los datos se presentaron como las 

medias, mas menos la desviación estándar. Los asteriscos indican que existe 

significación estadística (p <0.05). 
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7. Resultados  
 

7. 1. Unión y Activación de Plg por M.bovis BCG 

En estudios anteriores se han identificado proteínas micobacterianas, capaces de unir 

al Plg. Para comprobar que las micobacterias viables eran capaces de unir Plg, M. 

bovis BCG y M. smegmatis fueron incubadas con 1 g de esta proteína. El Plg unido a 

la superficie bacteriana fue detectado con un anticuerpo policlonal (Figura 7.1.1). 

  

Figura 7.1.1.Detección de Plg unido a la superficie micobacteriana. 2.5 x 10
5
 UFC fueron inmovilizadas en 

placas de ELISA e incubadas con Plg. El Plg unido fue detectado con un anticuerpo policlonal. El Plg 

unido a las bacterias fue detectado después de la incubación con PBS, el anticuerpo -Plg (blanca), 

proteína G, HRP (gris claro) ó con Plg y todos los reactivos anteriores (gris obscuro).   

 

En la gráfica anterior se observa que ambas micobacterias son capaces de unir Plg en 

su superficie, sin embargo la detección del Plg en la superficie de M. bovis BCG fue 

mayor que para M. smegmatis. Actualmente se están realizando pruebas con 

micobacterias patógenas en nuestro laboratorio. La unión del Plg a la superficie de la 

* 

* 
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bacteria BCG se evaluó además en presencia del competidor -Ácido aminocaproico 

(Epsilon-aminocaproic acid, EACA). La unión por EACA fue inhibida como se ha 

reportado en la literatura, lo que indica que la interacción en la superficie de la bacteria 

también involucra residuos de lisina, ya que que al ser un análogo de lisina inhibe 

parcialmente al competir por los sitios de unión. Al usar una concentración similar de 

Plg y EACA la inhibición fue parcial, sin embargo la inhibición fue significativa de 

acuerdo a la prueba Z (Figura 7.1. 2). 

 

Figura 7.1.2.Inhibición de la unión del Plg a la superficie micobacteriana por EACA. BCG fue incubada con 

PBS, Plg 50mM (blanco) ó  Plg 50 mM en presencia del EACA 50 mM (gris). El Plg unido fue detectado 

con un anticuerpo policlonal. La prueba se llevó a cabo por triplicado y los datos se presentan como la 

media ± SD.Los asteriscos representan la diferencia estadística (p <0.05) mediante Prueba Z. 

 

 

Anteriormente se encontró que las proteínas del extracto soluble de M. tuberculosis 

incrementaban la activación de Plg mediada por tPA (Xolalpa W, 2007). Para 

determinar la capacidad de las bacterias para activar el Plg, M. bovis fue cubierta con 

Plg e incubada en presencia o ausencia del activador tPA. La actividad de Plm 

generada por la conversión del Plg por el tPA o por la bacteria, se monitoreo mediante 

la degradación de un sustrato cromogenico para Plm y se midió a las 24 h. 

* 
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Como podemos observar en la figura 7.1.3, la bacteria fue capaz de activar al Plg 

unido a su superficie aún en ausencia de tPA, lo que indica la presencia de un 

activador micobacteriano. Además, el efecto del activador bacteriano fue sinérgico, ya 

que la activación de Plg es mayor en presencia de la bacteria y tPA comparado con la 

activación del Plg unicamente en presencia de tPA, lo que indica la presencia de 

una(s) molecula(s) que incrementa la activación del Plg a Plm (Figura 7.1.3). 

 

 

Figura 7.1.3. Activación del Plg unido a la superficie micobacteriana. Se realizó un ensayo con bacterias 

vivas para determinar la capacidad para activar el Plg unido a su superficie. Las micobacterias fueron 

cubiertas con Plg y se incubaron en presencia  o ausencia de un activador (tPA). La activación a Plm fue 

determinada  a las  24 h por la degradación de un sustrato cromogenico en presencia de PBS (blanco), 

del sustrato solo (gris claro), de Plg (gris obscuro) ó con tPA y todos los reactivos anteriores (negro). La 

prueba se llevó a cabo por triplicado y los datos se presentan como la media ± SD. Los asteriscos 

representan la diferencia estadística (p <0.05). 
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7.2. Expresión de las moléculas del sistema fibrinolítico en un modelo 

de tuberculosis pulmonar en el ratón.  

Para inducir enfermedad en un modelo murino, se infectaron ratones BALB/c  con la 

cepa patógena M. tuberculosis H37Rv y fueron sacrificados a los 1, 3, 14, 21, 28, y 60 

días. Los pulmones derechos se homogeneizaron y el Plg/Plm fue detectado con un 

anticuerpo policlonal anti-Plg en los extractos proteicos pulmonares por Western Blot. 

La presencia del Plg se hace evidente a partir de día 21 y aumenta en los días 

subsecuentes. En la Figura 7.2.1 podemos observar en el carril donde se encuentra la 

muestra de 21 dias una banda reconocida por el anticuerpo anti-Plg. Esta banda se 

hace evidente en el día 28 post infección y es aún mayor a los 60 dias, a pesar de que 

en este último carril se ve que la proteína esta degradada. 

 
 

Figura 7.2.1. Detección de Plg en pulmones de ratones infectados con M. tuberculosis. Los pulmones 

derechos fueron homogenizados y se determinó la cantidad de proteína total en cada muestra. 20 g de 

proteína de cada sobrenadante se separó por electroforesis. Las proteínas fueron inmovilizadas en 

membranas de PVDF y el Plg fue detectado por western blot mediante un anticuerpo policlonal anti-Plg. El 

primer carril corresponde a 1 g de Plg y en los carriles siguientes se encuentran las muestras de 0 a 60 

dias post infección. 

  Plg          0        1       3        7         14       21        28        60 
Dias post infección 

Dias pst infección.  
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Las mismas muestras fueron incubadas con un anticuerpo policlonal anti-tPA. La 

presencia del tPA fue evidente a partir de día 14 e incrementa hasta el día 60 como se 

observa en la Figura 7.2.2. 

 

 

  

Figura 7.2.2. Detección de tPA en pulmones de ratones infectados con M. tuberculosis. Los pulmones 

derechos fueron homogenizados y 20 g de proteína de cada sobrenadante se separó por electroforesis. 

Las proteínas fueron inmovilizadas en membranas de PVDF y el tPA fue detectado por western blot 

mediante un anticuerpo policlonal anti-Plg. En los primeros carriles se encuentran las muestras de 0 a 60 

dias post infección y el último carril corresponde a 1 g de tPA. 

 

La presencia de Plg también fue evaluada por ELISA. Encontramos Plg desde los 

primeros días, sin embargo se observó un incremento estadísticamente significativo en 

los días 21 y 28 en comparación de los días anteriores. El aumento del Plg fue notable 

para el día 28, con un aumento de aproximadamente 1.7 veces en comparación con el 

día 21 (Figura 7.2.3). Estos datos concuerdan con los resultados del wester blot.  

 

 

 

   0         1          3          7          14       21       28       60      tPA 

Dias post infección  
Días post-infección 
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Figura 7.2.3. Detección de Plg en homogeneizados pulmones por ELISA. 10 g de proteína de los sobrenadantes de 

homogeneizados de pulmón fueron inmovilizadas en placas de ELISA. El Plg/Plm fue detectado mediante un 

anticuerpo policlonal. El ELISA se llevó a cabo por triplicado y los datos se presentan como la media ± SD. Los 

asteriscos representan la diferencia estadística (p <0.05) en comparación con los ratones no infectados.  

 

En el caso del tPA, no encontramos la presencia de este activador en los 

primeros días, este resultado puede deberse a una baja concentración en estas 

muestras. Debido al papel que juega el sistema fibrinolítico en la homeostasis 

del hospedero, en condiciones normales los niveles de los activadores están 

fuertemente regulados. Sin embargo, se observó un aumento considerable en 

el nivel de proteínas a partir del día 14. El pico máximo de tPA se observó en el 

día 28, donde la concentración de tPA fue 12 veces mayor en comparación con 

la de los animales control (Figura 7.2.4). 

* 
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Figura 7.2.4. Detección de tPA en homogeneizados pulmones por ELISA. 10 g de proteína de los sobrenadantes de 

homogeneizados de pulmón fueron inmovilizadas en placas de ELISA. El tPA fue detectado mediante un anticuerpo 

policlonal. El ELISA se llevó a cabo por triplicado y los datos se presentan como la media ± SD. Los asteriscos 

representan la diferencia estadística determinada por ANOVA (p <0.05) en comparación con los ratones no infectados. 

 

 

Se midió además la actividad enzimática para Plm y tPA mediante un ensayo 

cromogénico. Los resultados anteriores concuerdan con los de las actividades 

enzimáticas encontradas, donde en los primeros días no hay un incremento 

significativo, sin embargo el nivel de expresión aumenta conforme la infección 

progresa. Ambas moléculas incrementan significativamente a partir del día 14. La 

actividad de ambas proteasas alcanza su punto máximo el día 28 (Figura 7.2.5). Como 

control positivo que utilizaron 1 g de Plm o tPA (en cada caso) y como control  

negativo se utilizaron 10 g de proteína total de homogenizados pulmonares de un 

raton sin infectar.  Estos resultados son significativos, ya que indican un incremento de 

las moléculas del sistema fibirinolítico disponibles para ser unidos y activados por la 

micobacteria.  
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Figura 7.2.5. Actividad enzimática de Plm (A) y tPA (B), medido por los respectivos sustratos 

cromogénicos. 20 g de proteína de los sobrenadantes de homogenizados de pulmón se mezclaron con 

1.5 mM de Chromozym PL ó Chromozym tPA. El ensayo se realizó por triplicado, y la actividad de la 

proteína se detectó mediante la medición de la OD405nm. Los asteriscos indican diferencias 

estadísticamente significativas (p <0.05) en comparación con los no-ratones infectados identificadas por 

ANOVA. 
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La presencia de Plg / Plm en los tejidos también fue confirmada por 

inmunohistoquímica. Los tejidos fueron sometidos además a tinción Zhiel- Nielseen 

para detectar a las micobacterias. Tanto en el control como en los 7 primeros días de 

infección los tejidos no muestran presencia de Plg. Durante los primeros días después 

de la infección, un leve infiltrado inflamatorio se observó en el pulmón. A partir del día 

7 se observa la aparición de un infiltrado celular compuesto principalmente por 

macrófagos, el cual aumenta y muestra una distribución más amplia haciéndose 

evidente las lesiones a lo largo del tejido. Durante los primeros 7 días de infección no 

se encontró presencia de micobacterias en los tejidos (Figura 7.2.6). A partir del día 14 

se empiezan a detectar, y su número va aumentando a medida que aumenta la 

infección. El Plg se detectó a partir del día 14, tiempo en el cual el tejido pulmonar 

mostró granulomas pequeños y se detectaron además bacilos.   

 

En el día 21 y 28, los granulomas aumentan de tamaño (Figura 7.2.7). Dos meses 

después de la infección, se observa la presencia de granulomas extensos y áreas con 

neumonía (Figura 7.2.7.D). Interesantemente, se observó que la reactividad a Plg se 

limitó principalmente a los sitios donde se presentan las lesiones.  La mayor 

reactividad encontrada mediante el anticuerpo fue observa en sitios donde 

encontramos además la presencia de macrófagos que contenian micobacterias. La 

presencia del Plg en los sitios donde se encuentra la micobacteria es importante 

debido a que como observamos en los estudios in vitro, las micobacterias son capaces 

de unir y activar Plg. Al estar disponible en cantidades superiores a lo normal, 

incrementa la posibilidad de que la micobacteria una el Plg; este sea activado y 

finalmente pueda usarlo en su favor.  
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Figura 7.2.6. Características histológicas e inmunohistoquímicas en los pulmones de los ratones BALB / c 

no infectados (A) y a 1 (B), 3 (C) y 7 (D) días después de la infección intratraqueal con la cepa virulenta de 

M. tuberculosis cepa H37Rv. Se muestran fotografías de tejidos teñidos con Hematoxilina- Eosina (HE), 

Zhiel Nielssen (ZN) ó al detectar la presencia de Plg con un anticuerpo policlonal anti-Plg -Plg). En esta 

figura se muestra que unicamente a los 7 dias se ven ligeras reacciones inflamatorias (flechas), y no se 

encuentra la presencia de bacterias ni la proteína Plg. 
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Figura 7.2.7. Características histológicas e inmunohistoquímicas en los pulmones de los ratones BALB / c 

a los 14 (A), 21 (B), 28 (C) y 60 (D) días después de la infección intratraqueal con la cepa virulenta de M. 

tuberculosis cepa H37Rv. Se muestran fotografías de tejidos teñidos con Hematoxilina- Eosina (HE), Zhiel 

Nielssen (ZN) ó al detectar la presencia de Plg con un anticuerpo policlonal anti-Plg -Plg)  
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Finalmente, se tomaron campos al azar y se determinó el porcentaje de células 

positivas, el cual aumentó en el día 14. El número máximo se alcanzó después 

de los 28 días (Figura 7.2.8.E). Las áreas con neumonía y numerosas células 

inflamatorias (Figura 7.2.8.A), mostraron una fuerte inmunotinción contra Plg al 

día 60 (Figura 7.2.8.B). Curiosamente, la marca del Plg se encuentra 

principalmente en los macrófagos espumosos asociados con los bacilos ácido-

alcohol resistentes (Figura 7.2.8D). Estos resultados indican una localización 

similar de la proteína Plg con las micobacterias. Se necesitarán más estudios 

para realizar la colocalización de las micobacterias con las proteínas del 

sistema fibrinolítico.  

 

 

 

Figura 7.2.8. Representación  de las características histológicas e inmunohistoquímicas de los pulmones 

de los ratones Balb / c, 60 días después de la infección intratraqueal con la cepa virulenta de M. 

tuberculosis H37Rv. (A) Extensas áreas con neumonía (10X). (B) Macrófagos vacuolados con bacilos 

(200X). (C) Células inflamatorias en las zonas neumónicas muestran fuerte inmunotinción (10X, flecha). 

(D) Macrófagos vacuoladas con una fuerte inmunotinción Plg específica (100X). Se contaron las células 

positivas de campos aleatorios de cada lóbulo pulmonar y los datos se expresan como el porcentaje de 

células positivas (E) La cuantificación de células fue realizada a un aumento de 200X. 
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También se midió la expresión de mRNA para Plg, uPA y tPA. Se encontró que el 

RNAm de Plg y tPA aumentó a partir del día 21, siendo además el pico de expresión 

máxima para tPA (Figura 7.2.9.A). En contraste, el Plg alcanzó la máxima expresión 

en el día 60 (Figura 7.2.9.B). La expresión de mRNA de uPA se inició el día 14 y 

alcanzó el nivel más alto en el día 60 (Figura 7.2.9.C). Es importante hacer notar que 

en todos los casos, el nivel de mRNA de los activadores, aumentó de acuerdo con la 

gravedad de la enfermedad. Estos resultados concuerdan con los datos obtenidos 

anteriormente, mediante ELISA y Western Blot. 

 

Figura 7.2.9. Expresión del Plg (A), tPA (B) y uPA (C) en pulmones de ratones infectados determinada por 

RT-PCR en tiempo real. Ratones BALB/c fueron infectados con M. tuberculosis y los pulmones de tres 

diferentes animales de cada tiempo fueron usados para extraer el RNA. El número de copias de RNAm de 

cada gen se normalizó para el RNAm que codifica al gen GAPDH. El RNAm del tejido no infectado se 

utilizó como control para todos los experimentos en nuestro modelo. La expresión se midió por triplicado, 

y se muestra la media de estos experimentos ± SD.  Los asteriscos indican diferencias estadísticamente 

significativas (p <0.05) 

* 

* 
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7.3. Expresión e identificación de activadores de Plg en respuesta a 

micobacterias. 

Para comprobar que la Plm encontrada en los experimentos anteriores, podría ser 

generada en respuesta a la micobacterias, las células del bazo totales procedentes de 

ratones inmunizados con BCG fueron estimulados con proteínas del filtrado de cultivo 

(CF) de M. tuberculosis. La actividad de Plm en los sobrenadantes de las células totales 

del bazo se determinó en un ensayo cromogénico. Se adicionó Plg a los  sobrenadantes 

de cultivo y se encontró  la presencia de activadores de Plg (Figura 7.3.1) en los 

sobrenadantes de las células de los animales inmunizados en donde, además, aumentó 

significativamente la actividad de Plm, en contraste con los sobrenadantes provenientes 

de los animales no inmunizados. Estos resultados mostraron claramente la presencia de 

un activador que induce la conversión de Plg a Plm. El  resultado de este experimento 

concuerda con el incremento en la formación de plasmina encontrada en ratones 

infectados con M. tuberculosis, lo que indica que el incremento en los activadores y el 

aumento en la concentración de Plg, podría deberse a la presencia de la micobacteria.   

 

Figura 7.3.1. Producción de Plm inducida después de la inmunización con BCG. Se midió la actividad de Plm 

en los sobrenadantes de células totales de bazo de ratones pre-inmunizados con BCG o PBS, los cuales 

fueron estimulados o no con proteínas del Filtrado de Cultivo (CF) de M. tb. El experimento fue realizado 3 

veces y los asteriscos representan significancia estadística (p < 0.05) 
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A continuación se detectaron los activadores de Plg en los extractos de las células de 

bazo. Los activadores de Plg fueron detectados con anticuerpos policlonales. Ambas 

pruebas ELISA Y Western blot mostraron resultados positivos con los anticuerpos para 

uPA y tPA. Sin embargo, solo se encontraron diferencias estadísticamente significativas 

en extractos de células estimuladas con el Filtrado de cultivo (CF) de M. tuberculosis. 

Además, se detectó una banda positiva de 28 kDa con el anticuerpo anti-uPA, y una 

banda de 70 kDa con el anticuerpo tPA que corresponden a los pesos moleculares de 

ambas proteínas (Figura 7.3.2.). Esto indica la presencia de proteínas del sistema 

fibrinolítico en respuesta a los antígenos micobacterianos, lo que permite suponer que 

podrían producirse también durante la enfermedad tuberculosa.  

 

 
 

Figura 7.3.2. Detección de tPA y uPA por ELISA (A) y Western blot (B) en células de bazo. Se midió la 

presencia de estas proteínas en los sobrenadantes de células totales de bazo de ratones pre-inmunizados con 

BCG o PBS obtenidas después de la estimulación con proteínas de Filtrado de Cultivo (CF) ó en ausencia del 

CF (CF-). Los ensayos fueron realizados con anticuerpos policlonales. El ELISA fue llevado a cabo por 

triplicado y se presenta la media ±  SDE. El western blot fue llevado a cabo con proteínas de células de bazo y 

los activadores uPA (línea 1) y tPA (línea 2) fueron detectados con los anticuerpos correspondientes.  
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Finalmente, las células de bazo de ratones sensibilizados con BCG y el control, se 

utilizaron para medir la expresión de mRNA-uPA y mRNA-tPA por PCR cuantitativo. Se 

obtuvieron las células totales de bazo de los ratones y se aisló el RNAm. Se observó un 

aumento en la producción de mRNA para ambos activadores cuando las células fueron 

estimuladas con las proteínas de la micobacteria tal como se describe en materiales y 

métodos. Se encontraron diferencias estadísticamente significativas en comparación de 

las células que fueron pre-inmunizadas con PBS (Figura 7.3.3.). Este resultado es 

consistente con el experimento anterior, lo que indica que ambos activadores (tPA y uPA) 

fueron encontrados únicamente en presencia de proteínas del filtrado de cultivo de la 

micobacteria (CF)  

 
 

Figura 7.3.3.  Expresión genética de tPA (A) y uPA (B) determinados por RT-PCR cuantitativo en células de 

bazo de ratones inmunizados con BCG o PBS. Las células fueron estimuladas con filtrados de cultivo (CF) de 

M. tuberculosis o con PBS como control negativo. Se obtuvieron las células totales de bazo de 6 ratones para 

aislar el RNA. Se realizó la transcripción inversa utilizando 5 g de RNA. El número de copias de RNAm de 

cada gen se normalizó para el RNAm que codifica al gen GAPDH. El RNAm del tejido no infectado se utilizó 

como control para todos los experimentos en nuestro modelo. La expresión se midió por triplicado, y se 

muestra la media de estos experimentos ± SD 
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7.4. Participación del Plg en la diseminación de las micobacterias. 

Adicionalmente, la participación del sistema fibrinolitico en la invasión fue evaluada en 

animales infectados en la base de la cola con BCG, BCG cubierta de Plg o BCG cubierta 

con un inhibidor de la unión de Plg llamado EACA. Ratones BALB/c fueron infectados vía 

subcutánea en la base de la cola con BCG. Se realizaron sacrificios a las 3, 6, 12, y 24 h 

post infección. Al determinar el número de unidades formadoras de colonias en pulmón, 

encontramos que existe una diferencia significativa en la capacidad de las bacterias 

cubiertas con Plg para migrar al pulmón con respecto a los otros grupos. Además, 

encontramos interesante que al inhibir la unión de Plg con EACA, las bacterias no fueron 

capaces de alcanzar el pulmón (Figura 7.4.1). 

 

 
Figura 7.4.1. Unidades formadoras de colonias (CFU) obtenidas de pulmones infectados con BCG a diferentes 

h después de la infección. Ratones BALB/c fueron inoculados con M.bovis BCG (BCG) en presencia o no de 

Plg o del análogo de lisina EACA.  El experimento se realizó de forma independiente en seis ocasiones, y el 

significado se evaluó mediante la prueba de ANOVA. *, P <0,001. 
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En el análisis histológico encontramos que los pulmones de ratones infectados con 

las bacterias cubiertas con Plg inducen un infiltrado inflamatorio desde las 6 h post 

infección. Esta respuesta inflamatoria se dio en coexistencia de pequeños parches 

de alveolitis después de 24 h post infección. En estas aéreas, encontramos 

macrófagos activados con presencia de bacilos ácidos alcoholes resistentes 

intracelulares. En contraste, no encontramos anormalidades histológicas en los 

otros grupos (Figura 7.4.2.) 

 

Figura 7.4.2. Representación de las características histológicas en los pulmones de ratones BALB /c después 
de la infección con BCG. (A) ligera inflamación perivascular (flecha) en el pulmón de ratones infectados con 
BCG. (B) Se encontró un ligero parche de alveolitis en los ratónes infectados con BCG recubierta con Plg. (C) 
No hay alteraciones histológicas en ratones infectados con BCG más EACA. (D) Presencia de bacilos acido-
alcohol resistentes solo en los ratones infectados con BCG recubierta con Plg. 
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8. Discusión  
 

En respuesta a una infección microbiana, se activa una respuesta transcripcional pro-

inflamatoria que desencadena el reclutamiento de células fagocíticas y otros 

componentes de la respuesta inmune en el sitio de infección, en donde se genera una 

respuesta vigorosa vascular, que conduce a una trombosis vascular local. Esto sirve 

para blindar el sitio de la infección, atrapar a los patógenos y a su vez, actuar como una 

barrera para prevenir la invasión bacteriana y la propagación sistémica (Bhattacharya et 

al., 2012). 

 

Existen múltiples factores bacterianos que provocan la inflamación. Por una parte, el 

hospedero utiliza todos los recursos necesarios para restringir el crecimiento de los 

microorganismos, mientras el patógeno exhibe todo lo que necesita para replicarse y 

sobrevivir. Como resultado de esta interacción se inducen factores tisulares que 

generan una inflamación sistémica y la activación de la coagulación. Las citocinas pro-

inflamatorias juegan un papel central en este proceso ya que pueden inducir la 

producción de mediadores en las células endoteliales.  La inflamación generada se 

caracteriza por la deposición de fibrina intravascular, lo que incrementa los niveles 

circulantes de ciertas proteasas para restablecer la homeostasis del organismo (Baxt et 

al., 2013). 
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Durante una infección, el endotelio puede activarse por patógenos ó indirectamente vía 

mediadores inflamatorios, lo que puede inducir una alteración del sistema fibrinolítico 

(Keller et al., 2003). La coagulación induce la expresión de algunas proteasas que 

además interactúan con receptores celulares específicos para inducir vías de 

señalización. En particular, las interacciones con estas proteasas afectan el proceso 

inflamatorio. En modelos experimentales de infección severa, la fibrinólisis se activa 

mediante el complejo fibrinolítico, seguido por la liberación en la sangre del inhibidor 

PAI-1. Este último inhibe fuertemente la fibrinólisis generando  un estado 

procoagulante. Esta activación es mediada por las citoquinas de las células endoteliales 

vasculares que liberan TNF e IL-1. El TNF estimula la producción de PAI-1 en el 

hígado, el riñón, el pulmón y las glándulas suprarrenales de los ratones (Levi et al., 

2003). 

 

Los procesos anteriormente descritos se dan como resultado de la inflamación, y son 

parte esencial de la respuesta de defensa del organismo. Sin embargo, las bacterias 

patógenas, han desarrollado una variedad de estrategias para eludir las líneas de 

defensa del hospedero y ganar acceso al tejido circundante. Las bacterias interactúan 

con el sistema fibrinolítico mediante la secreción de activadores (PAs) y receptores 

(PlgRs) que expresan en su superficie. El interactuar con este sistema les da la 

habilidad de degradar barreras tisulares, lo que aumenta la invasividad de la bacteria 

(Sanderson-Smith et al, 2012; Parry y Zhang, 2000). 
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En este trabajo, encontramos que M. tb es capaz de unir y activar el Plg en su 

superficie. Se utilizaron dos micobacterias (M. bovis BCG y M. smegmatis) y se 

encontró que ambas fueron  capaces de inmovilizar Plg en su superficie. Además 

encontramos que la micobacteria fue capaz de activar al Plg unido a su superficie, lo 

que indica la presencia de un activador micobacteriano. Además, el efecto de este 

activador fue sinérgico, ya que la activación del Plg por tPA fue mayor en presencia de 

la bacteria.  

 

Este es un hallazgo importante, ya que hay pocas bacterias capaces de activar el Plg a 

Plm por sí mismas. Tal como otras bacterias (Steptococcus, Staphylococcus, Yersina) 

las micobacterias han desarrollado un mecanismo eficaz, para eludir la defensa del 

huésped mediante la producción de un activador de Plg y/o proteínas de unión para 

disolver la trombosis local (Sun, 2006) Actualmente, se está caracterizando la molécula 

que es capaz de activar el Plg en las micobacterias. 

 

La formación de Plm activa en la superficie bacteriana puede ser utilizada a diferentes 

niveles, por una parte facilita la degradación de la capa de fibrina depositada por el 

hospedero alrededor del sitio de la infección local facilitando de este modo la difusión 

bacteriana en los tejidos más profundos. Además, se ha visto que la interacción de las 

bacterias con el Plg, es importante para la supervivencia bacteriana en el hospedero, ya 

que al parecer juega un papel importante en la evasión del sistema inmune y en la 

colonización del hospedero.  
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La Plm confiere la capacidad a las bacterias de degradar inmunoglobulinas y proteínas 

de la cascada del complemento, inhibiendo así la respuesta inmune del hospedero 

además de participar en el reclutamiento de células del sistema inmune a los sitios de 

infección (Sanderson-Smith et al, 2012). Así la Plm en la superficie celular bacteriana 

por lo tanto, proporciona organismos la capacidad para de inhibir de este modo la 

respuesta inmune del huésped.  

 

Específicamente, la activación de Plg por estafiloquinasa, un activador bacteriano 

resulta en la degradación de C3b, evitando de este modo la fagocitosis (Rooijakkers et 

al., 2005). De la misma manera, el activador uPA impide la deposición de IgG y C3b en 

la superficie bacteriana de Bacillus antracis (Vieira et al., 2011) y conduce a una 

disminución posterior en la fagocitosis de macrófagos (Chung et al., 2011). El 

complemento es un sistema de defensa contra los intrusos microbianos, actúa como un 

sensor de patógenos, pero también reconoce las células huésped enfermas o dañadas 

y que colabora estrechamente con otros sistemas de defensa inmune y para eliminar el 

peligro potencial. Sin embargo, insuficiente, excesiva o mal controlada la activación del 

complemento puede inclinar la balanza entre la salud y la enfermedad y conducir a la 

auto-ataque de las células huésped (Ricklin y Lambris, 2013).  

 

Por otra parte, se ha visto que la interacción de la bacteria con Plg es importante para la 

colonización, ya que les permite interactuar con integrinas, lo que puede influenciar el 

proceso patogénico de muchas especies bacterianas (Law et al., 2012). La mayoría de 

los PlgRs bacterianos identificados y caracterizados, son proteínas multifuncionales que 
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participan en funciones importantes como la adhesión, la actividad enzimática, el 

movimiento, la interacción con el sistema inmune y la miogénesis, e incluso inhibiendo 

la fagocitosis (Bhattacharya et al., 2012).  Además diversos patógenos se han adaptado 

para utilizar las proteínas de la MEC  como potenciadores de adhesión a los tejidos del 

huésped ó bien degradan los componentes de misma, “secuestrando” proteasas del 

hospedero generadas durante la respuesta inflamatoria (Vanlaere y Libert, 2009).  

 

Los factores que regulan el curso y desarrollo de la infección por M. tb son 

multifacéticos e involucran una compleja interacción entre el sistema inmune del 

hospedero y las estrategias de supervivencia empleadas por los bacilos. La TB es una 

enfermedad pulmonar donde se afecta el tejido del pulmón (cavitación, fibrosis, 

necrosis, licuefacción, etc.) lo cual facilita  además la transmisión de la enfermedad a 

personas sanas, ya que el material caseoso se puede descargar dentro de los vasos 

sanguíneos circundantes y las vías respiratorias, facilitando de ese modo la 

diseminación a través de la tos (Schoeman et al., 2007).  

 

M. tb ha evolucionado moléculas  que le permiten explotar las respuestas protectoras y 

dañar el tejido del huésped. Un ejemplo de esto es, la necrosis por licuefacción que se 

presenta como consecuencia de una exagerada respuesta Th2 que puede llevar a 

necrosis en casos graves de TB pulmonar. Este microambiente, constituye un medio 

ideal para las micobacterias, ya que mientras ellas pueden multiplicarse 

extracelularmente, los macrófagos que podrían eliminarlas, son incapaces de sobrevivir 

en el tejido necrótico (Dannenburg y Rook, 1994). 
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La TB, se caracteriza por la formación de un granuloma que intenta contener la 

infección. Sin embargo, las bacterias pueden inducir la producción ó acción de enzimas 

proteolíticas que comprometen la integridad del granuloma, lo cual se genera debido a 

una proteólisis desregulada, por medio de toxicidad directa de las micobacterias, y por 

la producción de citocinas por parte del hospedero. Las citocinas como el TNF- y la IL-

1 pueden generar un incremento en la producción de algunas proteasas (Gyetko et al., 

1993) generando necrosis en la parte central del granuloma (Dheda et al., 2005, North y 

Jung, 2004). El granuloma se caracteriza por un número relativamente pequeño de los 

fagocitos infectados, rodeado de linfocitos de monocitos / macrófagos activados 

(Dietrich y Doherty, 2009, Ra y Parks, 2007). Los macrófagos y otros tipos de células, 

tales como fibroblastos, las células endoteliales y los neutrófilos, también pueden 

activar cascadas de proteasas como: metaloproteinasas, proteinasas lisosomales 

(catepsinas), y el sistema fibrinolítico (Munger y Chapman, 2004).   

 

A pesar de que estas cascadas están fuertemente reguladas se ha encontrado que la 

micobacteria puede interaccionar con todos estos sistemas, interfiriendo con su 

expresión (Mauviel, 1993).  En el caso del sistema fibrinolítico se ha encontrado una 

relación directa entre la enfermedad y la producción al menos del activador uPA y de su 

receptor uPAR. Anteriormente se ha reportado un incremento en ambas moléculas, lo 

que sugiere que los componentes del sistema fibrinolítico podrían estar disponibles para 

la micobacteria.  
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Por otra parte, las micobacterias expresan receptores de Plg en su superficie celular, 

entre estas proteínas se encuentran,  la α-enolasa, la gliceraldehído-3-fosfato 

deshidrogenasa (GAPDH), DnaK, y el factor de elongación Tu (EFTu) (Xolalpa et al., 

2012). Estas enzimas identificadas como PlgR en micobacterias pertenecen al grupo de 

enzimas housekeeping, que son omnipresentes en casi todos los seres vivos para 

realizar funciones metabólicas esenciales para el propósito de la supervivencia. En el 

caso de algunos patógenos, estas enzimas además juegan un papel importante en la 

virulencia (Pancholi y Chhatwal, 2003; Sanderson-Smith et al., 2012). Sin embargo, se 

conoce poco acerca del significado biológico de esta interacción con la infección por M. 

tb.  

 

El principal objetivo de este trabajo, fue analizar la expresión de las moléculas del 

sistema fibrinolítico en un modelo de TB progresivo en ratones. En este modelo, se 

pueden detectar dos fases. En la etapa inicial, se presenta una fase aguada 

caracterizada por una infiltración inflamatoria en el intersticio capilar alveolar, vasos 

sanguíneos y paredes celulares. Durante este periodo se da la formación de 

granulomas, un incremento de IL-2 y un incremento gradual de INF-. A partir del día 

28, empieza la fase crónica o avanzada caracterizada por neumonía, necrosis focal y 

fibrosis. Durante este periodo hay un aumento en la producción de IL-4. En este trabajo, 

encontramos la mayor expresión de algunas de las moléculas del sistema fibrinolítico 

durante esta segunda fase.  
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En el modelo utilizado se generan altos niveles de INF- en la primera fase de la 

infección,  sin embargo en la fase crónica, se da un aumento de IL-4 que se caracteriza 

por fibrosis progresiva y necrosis (Hernández-Pando et al., 1996). En esa fase, TGF- y 

TNF-, desempeñan un papel clave en la formación de la pared fibrosa que encapsula 

el granuloma. (Dheda et al., 2005)  El TNF- es crucial para la defensa del huésped, y 

le da integridad del granuloma (Lukacs et al, 1994), junto con el factor de crecimiento 

transformante TGF- (Aung et al., 2000). Sin embargo, la respuesta de Th2 puede 

exacerbar el daño tisular (Hernández-Pando et al., 1994). Las proteasas pueden 

degradar componentes afectando la integridad del granuloma (Chapman, 1991). 

 

 Durante este proceso se da además, infiltración de leucocitos en el sitio de la 

inflamación, lo que producen especies reactivas de oxígeno, citocinas proinflamatorias, 

y proteasas, promoviendo así la progresión de la enfermedad y la lesión tisular 

(Nourshargh, 2010; Weber y Noels, 2011). En este sentido, el uPA esta críticamente 

involucrado en el proceso de reclutamiento de leucocitos (Reichel et al., 2012). La 

activación de Plg a Plm mediada por uPA unida a células favorece la liberación de 

mediadores pro-inflamatorios, como IL-1B; además de activar MMP, lo que amplifica la 

reacción inflamatoria aguda (Mondino y Blasi, 2004). Se ha reportado un aumento en la 

expresión de MMP-1, MMP-7 y el uPA en respuesta a la expresión de TNF- (Elkington 

y Friedland, 2005, Teles et al., 2010), por lo que la infección puede inducir diferentes 

cascadas en búsqueda de la erradicación exitosa de la infección por el hospedero 

(Chang et al., 2009).  
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El Lipoarabinomanan (LAM), un importante componente micobacteriano de la pared 

celular antigénica, aumenta la expresión de MMP-1 y MMP-9 en la línea THP-1 y en 

pacientes con TB pulmonar activa. También se ha visto un aumento en los niveles de 

MMP-2 y MMP-9 en los tejidos infectados en respuesta a la infección (Hrabec et al., 

2002). Este hallazgo es importante ya que las MMP pueden activar al sistema 

fibrinolítico. La MMP-3 es capaz de hidrolizar uPA y al mismo tiempo α2-AP y PAI-1; 

desempeñando un papel en la regulación de la fibrinólisis (Lijnen, 2002). La 

degradación de compuestos de la MEC puede tener un impacto en el proceso 

inflamatorio, ya que los péptidos derivados de la fibronectina son quimiotácticas para 

monocitos humanos (Norris et al., 1982) y contribuyen a la producción de MMP (Yasuda 

y Poole, 2002). 

 

Durante la fase crónica de la infección además se da la acumulación de macrófagos 

espumosos, que son las células que muestran una fuerte acumulación de Plg el día 60 

de la infección. Curiosamente, los estudios sobre estos macrófagos han demostrado 

que los cuerpos lipidicos están presentes en los macrófagos en el comienzo de la 

infección y se acumulan en la fase crónica. La acumulación de cuerpos lipídicos en este 

caso se define por su capacidad progresiva para generar cristales de colesterol, una 

característica en procesos inflamatorios crónicos. En este proceso inflamatorio se activa 

la expresión de citoquinas en los macrófagos humanos, incluyendo el TNF- e IL-6. La 

activación de estas moléculas depende de la actividad proteolítica de la Plm, que 

escinde la subunidad A2 de la anexina A2 (Gan y Lee, 2008). Además, uPA estimula la 

biosíntesis del colesterol en los macrófagos, lo que contribuye a la progresión.  
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Tomando estas observaciones en conjunto, puede ser hipotetizado que el sistema 

fibrinolítico puede desempeñar un papel fundamental en la respuesta inflamatoria 

crónica observada en la TB. En un trabajo reciente se estudió la  expresión de diversas 

moléculas que podrían estar involucradas en este proceso. Es interesante el hallazgo 

de un inhibidor de proteasas de serina (PI-9) en macrófagos alveolares humanos 

infectados (AMS) por M. tb. Esta molécula participa en la inducción de la apoptosis y en 

la supervivencia de la bacteria dentro de los macrófagos. La micobacteria puede 

manipular la expresión de este inhibidor con el fin de mantener su nicho intracelular. 

Estos hallazgos sugieren que, en combinación con sus otros efectos como  la inhibición 

de la inflamación y la resistencia a la citotoxicidad, la inducción de la PI-9 dentro de los 

fagocitos del huésped puede desempeñar un papel multidimensional en la patogénesis 

de la infección por M. tb (Toossi et al., 2012). 

 

De acuerdo con nuestros resultados en el presente trabajo, M. tb induce altos niveles 

de expresión de Plg / Plm, uPA y tPA en los pulmones de los animales infectados y la 

expresión de las dos últimas moléculas podría ser inducida específicamente por los 

antígenos de las micobacterias. Esta observación se demostró indirectamente por 

estudios  in vitro ya que los esplenocitos derivados de los animales sensibilizados con 

BCG produjeron específicamente ambas moléculas en respuesta a antígenos 

micobacterianos. En conjunto, estos datos sugieren que la micobacteria sesga la 

respuesta inmune hacia la destrucción del tejido favoreciendo su diseminación 

(Elkington et al., 2005a, Elkington et al., 2005 c) 
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El incremento de la expresión de estos factores durante la infección experimental puede 

ser multifactorial, sin embargo, es importante establecer  el papel que juega  la 

micobacteria durante la infección. Además se ha encontrado que el Plg puede ser 

expresado en  riñón, cerebro, testículos, corazón, pulmón, útero, bazo, timo y el 

intestino (Zhang et al., 2002). Al ser una molécula ampliamente distribuida, los 

componentes del sistema fibrinolítico pueden estar altamente disponibles, lo cual 

propicia que  puedan ser utilizados por la micobacteria para degradar los tejidos, 

favorecer su diseminación y modular la respuesta inmune u otros mecanismos que 

favorezcan su permanencia. 

 

Tal como otras bacterias, la micobacteria podría utilizar la Plm para la degradación 

directa o indirecta de la MEC, y para facilitar la migración a través de los tejidos del 

hospedero (Herren et al., 2011). En este trabajo, hemos encontrado un incremento en la 

concentración de Plg, Plm, uPA y tPA durante la infección por M. tb, coincidiendo con 

cambios inflamatorios en el pulmón y con daño tisular. En su conjunto estas 

observaciones indican que el sistema fibrinolítico podría desempeñar un papel integral 

en la respuesta inflamatoria. Sin embargo, cómo y dónde el Plm unido a la superficie de 

micobacterias modula la respuesta inflamatoria es desconocido. Una posibilidad que se 

describe para otros microorganismos es que Plg reclutado en la superficie celular 

bacteriana por los receptores de Plg se convierte en Plm por activadores derivadas del 

hospedero. La Plm unida a la superficie celular es explotada por las bacterias para la 

degradación proteolítica de los componentes de la MEC, membrana basal facilitar la 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhang%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11916082
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhang%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11916082
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destrucción del tejido, la translocación bacteriana y la difusión dentro del huésped 

(Bergmann S y Hammerschmidt, 2007). 

 

La difusión de las bacterias de los sitios de infección primaria en los pulmones, a otros 

órganos es uno de los eventos clave en la patogénesis de la tuberculosis. La 

interacción de la micobacteria con el sistema fibrinolítico beneficia al patógeno, no solo 

permitiendo que la bacteria se propague a  nuevos nichos y establecer sitios 

alternativos de la infección; sino también, participa en la evasión  de la bacteria al 

sistema inmune. Se necesitan más estudios para determinar los eventos inmunológicos 

y moleculares que regulan la capacidad de las micobacterias para activar y utilizar el 

sistema fibrinolítico, así como identificar los puntos clave en esta interacción. 

 

Se necesitan más estudios para entender la interacción de la micobacteria con el 

sistema fibrinolítico. Se han reportado una variedad de bacterias interactuan con Plg, ya 

sea activándolo con proteasas como Pla en Y.pestis facilitando la diseminación y 

sobrevivencia en las células del hospedero (Korhonen et al., 2013) o inhibiendo su 

eliminación por las células fagocíticas como en Streptococcos (Fulde et al., 2013). Si 

bien la micobacteria podría seguir alguno de estos mecanismos, podría tener un 

mecanismo diferente.  

 

Finalmente, este trabajo proporciona evidencia de que la  Plm podría conferir un 

potencial invasivo a las  micobacterias, ya que los bacilos recubiertos con Plg fueron 

capaces de alcanzar el pulmón más rápido que las bacterias no recubiertas o las 
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bacterias inoculadas en presencia de EACA. Este último hallazgo, es muy importante ya 

que al inocular bacterias en presencia de EACA, se inhibe por competencia de sitios de 

lisina la unión del Plg del hospedero con las bacterias. El hecho de que en presencia de 

EACA, las micobacterias fueran incapaces de migrar al pulmón indica un papel 

importante del sistema fibrinolítico en la capacidad de diseminación de las 

micobacterias. El mecanismo podría ser similar al descrito para otros agentes 

patógenos, capaces de penetrar las barreras epiteliales o endoteliales debido a la 

escisión proteolítica de uniones de las células por medio de Plm, sin embargo, se 

necesitan más estudios para identificar el mecanismo especifico usado por las 

micobacterias (Attali et al., 2008). 

 

Por otra parte, el hecho de que la bacteria tenga capacidad de unir Plg en su superficie 

celular y que esta pueda ser convertida a Plm in vivo, ya sea por un activador del 

hospedero o por un activador propio, abre una nueva ventana para investigar a detalle 

la interacción de las micobacterias con el Plg y su impacto durante la infección. Estos 

hallazgos permitirán entender el papel del patógeno por sí mismo, para la inducción de 

estas moléculas durante la respuesta inflamatoria y su utilización durante el daño tisular 

provocado en esta enfermedad. Todos estos hallazgos nos permiten sugerir que la 

interacción de la micobacteria con el Plg podría ser esencial para la patogénesis de la 

TB.   
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9. Conclusiones  

 M. tuberculosis es capaz de unir el  Plasminogeno en su superficie celular. 

 M. tuberculosis es capaz de activar el Plg a Plm sin necesidad de un activador 

del hospedero en un modelo in vitro.  

 Las moléculas del sistema fibrinolítico: Plg, Plm, tPA, uPA, incrementan su  

expresión en los pulmones de animales infectados con M. tuberculosis.  

 El papel importante para sistema de plasminogeno en la patogénesis de la 

tuberculosis se evidenció por la co-localizacióm de M. tuberculosis y 

plasminogeno coincidió con la respuesta inflamatoria y el daño a los tejidos en 

el modelo murino.  

 La Plasmina confiere un potencial invasivo a las micobacterias. 
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The human pathogen Mycobacterium tuberculosis binds to a variety of host cell proteins, including those
of the fibrinolytic system. These observations prompted us to study the expression of components of this
system in an animal model of progressive pulmonary tuberculosis. Lung homogenates from BALB/c mice
infected with M. tuberculosis H37Rv were analyzed to determine the expression and enzymatic activity of
plasmin/plasminogen and tissue plasminogen activator, as well as the mRNA levels for plasminogen,
tissue and urokinase plasminogen activators. Plasminogen was also detected in infected lungs with
immunohistochemistry. The results show that the expression of molecules of the fibrinolytic system
increased gradually over the course of the infection, peaking during the chronic phase of the disease.
Furthermore, in vitro experiments showed that both plasminogen activators were specifically induced
after the stimulation of spleen cells from BCG-immunized mice with M. tuberculosis proteins. Together,
these results show that molecules of the fibrinolytic system are up-regulated in the chronic phase of
experimental tuberculosis and suggest that the mycobacterium itself could play an important role in the
overexpression of molecules of the fibrinolytic system, contributing to chronic inflammation in
tuberculosis.

� 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.
1. Introduction

The mammalian fibrinolytic system plays a crucial role in
fibrinolysis, in which the proenzyme plasminogen (Plg) is con-
verted to plasmin (Plm) by tissue plasminogen activator (tPA) or
urokinase plasminogen activator (uPA). tPA-mediated Plg activa-
tion is mainly involved in fibrin dissolution in the circulation, while
uPA binds to a specific cellular receptor (uPAR), mainly mediating
Plg activation involved in pericellular proteolysis.1 A growing body
of evidence shows that many microorganisms interact with the
fibrinolytic system, resulting in different biological and patholog-
ical events. Plg can be bound to and immobilized on the microbes’
surface by Plg receptors and activated by host or pathogen activa-
tors to generate the proteolytic enzyme Plm, which turns the
microbes into proteolytic organisms, thereby augmenting their
invasive potential.2e11 Bacteria can also exploit the molecules of the
fibrinolytic system to avoid the innate immune response,12,13 and
x: þ52 555 6223369.
spitia).
ltad de Medicina Veterinaria
ico, México D.F., Mexico.
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the fibrinolytic system itself can modulate the inflammatory
response induced by the pathogen.1,14e17

The recent demonstration that Mycobacterium tuberculosis has
an unexpectedly high number of Plg receptors with the capacity to
immobilized Plg, which can be activated to Plm by host activators
in vitro,18,19 suggest that this interaction could have a role in
hostebacteria relationships. Early reports demonstrated the
participation of this system in the host response to infection with
mycobacteria. One important observation was that anticoagulation
with warfarin decreased skin test induration and tissue factor
generation, showing that an intact coagulation mechanism appears
to be important for the development of skin test induration in
humans.20

The induction of high levels of plasminogen activators (PAs) in
response to infection with mycobacteria has been documented.21

Furthermore, studies on macrophages obtained from BCG infec-
ted animals showed that macrophage PAs could be specifically
induced after infection with BCG.22,23 It has also been shown that
proteases of the fibrinolytic and coagulation systems are active in
the pleural exudate in guinea pigs with pleurisy chronic inflam-
mation induced by BCG,24 and studies on leprosy in mouse models
have suggested the involvement of PA and possibly their regulating
factor in the granulomatous tissue reaction.25 Additionally, fibrin
formation has been associated with cell-mediated immune
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resistance to invasive bacilli in murine lepromas.21 More recently,
in Plg knockout mice infected with Mycobacterium avium, it was
shown that Plg could have a role in the turnover of Extra Cellular
Matrix proteins (ECM) in granulomas but has a limited effect in
M. avium dissemination to the lungs.16 Moreover, high levels of
uPAR were found in tuberculosis patients and were associated with
mortality.26 Tuberculosis patients also had statistically significantly
higher concentrations of Plm, Plg activator inhibitor (PAI) and Plg
than other study groups.27

In this work, the expression of the fibrinolytic systemmolecules
Plg/Plm, tPA and uPA was studied during experimental progressive
pulmonary tuberculosis in BALB/c mice, as well as in in vitro studies
with spleen cells from mice immunized with BCG. The results
confirm previous observations that PAs can be specifically induced
by infection with mycobacteria22 and show that these molecules
are present during the chronic phase of the disease, suggesting they
are important contributors to the systemic inflammatory changes
occurring during this stage of the disease.
2. Material and methods

2.1. Experimental model of progressive pulmonary tuberculosis

Groups of 3 pathogen-free BALB/c male mice from 6 to 8 weeks
of age were anesthetized with an intraperitoneal 56 mg/kg injec-
tion of pentothal. The trachea was exposed with a small mid-line
incision, and 2.5 � 105 UFC of M. tuberculosis H37Rv reference
strain (ATCC, Rockville MD, USA) suspended in 100 ml of phosphate-
buffered saline (PBS) was inoculated intratracheally. Three experi-
ments were performed, and all of the procedures were performed
in a laminar flow cabinet in a biosafety level III facility. The mice
were maintained in cages fitted with microisolators. The protocol
was approved by the Ethical Committee for Experimentation in
Animals of the Instituto de Ciencias Médicas y Nutrición “Salvador
Zubirán,” México.
2.2. Detection of plasminogen by immunohistochemistry

The mice were killed by exsanguination at 1, 3, 14, 21, 28, and 60
days post-infection (d.p.i). For the histological study, the left lungs
were perfused for 24 h with 100% ethanol and embedded in
paraffin. Cryostat sections (5 mm thick) were obtained andmounted
on silane-coated slides. For immunohistochemistry, the slides were
deparaffinized, and the endogenous peroxidase was quenched with
0.03% of hydrogen peroxide in absolutemethanol. After twowashes
with PBS-T (PBS containing 0.01% v/v Tween-20), any non-specific
binding was blocked by incubating the slides with universal
blocking solution (Valaner DOIX090980) diluted 1/50 in PBS-T
containing 3% (w/v) BSA. After two washes with PBS-T, the slides
were incubated with a goat polyclonal anti-Plg antibody (Santa
Cruz Sc-15036) diluted 1/100 in PBS-T/3% BSA for 12 h at room
temperature (RT). After washing with PBS-T, the bound antibodies
were detected with a 1:200 dilution of an HRP-conjugated anti-
goat antibody (Zymed 81-1620) by incubating for 30 min at RT.
After the incubation, the slides were stained for peroxidase activity
by adding 1mg/ml of 3,3-diaminobenzidine (Sigma D563) and 0.4%
hydrogen peroxide in PBS and then counterstained with
hematoxylineeosin (HE). The slides were also ZiehleNielsen
stained.

For the quantification of the immunohistochemical positive
cells, five random fields of each pulmonary lobe were evaluated at
a 200� magnification. The cells were located and counted by
a computerized image analyzer (Q Win Leica), and the data are
expressed as the percentage of positive cells.
2.3. Detection of Plg/Plm in homogenized lung supernatants by
Western blot and ELISA

The right lungs of the animals described above were homoge-
nized with a Polytron (Kinematica, Luzern, Switzerland) in sterile
tubes containing 3 ml of isotonic saline. After eliminating the
cellular debris by centrifugation, the supernatant was filter thought
a 0.22-mm filter, and the protein concentration was determinate by
a Bradford assay. 20 mg of protein from each homogenized lung
supernatant was separated in a 12% polyacrylamide gel by elec-
trophoresis. After transferring the proteins to PDVF membranes,
they were blocked with PBS-T/3% BSA, washed with PBS-T and
incubated for 1 h at RT with a 1/500 dilution of a goat polyclonal
anti-Plg antibody (Santa Cruz Sc-15036) or a 1/1000 dilution of
a rabbit anti-tPA antibody (Santa Cruz Sc-5239). After washingwith
PBS-T, the bound antibodies were detected with a 1/2000 dilution
of an HRP-conjugated rabbit anti-goat antibody (Zymed 81-1620)
or a 1/2000 dilution of HRP-conjugated Protein A 1/2000 (Zymed
10-1123), respectively, by incubation for 30 min at RT. The
membranes were then stained for peroxidase activity as described
above.

Then 10 mg of protein from the homogenized lung supernatants
was bound to ELISA plates (Nunc 439454) in carbonate buffer, pH
9.6, and the plates were incubated over night (ON) at 37 �C. After 3
washes with PBS/T, any non-specific binding was blocked by
incubation with PBS-T/3% BSA for 1 h at 37 �C, and the wells were
then incubated for 1 h at RT with goat anti-Plg or rabbit anti-tPA
antibodies. Subsequently, the wells were incubated for 30 min
with an anti-goat-HRP or Protein A-HRP as described above.
After extensive rinsing, the peroxidase activity was revealed with
1 mg/ml of O-phenylenediamine (Sigma P6662) and 0.4% hydrogen
peroxide in PBS. The reaction was stopped with 3 N HCl, and the
OD492nm was measured with an automatic microtiter plate reader
(Thermo Labsystems).

2.4. Detection of plasmin and tPA activities in lung homogenates

Plm and tPA activities were determined by a chromogenic assay
in microtiter plates (Costar 3590). 20 mg of protein from lung
homogenate supernatants was mixed with 1.5 mM of Chromozym
PL (tosylglycyl-prolyl-lysine-4-nitranilide acetate; Roche Diag-
nostic) or Chromozym t-PA (N-Methylsulfonyl-D-Phe-Gly-Arg-4-
nitranilide acetate) in PBS in a final volume of 200 ml. The assay
was performed in triplicate, and the protein activity was detected
by measuring the OD405nm immediately after addition of the dye
and then again every hour for 24 h at 37 �C.

The Plm concentration in the homogenized lungs was then
determined by comparison to a standard curve established with
commercial Plm (Roche10 602 361 001) using concentrations that
ranged from 6.25 to 1.25 mg/ml of Plm under the conditions
described above.

2.5. Real-time PCR expression analysis of molecules of the
fibrinolytic system in lung

Groups of 3 pathogen-free BALB/c male mice from 6 to 8 weeks
of age were infected with M. tuberculosis H37Rv, and the animals
were sacrificed at the same time and in the samemanner described
above. Both lung lobes from all 3 mice in each group were used to
isolate messenger RNA (mRNA) using an RNeasy Mini Kit (QIAGEN
Mexico, Colima, Mexico) according to the recommendations of the
manufacturer. The quality and quantity of RNAwere evaluated with
spectrophotometry (260/280) and electrophoresis on agarose gels.
The reverse transcription of the mRNAwas performed using 5 mg of
RNA and the Omniscript kit with oligo-dT (QIAGEN Mexico). The
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real-time PCR was performed using a 7500 real-time PCR system
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) and a Quantitate SYBR
Green Mastermix kit (Qiagen). Standard curves of quantified and
diluted PCR product, as well as negative controls, were included in
each PCR run. Specific primers were designed using the program
PRIMER EXPRESS (Applied Biosystems) for the following targets:
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH): 50-CATTGT
GGAAGGGCTCATGA-30, 50-GGAAGGCCATGCCAGTGAGC-30; Plg:
50-GGATTCTGGCTTAGAGGCGTTCAG-30, 50-GTTCACCCACTAATAG
GGACGTGA-30; tPA: 50-CTACAGAGCGACCTGCAGAGAT-30, 50-AA
TACAGGGCCTGCTGACACGT-30; uPA: 50-ATGCAGCCCCACTACTATG
GC-30, 50-GGTCCTCCA GAATCGCCCT-30.

The cycling conditionsusedwere: initial denaturation at 95 �C for
15min, followedby30cycles at 95 �C for20 s, 60 �C for20 s, and72 �C
for 34 s. The quantities of the specific mRNA in the sample were
measured according to the corresponding gene-specific standard.
The mRNA copy number of each gene was normalized to the mRNA
encoding the GAPDH gene. The mRNA of non-infected tissue was
used as a control for all experiments in our BALB/c model.

2.6. Immunization of BALB/c mice with BCG

Six BALB/c male mice from 6 to 8 weeks of age were immunized
subcutaneous with 105 UFC of Mycobacterium bovis BCG, and
a control group was inoculated with PBS. After 14 days, the animals
were killed by exsanguination, and the spleens were aseptically
removed. The total spleen cells were purified and counted, and
1.5 � 106 cells were added to the wells and incubated for 24 h at
37 �C in a humidified atmosphere containing 5% CO2. Cells were
then incubated for 24 h with 10 mg ofM. tuberculosis H37Rv Culture
filtrate proteins (CF), which were obtained as described else-
where.28 Subsequently, the cells were centrifuged, the supernatant
was separated and the protein concentration was determined.

2.7. Determination of plasmin activity in spleen cell supernatants

The Plm activity in the total spleen cell supernatants was deter-
mined in a chromogenic assay in microtiter plates (Costar 3590).
100 mg of cell supernatant protein was mixed with 1.5 mM of Chro-
mozym PL (tosylglycyl-prolyl-lysine-4-nitranilide acetate; Roche
Diagnostic) in PBS in afinal volumeof 200ml. The assaywasperformed
in triplicate, and the protein activity was detected by measuring the
OD405nmwith an automatic microtiter plate reader (Labsystems). The
readings were taken during a 24 h time period at 37 �C.

2.8. Detection of Plg activators in spleen cell extracts by ELISA and
western blot

20 mg of spleen cell extracts per well were bound to ELISA plates
(Nunc 439454), and Plg activators were detected with goat poly-
clonal anti-uPA (M-20, Santa Cruz Biotech sc-4831) and anti-tPA
antibodies as described before. Additionally, 50 mg of spleen cell
culture medium supernatants were separated in 12% poly-
acrylamide gels by electrophoresis. After transferring the proteins
to PDVF membranes, the detection of tPA and uPA with specific
antibodies was carried out as described above.

2.9. Real-time PCR analysis of the expression of genes of the
fibrinolytic system in tissue

The cell pellets obtained from the total spleen cells from 6
different mice in three different experiments were used to isolate
messenger RNA (mRNA) using the RNeasy Mini Kit (QIAGEN
Mexico, Colima, Mexico) according to the recommendations of the
manufacturer. The quality and quantity of RNA were evaluated
through spectrophotometry (260/280) and on agarose gels. The
reverse transcription of themRNAwas performed using 5 mg of RNA
and the Omniscript kit with oligo-dT (QIAGEN Mexico). The real-
time PCR was performed using the 7500 real-time PCR system
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) and the Quantitect SYBR
Green Mastermix kit (Qiagen) as described above.

2.10. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using multiple ANOVA. All
experimentswere carriedout in triplicateand thedataarepresentedas
themeans� SD.Theasterisks indicate statistical significance (p<0.05).

3. Results

3.1. Detection of plasmin/plasminogen and tPA in homogenized
lungs

Plg and tPA were detected in the supernatants of homogenized
lungs from infected animals by Western Blot (Figure 1A and C) and
ELISA (Figure 1B and D). The level of both molecules increased as
the infection progressed. The increase of Plg, as detected by ELISA,
was noticeable on day 28, with an approximately 1.7-fold increase
compared to day 21. This increase in Plg was statistically significant
beginning on day 21 compared to the levels on prior days
(Figure 1B). In the case of tPA, a considerable increase in the protein
level was observed beginning 14 d.p.i. The peak in tPA expression
was observed on day 28, at which time the level of tPA was 12-fold
higher compared to that of control animals (Figure 1D). These
results are in agreement with those for the enzymatic activities for
both Plm and tPA, which increased significantly beginning on day
14 and peaked on day 28. (Figure 2A and B).

The presence of Plg/Plm in tissues was also confirmed by immu-
nohistochemistry. During the first few days after infection, a slight
inflammatory infiltrate was observed in the lung (not shown). Two
weeks after infection, the lung tissue showed small granulomas
(Figure 3B). On day 21 and 28, the granulomas increased in size
(Figure 3C). Two months after infection, the presence of extensive
granulomas could be observed (Figure 3D). Plg/Plm was detected by
immunohistochemistry beginning on day 14, coinciding with the
presenceof thecellular inflammatory infiltrate,which increasedduring
the subsequent days of infection (Figure 3). The percentage of positive
cells and their increasebeginningonday14are shown inFigure3E. The
maximum number of positive cells was reached after 28 d.p.i.

As shown in Figure 4A, extended areas of pneumonia with
numerous inflammatory cells, which showed strong Plg immuno-
staining, could be observed on day 60 (Figure 4B). Interestingly, the
Plg labeling was located mainly in the foamy macrophages associ-
ated with the acid-fast stained bacilli (Figure 4B and D).

3.2. Real-time PCR analysis of fibrinolytic system expression in
infected tissue

Plg, uPA and tPA mRNA expression was also measured. It was
found that Plg and tPA mRNA increased beginning on day 21, which
was the peak of tPA expression (Figure 5A). In contrast, Plg reached
maximal expression on day 60 (Figure 5B). uPA mRNA expression
started on day 14 and reached the highest level on day 60
(Figure 5C). It is important to note that in all the cases, the level of
mRNA for PAs increased in accordance with the disease severity.

3.3. Measurement of Plm activity

The total spleen cells from mice immunized with BCG were
stimulated with CF proteins from M. tuberculosis to measure Plm



Figure 2. Enzymatic activity of Plm (A) and tPA (B), as measured by the respective
chromogenic substrates. The enzymatic activity in homogenized infected lungs was
measured at different times post-infection. The enzyme activity assay was carried out
in triplicate, and a representative experiment with the data presented as the mean-
s� the SD is shown. The asterisks indicate statistically significant differences (p < 0.05)
when compared with non-infected mice.

Figure 1. Detection of Plg/Plm and tPA in homogenized infected lungs by Western blot and ELISA. Plg/Plm detection was carried out with anti-Plg polyclonal antibody by Western
blot (A) and ELISA (B). tPA presence was detected with an anti-tPA polyclonal antibody (C and D). ELISA was carried out in triplicate and the data are presented as the means � SD.
Asterisks represent statistical significance (p < 0.05) when compared with not infected mice.
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production in response to mycobacterium infection. We found that
the production of Plm by the spleen cells was significantly
increased by adding CF proteins fromM. tuberculosis to spleen cells
from BCG-immunized mice in the presence of Plg. There was
a significant increase in Plm activation in cells from the immunized
animals compared those from the non-immunized controls
(Figure 6), clearly demonstrating the presence of the PA activator(s)
that induce the activation of Plg to Plm.

3.4. Identification of Plg activators produced in response to
mycobacteria proteins

To identify the Plg activators responsible for the detected Plm
activity, spleen cell extracts from BCG-sensitized and control mice
were used tomeasure uPA and tPAmRNAexpressionwith Real-time
PCRanduPAand tPAproteinexpressionwithELISAandWesternblot
assays. An increase in the production ofmRNA for bothPlg activators
was observed in spleen cell extracts from themice immunized with
BCG (Figure 7). However, statistically significant differences with
regard to PBS controls were observed for both activators only on
extracts from cells stimulated with M. tuberculosis CF. Both ELISAs
and Western blots showed positive results with uPA and tPA anti-
bodies (Figure 8A). On the Western blot, a positive band of 28 kDa
was revealed with the anti-uPA antibody, and a band of 70 kDawas
observed with the tPA antibody (Figure 8B). Because the molecular
mass predicted for uPA is 48.5 kDa, the 28-kDa product could
correspond to a degradation product.

4. Discussion

The factors that regulate the course and outcome of
M. tuberculosis infection are multifaceted and involve a complex
interplay between the host immune system and the survival
strategies employed by the bacilli.8 In recent years, several studies



Figure 3. Histological and immunohistochemical features in lungs from non-infected BALB/c mice (A) and 14 (B), 28 (C) and 60 (D) days after intratracheal infection with the
virulent M. tuberculosis strain H37Rv (10�). Two weeks after infection, an inflammatory infiltrate was observed (HE-B) which stained positive for bacilli and Plg, was evident (aPlg-
B). Granulomas were present 28 days after infection (HE-C). The number of bacilli (ZN-C) and Plg-labeled cells increased as the infection progressed (aPlg-C). Two months after
infection, extensive granuloma and pneumonic areas (HE-D) with bacilli (ZN-D) and strong staining for Plg were detected (aPlg-D). The quantification of immunohistochemical
positive cells from random fields of each pulmonary lobe was performed at a 200� magnification, and the data are expressed as the percentage of positive cells (E).

Figure 4. Representative histological and immunohistochemical features of the lungs of BALB/c mice 60 days after intratracheal infection with the virulent M. tuberculosis strain
H37Rv. (A) Extensive areas are affected by pneumonia (10�). (B) In these pneumonic areas, there are vacuolated macrophages with acid-fast stained bacilli (200�). (C) Numerous
inflammatory cells in the pneumonic areas show strong Plg immunostaining (10�). (D) A high resolution micrograph of the pneumonia shows vacuolated macrophages with strong,
specific Plg immunostaining (100�).
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Figure 5. Gene expression of Plg (A), tPA (B) and uPA (C) determined by real time RT-
PCR of the infected lungs. BALB/c mice were infected with M. tuberculosis. The lungs
from three different animals for each time point were used to determine the gene
expression levels. The mRNA expression was measured in triplicate, and a represen-
tative experiment with the data presented as the means � SD is shown.

Figure 6. Plasmin production was induced after BCG infection. The Plm activity in the
supernatants from spleen cells from BCG-immunized and non-immunized mice, which
were stimulated with M. tuberculosis culture filtrate (CF) or not, was determined. The
experiment was independently performed 3 times, and the asterisks indicate statistical
significance (p < 0.05).

Figure 7. Gene expression of tPA (A) and uPA (B) determined by real time RT-PCR in
spleen cell extracts from BCG-immunized mice. The results are expressed as the mean
from three different experiments. The cells were stimulated with M. tuberculosis
culture filtrate proteins (CF) or PBS as a control.
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have suggested important roles for the fibrinolytic system in
bacterial pathogenesis. Many prokaryotic cells bind Plg in a specific,
saturable manner. When Plg is bound via its lysine binding sites to
cell surface proteins with exposed lysines, its activation to Plm is
accelerated, and cell-bound Plm is protected from inactivation by
natural inhibitors. Plm mediates direct or indirect degradation of
the ECM, and bound Plm is used by cells to facilitate migration
through host tissues.6,29e31 For instance, it has been shown that
Cryptococcus neoformans and Candida albicans are able to invade
brain microvascular endothelial cells by a plasmin-dependent
mechanism in vitro, promoting virulence by means of Plm/Plg
acquisition.5,9

Somepathogenic bacteria alsouse the Plg/Plm system to avoid the
innate immune response. The recruitment of Plg by Bacillus anthracis
and Leptospira interrogans diminishes the opsonization process.12,13

The expression of uPA has also been associated with the
inflammatory response in different diseases. In a recent study, it
was shown that uPAR was crucially involved in the host defense
against sepsis caused by Burkholderia pseudomallei by facilitating
the migration of neutrophils toward the primary site of infection
and, subsequently, facilitating microorganism phagocytosis.32
Similarly, Helicobacter pylori induced uPAR expression and
stimulated cell invasiveness in human gastric cancer cells.5 Addi-
tionally, proteins from Salmonella typhimurium and Streptococcus
pyogenes induced the up-regulation of both membrane and soluble
uPAR by monocytes in vitro,33 and Staphylococcus aureus induced
a 3- to 10-fold increase in uPA activity in mammary cells.34

Elevated soluble uPAR in patients with S. aureus and Strepto-
coccus pneumonia bacteremia predictsmortality.35,36 In addition, an
important association between soluble uPAR and acute malaria
infection in humans has been reported.37

In M. tuberculosis, the first evidence of the presence of PlgR and
PAs was reported by Monroy et al., 2000.18 Subsequently, the iden-
tity of some of theM. tuberculosis Plg-binding proteinswas revealed,
and it was also demonstrated that Plg bound to mycobacterial
receptors is converted into Plmby tPA.19 In vivo studies performedby
infecting mice individually deficient for Plg, tPA uPA and uPAR with
M. avium, along with wild-type control mice, showed that Plm/Plg
could play a role in the turnover of ECM within granulomas, sug-
gesting it has a limiting effect on the early dissemination of bacteria
from the lungs. Thus, Plm/Plg limits progressive fibrosis in the
granuloma during a chronic mycobacterial infection.16



Figure 8. Detection of tPA and uPA by ELISA (A) and Western blot (B) from spleen cell extracts obtained after stimulation with M. tuberculosis culture filtrate (CF) proteins. The
assays were performed with anti-tPA and anti-uPA polyclonal antibodies. The ELISA was performed in triplicate, and a representative experiment with the data presented as the
means � SD is shown. The Western blot was carried out on the total protein from spleen cells, and uPA (line 1) and tPA (line 2) were detected with polyclonal antibodies.
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Similar to other diseases, uPA has been associated with tuber-
culosis. High expression of uPAR was detected in monocytes ob-
tained from subjects with active tuberculosis.5 Soluble uPAR levels
in the serum of patients with tuberculosis were predictive of
mortality and correctedupon treatment.26 In one study, itwas found
that the expression of uPAR was increased to more than double in
patientswithextrapulmonary tuberculosis compared to the levels of
uPAR previously reported with pulmonary tuberculosis.38

All of these observations provide evidence thatmycobacteria can
interact with the fibrinolytic system; however, little is known about
the biological significance of this interaction in an M. tuberculosis
infection. The aim of this work was to analyze the expression of
molecules from the fibrinolytic system in a model of progressive
tuberculosis inmice. In this model, two phases of the disease can be
observed, beginning with an acute phase characterized by an
inflammatory infiltration into the alveolar-capillary interstitium
and blood vessel and bronchial walls with the formation of granu-
lomas and a high percentage of interleukin-2 (IL-2) positive cells, as
well as a gradual increase in interferon-g (INF-g) mRNA levels. On
day 28, this phase is followed by a chronic or advanced phase
characterized by pneumonia, focal necrosis and fibrosis and IL-4
positive cells in the lung lesions.39 Interestingly, in the present
work, it was found that the highest expression of some fibrinolytic
systemmolecules occurs only during the last phase of the disease. It
is worth noting that the chronic phase ofM. tuberculosis infection in
mouse and guinea pigs experimental models is characterized by the
accumulation of foamy macrophages (FM), which are the cells
exhibiting a strong accumulation of Plg on day 60 of the infection in
thiswork. Interestingly, studies on FMshave shown that lipid bodies
are present in macrophages at the beginning of infection and accu-
mulate in the chronic phase. The accumulation of lipid bodies in this
case was defined by their progressive capacity to generate choles-
terol crystals, a process that resembles atherosclerotic atheroma
plaque formation,40 which has itself been defined as a chronic
inflammatory process.41,42 In addition, it is now known that fibri-
nolytic activity is up-regulated in atherosclerotic lesions. Plm
generated at sites of atherosclerotic lesions will trigger cytokine
expression in humanmacrophages, including TNF-a and IL-6.29 The
activation clearly depends on the proteolytic activity of Plm, which
cleaves the A2 subunit of annexin A2. In mice, IL-6 participates in
macrophage lipid uptake by increasing the expression of CD36.21

Additionally, uPA stimulates cholesterol biosynthesis in macro-
phages, contributing to the progression of atherosclerosis.43

Taking theseobservations together, it canbehypothesized that the
up regulation of the fibrinolytic system that occurs in atheroma
formation could play an integral role in the chronic inflammatory
response observed in tuberculosis. According to our own results,
M. tuberculosis induces high levels of expression of Plg/Plm, uPA and
tPA in the lungs of infected animals, and the expression of the latter
two molecules could be specifically inducing by mycobacterial anti-
gens, whichwas demonstrated in thisworkwith splenocytes derived
of BCG-sensitized animals that specifically produced both molecules
in response to mycobacterial protein antigens. In addition, the
bacterium has the capacity to recruit Plg to the cell surface, which
could be converted into Plm by a host-derived activator. In this
manner, the pathogen itself could play a pivotal role in the induction
of these molecules at the site of infection during the inflammatory
response and related tissue damage, suggesting an important role for
the fibrinolytic system in the pathogenesis of tuberculosis.
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