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1. ABREVIATURAS

CYP27B1=por sus siglas en inglés cytochrome P450, family 27, subfamily B, polypeptide 1
DM2= Diabetes Mellitus tipo 2

LL-37= Catelicidina (por sus siglas en inglés Catelicidin LL-37)

MN=Monocitos

MOI= Multiplicidad de infeccidn (por sus siglas en inglés Multiplicity of infection)

PCR= Reaccion en cadena de la polimerasa (por sus siglas en inglés Polimerase chain reaction)

PBMC= Células mononucleares de sangre periférica (por sus siglas en inglés Peripheral blood
mononuclear cells)

RXR= Receptor se acido retinoico (por sus siglas en inglés Retinoic acid receptor)

TACO= Proteina de cubierta que contiene aspartato y triptdfano (por sus siglas en inglés
Tryptophan aspartate containing coat protein)

TB= Tuberculosis

TBL= Tuberculosis latente

TLR= receptores tipo Toll (por sus siglas en inglés Toll like receptor)

VDR= Receptor de vitamina D (por sus siglas en inglés Vitamin D receptor)

VDRE = Elementos de respuesta a vitamina D (por sus siglas en inglés Vitamin D responce elements

MHCII= complejo mayor de histocompatibilidad (de sus siglas en ingles major histocompatibility
complex class Il)

HIV= Virus de inmunodeficiencia humana (por sus siglas en inglés human immunodeficiency virus)



2. RESUMEN

Introduccidn. La fagocitosis es un mecanismo de la respuesta innata para la eliminacion de
patégenos llevada a cabo por células fagociticas (monocitos, macréfagos, neutrodfilos vy
eosindfilos). Este proceso consiste en la internalizacion de patdgenos por dichas células, para su
eliminacidn y posterior activacion del sistema inmune adaptativo. Durante la fagocitosis de
Mycobacterium tuberculosis por los monocitos (MN), se produce el péptido antimicrobiano LL- 37
(Catelicidina) que se asocia con eliminaciéon de la micobacteria. Por otro lado, dentro de los
mecanismos de supervivencia de M. tuberculosis se encuentra la retenciéon de la proteina TACO
sobre la membrana del fagosoma y con ello se evita la fusién con el lisosoma y su consecuente
eliminacién

La vitamina D regula la respuesta inmune innata, aumentando la capacidad de fagocitosis
en monocitos (MN), macréfagos vy lineas celulares de MN como la THP-1. Aunado a lo anterior se
sabe que una vez que interacciona con su receptor intracelular induce la produccién de LL-37 y

disminuye la transcripcién de TACO.

Objetivo. Evaluar el efecto de la Vitamina D en la fagocitosis de M. tuberculosis y en la expresion

de genes (LL-37, VDR, CYP27B1 y TACO) involucrados en el proceso de activacion en MN.

Material y métodos. Se tomd muestra de sangre periférica de 7 voluntarios sanos con heparina
como anticoagulante, se separaron las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y se
purificaron los MN por seleccién positiva usando el anticuerpo-anti-CD14 conjugado a micoperlas
metalicas. La pureza de los MN se analizé utilizando anticuerpos monoclonales anti-CD14PE y anti-
CD3PerCP por citometria de flujo. Se infectaron 1x10° MN con M. tuberculosis H37Ra a MOl de 1y
10 durante 1 h a 37°C. Por otro lado, 5x10°> MN fueron incubados con vitamina D (1,10 y 100nM)
durante 24 h y posteriormente se infectaron con M. tuberculosis H37Ra a MOl de 1y 10 durante 1
h a 37°C. Concluido el tiempo de infeccién se removid el medio para eliminar las micobacterias no
fagocitadas y los MN se fijaron con metanol. Se realizé la tincion de Kenyou y se evalud por
microscopia reportando la fagocitosis como el porcentaje de MN conteniendo M. tuberculosis. La
expresion de genes LL-37, VDR, CYP27B1 y TACO se evaludé en MN incubados con vitamina D (1,10

y 100nM) durante 24 h por PCR en tiempo real.



Resultados. La pureza de los MN fue >87 %, en esta poblacién celular se observé que la vitamina D
a una concentracién de 10 nM aumento la fagocitosis de M. tuberculosis (P<0.05). Se cuantificé el
numero de bacterias por célula y se observd que se fagocitan preferentemente mas de 5
micobacterias (P<0.05) por célula y en menor proporcion de 1 a 2 y de 3 a 5. Adicionalmente, la

vitamina D induce la expresidn significativa del peptido anti-micobacteriano LL-37 (P<0.05).

Conclusion. La vitamina D tiene un papel importante contra la infeccién de M. tuberculosis ya que
incrementd la fagocitosis y favoreciendo la actividad bactericida a través de la induccion de Ila

expresion de LL-37 en MN de sujetos sanos.



3. INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada por la bacteria Mycobacterium
tuberculosis que pertenece al orden Actinomicetales, este grupo se caracteriza por la presencia de
largas cadenas de acidos micdlicos unidos covalentemente a su pared celular. M tuberculosis es un
bacilo gram-positivo que mide de 3-5 um de longitud y se trata de un organismo aerobio
intracelular [1, 2].

La TB es un problema de salud publica siendo la segunda causa de mortalidad a nivel
mundial debida a un agente infeccioso. De acuerdo a la Organizaciéon Mundial de la Salud para el
afio 2012, reportd 8.6 millones de personas que enfermaron de TB y 1.3 millones murieron por
esta causa(3].

La infeccion con M. tuberculosis se transmite de persona a persona y se inicia con la
inhalacion de bacilos eliminados por pacientes con TB pulmonar activa cuando éste tose,
estornuda o escupe. La inhalacidon de unos pocos bacilos por una persona sana basta para quedar
infectada. Una vez dentro del hospedero el reconocimiento de M. tuberculosis se realiza mediante
los componentes estructurales de su pared celular rica en lipidos tales como: Lipoarabinomana
(LMA), acidos micdlicos (AM) y arabinogalactano [4], posteriormente es internalizado por los
macréfagos alveolares en un proceso conocido como fagocitosis, y digerido por la fusiéon con
vesiculas lisosomales. Sin embargo, algunos bacilos son capaces de escapar a la unién con el
lisosoma y sobrevivir dentro del macréfago [5].

A pesar de los fdrmacos y medidas preventivas empleadas para el control de la TB aun

continda siendo un problema de salud mundial.

3.1 Susceptibilidad a tuberculosis

En el 90% de los sujetos que se infectan con M. tuberculosis no desarrolla la enfermedad
activa, debido a que las bacterias son controladas por el sistema inmune limitando su replicacion,
sin embargo, estas no son eliminas y permanece en un estado latente, a este estado clinico se le

conoce como tuberculosis latente (TBL) [6]. Estos individuos no representan un riesgo inmediato a



la salud publica al no ser transmisores de la infeccidn, sin embargo son potenciales focos de
infeccidn una vez que su sistema inmune se encuentra debilitado.

El 10% de la poblacidn infectada desarrollan la enfermedad, la cual se conoce como TB
activa que es altamente infecciosa, se sabe que este grupo de personas desarrollan la enfermedad
debido a factores de susceptibilidad como: co-infeccién con HIV y los trastornos metabdlicos como
obesidad, desnutricion y diabetes mellitus (DM) que suprimen al sistema inmunoldgico
propiciando la reactivacion de la infeccidn [6].

Desde inicios del siglo veintiuno, se ha observado un incremento de la TB activa entre
pacientes con diabetes mellitus (DM) y diferentes estudios han evidenciado que existe
susceptibilidad de éstos pacientes al desarrollo de la enfermedad [7-11].

De acuerdo a datos del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGl)en el 2012, la
DM constituyd la segunda causa de muerte en la poblacion mexicana, con una tasa de mortalidad
de 75 defunciones por cada 100 mil habitantes ademas de que su comportamiento ha presentado

un incremento acelerado en los ultimos 15 anos [12].

3.2 El sistema inmune

El sistema inmune es una compleja red de drganos y células especializadas para defender
al cuerpo de las infecciones. Se distinguen dos tipos: el sistema inmune innato y adaptativo, el
primero se caracteriza por tener una respuesta inespecifica, inmediata y no generar memoria, esta
mediada por células fagociticas que tienen la capacidad de reconocer particulas y agentes
infecciosos para asi inmediatamente destruirlos. En cuanto al sistema inmune adaptativo requiere
tiempo para tener la respuesta y se caracteriza por ser especifico y generar memoria, es mediada

por anticuerpos y células de memoria (linfocitos Ty B) [13].

3.3 Monocitos

Los monocitos (MN) son células especializadas pertenecientes al sistema inmune innato
gue se originan en la medula ésea, una vez maduros pasan a al torrente sanguineo y mas tarde
migran a los tejidos donde se diferencian en macréfagos especificos del tejido los cuales se
nombran segun su localizacién tisular (macréfagos alveolares-pulmén, células de Langerhans-piel,

células de Kupffer-higado, microgliales-sistema nervioso) [13].



En humanos los MN constituyen del 3 al 8% de los leucocitos circulantes y expresan el
antigeno CD14 (por sus siglas en inglés cluster of differentiation) un componente del receptor de
lipopolisacdrido. Los MN CD14 miden 18um de didmetro y representan del 80-90% de los MN
circulantes en sangre [14].

Con base a la expresion de los antigenos CD14 y CD16 se distinguen tres poblaciones de
MN: 1) los MN cldsicos que se distinguen por su alta expresién de CD14 (CD147°CD16), 2) los MN
no clasicos que cuentan con bajos niveles de CD14 y altos niveles de CD16 (receptor de baja
afinidad para Fc de Inmunoglobulina G) (CD14" CD16™) y 3) los MN intermedios con una alta
expresiéon de CD14 y baja de CD16 (CD14™ CD16") [15].

Cuando se produce una infeccién los MN migran hacia el drea infectada donde regulan la
respuesta inmune mediante la fagocitosis de patégenos, produccién de citocinas pro-inflamatorias
como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6) e
interleucina 12 (IL-12) y produccion de citocinas anti-inflamatorias como el factor de crecimiento
transformante (TGF-B), interleucina 10 (IL-10) y la produccién de moléculas antimicrobianas
(metaloproteasas, lisozimas, éxido nitrico, entre otros) para la eliminacion de patégenos [16].

Otra de las funciones de los MN es la de presentar antigenos a las células T que son

indispensables para el inicio de la respuesta inmune adaptativa.

3.3.1 Reconocimiento de los MN

Los MN pueden reconocer patrones moleculares expresados sobre la superficie de los
patégenos (PAMP, por sus siglas en inglés pathogen-associated molecular patterns) que son
conservados y compartidos por un gran grupo de agentes infecciosos. Estos PAMP son
reconocidos por receptores de reconocimiento de patrones (PRR, por sus siglas en inglés pattern
recognition receptors) que se unen en forma especifica a los PAMP [13]. Un subconjunto
importante de estos PRR pertenece a las clases de los denominados receptores tipo Toll (TLR por
sus siglas en inglés Toll-likereceptors). Los TLR2, TLR4 y TLR9 juegan un papel importante en la
respuesta innata contra M. tuberculosis. Los TLR2 forman dimeros con TLR1 o TLR6 y reconocen
lipoarabinomanano (LAM), lipomannana (LM), y fosfatidil-inositol-mandsido (PIM) del bacilo,

mientras que TLR 9 reconoce DNA de M. tuberculosis [17].



3.4 Fagocitosis y procesamiento

La fagocitosis constituye la primera linea de defensa que desencadena el organismo
cuando éste se enfrenta a antigenos exdgenos (patégenos o células infectadas). Este proceso es
llevado a cabo por células del sistema inmune llamados fagocitos que incluyen a los MN,
macrofagos, células dendriticas y neutréfilos [18].

El proceso de fagocitosis se refiere a la internalizacion de grandes particulas (> 5 um de
diametro) por las células fagociticas [18, 19]. En este proceso la membrana citoplasmatica de la
célula engloba al microorganismo, lo endocita y lo encierran en un fagosoma o vesicula fagocitica.
En esta fase de la fagocitosis el fagosoma se separa de la membrana citoplasmatica y se internaliza
en el citoplasma, en cuyo interior entra en contacto con los lisosomas que contienen enzimas
digestivas y sustancias bactericidas (enzimas hidroliticas, defensinas a y B, proteasas,
catelicidinas). Tras el contacto, las membranas del fagosoma y del lisosoma se fusionan para
formar un fagolisosoma [20] (Figura 1).

El resultado del proceso de fagocitosis es el procesamiento y presentacidon de péptidos
antimicrobianos sobre la molécula del complejo mayor de histocompatibilidad tipo Il (MHC por sus
siglas en inglés major histocompatibility complex) los cuales son reconocidos por los receptores de
las células Ty activan la respuesta inmune adaptativa [19].

Los microorganismos pueden ser fagocitados mas facilmente si antes son recubiertos por
proteinas como las del complemento y los anticuerpos, este proceso es denominado opsonizacion.
El proceso de fagocitosis de M. tuberculosis involucra diferentes receptores como: receptores del
complemento 1 (CR1), CR2 y CR4 que reconocen bacilos opsonizados con factores del
complemento, los receptores de manosa (MR) que reconocen residuos terminales de manosa de
la micobacteria y los receptores scavenger que actlan cuando los receptores MR o CRs son

bloqueados [21].



Bacteria

Figura 1. Fagocitosis y procesamiento de antigenos. Los macréfagos son capaces de ingerir y
degradar antigenos (bacterias, particulas, desechos celulares etc.). La membrana citoplasmatica
del macrdéfago engloba y encierran a la bacteria en un fagosoma el cual entra en contacto con
los lisosomas que contienen enzimas digestivas y sustancias bactericidas. Al entrar en contacto
el fagosoma y el lisosoma, se fusionan para formar un fagolisosoma donde es degradado el
antigeno, posteriormente lo productos peptidicos interactian con moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad clase Il (MHCIl) y forman complejos que se mueven hacia la
superficie celular en donde se presentan a las células T. Imagen modificada de Kuby et al. 2007

[20].



3.5 Vitamina D

La vitamina D es un compuesto liposoluble que pertenece al grupo de los esteroles y se
caracterizan por la presencia de una estructura raiz llamada ciclo pentano perhidrofenantreno,
esta molécula, consta de 17 carbonos dispuestos en tres anillos hexagonales y uno pentagonal [22-
24]

La vitamina D (vitamina Ds, colecalciferol) es sintetizada en la piel por medio de la luz
ultravioleta (UV) del sol a partir del precursor 7- dehidrocolesterol dando lugar al colecalciferol
(vitamina D3) que es la fuente mas importante de este compuesto, sin embargo también puede ser
obtenida mediante la ingestién de alimentos que la contengan naturalmente como el aceite de
higado de bacalao, aceite de pescado, crema, mantequilla y huevos [25, 26].

Una vez que la vitamina Ds; ha sido ha sido sintetizada o ingerida en los alimentos tiene
lugar su primera hidroxilacion en el higado por la enzima CYP27A que involucra una hidroxilacidn
en el carbono 25, dando lugar a la 25-hidoxivitamina D3, que es el metabolito que se encuentra en
mayor concentracion en la circulacidn. Este ultimo, sufre la segunda la- hidoxilacién catalizada
por la enzima CYP27B1 para generar la 1,25 dihidroxi-vitamina D3, la forma activa de la vitamina
D. El rifién es el érgano en el cual se da la mayor activacién de la vitamina D; sin embargo, en
células del sistema inmune como las células dendriticas y macréfagos también expresan CYP27B1
involucrada en la generacion de la forma activa de la vitamina D [27].

Los metabolitos de la vitamina D son esenciales para un gran nuimero de procesos
fisiolégicos y cumplen diversas funciones como hormonas, antioxidantes, reguladoras del
crecimiento, diferenciacién de tejidos, en el desarrollo embrionario, mantiene los niveles séricos
de calcio y es capaz de estimular las proteinas implicadas en la absorcidn intestinal de calcio [28].

Por otro lado, la vitamina D tiene funciones no clasicas que han recibido particular
atencién debido a que regula el sistema inmune innato aumentando la actividad fagocitica y

microbicida de macréfagos. [25].

3.5.1 La vitamina D y la fagocitosis

Ademas de las funciones clasicas como la homeostasis del calcio y fosforo, la vitamina D

tiene un efecto importante dentro la respuesta inmune innata.



Existen diferentes trabajos donde se demuestra que la vitamina D promueve la
diferenciacién de MN hacia macroéfagos, incrementa la capacidad fagocitica de distintos tipos
celulares (Tabla 1) y eleva su actividad bactericida promoviendo la produccion de péptidos
antimicrobianos y especies reactivas de oxigeno (anidén superdxido, peroxido de hidrégeno vy
radical hidroxilo) [25].

En 1986 Rook y sus colaboradores observaron que la incubacién de MN humanos con
diferentes metabolitos hidroxilados de vitamina D (1,25 dihidroxivitamina D, 1,24,25-trihidroxi
vitamina D; , 25-hidroxivitamina D3) promueven la maduracién celular y la eliminacién de M.
tuberculosis. Por otro lado Crowel et al, en 1987 también demostrd, que la adicidn de vitamina D
a los cultivos de macrdéfagos humanos infectados con M. tuberculosis inhibiod el crecimiento de la
micobacteria [29, 30]. Del mismo modo reportaron que la incubacion directa con vitamina D no
permitid el crecimiento de la micobacteria, demostrando el efecto activador de la vitamina D en

los macréfagos.

Tabla 1. La vitamina D aumenta la capacidad fagocitica de los MN.

Tipo Celular Observaciones Referencia
Monocitos/ Macrofagos Vitamina D (24nM) incrementa
Humanos capacidad fagocitica de [31]

Escherichia coli

Células THP-1* Vitamina D (100nM) aumenta
actividad fagocitica de perlas [32]
de latex
Monocitos/ Macrofagos Vitamina D (100nM) aumenta
Humanos fagocitosis de M. tuberculosis [33]
H37Rv.

*THP-1= De sus siglas en inglés human acute monocytic leukemia cell line.

3.5.2 Insuficiencias de vitamina D

Las deficiencias de vitamina D estan asociadas a enfermedades como el raquitismo la

osteoporosis, insuficiencia cardiaca, susceptibilidad a desarrollar DM y TB activa [34].
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Se han realizado estudios en distintas poblaciones como la India, China y Este de Africa en
los cuales, se ha encontrado que los individuos con TB tienen bajos niveles de vitamina D en
sangre. [35, 36].

La sintesis de vitamina D en la piel, dependerd de la cantidad de melanina presente que
permita la entrada de la luz UV pues estd actia como un filtro de los rayos UV que recibe la piel.
Por ejemplo los afroamericanos cuentan con niveles bajos de vitamina D y se sabe son mas
susceptibles a contraer una infeccion con M. tuberculosis [37].

Por otro lado, existen estudios que han demostrado la relacién entre los niveles bajos de
vitamina D vy el riesgo de desarrollar resistencia a la insulina asociado a DM2; también se ha
encontrado que un consumo alto de vitamina D y calcio estd asociado con un bajo riesgo de

desarrollar DM2. [38, 39]

3.6 Receptor de vitamina D

La vitamina D ejerce su accion activadora a través de su interaccion con el heterodimero:
receptor de vitamina D (VDR, vitamin D receptor) y el receptor de retinoides (RXR, retinoid X
receptor); los cuales, pueden unirse a elementos de respuesta de vitamina D (VDRE, Vitamin D
responce elements) de genes blancos y asi activar su expresion [40, 41].

El VDR se expresa en al menos 30 diferentes tipos celulares incluyendo las del rifidn,
mamas, prostata, intestino, linfocitos T y B, queratinocitos y MN humanos. Se ha demostrado que
la vitamina D induce la expresion de VDR en macréfagos murinos, sin embargo en macréfagos
humanos la vitamina D no promueve su expresion, lo anterior nos sugiere que su expresion podria
depender de la especie [28, 42].

Para el afio 2000 Lui y sus colaboradores monitorearon la expresion de VDR y CYP27B1 en
macrofagos humanos; en el cual reportaron que la activacion del complejo TLR 2/1 por M.
tuberculosis aumentan la expresion de VDR y CYP27B1, la enzima que hidroxila la 25-
hidoxivitamina D convirtiéndola en su forma bioldgicamente activa que promueve la expresién de
catelicidina, la cual, migra a los fagosomas donde se aloja M. tuberculosis causandole la muerte

(Figura 2)[37].
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3.7 Catelicidina

Las catelicidinas son péptidos antimicrobianos que presentan los vertebrados, en los
humanos solo se ha descrito la existencia de una la hCAP-18 (human cathelicidin antimicrobial
protein 18KDa) que en su extremo carboxilo C-terminal contiene una regidon de 37 aminoacidos
con amplia actividad microbicida. Este fragmento de 37 aminodcidos, la hCap-19, es cortado por la
proteinasa 3 y recibe el nombre de LL-37 (por iniciar con dos leucinas y tener 35 aminoacidos de
longitud [43]. El péptido LL-37 cuenta con amplio espectro microbicida y se ha observado que
pueden matar bacterias gram-negativas, gram-positivas, hongos, virus y micobaterias entre estas a
M. tuberculosis [44, 45].

LL-37 se expresa en varios tipos celulares bajo una gran variedad de estimulos [43]. En el
caso de las células del sistema inmune la infeccién de macréfagos alveolares, linfocitos, neutréfilos
y MN con M. tuberculosis estimula la produccién de LL-37 [46]. En varios estudios se ha
demostrado que los MN tratados con vitamina D induce la expresion del gen LL-37 dejando en
claro que la vitamina D activa los MN mediante la induccién del gen LL-37 y su efecto inhibidor de
M. tuberculosis [47-50].

LL-37 actla sobre la membrana de los patdgenos formando poros que llevan a la lisis del
microorganismo. LL-37 llega a la membrana interna por atraccidn electrostatica como oligdmeros,
gue se disocian en mondmeros e interactuan con la membrana causando la formacién de poros
debido a su incorporacién en la membrana. Al final se lleva a cabo la lisis celular por choque

osmotico lo que conlleva a la muerte del microorganismo. [45, 51]
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Figura 2. Efecto de la vitamina D en la actividad antimicrobiana de monocitos. (1) M.
tuberculosis es fagocitado por los MN que, a su vez, desencadena la activacion del heterodimero
TLR1/TLR 2. (2) Esta activacion favorece la expresion del receptor de vitamina D (VDR) y la 1a-
hidroxilasa (CYP27B1). (3) La vitamina D (25-hidroxivitamina Ds) en circulacidn es transportada
por la proteina de unidn de vitamina D (DBP) y es liberada en el MN donde es convertida en su
forma activa (1,25-dihidroxivitamina D) en la mitocondria por la enzima CYP27B1. (4) La vitamina
D activa, entonces, se une al VDR y al receptor de retinoide (RXR) formando un complejo que
entran al nucleo (5) donde se unen a elementos de respuesta a vitamina D (VDRE), en las
regiones promotoras del gen LL-37. (6) La proteina ya sintetizada se dirige al fagosoma donde se

encuentra M. tuberculosis provocando su muerte. Imagen modificada de Hewison 2010 [48].
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3.8 TACO

La patogenicidad de M. tuberculosis esta relacionada con su habilidad para sobrevivir y
replicarse dentro de las células hospedadoras como MN y macrdéfagos. Uno de los mecanismos de
evasion por M. tuberculosis dentro del MN/macréfago es evitar la fusidon del fagosoma con el
lisosoma. Este evento estd relacionado con la habilidad de la micobacteria para escapar de los
mecanismos microbicidas del macroéfago [52].

Un analisis de la composicion proteica del fagosoma con micobacterias viables, mostré la
presencia de una proteina implicada en mantener a salvo a M. tuberculosis dentro del fagosoma.
Esta proteina es TACO (por sus siglas en inglés tryptophan aspartate containing coat protein),
también Ilamada Coronina 1, que se asocia con el colesterol de la membrana plasmatica y su
retencion en el fagosoma, permite a la micobacteria escapar de los efectos microbicidas del
MN/macréfago [53].

Tipicamente, TACO se encuentra en la membrana del fagosoma en etapas tempranas y a
medida que el fagosoma madura TACO se libera de este facilitando asi la fusién del fagosoma con
el lisosoma. Ferrari y sus colaboradores encontraron que TACO es retenido en fagosomas que
contienen Unicamente bacilos vivos, lo cual, retrasa su maduracion y evita la actividad bactericida
de los MN/macrofagos; sin embargo en fagosomas con bacilos no viables TACO es liberado
permitiendo su maduracidn y la consecuente degradacidon de la micobacteria (Figura 3) [54].

Estos resultados siguieren que la retencion de TACO en el fagosoma es estrictamente
dependiente de la viabilidad de M. tuberculosis y este proceso es un mecanismo de evasién para la
supervivencia de la micobacteria dentro del macréfago [54, 55].

Es importante sefialar que se ha demostrado que la vitamina D asi como el acido retinoico
reprimen la expresion de TACO a nivel transcripcional favoreciendo la maduracién del fagosoma y

la consecuente eliminacion de M. tuberculosis. [56, 57].
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Figura 3. Papel de TACO en la supervivencia de M. tuberculosis. TACO se encuentra en el lado
citosdlico de la membrana celular. Durante la fagocitosis de M. tuberculosis no viables (negro),
TACO se asocia con el fagosoma y medida que éste madura, TACO es liberado permitiendo su
maduracién y posterior unién con el lisosoma. En el caso de una bacteria viable (violeta),
TACO es retenido en la membrana del fagosoma, retrasando su maduracidn y su consecuente
unién con el lisosoma, evitando asi la destruccién de M. tuberculosis. Imagen modificada de

Ferrari el al. 1999 [51].

La vitamina D participa en la activacidn de los MN/macréfagos promoviendo un aumento
de su capacidad fagocitica hacia de M. tuberculosis, también promueve mecanismos que incluyen
la producciéon de péptidos antimicrobianos como LL-37 y la eliminaciéon de las bacterias dentro de
los lisosomas por parte de los macréfagos por medio de la represién de TACO.

Por lo anteriormente descrito es de gran interés estudiar el papel de la vitamina D en la
inmunidad innata como la fagocitosis de M. tuberculosis vy, asi mismo, evaluar su efecto sobre la

expresion de genes.
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4. JUSTIFICACION

La Tuberculosis (TB) es un problema de salud publica, siendo la segunda causa de muerte a
nivel mundial dentro de las enfermedades infecciosas. Se estima que una tercera parte de la
poblacion estd infectada y se ha demostrado que los pacientes con diabetes mellitus son mas
susceptibles a la TB.

Por otro lado, la vitamina D incrementa la capacidad fagocitica en MN y se ha descrito que
regula genes como LL-37, VDR, CYP27B1 y TACO involucrados en el control de M. tuberculosis.

Es poco lo que se conoce del efecto de la vitamina D en el sistema inmune innato en
especial en el proceso de fagocitosis. A través del estudio en sujetos sanos, inmunolégicamente
competentes, se pretende evaluar la fagocitosis de M. tuberculosis por MN pre- tratados con

vitamina D y estudiar su efecto en la expresidn de genes asociados en su proceso de activacion.

5. HIPOTESIS

El pre-tratamiento de MN con vitamina D, aumentard la fagocitosis de M. tuberculosis y la
expresion de genes como LL-37, VDR, CYP27B1 y TACO involucrados en la activacion de

mecanismos bactericidas de estas células.

16



6. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto de la vitamina D en la fagocitosis de M. tuberculosis y la expresién de LL-37, VDR,
CYP27B1y TACO en MN humanos.

Objetivos particulares

1. Evaluar la fagocitosis de M. tuberculosis a multiplicidad de infeccidn de 1 y 10 mediante
analisis microscopico.

2. Estudiar el efecto del pre-tratamiento de los MN humanos con vitamina D durante 24h
sobre la fagocitosis de M.tuberculosis H37Ra.

3. Evaluar el efecto del pre-tratamiento con la vitamina D en la expresion del mRNA de LL-37,
VDR, CYP27B1y TACO en MN de voluntarios sanos por PCR en tiempo real.
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7. MATERIAL Y METODO

Este protocolo fue revisado y aprobado por el Comité de Ciencia y Bioética del Instituto

Nacional de Enfermedades Respiratoria “Ismael Cosio Villegas”
7.1 Grupo de estudio

Se incluyeron 7 sujetos sanos (5 mujeres y 2 hombres), quienes voluntariamente
participaron en este protocolo. Los voluntarios no mostraron signos de enfermedades

inflamatorias ni desnutricién. La edad promedio fue de 25 + 9.72 afios.
7.2 Separacion de células mononucleares de sangre periférica

Se obtuvieron 60 mL de sangre periférica de los voluntarios, y se utilizd6 heparina como
anticoagulante. De la sangre total se aislaron células mononucleares utilizando un gradiente de
densidad Ficoll-Hypaque. Brevemente, de la muestra de sangre (20 mL) haparinizada se diluyé 1:2
con en medio RPMI (BioWhittaker Walkersville, MD) + 2 mM de L- glutamina (RPMI +G) en un tubo
de 50mL, paso seguido, se le colocé una pipeta Pasteur por la cual se le fue agregando Ficoll
(LymphoPrep™ Oslo, Noruega) hasta llegar a un volumen de 50 mL. Se centrifugd a 1200 rpm
durante 45 min a 25°C. Posteriormente, se separd el anillo de células mononucleares de sangre
periférica (PBMC), con ayuda de una pipeta de transferencia en un tubo de 50 mL. Se realizaron
tres lavados con medio RPMI + G centrifugando a 1200 rpm durante 15 min a 4°C. En el ultimo
lavado se eliminé completamente el sobrenadante y el paquete celular se resuspendié en 2 mL de
medio RPMI+ G, para determinar la viabilidad y la concentracién celular. En breve, de esta
suspension celular se tomaron 10 pL de la suspensién y 10 pL de azul de tripano (GIBCO) se
mezclaron y 10 plL y se colocaron en la cdmara de Neubauer para determinar la viabilidad y el

numero de células.
7.3 Separacion de MN

A partir de los PBMC purificados de sangre periférica, los MN se separaron por seleccidn
positiva empleando microperlas metalicas conjugadas a anticuerpos monoclonales anti-CD14
humano utilizando el kit de Miltenyi (MACS® Miltenyi-Biotech Auburn, CA) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. En breve, los PBMC se centrifugaron 10 min a 1500 rom a 4 °C y se
elimind completamente el medio de cultivo (RPMI + G) y el paquete celular se resuspendié
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perfectamente en 80 pl de buffer de Miltenyi (PBS= 0.01 M, pH =7.2, BSA 0.5 %, EDTA 2 mM,
(Anexo 1) por cada 1x10’ células totales, las cuales se incubaron con 10 pl de MicroBeads-CD14
(Miltenyi-Biotech) por cada 1x10’ células, durante 15 min a 4°C. Después de la incubacién se
realizé un lavado con 2 mL de buffer de Miltenyi por cada 1x10 células y se centrifugd 10 min a
1500 rpm a 4°C. A continuacién el paquete celular se resuspendié en 500 ul de buffer de Miltenyi
por cada 1x10° células, en este Gltimo paso las células estuvieron listas para pasar por la columna.
La columna con el prefiltro se colocé en el magneto y se pre- humedecié con 500 pl del
buffer de Miltenyi. En seguida se agregd la suspension celular por el pre-filtro pasandola por la
columna y se lavd 5 veces con 500 pl del buffer, la fraccidon negativa pasa libremente y se recolecté
en un tubo. Por otro lado, la fraccidn positiva, que quedd en la columna, se recuperd removiendo
la columna del magneto y agregando 1 mL del buffer de Miltenyi, con ayuda del embolo se eluyé a
un tubo. A continuacion se centrifugd a 1500 rpm 10 min a 4 °C y se eliminé completamente el
buffer y los MN purificados se resuspendieron en 1 mL de medio RPMI+G+10% suero humano
descomplementado. Se determind la viabilidad y la concentracién de los MN empleando azul de
tripano (GIBCO) que distingue entre las células vivas y muertas, debido a que las células viables
con membrana intacta no permite la entrada de azul de tripano, por el contrario las células
muertas muestran un color azul. La suspension se ajustd a la concentracién de 1x10° MN/ml con

medio de cultivo.

7.4 Evaluacidon de pureza de MN

La pureza de la poblacidon de MN (CD14+) se evalué mediante citometia de flujo. Para ello,
se hizo la tincidon de superficie como a continuacidn se describe: se tomaron 1X10° células de la
fraccion positiva (CD14+) y de la negativa (CD14-), y se colocaron en un tubo para citometria e
incubaron con 3 ul de los anticuerpos anti-humanos CD14PE y anti-CD3PerCp (BD Bioscience)
durante 15 min a 4 °C. Se lavd con 1 mL de Buffer de fosfato salino (Biowhittaker, Lonza) con 2 %
de suero fetal bovino (PBS 2 % SFB) y se centrifugd durante 5 min a 1500 rpm a temperatura
ambiente. A continuacién se elimind el sobrenadante y las células se fijaron con 200 uL de
paraformaldehido (Sigma) al 1 %. Se adquirieron 50,000 eventos para cada fraccion en el
citémetro FACS Calibur (BD) y se hizo el analisis con el programa Cellquest (BD). Los resultados

fueron reportados como porcentaje de células CD14".
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7.5 Descongelamiento y disgregacion de la cepa H37Ra de M. tuberculosis

En una caja de unicel se transportd del ultracongelador (REVCO) al cuarto de cultivo el vial
de la cepa H37Ra de M. tuberculosis (ATCC 25117; American Type Culture Collection Manassas,
VA). El vial se descongelé dentro del gabinete de bioseguridad, posteriormente de centrifugd a
8000 rpm durante 8 min a temperatura ambiente y se elimind el sobrenadante, paso seguido se
resuspendié en 1 mL de medio RPMI + G + 10% de suero humano descomplementado y se mezcld
en vortex. Para disgregar la bacteria se empleé una jeringa de 3 mL (aguja de 21 G X 32 mm) con la
cual se subid y bajé 10 veces; posteriormente se hizo lo mismo con una jeringa de 1 mL (aguja 30 G
X 13 mm). Terminado este paso, el vial se sénico durante 1 m a la maxima frecuencia del sonicador
(Sonicador Ultrasonic Processor) y se centrifugd a 1000 rpm durante 1 min y el sobrenadante libre
de agregados bacterianos, se transfiridé a un vial nuevo este ultimo se ajustdé a una concentracién
de 1x10” micobacterias/mL. A partir de esta suspension se realizaron los célculos correspondientes

para los ensayos de la infeccién de los MN.

7.6 Evaluacidn de la fagocitosis de M. tuberculosis por MN

En una camara de 8 pozos (Chamber slide Labtek Il) se agregaron 100 pL de la suspension de
MN CD14+ para tener de 1x10° células por pozo. Se dejaron adherir durante 1 h a 37 °Cy 5 % de
CO,. Posteriormente los MN se infectaron con M. tuberculosis H37Ra a una multiplicidad de
infeccidon (MOI) de 1:1 (un MN con una micobacteria) y 1:10 (un MN con 10 micobacterias). Los MN
infectadas se incubaron durante una hora a 37°Cy 5 % de CO,, se incluyeron dos pozos sin infeccién
por condicion experimental. Al término de la incubacién se eliminé el sobrenadante y se lavo 3 veces
con 200 pL medio RPMI + G a temperatura ambiente. Se removié completamente el sobrenadante
de los pozos y las células se fijaron agregando 100 pL de metanol /pozo; se incubd por 10 m a 37°C

en 5 % CO,. Se dejé secar en el gabinete de bioseguridad.
7.7 Evaluacidn de la fagocitosis de M. tuberculosis por MN pre-tratatados con vitamina D

Para ver el efecto del pre-tratamiento de los MN con la forma activa de la vitamina D (1,25
dihidroxivitamina D3) sobre la fagocitosis de M. tuberculosis, los MN se incubaron con diferentes
concentraciones de vitamina D (Sigma Chemical CO. San Louis, MO ) 1, 10 y 100 nM durante 24 h
a 37 °Cy 5 % de CO, incluyendo adicionalmente una condicién sin vitamina D. Posteriormente, se

removido el medio y las células se infectaron una hora con M. tuberculosis H37Ra a una
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multiplicidad de infeccién (MOI) de 1:1 y 1:10 en medio RPMI+G. Se eliminé el sobrenadante y se
lavd 3 veces con 200 pL medio RPMI + G a temperatura ambiente. Se removié completamente el
sobrenadante de los pozos y las células se fijaron agregando 100 uL/pozo, de metanol; se incubd

por 10 mina 37 °Cen 5 % CO,. Se dejo secar en el gabinete de bioseguridad.

7.8 Tincidn de M. tuberculosis por el método de Kenyou

De los ensayos de fagocitosis se hizo la tincién con el kit TB Quick-Stain (BD) siguiendo las
instrucciones del fabricante. En breve, la laminilla se removié y se cubrié con Carbol-fucsina
durante 4 min a temperatura ambiente; pasado el tiempo se lavd con agua corriente para eliminar
el exceso de colorante. Posteriormente se adicioné el decolorante (TB decolorizer) durante 3 sy se
lavé con agua corriente. Para realizar la contra-tincidn se utilizé verde brillante (TB brillant Green
K) el cual se dejo 30 s, se lavd con agua hasta eliminar el exceso de colorante. La laminilla se dejo
secar a temperatura ambiente. Se hicieron los andlisis al microscopio con aceite de inmersion en el
objetivo de 100X, se contaron las células y los resultados se reportaron como porcentaje. En

promedio se contaron 566 células/laminilla. Para ver método de conteo ir al Anexo.
7.9 Tratamiento de MN con la vitamina D sobre la expresion de genes

En una placa de 24 pozos se adicioné 500 pL de la suspensiéon de MN (5x10° por pozo). Se
dejaron adherir durante 1 h y se estimularon con diferentes concentraciones de vitamina D a 1, 10
y 100 nM por 24 h a 37 °Cy 5 % de CO, Posteriormente, se removid completamente el
sobrenadante y las células se lisaron con 350 pL del buffer de lisis (RLT) y se guardaron a -20 °C

hasta ser procesadas en la extraccion de RNA.
7.10 Extraccion de RNA total por columna

Para la separacion del RNA por columna se empled el sistema RNeasy Mini Kit (Quiagen
Maryland) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. En breve, el lisado celular se transfirid a
un tubo y se agregd 350 pL de etanol al 70 % vy se transfirié 700 pL de la muestra a la columna, la
cual se centrifugd 20 s a 12000 rpm. Posteriormente la columna se lavd con 350 pL de la solucidn
RW1 y se centrifugd 20 s a 12000 rpm. EI DNA gendmico fue removido por la adicién de 80 uL de la
mezcla de DNAsa | (Anexo ), e incubando a temperatura ambiente durante 15 m y se lavé con 350
uL del buffer RW1, se centrifugd 20 s a 12000 rpm Después se anadioé 500 uL del buffer RPE y se

centrifugé 20 s a 12000 rpm.
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Por dltimo la columna se transfirié en un nuevo tubo al cual se le anadié 20 uL de agua
libre de RNasas sobre la membrana de la columna y se centrifugd 1 min a 8000 rpm para eluir el
RNA. Se repitid este ultimo paso recolectando un volumen final de 40 uL de RNA total que fue

almacenado a -20° C hasta el momento de su utilizacién.

7.11 Sintesis de DNA complementario

La sintesis del DNA complementario se hizo por transcripcidon reversa del RNA total
empleando el kit SuperScript First-Strand cDNA Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Brevemente, los reactivos se mezclaron y se
centrifugaron. A continuacion para cada muestra se agregd: 8 uL de RNA muestra, 1 pL de Random
hexamers (50 ng/ uL) y 1 pL de la mezcla 10 nM dNTP. Las reacciones se incubaron a 65 °C durante
5 min y posteriormente 1 min en hielo. Mientas tanto se prepard la mezcla de reaccién para
transcripcion reversa-RT (Ver anexo 1) .Posteriormente se agregd 9 ulL de la mezcla de reaccion RT
a cada una de las muestras y se incubaron a 25 °C por 2 m y se agregd 2 uL de la enzima
SuperScipt Il RT a cada una de las muestras, se mezclé y se llevd a cabo la sintesis en el
termociclador (iCycler, BIO-RAD) con las siguientes condiciones: 25 °C, 10 min; 42°C, 50 min y 70
°C, 15 min. Al finalizar la sintesis las muestras se colocaron en hielo y se le agregd 1 pL de RNase H
(2U/uL) a cada una de las muestras y se incubaron 20 min a 37 °C. El cDNA se guardd a -20 °C

hasta ser utilizado para la amplificacién por PCR en tiempo real.

7.12 Analisis de expresion de mRNA por PCR en tiempo real

Se analizd la expresion del mRNA de VDR, Catelicidina LL-37, TACO, CYP27B1 y el gen
constitutivo 18S ribosomal. El cDNA templete se descongelé y se diluyé 1:5 con agua DEPC,
posteriormente se realizé la mezcla de reaccién, master Mix, para la expresidon de genes (Ver
anexo 1) para cada uno de los ensayos pre-disefiados: VDR (Hs01045840 m1) CAMP*
(Hs00189038 m1), TACO (Hs00200039 m1), CYPB27B1 (Hs00168017_m1) marcados con FAM y
18S (Applied Biosystems) marcado con VIC.

Se mezclaron en un tubo 34 uL del master Mix y 8 uL del cDNA, posteriormente en una

placa de 96 pozos (Applied Biosystems Foster City, CA), por duplicado, se aifadid 20 uL por pozo de
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la mezcla anterior. La placa fue sellada con plastico adhesivo dptico (Applied Biosystems) y se
centrifugd 10 min a 1500 rpm a temperatura ambiente. La amplificacidn se llevé a cabo en el
termociclador StepOne PlusSystem (Applied Biosystems) las temperaturas de amplificacion
empleadas fueron 50°C 2 min, 95 °C 10 min y posteriormente 40 ciclos a 95 "C—30seg y 62°C -1
min. Los resultados se analizaron empleando el método de cuantificacién relativa AACt (27 %),

referidos a la condicidn experimental si estimulo. Reportando los resultados como incrementos

con respecto al calibrador. Para ver férmulas utilizadas ver anexo.

7.13 Analisis estadistico

Los resultados se expresan como media +* la desviacion estandar (SD). Para comparar dos
grupos se utilizdé la prueba t-student para datos paramétricos y Mann-Whitney para datos no

paramétricos. Los datos fueron analizados utilizando el software Graphpad Prism (version 5.0). Un

valor de P<0.05 se consider¢ significativo.
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8. RESULTADOS

Pureza de Monocitos

La base de esta investigacién es la poblacién de MN que son importantes para el control y
eliminacién de microorganismos intracelulares como M. tuberculosis.

En el presente estudio se trabajaron con MN de siete sujetos sanos separados por
seleccidn positiva (CD14+), la pureza de la poblacion CD14+ se analizé por citometria de flujo. En la
figura 1 se muestra un dot plot de CD14-FITC vs granularidad y un histograma. Como puede
observarse nuestra poblacidn de MN tiene un porcentaje de contaminacion por linfocitos. Aunque

es importante mencionar que el promedio de la pureza de los monocitos fue del 87%.
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Figura 1. Pureza de monocitos. MN CD14+ fueron separados de PBMC los cuales fueron tefiidas con
anti-CD 14- FITC. A. Dot plot Granularidad vs CD14FITC. B. Histograma

La fagocitosis de M. tuberculosis incrementa con el MOI

Uno de los objetivos propuestos fue evaluar la fagocitosis de M. tuberculosis a
multiplicidades de infeccién (MOI) 1 y 10, para asi evaluar la cantidad de micobacterias
fagocitadas.

Como se muestra en la figura 2 la fagocitosis de M. tuberculosis, se incrementd
significativamente para el MOI de 10 en comparacion con el MOI de 1 (MOI 1=5% vs MOI 10= 13%,
p<0.05). Demostrandose con estos resultados, que nuestro sistema funciona como ya se ha
reportado [58, 59]. Este mismo comportamiento se observé cuando los MN son pre-tratados con

vitamina D (Figura 3).
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Figura 2. La fagocitosis de M. tuberculosis a MOI de 10. Los MN se infectaron a multiplicidad de infeccién (MOI)
1y 10 con M. tuberculosis. Posteriormente se hizo la tincidon y se analizé en el microscopio. Los resultados de
fagocitosis se reportaron en porcentaje de células con micobacterias. Las barras representan la media y lineas

verticales la desviacidn estandar (SD), n=7, t-student *p<0.05, MOI 1 vs MOI 10.

Los MN pre-tratados con las diferentes concentraciones de vitamina D durante 24h muestran un

aumento en la fagocitosis total de M. tuberculosis a MOI de 10

Como se ha descrito en la literatura uno de los efectos de la vitamina D es aumentar la
capacidad fagocitica de células del sistema inmune [31-33]. Es por eso que se estudié el efecto de
tres concentraciones de vitamina D (1,10 y 100 mM) sobre la fagocitosis de M. tuberculosis por
MN de sujetos sanos.

En la figura 3 se observé que la fagocitosis de los MN pre- tratados durante 24h con 1, 10y
100nM de vitamina D al MOI de 1 son comparables con los MN sin tratamiento de vitamina D,
mostrando que para el MOI de 1 el efecto del pe-tratamiento de los MN con vitamina D no
modifica la fagocitosis.

Sin embargo, al MOI de 10 se observé un aumento significativo (*p<0.05) de la capacidad
fagocitica de los MN hacia M. tuberculosis, cuando son pre-tratados con 10nM de vitamina D, en
comparacion con los MN sin pre-tratamiento. Para el caso de MN pre-tratados con 1y 100 nM de
vitamina D se observd Unicamente una tendencia al aumento de su capacidad fagocitica respecto

a la condicion sin vitamina D, pero no fue significativo.
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Figura 3. Efecto de la vitamina D sobre la fagocitosis total de M. tuberculosis. Los MN de sujetos sanos fueron
pre-tratados con diferentes concentraciones de vitamina D (1, 10 y 100nM) durante 24hrs, posteriormente se
infectaron con M. tuberculosis a multiplicidad de infeccién (MOI) 1 y 10. Se hizo la tinciéon, se analizd en el
microscopio y los datos se reportaron en porcentaje de fagocitosis. Las barras representan la media y las lineas
verticales la desviacion estandar (SD), n=7. *p<0.05, Prueba t-student, (10nM/ sin vitamina/MOI10 D vs. 10nM
vitamina D/MOI10.

Los MN fagocitan cimulos de M. tuberculosis

En el analisis de la fagocitosis por microscopia, se observé que los MN sin vitamina Dy pre-
tratados con 1, 10 y 100nM de vitamina D fagocitaron pocas micobacterias (1, 2-3,3-5), sin
embargo se observé que los MN fagocitaron principalmente cumulos de M. tuberculosis. (Figura
4, panel A-D).

Para tratar de explicar la fagocitosis de cumulos micobacterianos se prepard una
suspension de M. tuberculosis y se sometid a las mismas condiciones de incubacién. Lo que se
pudo observar es que las micobacterias se agregan (Figura 4, panel E) lo anterior nos deja en claro

gue este fendmeno se debe a la naturaleza lipidica de la micobacteria.
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Por otro lado se observd que la vitamina D promovié un cambio morfoldgico en los MN
pues a medida que aumenté la concentracién de vitamina D los MN aumentaron de tamafio,
prolongaciones y vesiculas (Figura 4, panel A-D).

Para el analisis de la fagocitosis, los MN se clasificaron en 3 rangos segun el nimero de
micobacterias que internalizaban. Se agruparon en aquellos que fagocitaron de 1 a 2 (baja
fagocitosis), de 3 a 4 (mediana fagocitosis) y mas de 5 bacilos de M. tuberculosis (alta fagocitosis),
este andlisis fue aplicado a la fagocitosis de MN pre-tratados con las diferentes concentraciones
de vitamina D (1,10 y 100 nM). En la fagocitosis sin vitamina D (figura 5A), los MN fagocitaron
significativamente mas de 5 bacilos comparado con MN que tienen baja y mediana fagocitosis (3 a
4 bacilos y mas de 5 bacilos) (*P<0.05), esta observacién fue consistente en el MOI de 1y 10. En
cuanto a MN pre-tratados con las diferentes concentraciones de vitamina D (figura 5B, C y D) se
observd el mismo patrén, es decir, para MOI de 1 y 10 los MN fagocitan mas de 5 bacilos de M.
tuberculosis (*P<0.05). Lo anterior nos dice que la fagocitosis de acumulos micobacterianos es

independiente del MOI de infeccion y el pre-tratamiento de los MN con vitamina D.

27



M. tuberculosis

SE 1nM 10nM

100nM M. tuberculosis

Figura 4. Los MN fagocitan preferentemente cimulos de mas de cinco M. tuberculosis. Los MN
fueron pre-tratados con vitamina D y se infectaron a MOI de 10, posteriormente se realizd la tincién
de Kinyou. A) Fagocitosis sin vitamina D. B-D) Fagocitosis de MN pre-tratados con 1, 10 y 100 nM de

vitamina D respectivamente. E) Suspensidn homogenizada de M. tuberculosis.
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Figura 4. Los MN fagocitan preferentemente ciimulos de M. tuberculosis. Los MN sin tratamiento o
con pre-tratamiento de vitamina D por 24h se infectaron a multiplicidad de infeccion (MOI) 1y 10 con
M. tuberculosis (Mtb). Se hizo la tincién y se analizd en el microscopio y la fagocitosis se reporté en
porcentaje. Los MN se agruparon en aquellos que fagocitaron de 1-2, 3-4 y >5 M. tuberculosis (Mtb). A)
MN sin vitamina D B) MN tratados con 1nM de vitamina D C) MN tratados con 10nM de vitamina D D)
MN tratados con 100nM de vitamina D. Las barras representan la media y lineas verticales la desviacion

estadndar (DS). (n=7), *p<0.05, Prueba t-student.
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El pre-tratamiento de vitamina D con 10 y 100nM aumenta la capacidad fagocitica de MN que

fagocitan mas de 5 bacilos

El efecto de la vitamina D sobre la fagocitosis se analizd a nivel de los rangos formados
segln las bacterias que internalizaban los MN (baja fagocitosis, mediana fagocitosis y alta
fagocitosis), Unicamente para el MOI de 10, puesto que bajo ésta condicion se observé un mayor
porcentaje de fagocitosis.

En los grupos de MN con baja y mediana fagocitosis no se observd el efecto de las
concentraciones de vitamina D comparado con los MN sin vitamina D (Figura 6).

En MN pertenecientes al grupo de alta fagocitosis, se observd que el pre-tratamiento con
1 nM de vitamina D existe una tendencia al aumento de la fagocitosis comparado con la condicién
si estimulo, sin embargo no fue significativo. Por otro lado se observé que para este mismo grupo
(alta fagocitosis) el pre-tratamiento con 10 y 100nM de vitamina D aumento significativamente su
capacidad fagocitica (P<0.05) comparado con la condicidn sin estimulo. Lo anterior nos dice que
un pre-tratamiento de los MN con 10 y 100 nM de vitamina D aumenta la capacidad fagocitica de
MN que fagocitan mas de 5 bacilos de M. tuberculosis (Figura 6).

En resumen, los experimentos presentados en éste trabajo, mostraron que los MN pre-
tratados con 10nM de vitamina D aumentan su capacidad fagocitica. Por otro lado
independientemente del pre-tatamiento con la vitamina D, los MN fagocitan principalmente
cumulos de M. tuberculosis; en éste mismo grupo la vitamina aumentd su capacidad fagocitica con

una concentracién de 10 y 100 nM de vitamina D.
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Figura 6. El pre-tratamiento con 10 y 100nM de vitamina D aumenta la capacidad fagocitica de MN
que fagocitan >5 bacilos. Los MN de sujetos sanos fueron tratados en presencia de o ausencia (SE) de 1
10 y 100 nM de vitamina D durante 24hrs posteriormente se infectaron a multiplicidad de infeccién 10.
Los MN se agruparon en aquellos que fagocitaron de 1-2, 3-4 y >5 M. tuberculosis (Mtb). Las barras
representan la media y las lineas verticales la desviacidn estandar (SD), n=7, t-student *p<0.05, 10nM vs

0; 100nM vs 0.

31



La vitamina D induce la expresion dosis-dependiente del gen catelicidina LL-37

Se ha demostrado que la vitamina D induce la expresion de LL-37, un péptido involucrado
en la muerte de la micobacteria [37, 47-49]. Es por ello que se analizdé su efecto sobre la
expresion de LL-37en MN estimulados con diferentes concentraciones de vitamina D (1, 10 y
100nM) durante 24 horas por PCR en tiempo real. En la figura 7 se muestra que la expresién del
mRNA de LL-37 aumenta con la concentracién de vitamina D de una manera dosis-dependiente

(P<0.05).
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Figura 7. La vitamina D induce la expresion dosis-dependiente del gen LL-37. Los MN de sujetos
sanos fueron estimulados con 1, 10 y 10 nM de vitamina D durante 24 horas, se hizo la extraccion
de RNA total, sintesis de cDNA vy se analizé la expresion del gen LL-37 por RT-PCR. Las barras
representan la media y las lineas verticales la desviacion estandar (DS), Mann-Whitney (n=6) (0 vs

1,10 y 100nM, *p<0.05)
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Expresion de VDR y CYP27B1 en MN tratados con vitamina D

La vitamina D ejerce su funcion activadora a través de su receptor de vitamina D (VDR),
gen que se expresa en células del sistema inmune como MN humanos y macréfagos murinos; la
expresion de VDR y tiene un papel en la activacion de la transcripcién de genes involucrados en la
muerte de la M. tuberculosis. En macréfagos humanos la activacion del TLR1/2 en presencia de la
forma activa de la vitamina D (1,25 dihidroxivitamina Ds3) induce la expresién del VDR vy la la-
hidroxilasa (CYP27B1), quien hidroxila a la 25 hidoxivitamina D en el carbono 1 convirtiéndola en
su forma activa lo que conduce a la produccion del péptido antimicrobiano LL-37.

Por los antecedentes mencionados se estudid el efecto de las diferentes concentraciones
de vitamina D (1, 10 y 100 nM) sobre la transcripcién de VDR y CYP27B1 en MN humanos por PCR
en tiempo real. En la figura 8A se observa que los MN expresan VDR a medida que aumentd la
concentracidn de vitamina D, sin embargo no es significativo (SE vs 1, 10 y 100nM). Un resultado

semejante se observo en la expresion de CYP27B1 en la figura 8B,
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Figura 8. Expresion de VDR y CYP27B1 en MN tratados con vitamina D. Lo MN fueron
estimulados 24 horas con vitamina D, se hizo la extraccion del mRNA, sintesis de cDNA vy
analizo la expresion del mRNA de VDRy CYP27B1 por RT-PCR. (A) y CYP27B1 (B). Las barras

representan la media y las lineas verticales desviacién estandar (SD), Mann Whitney, (n=5).
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La vitamina D disminuye la expresion del mRNA de TACO

La proteina TACO se encuentra en la membrana del fagosoma y desaparece a medida que se
fusiona con el lisosoma. Una de las estrategias de M. tuberculosis para sobrevivir dentro del
macrofago es evitar la fusion del fagosoma-lisosoma mediante la retencidn de la proteina TACO,
lo cual evita la destruccion de la micobacteria. Por otro lado se ha observado que la vitamina D
disminuye la expresion de TACO.

En este trabajo se analiz6 el efecto de la vitamina D sobre la expresion del mRNA de TACO
en MN estimulados con diferentes concentraciones de vitamina D (1, 10 y 100nM) por PCR en
tiempo real. En la figura 9 se muestra que la expresién de TACO disminuye a medida que aumenta

la concentracién de vitamina D, aunque no es significativo (SE VS 1,10 y 100nM)
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Figura 9. La vitamina D reduce la expresion del mRNA de TACO. Los MN fueron estimulados 24
horas con diferentes concentraciones de vitamina D y se analizo la expresion de mRNA de TACO por
RT-PCR. Las barras representan la media y las lineas verticales la desviacién estandar (SD), Mann-

Whitney, (n=4).
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9.DISCUSION

La respuesta inmune innata tiene un papel importante en el control de M. tuberculosis, en
la cual participan MN y macréfagos. Estas células llevan a cabo fagocitosis, procesamiento y
presentacion de antigenos iniciando asi el desarrollo de una respuesta inmune adaptativa.

La fagocitosis es un proceso central para la defensa del hospedero en contra de una
variedad de micoorganismos invasores, que requiere de interacciones especificas entre la
superficie de la particula que va a ser ingerida y las estructuras de reconocimiento de la membrana
plasmatica del fagocito [60].

La vitamina D es un potente activador de la respuesta inmune ya que regula la
diferenciacién, crecimiento y funciéon de un amplio rango celular incluyendo células del sistema
inmune [27, 29, 30, 37, 46].

En este trabajo se observé un mayor porcentaje a de fagocitosis a MOI 10 en comparacion
con el MOI de 1 y es independiente de la presencia de vitamina D, demostrando que nuestro
sistema funciona de acuerdo a lo reportado [58, 59].

Existen reportes, empleando diferentes condiciones experimentales y tipos celulares, que
demuestran que la vitamina D aumenta la capacidad fagocitica de las células del sistema inmune.
Tal es el caso de los estudios con la linea celular THP1 y MN de sujetos sanos que fueron tratados
con diferentes concentraciones de vitamina D, la cual favorecid la fagocitosis de perlas de latex,
Escherichia coliy M. tuberculosis cepa H37Rv respectivamente [31-33].

Los resultados obtenidos, bajo nuestras condiciones experimentales, demuestran que una
concentracién de 10 nM de vitamina D, aumenta la capacidad fagocitica de los MN hacia M.
tuberculosis Unicamente a MOI de 10 (figura 3).

Se ha visto que la vitamina D aumenta la expresion de receptores membranales como
CD53, CD11d y CD14 en MN y células HL-60 [60, 61]. El receptor CD14 y su interaccion con otros
TLRs (TLR 4/2) participan en el reconocimiento de patégenos [62].

El efecto de la vitamina D en el incremento de la capacidad fagocitica de los MN podria
deberse a que tal vitamina induce la secreciéon se citocinas importantes para el proceso de
fagocitosis (como IL-12), ademas de que la vitamina D induce la expresidn del receptor de manosa
(CD206) involucrado en la internalizacion de M. tuberculosis [63, 64]. Se ha descrito que la

fagocitosis de M. tuberculosis es mediada por el receptor de complemento CR3 (CD11b/CD18) y en
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cuanto a los receptores de complemento CR1 (CD35), CR4 (CD11c/CDI8) participan en la
fagocitosis de distintas especies del género Mycobacterium [65, 66].

La observacién de que la fagocitosis de M. tuberculosis, por MN humanos, se da
preferencialmente a una relacidon de 5 o mas micobacterias se debe a la composicion propia de la
pared de la micobacteria ya que estd compuesta por un gran cantidad de lipidos complejos (50-
60%) como glicolipidos fendlicos (PGL’s), y lipoarabinomanos, que le dan una caracteristica
hidrofébica [67]. Dada esta propiedad, las bacterias dificilmente se encuentran libres y aisladas y
en consecuencia son fagocitadas en pequefios grupos como los que se observé en este trabajo
(Figura 4-E).

La vitamina D induce la diferenciacion y maduracién de MN a macréfagos logrando
cambiar su forma y tamano [30]. Este hecho se puede corroborar como lo muestra la figura 5,
donde se puede observar que a medida que aumenta la concentracién de vitamina D aumentan en
tamafio y nimero de prolongaciones los MN, es decir que van presentando morfologias mds hacia
macréfago.

Al analizar las diferencias entre los rangos formados segin el nimero de micobacterias
gue internalizaban, la vitamina D no aumenté la capacidad de fagocitosis de MN que fagocitaron
de 1 a2y 3adbacilos, sin embargo el pre-tratamiento con 10 y 100 nM de vitamina D aumento el
potencial fagocitico (P<0.05) del grupo de MN que fagocitaron mds de 5 micobacterias (Figura 6).

El mecanismo bactericida en el que participa la vitamina D se basa en la induccion de la
produccidon del péptido LL-37 por parte de las células del sistema inmune innato que esta
implicado en la muerte directa de M. tuberculosis. En este estudio se demostré que la vitamina D
induce la expresion de LL-37 en MN humanos de una manera dosis-dependiente (P<0.005) como
ya se habia demostrado en estudios preliminares [37, 47-49].

La vitamina D al unirse a su receptor VDR (factor de transcripcion) y entrar al nucleo dara
inicio a la produccién de LL-37. Se sabe que la activacién de los TLRs de los MN y macréfagos
resulta en la produccidon de VDR y CYP27B1 [37]. El efecto de la vitamina D sobre la expresién de
VDR ha sido poco explorado, hasta el momento, Unicamente se sabe que en MN murinos la
vitamina D aumenta su expresién; sin embargo en este trabajo el efecto de la vitamina D sobre su
expresion, empleando MN humanos, no alcanzd una significancia estadistica, quiza al aumentar el

numero se muestras podamos observar cambios significativos.
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De acuerdo a los resultados, no se observaron cambios significativos en la expresion del
mRNA de VDR y CYP27B1 por efecto de la vitamina D. Es necesario que se explore mas a fondo el
papel de la vitamina D sobre la expresiéon de VDR pues se sabe que éste promueve la activacion de
la autofagia que es un proceso esencial para montar una respuesta inmune efectiva contra M.
tuberculosis [68].

La supervivencia de M. tuberculosis dentro de los macréfagos se ha asociado a su
capacidad de detener o retrasar la maduracién del fagosoma. Uno de estos mecanismos es a
través de la retencién de la proteina TACO en la membrana del fagosoma, que evita que éste
madure y con ello se una al lisosoma [56]. Por otro lado se sabe que la vitamina D en conjunto con
el acido retinoico disminuye la expresiéon de TACO y con ello la maduracién del fagosoma vy la
consecuente eliminacion de la micobacteria [57]. Es por ello que se analizo el efecto de la vitamina
D en la expresion de TACO en MN.

Los resultados, demuestran que a medida que aumenta la concentracién de vitamina D
disminuye la expresion de TACO, sin embargo, no se encontraron diferencias significativas,
probablemente si se incrementa el nimero de muestras podriamos ver significancia estadistica y
confirmar con lo ya reportado en la literatura. La tendencia que se observé hacia la disminucidn de
la expresidon de TACO nos sugiere que la vitamina D estd evitando su expresion lo cual podria ser
muy importante en el tratamiento y combate de la infeccion con M. tuberculosis ya que
favoreceria la maduracidn del fagosoma y por tanto la eliminacién de la micobacteria.

Por otro lado se han encontrado elementos de respuesta a VDR/RXR en la regién
promotora de TACO que estan implicados en la de-regulaciéon de TACO [57]. Esto nos dice que en
algunos casos el heterodimero VDR/RXR esta involucrado en procesos de de-regulacion como es
TACO y en otros en incrementar la sintesis como es el caso de LL-37.

A nivel in vitro existen evidencias de que la vitamina D induce la produccion de LL- 37 y la
disminucion de la expresion de TACO en MN y macréfagos, por lo anterior, resulta importante
explorar los efectos terapéuticos de la vitamina D en pacientes con TB.

La evidencia clinica adicionando vitamina D en el tratamiento de la TB activa ha sido
reportada en pocos estudios. Se ha visto que la administracién de vitamina D muestra una
diferencia significativa en la conversién del esputo (disminucion de carga bacteriana en
baciloscopia) comparado con el grupo que se le administré placebo [69]. Asi mismo se ha

reportado que la vitamina D, administrada a nifios con TB activa, disminuye los sintomas clinicos
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de la TB en comparacién con aquellos que solo se les suministro el tratamiento contra la TB por si
sola [70].

Por otro lado se ha visto su papel profilactico pues se ha demostrado que una Unica dosis
oral de vitamina D potencia la inmunidad en la prevencién del desarrollo de TB activa en contactos
sanos [71]. Sin embargo existen reportes donde el tratamiento ce la vitamina D como coadyuvante
a al tratamiento de la TB no representa algun beneficio en la reduccién de la severidad clinica de Ia
TB [72].

En resumen, los resultados obtenidos en este trabajo muestran evidencias in vitro de que
la vitamina D aumenta la capacidad fagocitica de los MN humanos para M. tuberculosis y
promueve la produccién de LL-37, sin embargo se necesitan mds estudios clinicos para acumular
mas evidencia y apoyar la propuesta del suministro de la vitamina D como coadyuvante para el

tratamiento contra la TB.
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10. CONCLUSIONES

1. Los MN fagocitan mdas micobacterias a MOI de 10 en comparacion con el MOI de 1 en

presencia o ausencia de vitamina D.

2. La vitamina D a una concentracion de 10 nM aumenta la fagocitosis total de M.

tuberculosis por MN, Unicamente a MOI de 10.

3. La vitamina D induce la expresién de LL-37 de una manera dosis-dependiente.

11. PERSPECTIVAS

1. Aplicar las concentraciones de 10 y 100 nM de vitamina D y MOI de 10 en un modelo de
pacientes con DM2.

2. Evaluar la expresion de receptores que participan en la internalizacién de M tuberculosis
como CD206, CD11b/18 (CR3) y CD11c/18 (CR4) en MN de sujetos sanos bajo estimulo con
vitamina D.

3. Evaluar el efecto de la vitamina D en el control del crecimiento intracelular de M.

tuberculosis.
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ANEXO

Buffer de Miltenyi (PBS 0.01 M, pH 7.2, BSA 0.5 %, EDTA 2 mM)

4mL de solucion EDTA 0.5 M (Gibco)

e A

Equipo de filtracion 1L 0.22 pm (Corning)

1L de solucién salina fostatada (PBS) al 0.01 M. pH 7.2 Biowhittaker)

5g de albumina sérica bovina Fraccion V (Calbiochem)

En un matraz llenar con 900 mL de PBS en el cual se le agrega 5 g de BSAy 4 mL de EDTA 0.5M

una vez disuelto y se lleva a un volumen final de 1000mL. Filtrar con equipo de filtrado en la

campana de flujo laminar. Etiquetar y almacenarlo a 4 °C.

Preparacion de la DNasa

En un tubo mezclar suavementel0 L de la solucion madre de DNAsal (Quiagen) y 70 uL del buffer

de digestion de ADN (RDD)(Quiagen). La solucién se prepara de acuerdo al nimero de muestras.

Por ejemplo, se mezcla 100 uL de DNAsa | con 700uL del buffer de digestion para 10 muestras.

Sintesis de cDNA complementario

Preparacion de la mezcla RNA/Primer agregando los reactivos en el siguiente orden:

Componente Muestra

5ug RNA total 8 uL

RNA control (50ng/ pL) -

Randomhexamers 1ul
(50ng/ L)
Mezcla 10nM dNTP 1ul
Agua-DEPC -
Volumen Final 10 puL

+RT control

1puL

1puL

1puL

1uL

10 pL
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Preparacion de la reaccion RT agregando los componentes en el orden indicado, las cantidades

varian segun el numero de reacciones

Componente Por reaccién
10X RT buffer 2 uL
25mM MgCl, 4L
0.1 MDTT 2 uL
RNaseOUTrecombinantribonucleaseinhibitor lpul
Volumen final 9 uL

Andlisis de expresion de genes por PCR cuantitativa
Mezcla master Mix para expresion de genes agregar los siguientes componentes haciendo el

calculo para el nimero total de muestras que se tienen.

Agua DEPC 5uL 5uL

2X Universal Master MixTagMan* 10 uL
Ensayo 20X 1ul

Volumen final 16 uL

*Esta mezcla contiene la enzima DNA polimerasa de Thermus aquaticus, cloruro de magnesio

(MgCl;) y los desoxirribonucledsidos-trifosfato dTTP, dATP, dCTP y dGTP
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Cuantificacion de la expresion génica formulas utilizadas en el método AACt

Normalizacion

&Algin cambio?

Gen X de interés en células
no tratadas (Control)

Gen X de interés en células
tratadas con vitamina D

Gen enddgeno 18S en
células no tratadas
(Control).

Gen enddgeno 18S en
células tratadas con
vitamina D

ACt1 = Ct (del gen X tratadas) — Ct (del gen 18S tratadas)

ACt2 = Ct (del gen X control) — Ct (del gen 18S control)

2.

Obtencion de RQ (Unidades de expresion relativa)

Numero de veces que el transcrito se expresa en relacién al control.

ACt1 - ACt2 = AACt

- BACt
2

=RQ
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