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Lista de abreviaturas

AMP: péptidos antimicrobianos (antimicrobial peptide)

APCs: células presentadoras de antigeno (antigen presenting cell)

CMA: autofagia mediada por chaperonas (chaperone-mediated autophagy)

DAMPs: patrones moleculares asociados al dafio (damage associated molecular pattern)
DAP: acido meso-diaminopimelico (diaminopimelic acid)

DCs: células dendriticas

DNA: acido desoxirribonucleico

FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (Food and Drug Administration)
FPN1.: ferroportinal

G+C: Glutamina méas Gentamicina

GAS: grupo A Streptococcus

HBDs: B-defensinas

IFN-y: interferén gamma

IL: interleucina

IMF: intensidad media de fluorescencia

iINOS: oOxido nitrico sintetasa inducible

LAM: lipoarabinomanano

LAP: fagocitosis asociada a LC3 (LC3-associated phagocytosis)

LC3: cadena ligera 3 asociada a los microtibulos (Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3)
LCN2: Lipocalin 2

LM: lipomannano

LPS: lipopolisacarido

LTBI infeccion de tuberculosis latente (Latent Tuberculosis Infection)



MDMs: macréfagos diferenciados a monocitos

MDP: muramil dipéptido

MDR-Tb: Tuberculosis mulifarmaco resistente (multidrug resistant tuberculosis)

MHC II: complejo mayor de histocompatibilidad clase Il (major histocompatibility complex)
MHC: complejo mayor de histocompatibilidad (major histocompatibility complex)

NDP52: proteina de punto nuclear (nuclear domain 10 protein 52)

NF-KkB: factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)

NKs: células asesinas naturales (natural killers)

NLR: receptores tipo NOD

NO: dxido nitrico

NOD: dominio de oligomerizacion de union a nulcleétido (nucleotide oligomerization domain)
PAMP: patrones moleculares asociados a patdégenos (pathogen-associatedmolecular patterns
PBMC: células mononuleares de sangre periférica (perpheral blood mononucleated cell)
P1(3)K: cinasa fosfatidilinositol-3-OH clase 11

PIM: fosfatidilinositol manosido

PRRs: receptores de reconocimiento de patrones (PRR de Pattern recognition receptor

RNA: acido ribonucleico

ROS: especies reactivas de oxigeno (reactive oxygen species)

Th: Tuberculosis

TLR: receptores tipo Toll (Toll-like receptor)

TLR-2: receptores tipo Toll 2

TNF-a: Factor de necrosis tumoral (tumor necrosis factor)

Tri-DAP: acido-tri-diaminopimelico

XMDR-Tb: tuberculosis extensivamente resistente (extensively drug resistant tuberculosis)



Resumen

Recientemente se reportd que el acido Tri-diaminopimélico (Tri-DAP) y la loperamida pueden estimular
la actividad antimicrobiana del macrofago humano para el control de la infeccién por Mycobacterium
tuberculosis. Estos inmunomoduladores son de distinta naturaleza, uno es un componente de la pared
microbiana y el otro es un farmaco antidiarreico. Se sabe que ambos pueden inducir autofagia y limitada
o nula produccién de citocinas pro-inflamatorias. En los ultimos afios se ha reconocido que la autofagia
estd implicada en la inmunidad innata y adaptiva y en la eliminacion de patogenos intracelulares como
Mycobacterium tuberculosis. La autofagia es un mecanismo catabélico que mantiene la homeostasis
celular por medio de la degradacién de componentes intracelulares innecesarios como proteinas y
organulos, asi como de patdgenos (virus, bacterias, hongos y protozoos). Uno de los mecanismos
asociados al control microbiano de la autofagia es la lisis enzimatica y el otro es la posibilidad de que
péptidos antimicrobianos se recluten al autofagosoma y ejerzan su funcion. Lipocalin-2, LL-37 y
hepcidina son péptidos con actividad antimicrobiana y se ha reportado que participan en el control de la
infeccion por Mycobacterium tuberculosis. Ninguno de estos péptidos se ha asociado ni con Tri-DAP ni
con loperamida en el proceso de autofagia pero son buenos candidatos porque Lipocalin-2 y hepcidina
participan en el bloqueo de los sideréforos bacterianos, captacion de hierro y quimioatraccion de
neutrofilos, LL-37 participa en la quimioatraccion de leucocitos al sitio de infeccion, neutralizacion de
LPS y reparacion de tejidos. En este trabajo se investigo si los péptidos antimicrobianos Lipocalin-2,
LL-37 y hepcidina se inducen por la estimulacion de Tri-DAP y loperamida y si existe una asociacién

entre ellos y la micobacteria.

A partir de paquetes leucocitarios de donadores sanos del banco de sangre del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosio Villegas” (INER) se obtuvieron monocitos que fueron
diferenciados a macréfagos humanos (MDMs). Los MDMs se estimularan loperamida y Tri-DAP (Tri-
diaminopimeélico) y MDP (muramil dipéptido). Un duplicado de MDMs de cada sujeto se dejo sin
infectar y el otro se infectaron con M. tuberculosis cepa H37Rv. Se realizé la tincion para LCN2, LL-37
y hepcidina y las muestras fueron visualizadas en el microscopio de fluorescencia Axio Scope 1.A (Carl
Zeiss) y se tomaron fotografias de cada condicion de las muestras. Se obtuvo el porcentaje de celulas
positivas para los péptidos en estudio y se midié la intensidad media de flurescencia con el software Zen
Pro 2.1 (Carla Zeiss).



Los resultados obtenidos mostraron que loperamida induce significativamente la expresion de LCN2 y
el reclutamiento de este péptido al sitio de localizacion de la micobacteria. LL-37 y hepcidina mostraron
que hay produccion de estos péptidos por loperamida aunque no fueron estadisticamente significativos,

ademas, de que son reclutados al sitio de localizacion de la micobacteria.

Continuar con el estudio sobre la colocalizacion de los péptidos y la micobacteria asi como de la
expresion de estos péptidos con el inmunomodulador loperamida contribuira al conocimiento sobre su
mecanismo antimicrobiano y para que en un futuro se desarrolle un tratamiento donde pueda ser

administrado para la eliminacion de la tuberculosis.



Antecedentes

El sistema inmune esta conformado por un conjunto de 6rganos y tejidos linfoides asi como células y
moléculas especializadas, quienes llevan a cabo una respuesta coordinada para lograr mantener la
integridad fisioldgica y genética del organismo (Cadavid, 2009). Los microorganismos como Virus,
bacterias, hongos y parasitos asi como algunas moléculas organicas externas son reconocidos por el

sistema inmune los neutralizar, elimina y repara el dafio que han generado (Danilova, 2008).

En los vertebrados el sistema inmune se caracteriza por dos principales lineas de defensa, esta division
se basa en la naturaleza de sus receptores: la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa (Owen et al.,
2014). La inmunidad innata es la primera respuesta ya que esta se activa en minutos, en cuanto el agente
infeccioso se enfrenta a las barreras fisicas (epitelios) y quimicas (moléculas solubles) (Méndez et al.,
2008). La inmunidad innata se caracteriza por tener especificidad limitada, generar componentes
solubles como péptidos antimicrobianos (por sus siglas en inglés AMP), activa el Sistema del
Complemento y algunas citocinas (por ejemplo TNF, IL-1, IL-12 e IL-18). En esta primera respuesta
participan un subconjunto de células tales como macrdfagos, natural killers (por sus siglas en inglés
NKSs) y células dendriticas (por sus siglas en inglés DCs), asi como diversos tipos de leucocitos
polimorfonucleares. Estas células expresan en su membrana Receptores de Reconocimiento de
Patogenos (por sus siglas en inglés PRRs) como TLRs, NLRs, y RLRs lo cuales reconocen patrones
moleculares asociados a patégenos (por sus siglas en inglés PAMPs,) ya sean bacterias 0 virus
(Mandrekar & Muralidharan, 2013).

La inmunidad innata no solo tiene la funcion de defensa si no también la induccién e inmunoregulacion
de la respuesta inmune adaptativa o también llamada la segunda linea de defensa (Méndez et al., 2008).
La inmunidad adaptativa se activa en dias posteriores al reconocimiento del agente patdgeno, es
especifica, tiene componentes de memoria, los linfocitos B y T son quienes se encargan principalmente
de regular esta respuesta, a su vez se divide en inmunidad humoral e inmunidad celular (Owen et al.,
2014).
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Ambas respuestas se complementan, conformando una red de mecanismos especializados como la
inmunidad celular y humoral, la regulacion negativa y la autofagia. El mecanismo de la autofagia actta
en tres eventos principales de la respuesta inmune; 1) en el reconocimiento y eliminacién del patdgeno
(mecanismos innatos), 2) en la presentacion de antigenos por el complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) (mecanismos adaptativos) y 3) regulando la respuesta inflamatoria
removiendo cuerpos apoptdticos (regreso a la homeostasis) (Pefia-Sanoja & De Sanctis, 2013; Gomes
& Dikic, 2014). En el proceso de co-evolucion huésped-patogeno, diversos patégenos han desarrollado
mecanismos para evadir o subvertir la respuesta inmune y asi sobrevivir dentro del huésped, uno de los

patdgenos con més éxito es Mycobacterium tuberculosis (Baena & Porcelli, 2009).

1. Generalidades de Mycobacterium tuberculosis

M. tuberculosis pertenece al género Mycobacterium, este género se agrupa con base en su tasa de
crecimiento en dos grupos; las especies de lento crecimiento como Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium bovis, Mycobacterium leprae y Mycobacterium africanum, el de crecimiento rapido que
en general son oportunistas 0 no patdgenas, como Mycobacterium smegmatis (Mc Murray, 1996;
Forrellad et al., 2013). M. tuberculosis es un bacilo gram-positivo, aerobio, inmovil, rico en Guanina 'y
Citocina (G+C), su genoma consta de 4,4x10° pares de bases y contiene 4.000 genes aproximadamente,
es acido-alcohol resistente (Mc Murray, 1996; Cook et al., 2009).

Estructuralmente se caracteriza por tener una pared y una membrana rica en lipidos. La capa interna es
la membrana citoplasmatica conformada por glicolipidos, lipoglicanos y lipoproteinas (Angala et al.,
2014). La capa externa es la pared celular compuesta de peptidoglicanos unidos al heteropolisacarido
arabinogalactano, estos se encuentran esterificados con los acidos micdlicos los cuales representan un
60% de la composicion de la pared celular de M. tuberculosis (Fig.1) (Angala et al., 2014). Esta
composicion externa de la pared la hace hidrofoba, resistente a diversos agentes terapéuticos, detergentes
asi como al alcohol y a los acidos. Esta propiedad permite visualizarla con la tincion Ziehl Neelsen en
color rojo (Hernandez et al., 2001; Gengenbacher & Kaufmann, 2012). Otro caracteristica de M.
tuberculosis es su metabolismo versatil, puede adaptarse a cambios de niveles de oxigeno como
aerobiosis, hipoxia e inclusive anaerobiosis, ademas es capaz de utilizat diversas fuentes de carbono,

como los &cidos grasos (principal fuente de carbono) (Hernandez et al., 2001; Cook, et al., 2009).

11



M. tuberculosis crece a 37°C con tiempo de duplicacion lenta entre 18-24 horas, el aumento de la tensién
de CO, estimula su crecimiento (Ahmad, 2011). M. tuberculosis crece en medio de Meddlebrook y
medio Lowenstein-Jensen, formando colonias de color blanco a amarillo dentro de 3-4 semanas
(Hernandez et al., 2001; Gengenbacher & Kaufmann, 2012).
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Figura 1. Representacion esquematica de la composicidon estructural de la pared celular de M.
tuberculosis. Los lipidos le confieren su baja permeabilidad asi como su forma vy rigidez. Modificado
de Angala et al., 2014.

1.2 Patogenia

La tuberculosis (Tb) es una enfermedad sistémica causada por M. tuberculosis se ha considerado como
un problema de salud publica a nivel mundial ya que se estima que una tercera parte de la poblacién
humana del mundo estan infectados con este patdégeno (Cliff et al., 2015). Ademas es, junto con la
infeccion por VIH, una de las principales causas de mortalidad, segun la Organizacion Mundial de la
Salud (WHO, 2015). M. tuberculosis se propaga a través del aire, la principal fuente de infeccién surge
de la expulsidn en aerosoles de la micobacteria por personas infectadas, ya sea al toser estornudar o al
hablar (Herrera et al., 2005; Gengenbacher & Kaufmann, 2012). La infeccién inicia cuando pequefias
gotas, con un didmetro aproximado de 1-5um de didmetro que contienen maximo 3 bacilos de M.
tuberculosis, son inhaladas, debido a su tamafio las gotas pueden permanecer suspendidos en el aire de
minutos a horas (Ahmad, 2011; Korb et al., 2016).
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Dentro del organismo, M. tuberculosis se disemina a través de los conductos linfaticos, la corriente
sanguinea, los bronquios y el aparato gastrointestinal, la forma clinica de la infecciéon mas comun es la
Th pulmonar (Mc Murray, 1996; Herrera et al.,2005; Forrellad et al., 2013). M. tuberculosis llega a los
alveolos porque evade la defensa de los bronquios, posteriormente la respuesta inmune innata inicia y
se reconoce M. tuberculosis en el espacio alveolar por los PRRs. Diferentes tipos celulares dentro del
espacio alveolar contribuyen en los mecanismos de defensas, principalmente macrofagos alveolares,
células dendriticas, neutrofilos, células NK asi como las células epiteliales de las vias respiratorias (Sia
etal., 2015). Los PRRs predominantes son los TLR-2 de macrdfagos, las lectinas tipo C ademas de otros
receptores como, receptores scavengers, receptores del complemento, receptores de la proteina
surfactante A y los receptores del colesterol (Ahmad, 2011; Korb et al., 2016). La interaccion de M.
tuberculosis con TLR-2 inicia una cascada de sefializacién intracelular que finaliza con una respuesta
proinflamatoria, antimicrobiana y la produccién de citocinas y quimiocinas, la sefializacién de TLR-2
es el mecanismo principal de la respuesta inmune innata durante la infeccién por M. tuberculosis (Ahmad
2011; Fogel, 2015; Korb et al., 2016).

La pared celular de M. tuberculosis, como se menciond anteriormente, estd compuesta de diversos
lipidos de los cuales los principales ligandos de la superficie que interactian con receptores TLRs de
19 y 27 kDa, glicoproteinas de 38kDa, y glicolipidos (lipomannano (LM) lipoarabinomanano (LAM) y
fosfatidilinositol manosido (PIM) (Ahmad, 2011; Korb et al., 2016). Estos ligandos al interactuar con
TLRs activan el factor de transcripcion nuclear kB (NF—kB), la produccion del factor de necrosis tumoral
(TNF) —a, la produccion de interleucina (IL)-1, IL-12, 6xido nitrico (NO) y quimiocinas inflamatorias
(CCL2, CXCL10) (Juarez & Rivas-Santiago, 2007; Fogel, 2015; Korb et al., 2016). Los macrofagos se
mantienen relativamente permisivos una vez que han fagocitado a M. tuberculosis por lo que la
micobacteria se replica exponencialmente y resiste los mecanismos bactericidas bloqueando la fusion

fagosoma-lisosoma causando la muerte del macréfago (Ahmad, 2011; Fogel, 2015; Korb et al., 2016).

Por otro lado, al mismo tiempo, las DCs transportan a M. tuberculosis hacia los ganglios linfaticos
locales, donde las células presentadoras de antigeno (APCs) activan las celulas T (Ahmad 2011; Fogel,
2015). Las APCs presentan los antigenos micobacterianos en asociacion con el complejo mayor de
histocompatibilidad clase Il (MHC-II) a linfocitos T CD4*0 en asociacién con MHC-I a linfocitos T
CD8* (Herrera et al., 2005; Korb et al., 2016). La respuesta inmune adaptativa ha comenzado, se
producen mastocitos (primed cells) las cuales por medio de quimiocinas producidas por las células

infectadas se dirigen al sitio de infeccién (Ahmad, 2011).
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Los mastocitos activan al macréfago lo cuales mediante la secrecion de interferon gamma (IFN —y) y
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) inducen mecanismos antimicrobianos que controlan la
replicacion de la micobacteria pero no la erradican, acumulando células inmunes y originado la
formacion de granulomas. (Korb et al., 2016). EI granuloma mantiene aislada a la micobacteria del resto
de tejido pulmonar, algunos pueden suprimir o promover la persistencia de M. tuberculosis (Ahmad,
2011). Esta primer fuente de dafio en el tejido tiene caracteristicas variables en cada hospedero, se
pueden distinguir tres tipos principales: 1) granulomas solidos, 2) granulomas necroticos y 3) granuloma
caseoso (Gengenbacher & Kaufmann, 2012). Las diferentes formas de granulomas son caracteristicos
de la progresion de la infeccién (Fig.2) (Gengenbacher & Kaufmann, 2012).

Pared fibrosa

Granuloma
caseoso

Células T

Granuloma
necrotico

solido

Figura 2. Formacion y evoluciéon del granuloma. Las celulas alveolares infectadas (fibroblastos,
células epiteliales, macréfagos, DC, neutroéfilos) inducen una respuesta proinflamatoria que atrae a las
células mononucleares y linfocitos T formando un granuloma. La maduracion del granuloma (sélido,
necrético, caseosa) se produce a diferentes velocidades y por lo general culmina en la convivencia de
todas las formas de lesién durante la tuberculosis activa. Mycobacterium tuberculosis crece
exponencialmente y se libera en las vias respiratorias. Modificada de Gengenbacher & Kaufmann,
2012.

El granuloma sélido se caracteriza por prevalecer durante la infeccidon latente, esta compuesto de
macrofagos, DCs, infectados o no infectados sin necrosis y linfocitos, esta rodeado por una pared
fibrética separandolo del resto de tejido pulmonar. En su interior la carga de M. tuberculosis es baja asi
como su actividad metabolica por lo que es nula o baja la replicacion (Gengenbacher & Kaufmann,
2012; Korb, et al., 2016). Estudios en ratones knockout en IL-10, muestran que M. tuberculosis puede
alterar la contencion del granuloma al utilizar a su propio beneficio la actividad inducida por IL-10, ya

que esta interleucina suprime la actividad de las células T y macréfagos (Fogel, 2015).
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La maduracién del granuloma de sélido a caseoso (lesion cavitaria) va disminuyendo el nimero de vasos
sanguineos y formando un ambiente hipoxico (Korb et al., 2016). Se caracteriza por ser un granuloma
neutrofilico o necrotico se caracteriza por tener un extenso infiltrado granulocitico y/o supuracion en el
nucleo central del granuloma. M. tuberculosis se puede reactivar convirtiéndose en metabdlicamente
activa (Gengenbacher & Kaufmann, 2012; Korb, et al., 2016). Esto facilita la caseificacion del
granuloma, proporcionando un ambiente fértil de nutrientes benéfico para el crecimiento de M.
tuberculosis (Gengenbacher & Kaufmann, 2012). La necrosis aumenta en este tipo de granuloma y en
su nucleo la licuefaccion de las células muertas conduce a la formacion de cavidades, restableciendo la

concentracion de oxigeno (Korb, 2016).

La mayoria de las personas que inhalan la micobacteria, tienen una respuesta inmune capaz de controlar
el progreso de la infeccion al detener el crecimiento de M. tuberculosis (Ahmad, 2011). Este proceso se
denomina Tuberculosis latente (por sus siglas en inglés LTBI, latent TB infection), en la mayoria de los
casos de LTBI el individuo infectado es asintomatico y no transmite la enfermedad a otras personas
(Fogel, 2015). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en los altimos afios ha hecho publico que
1/3 de la poblacién mundial est4 infectada con LTBI, del cual entre 5-10% estan en riesgo de desarrollar
la enfermedad activa (Ahmad, 2011; Fogel, 2015). La reactivacién de M. tuberculosis puede ser
ocasionada por generarse un estado de inmunosupresion, esto es, el hospedero inmunocompetente con
LTBI puede verse afectado por mal nutricion, consumo de drogas, tratamientos farmacologicos,
envejecimiento y enfermedades inmunosupresoras, ejemplo infeccion por VIH, céancer y diabetes
(Brighenti & Maria, 2012).

Sin embargo la progresion de LTBI a Tb activa respecto a la maduracion del granuloma es diferente en
cada hospedero, lo que indica una evolucion dinamica y procesos inmunoldgicamente diferentes en el
sitio de infeccidn para cada individuo (Fig. 3) (Fogel, 2015, Korb et al., 2016). La epidemia actual por
M. tuberculosis se ve favorecida principalmente por dos factores: la inmunosupresién causada por VIH
y su relacién con individuos con LTBI, el aumento y mutaciones espontaneas que generan cepas

resistentes a los farmacos de primera linea (Ahmad, 2011; Fogel, 2015).
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Figura 3. Evolucion de la infeccion por M. tuberculosis. En la primera etapa Mtb se establece al evadir los
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1.3 Diagnostico y Tratamiento

La Th sigue siendo una de las principales enfermedades de mayor mortalidad en el mundo. En 2015 la
OMS report6 10,4 millones de nuevos casos de Th, de los cuales 1,8 millones murieron por esta
enfermedad (0,4 millones de personas estaban infectadas con VIH) (OMS, 2015). En México el Sistema
Unico para la Vigilancia Epidemioldgica (SUIVE) informa que ha registrado cada afio en promedio

desde 1990 hasta 2015, 15 mil casos nuevos de Tb pulmonar (Fig. 4).
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Figura 4. Casos nuevos de b pulmonar en México. Reportados desde el afio 1990 hasta 2015,
informacién recaba por el Sistema Unico de Informacién para la Vigilancia Epidemiolégica/Direcciéon
General de Epidemiologia. SS.

Clinicamente la infeccion por M. tuberculosis se clasifica como TBLI, cuando el paciente es
asintomético y no es transmisible la micobacteria, o0 como tuberculosis activa, esta infeccion es
transmisible y presenta sintomas como: fatiga, dolor de pecho, fiebre, falta de apetito y pérdida de peso,
en los pacientes con la enfermedad avanzada pueden presentar tos permanente y esputo con sangre (Pai
et al., 2016). El progreso a Tb activa puede detenerse si se diagnostica oportunamente y proporciona un
tratamiento anti-Mtb en individuos con LTBI, sin embargo actualmente existen deficiencias en un
dianostico eficaz y en el tratamiento (Cliff et al., 2015; OMS, 2015).
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Actualmente la prueba estandar para determinar si una persona esta infectada con M. tuberculosis es la
prueba cutanea de la Tuberculina (por sus siglas en inglés TST), sin embargo, la TST puede dar como
resultado falsos positivos (Ruhwald & Ruhwald, 2016). Este resultado se debe a que las personas fueron
vacunadas con el bacilo de Calmette y Guérin (BCG), M. bovis, comparte antigenos con la especie
patdgena del complejo M. tuberculosis (Kantor & Ritacco, 2009). Este es el principal inconveniente para

poder ser una prueba fiel y eficiente para la deteccion de la infeccion por M. tuberculosis.

Otro de los métodos utilizados frecuentemente para la deteccidon de M. tuberculosis es la baciloscopia y
el cultivo microbioldgico. La baciloscopia normalmente se realiza a partir de una muestra de esputo, la
tincion de Ziehl-Neelsen es utilizada para el reconocimiento de bacilos acido-alcohol resistente (Riello
et al., 2016). Este método aunque es sencillo y de bajo costo tiene baja sensibilidad ya que se requieren
5 000 bacilos/ml aproximadamente para que se declare positiva, ademas es incapaz de determinar si hay
farmacoreesistencia (OMS, 2015; Uribarren, 2016).

El cultivo se puede realizar en medio sélido o liquido a base de huevo como Lowenstein-Jensen y el de
Coletsos, permite detectar y aislar a M. tuberculosis, en general las micobacterias crecen mas rapido en
un medio liquido como Middlebrook 7H10 (Caulfield & Wengenack, 2016). Esta es una prueba estandar
para detectar si se tiene Tb activa, ademas puede reconocer la subespecie de la micobacteria y la
susceptibilidad a los antibidticos (Belo dos Santos et al., 2014). Sin embargo la desventaja de este
método de diagndstico es el tiempo que tarda en que se pueda visualizar las colonias de M. tuberculosis,
para tener un resultado definitivo. Los medios comunmente utilizados son Lowenstein-Jensen (LJ) y
Middlebrook (7H10 o 7H11), el primero permite visualizar el crecimiento de las colonias entre 10-12
dias y en el medio de Middlebrook entre 18-24 dias (Caulfield & Wengenack, 2016). Estos métodos de
diagndstico de rutina asi como las pruebas seroldgicas (medicion de IFN-y producida por las células T)
y pruebas moleculares tienen limitaciones tales como, el tiempo, el costo, la sensibilidad y la distincion
entre infeccion de Tb latente o activa (Fatima, 2009; Al-Zamel, 2014).

El tratamiento de la Th, requiere de un diagndstico preciso y temprano para poder detectar la resistencia
a los farmacos aprobados por la OMS para tratar y en algunos casos curar al paciente. Actualmente el
tratamiento de la Tb esta conformado por una combinacion de un grupo de antibidticos que se administra
en un tiempo mayor a 6 meses, segun se determine si la cepa es multifarmaco resistente (por sus siglas
en inglés MDR-Tb) o extra multifarmaco resistente (por sus siglas en inglés XDR-Tb) (Van den
Boogaard et al., 2009; Schito et al., 2015). La OMS ha determinado una estrategia de terapia
directamente supervisada (por sus siglas en inglés DOT) con el fin de obtener un resultado eficaz en la

eliminacion de la infeccion por M. Tuberculosis y la adherenia al tratamiento (Zumla et al., 2013).

18



Desde 1994 la combinacion de los farmacos isoniazida, rifampicina, pirazinamida y etambutol ha sido
el tratamiento conocido como de primera linea, en los primeros 2 meses de tratamiento se suministran
estos farmacos (Dartois, 2014). Los siguientes cuatro meses se suministra solo isoniazida y rifampicina
(Pai et al., 2016). La tasa de éxito (curacion) de este tratamiento es mayor al 95% bajo administracion
de DOT (Van den Boogaard et al., 2009; Zumla et al., 2013). Este tratamiento es aplicado para Th

pulmonar y las formas extrapulmonares.

La eleccion de los farmacos para el tratamiento se determina por 1) el patron de resistencia a los
medicamentos, 2) que medicamentos se le ha administrado al paciente previamente, 3) si el paciente
tiene condiciones médicas subyacentes y los efectos secundarios que estan reportados para cada farmaco.
Los farmacos contra Tb se clasifican en 5 grupos segun la evidencia de su eficacia, potencia, clase de
farmaco y la experiencia de uso, teniendo asi cinco grupos, tabla 1. Los nombres de los farmacos de
primera linea se pueden abreviar en una o tres letras. EI grupo 1 se administra en una combinacion de
cuatro farmacos para el tratamiento de Tb sensible a los medicamentos. Los grupos 2, 3, y 4 son
medicamentos anti-Th de segunda linea y se administran en pacientes con MDR-Th. El grupo 5 se
recomienda en pacientes XMDR-Tb, son los farmacos que presentan mayor toxicidad para el paciente
(Zumla et al., 2013).

La administracion de multiples farmacos afecta el cumplimiento y la adherencia al tratamiento debido a
su complejidad y al extenso tiempo (1-2 afios) que implica (Van den Boogaard et al., 2009). El paciente
abandona el tratamiento antes de que se encuentre totalmente esterilizada la zona de infeccion, causando
el fracaso del tratamiento (Dartois, 2014). La recaida y aparicion de resistencia a los farmacos de primera
linea requiere de un tratamiento con farmacos de segunda o tercera linea y un tiempo mayor de
administracion (Pai et al., 2016). La MDR-Th, indica la resistencia a isoniazida y la rifampicina, para su
tratamiento requiere de un tratamiento bajo DOT y la combinacién de al menos cuatro farmacos de
segunda linea incluyendo un agente inyectable como un aminoglucésido, con duracion de al menos 18-
20 meses (Zumla et al., 2013; Dartois, 2014). En los Gltimos afios la OMS ha reportado aumento de
casos aun mas graves de XMDR-Tb, para la cual se recomienda la administracion de farmacos de tercera
linea, los cuales son costosos y causan mas efectos secundarios en comparacion con los farmacos de

primera y segunda linea, (Zumla et al., 2013).
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Tabla 1. Clasificacion de los farmacos contra Tuberculosis

Clasificacion

Agrupacion de farmacos

Caracteristicas del tratamiento

Primera Linea

Es un tratamiento oral, estos farmacos se
recomiendan actualmente en una combinacion de
cuatro fdrmacos en pacientes diagnosticados con
Tb o con recaida. La administracion de estos
farmacos es de al menos 8 meses.

Segunda Linea

Los farmacos de segunda linea se dividen en 4
grupos los cuales estdn constituidos por
aminoglucésidos y polipéptidos inyectables,
ademds de fluoroquinolonas orales e inyectables.

Para curar la MDR-TB el tratamiento dura entre 18-
24 meses consiste en la combinacion de cuatro y
seis farmacos, incluyendo una fluoroquinolonay un
agente inyectable (por ejemplo, un aminoglucdsido
o capreomicina el antibidtico péptido).

Tercera Linea

Grupo 1:
Isoniazida (H/Inh)
Rifampicina/rifampicina (R/Rif)
Pirazinamida (z/Pza)
Etambutol (E/Emb)
Rifapentina o rifabutina (P/Rpt) o (Orp)
Grupo 2:
Estreptomicina (S/Stm)
Kanamicina (Km)
Amikacina (Amk)
Capreomicina (Cm)
Viomicina (Vim)
Grupo 3:
Ciprofloxacina (Cfx)
Levofloxacina (Lfx)
Moxifloxacino (Mfx)
Ofloxacina (Ofx)
Gatifloxacina (Gfx)
Grupo 4:
Acido paraaminosalicilico (Pas)
Cicloserina (Dcs)
Terizidona (Trd)
Etionamida (Eto)
Protionamida (Pto)
Tioacetazona (Thz)
Linezolid (Lzd)
Grupo 5:
Clofazimina (zLC)
Linezolid (LZD)
Amoxicilina mas acido (Amx/Clv)
clavulanico Imipenem mas (IPM/CLN)

cilastatina (CLR)
Claritromicina

Estos fdrmacos se recomiendan en pacientes
XMDR-TB, tienen tasas muy altas de efectos
secundarios. El tiempo de administracién es mayor
al tratamiento para pacientes con MDR-TB.

La prevalencia e incremento MDR-Tb y XMDR-Tb a nivel mundial muestran una amenaza sobre el

control de la Tb (Juarez et al., 2016; Pai et al., 2016). El aumento de cepas resistentes a los farmacos

actuales provoca una necesidad urgente de mejorar la administracion del tratamiento actual o desarrollar

nuevos farmacos lo que podria sugerir una terapia adyuvante (Juarez et al., 2016; Zumla et al., 2016).

Una nueva estrategia debera reducir el tiempo de administracion del tratamiento, tener un perfil de

tolerabilidad aceptable, ser capaces de actuar en casos de MDR/XMDR-Tb y contra la LTBI (Van den
Boogaard et al., 2009; Zumla et al., 2016).
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Comprender la interaccion huésped-patdgeno en la respuesta inmune contra M. tuberculosis contribuye
al desarrollo de inmunoterapias nuevas que podrian ayudar al tratamiento de la Tb (Abate & Hoft, 2016).
Los diversos escenarios y limitaciones que hay para el uso de farmacos que actlan directamente sobre
M. tuberculosis han sugerido un nuevo camino para el tratamiento contra la infeccion de M. tuberculosis,
la terapia dirigida al huésped (por sus siglas en inglés HDTs) (Zumla et al., 2016). Generalmente HDTs
involucra mecanismos biologicos de defensa del huésped como la regulacion de la homeostasis
fisiolégica y la intervencion en los mecanismos de la respuesta inmune (vias mediadas por la
sefializacion de citoquinas, procesos antimicrobianos y establecimiento de memoria) (Ordonez et al.,
2014; Zumla et al., 2016).

El uso de inmunomodulares como HDT es de gran interés como tratamiento adyuvante para
contrarrestar la Th ya que al manipular los mecanismos de la respuesta inmune se podria disminuir la
duracién del tratamiento, el numero de farmacos actualmente usados para el tratamiento asi como
mejorar la funcion pulmonar (Hawn et al., 2013; Ordonez et al., 2014). Como anteriormene se
menciono una de las principales células de la respuesta inmune innata que participan en la deteccion y
eliminacién de la Thb pulmonar son los macrofagos, estudios recientes han demostrado que la autofagia
es un mecanismo que llevan acabo los macrofagos para la eliminar M. tuberculosis (Juarez et al., 2016).

2. Autofagia

La autofagia es un mecanismo catabdlico que mantiene la homeostasis celular por medio de la
degradacion de componentes intracelulares innecesarios como proteinas mal ensambladas y organulos
disfuncionales, asi como de patdgenos (virus, bacterias, hongos y protozoos), conservado desde
levaduras hasta mamiferos (Nakatogawa et al., 2009; Kanayama & Shinohara, 2016). Este mecanismo
puede ser inducido por diversos estimulos de estres extra e intracelulares, como niveles bajos de oxigeno,
limitacion de nutrientes, estrés oxidativo, la infeccién por patdgenos y el tratamiento con algunos
farmacos (Bento et al., 2015; Escoll et al., 2016).

2.2 Tipos de autofagia

La autofagia tiene tres variantes en la forma de llevar a cabo el mecanismo de degradacion lisosomal,
estos son la microautofagia, la autofagia mediada por chaperonas (CMA) y la macroautofagia (Fig.5)
(Yang & Klionsky, 2010).
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La microautofagia se caracteriza por llevar acabo el reclutamiento del material citosélico (proteinas u
organulos) por medio de la invaginacion de la membrana lisosomal, la cual se va alargando en forma de
tubo (tubo autofagico), posteriormente la membrana proximal del tubo autofagico forma una
protuberancia (cuerpo autofagico) que lleva los componentes citosélicos atrapados, finalmente la carga
o0 contenido autofagico es degradada (Pereira et al., 2012; Parzych & Klionsky, 2014) Actualmente hay
pocos estudios sobre este mecanismo y su regulacion. Se ha descrito que la microautofagia es

inespecifica, a diferencia de la CMA que es especifica (Parzych & Klionsky, 2014).

La CMA exclusivamente degrada proteinas citosolicas que tienen un motivo pentapeptido KFERQ, este
motivo estd constituido por los aminoacidos Lys-Phe-Glu-Arg-Glin, el cual es reconocido por un
complejo de proteinas chaperonas de choque térmico Hsc70, Hsp40 y Hsp90, denominadas en conjunto
HSP, de este complejo Hsc70 reconoce especificamente el motivo KFERQ de la proteina sustrato, el
resto de las proteinas del complejo HSP modulan la actividad de Hsc70 (Pereira et al., 2012; Wu et al.,
2015). Una vez formado el complejo chaperona/sustrato interactta con una proteina transmembranal del
lisosoma que funciona como receptor denominada LAMP-2A, para poder ingresar al lumen lisosomal y

posteriormente ser degrada (Cuervo & Wong, 2014; Wu et al., 2015).

Otro de los mecanismos es la macroautofagia (a menudo denominado solo como autofagia), se
caracteriza por la formacion de vesiculas citosélicas de doble membrana denominadas autofagosomas,
los cuales secuestran agregados de proteinas, organulos dafiados y organismos patogenos (bacterias,
parasitos y virones), posteriormente los autofagosomas se fusionan con lisosomas formando
autofagolisosomas (Zhou & Xhang, 2012; Valdor & Macian, 2013; Wu et al., 2015). Finalmente se
degradan los componentes secuestrados y los productos de esta degradacién (aminoacidos, azlcares y
lipidos) se reciclan para la biosintesis de proteinas o para participar en la produccién de energia (Gomes
& Dikic, 2014; Feng et al., 2014).
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Figura 5. Tipos de autofagia. Todos los tipos de autofagia culminan en la entrega de sustratos
autofagicos al lisosoma y la degradacién de estos sustratos por hidrolasas lisosomales: a) CAM, implica
el reconocimiento de sustratos autofagicos que llevan un motivo KFERQ por miembros de la familia de
proteinas de choque térmico (HSP). Este paso es seguido por la interaccidon con el receptor LAMP2,
para que la carga sea ingresada al lumen lisosomal, b) por el contrario, la entrega de carga durante la
microautofagia se produce tras la invaginacidon directa de la membrana lisosomal, c) durante
macroautofagia, la carga estd destinada a su eliminacién progresiva en el autofagosoma. El
autofagosoma maduro se fusiona con el lisosoma para formar los autolisosomas y finalmente la carga
es degrada por hidrolasas. Modificado de Galluzzi et al., 2016.

La macroautofagia se lleva a cabo en varias etapas: en la primer etapa la participa fosfatidil inositol-3
cinasa (PI3K) la cual es crucial para la nucleacién y ensamblaje del fagoforo o membrana aislada,
estudios han demostrado que el reticulo endoplasmico, el complejo de Golgi, la mitocondria y la
membrana citoplasmatica contribuyen al surgimiento del fagoforo (Pereira et al., 2012; Lamb et al.,
2013; Wu et al., 2015).



Posterior a la nucleacion, la siguiente etapa es la expansion del fagoforo y el secuestro de la carga, dos
conjudos de ubiquitina son requeridos, el complejo Atgl6L1 (Atgl2-Atg5-Atgl6L1) y el sistema de
conjugacion LC3 (microtubule-associated light chain 3), Atgl6L1 contribuye a la expansion para formar
el autofagosoma y promueve la lipidacion de LC3 la cual se conjuga con fosfatidiletanolamida (PE) y
forma LC3-II este se une a la membrana para ayudar al cierre y formar el autofagosoma, LC3-II
permanece en la membrana hasta que el autofagosoma se fuciona con el lisosoma (Lamb et al., 2013;

Wu et al., 2015).
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Figura 6. Mecanismo de la macroautofagia o autofagia. Varios organulos, incluyendo el reticulo
endoplasmico (ER), mitocondrias, las membranas de las mitocondrias, el aparato de Golgi, los
endosomas de la membrana plasmatica estan implicados en la nucleacién de la membrana de
aislamiento (fagoforo) y en el posterior crecimiento de la membrana. El autofagosoma completamente
formado se fusiona con un lisosoma para crear un autolysosoma en el que el material secuestrado se
degrada y se libera en el citoplasma para su uso en procesos celulares, incluyendo la biosintesis de
proteinas y la produccién de energia. MVB cuerpo multivesiuclares. Modificado de Lamb et al., 2013.
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Las proteinas p62 (nucleoporina 62), NBR1 (receptor de carga de autofagia), NDP52 (proteina de punto
nuclear de 52 kDa) participan como receptores de la carga (organelos disfuncionales, agregados de
proteinas y agentes infecciosos), uniendose a traves de residuos de ubiquitna, posteriormente se unen a
LC3 mediante la interaccion con los dominios LIR (Bento et al., 2016). La ultima etapa es la formacion
del autofagolisosoma, el autofagosoma maduro se fusiona con el lisosoma y se entrega la carga al lumen

para ser degradada por las hidrolasas lisosomales y ser liberado (Fig.6).

3. Xenofagia
La autofagia es la suma de distintas vias que degradan componentes intracelulares inespecificos y
sustratos de manera selectiva, por ejemplo, mitocondrias (mitofagia), peroxisomas (pexofagia), cuerpos
lipidicos (lifofagia), ribosomas (ribofagia), patdgenos intracelulares (xenofagia), etc. (Feng et al., 2014;
Bauckman et al., 2015).

En los ultimos afios se ha reconocido que la autofagia esta implicada en la inmunidad innata y adaptiva,
ya que contribuye con el complejo mayor de histocompatibilidad clase Il (MHC I1) en la presentacién
de antigenos expresados endégenamente, al ser un sistema citoplasmatico que puede eliminar de forma
directa bacterias intracelulares y finalmente como un sistema antimicrobiano (Deretic, 2011; Bauckman
et al., 2015). La Xenofagia es un proceso especifico de la autofagia por el cual se eliminan patégenos
intracelulares como bacterias, virus, hongos y parasitos, ademas de liberar metabolitos utilizados por
el patdgeno durante la infeccion para asi promover la supervivencia celular (Hale et al., 2013;
Mathieu, 2015). Los patdgenos de importancia médica que se ha reportado su degradacion in vitro por
xenofagia, son: bacterias, como el grupo A Streptococcus (GAS), M. tubercuolosis, Shigella flexneri,
Salmonella enterica, Listeria monocytogenes, Francisella tularensis, virus como HSV-1 (virus del

herpes simple tipo 1) y parasitos como Toxoplasma gondii (Levine & Kroemer, 2008).

3.2 Mecanismo de muerte bacteriana asociadas a Xenofagia

Los mecanismos de eliminacion por xenofagia se dirigen a bacterias intracelulares localizadas dentro de
los fagosomas, vesiculas o en el citosol, asi como intervenir en distintas etapas de la invasion bacteriana
(Yuk et al., 2012; Desai et al., 2015). Los distintos mecanismos de xenofagia (Fig. 7) empiezan por el
reconocimiento de patogenos, la exposicion de DAMPS (patrones moleculares asociados a dafio) y/o
PAMPs (patrones moelculares asociados a patdgenos), estos ultimos son moleculas que se derivan de

los patdgenos durante la infeccion por ejemplo, lipopolisacaridos (componente de la pared celular de
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bacterias Gram negativas), flagelina, &cidos nucleicos de virus, zymosan y manano (componente de la

pared celular de hongos) (Wileman, 2013; Lapaquette et al., 2015).

En las células de mamiferos los PAMPs y los DAMPs son recenocidos por PRRs que se encuentran en
la superficie celular o en las membranas de los endosomas como los TLRs y en el citosol los NLRs, las
proteinas NOD1 y NOD2 son las responsables de inducir xenofagia y el procesamiento de antigenos
bacterianos (Lapaquette et al., 2015; Steele et al., 2015). Una vez reconocido el patdgeno puede ser
capturado por proteinas con funcion de adaptadoras especificas de autofagia denominados p62 /
SQSTML1 (sequestosome 1/p62-like receptors (SLRs) y por el receptor NDP52 (proteina nuclear de 52
kDa), p62 / SQSTM1 forma un puente ente el patdgeno y el autofagosoma, S. enterica serovar
Typhimurium (S. Typhimurium) es un ejemplo de esta mecanismo de xenogafia. S. enterica expone una
sefial de dafio que es reconocida por la galectina-8 (lectina citosélica) estd a su vez es reconocida por
NDP52 y recluta a LC3 (Wileman, 2013; Vural & Kehrl, 2014).

Otro mecanismo de xenofagia es la internalizacion directa de la bacteria para ser capturada en estructuras
vesiculares que contiene el marcador autofagosomal LC3 que posteriormente se fusionan con lisosomas,
este mecanismo es no selectivo. El grupo A Streptococcus (GAS) es eliminado por este mecanismo, al
entrar GAS en las células epiteliales por endocitosis es capturado en compartimentos similares a

autofagosomas, que maduran en autolisosomas y asi eliminan las bacterias (Levine, 2005).

Un tercer mecanismo de xenofagia es la fagocitosis asociada a LC3 (LAP), después de la internalizacién
de la bacteria por fagocitocis convencional, la maduracién del fagosoma facilita la sefializacion de TLRs
y el reclutamiento de algunos miembros de la maquinaria de autofagia, como el complejo de Clase Il1
PI3K y los elementos del sistema de ubiquitinacion (ATG5, ATG7), complejos Beclinl-VP34 y
sistemas LC3 conjugados (independientes de kinasa) (Desai et al., 2015; Martinez et al., 2015). Este

mecanismo hace mas eficiciente la captura de micobacterias en autofagosomas (Vural & Kehrl, 2014).
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Figura 7. Diferentes mecanismos de Xenofagia. La xenofagia incia por el reconocimiento de PAMPs de
diferentes bacterias por TLRs, las bacterias pueden ingresar de forma selectiva o no selectiva
posteriormente son fagocitadas y se entregan a autofagosomas. En la captacion selectiva participan
SLR o se ubiquitina la bacteria. Otro mecanismo de la xenogafia es la fagocitosis asociada a LC3, esto
es el reclutamiento de LC3 a los fagosomas después de la activacién de TLR. El reclutamiento de LC3 a
los fagosomas desencadena la fusidon con lisosomas. Los tres mecanimos distintos de la xenofagia
terminan con la fusion lisosomal que conduce a la degradacién del patégeno envuelto. Modificado de
Vural & Kehrl, 2014.

3.3 La autofagia contribuye a la eliminacion de M. tuberculosis

M. tuberculosis infecta, persiste y se replica en los macréfagos, se conocen pocos mecanismos
bactericidas en macrofagos que sean capaces de eliminar a la micobacteria (Deretic et al., 2009; Koster
et al., 2015). Hasta ahora, la autofagia se reconoce como un mecanismo que contribuye en la defensa a

patdgenos (xenofagia) (Deretic et al., 2009).

La autofagia en macréfagos ha mostrado ser un mecanismo eficiente en la eliminacion de M.
tuberculosis, se sabe que los autolisosomas contienen fragmentos de ubiquitina que actian como
péptidos micobactericidas (Deretic, 2009). Hay estudios que vinculan la estimulacion de TLR y la
autofagia, se ha informado también que la estimulacion con ATP a los receptores P2X7 conduce a la
eliminacion de micobactericidas intracelulares por autofagia. Ademas se ha mostrado que la inhibicion
de la via mTOR, la vitamina D y el interferon- y contribuye a la eliminacion intracelular de M.
tuberculosis y la maduracion fagosomal (Yuk, et al., 2012). De manera indirecta la autofagia participa
en la fagocitosis de M. tuberculosis, por medio de la regulacion de receptores scavenger y contribuye a
su eliminacion (Espert et al., 2015). Rapamicina es un inhibidor de la viamTOR, en células de mamifero,
este farmaco forma un complejo con la inmunofilina FKBP12, que al unirse a mTORC1 inhibe su

actividad, mTORC2 también se ha reportado que es inhibido por rapamicina (Renna et al., 2010).
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Luego de la infeccion, la xenofagia inicia cuando el ADN de M. tuberculosis es detectado por el sensor
citosélico de ADN cGAS (‘cyclic GMP-AMP synthase'), posteriormente proteinas miembros de la
familia ATG, relacionadas con la autofagia, regulan distintos eventos secuenciales que dan origen a la
nucleacion de la membrana del autofagosoma, su posterior elongacion, maduracion y su fusion con
lisosomas (Koster et al., 2015). La eliminacién de M. tuberculosis es dependiente de ubiquitina. Los
fagosomas que han internalizado a M. tuberculosis son etiquetados con cadenas de ubiquitina las cuales
son reconocidas por los adaptadores p62 y NDP52, posteriormente estos reclutan la maquinaria de la
autofagia para degradar a la micobacteria (Fig. 8) (Watson et al., 2012; Bento et al., 2015). P62 ademés
ejerce su accion antimicrobiana al reclutar proteinas citosolicas al autofagosoma como conjuntos de
ubiquitina y proteinas ribosamles, posteriormente, por proteolisis son degradadas a péptidos los cuales
tienen actividad antimicrobiana y son capaces de eliminar a M. tuberculosis (Ponpuak & Deretic, 2011;
Moraco & Kornfeld, 2014). M. tuberculosis puede permanecer resguardada dentro de los autofagosomas

evitando la maduracién a autofagolisosomas (Bento et al., 2015).
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Figura 8. Eliminacion de M. tuberculosis mediante la autofagia y p62.Las micobacterias son
fagocitadas por los macréfagos y son capturadas dentro de fagosomas. Tras la induccidon de la
autofagia, p62, como un agente bifuncional interacciona con la maquinaria de la autofagia (LC3, Fau,
ubiquitina) y recluta al autofagosoma sustratos citosélicos e hidrolasas lisosomales, que tras
la maduracidon del autofagosoma conduce a la escision proteolitica de los sustratos formando péptidos
antimicrobianos. Modificado de Ponpuak & Deretic, 2011.
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3.4 Inductores de autofagia

Actualmente se sabe de algunos estimulos tanto fisiolégicos como farmacologicos que inducen
autofagia, como la rapamicina que promueve la maduracion de los fagosomas, esto mismo se observa al
inducir la autofagia con IFN-gamma o con LRG-47 (Juarez et al., 2016; Mucifio et al., 2016). Otros
farmacos como carbamazepina, el acido valproico, el verapamilo, la amiodarona y la loperamida estan
aprobados para el consumo humano y se han reportado como inductores de autofagia (Juarez et al.,
2016). A continuacion se describen solo algunos de los estimulos reportados como inductores de

autofagia y que han estado relacionados con M. tuberculosis.

Los cambios en los niveles de Ca?* intracelular, controlan la formacion del autofagosoma y la fusion
fagosoma-lisosoma (Sarkar, 2013). La inhibicion de los niveles Ca?* intracelular promueve la autofagia,
por lo que este es un mecanismo de regulacién positiva (Zhang et al., 2007). Otros farmacos usados en
la clinica como verapamil y loperamida actian como reguladores positivos de la autofagia (Gros &
Muller, 2014).

Loperamida es una farmaco que ha sido aprobado por la FDA (por sus siglas en inglés Food and Drug
Administration) contra la diarrea causada por gastroenteritis o por la enfermedad intestinal inflamatoria.
Se ha reportado que la accion de este farmaco es bloquear los canales de Ca?* dependientes de voltaje,
en neuronas ganglionares de la raiz dorsal. Por lo que la loperamida puede estar implicado en la
induccidn de la autofagia o ser un regulador positivo de este mecanismo. También se ha reportado que
loperamida tiene actividad antimicrobiana en macrofagos humanos y en macrofagos de raton al
disminuir el crecimiento celular de M. tuberculosis. Previamente se habia observado esta actividad en
un modelo de THP-1 infectadas con Coxiella burnetii. Hay una asociacion entre la actividad bactericida
en los macro6fagos humanos y la autofagia, hay evidencia de la degradacién de p62. Lo que sugiere que
este farmaco inductor de autofagia puede ser utilizado como terapia adyuvante para eliminar la infeccion
contra Tb (Juérez et al., 2016).

Dentro de los estimulos fisiologicos que se han reportado como inductores de autofagia, se encuentran
los relacionados con los receptores tipo NOD (por sus siglas en inglés NLRs). Los NLR pueden ser
activados por microorganismos que invaden el citosol o que evaden los fagosomas, asi como los que son
resguardados en vacuolas y logran traslocar sus productos al citosol (Juarez et al.,2009). Estos receptores
estan constituidos por un dominio central de oligomerizacion (NOD) y un dominio de sefializacion que
recluta y activa caspasas y por un dominio de reconocimiento rico en repeticiones de leucina (Juarez et
al.,2009; Jeon et al., 2012).
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NOD1 y NOD2 reconocen derivados del peptidoglicano de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas,
como, &cido meso-diaminopimelico (meso-DAP) ligando de NOD1 y muramil dipeptido (MDP) es
ligando de NOD?2 (Juérez et al., 2014).

El &cido meso-diaminopimelico (por sus siglas en inglés DAP), existe en forma sintética como L-Ala-
v-D-Glu-écido-tri-diaminopimelico (por sus siglas en inglés Tri-DAP) es un aminoacido que forma parte
del peptidoglicano de M. tuberculosis, se encuentra en los enlaces peptidicos de las cadenas de NAM-
NAG de la pared celular de las micobacterias. Ademas, se ha reportado que es esencial en el crecimiento
in vitro de M. tuberculosis (Usha et al., 2012). Al reconocer NOD1 a DAP, se induce la produccién de
IL-6, IL-8, CXCL1, MIP-2, CCL2 y CCL5, asi como la produccion de péptidos anti-microbianos (beta-
defensinas) y la autofagia en células epiteliales (Juarez et al., 2014). La estimulacién con Tri-DAP en
macrofagos infectados con M. tuberculosis ya ha sido reportada y se observé que la activacion por NOD1
disminuyé la carga intracelular de micobacterias. Lo que lleva a la eliminacion de patégenos como M.

tuberculosis (Juarez et al., 2014).

MDP es un constituyente del peptidoglicano de la pared celular de las bacterias. El reconocimiento de
MDP por NOD?2 origina la produccion de citoquinas proinflamatorias como la interleucina (IL)-1p,
factor de necrosis tumoral (TNF) -a y IL-6 (Van den Boogaard et al., 2009). Recientemente se ha
reportado su participacién en la autofagia y la presentacién de MHC de clase | y clase 1I. NOD2, ademas,
se ha reportado que induce la expresion de los péptidos antimicrobianos (beta-defensinas) en células
epiteliales humanas y participa en la regulacion de la respuesta inflamatoria y el crecimiento intracelular

de M. tuberculosis en macréfagos humanos (Juarez et al., 2014; Landes et al., 2015).

La iduccion de la autofagia implica una mayor eficacia para eliminar M. tuberculosis por los disitintos
componentes que participan en ella. Los péptidos antimicrobianos (AMPs por sus siglas en inglés) son
requeridos en la autofagia ya que son los principales componentes de la maquinaria bactericida de los
fagocitos (Yuk et al., 2012; Mathieu, 2015).
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4. Péptidos antimicrobianos (AMPs)

Los AMPs son componentes importantes del sistema inmune innato tienen una doble funcion, la
destruccion del agente patdgeno y su participacion en la modulacion de la respuesta inmune adaptativa
tras la infeccion (Wang, 2014). Son secuencias cortas de entre 12 y 50 residuos de aminoacidos, pueden
presentar actividad antibacteriana, antifingica, antiparasitaria y antiviral, se clasifican en funcion de su
composicién de aminoacido, tamafio y conformacion (Guilhelmelli et al., 2013; Haney & E.W. Hancock,
2013). Los AMPs se carcaterizan por tener residuos hidrofobos (Leu, lle, Val, Phe, y Trp), la mayoria
tiene un exceso de aminoacidos cationicos por lo que tiene carga positiva, estas propieda permite que
los AMPs, ante membranas ricas de fosfolipidos puedan tener distintas estructuras anfipaticas, tales
como alfa-helicoidal, B-hoja, conformacion extendida y en bucle que contienen puentes disulfuro (Haney
& E.W. Hancock, 2013).

4.2 Mecanismo de accion

En general se sabe que los AMPs, al adoptar estructuras anfipaticas interactian con la membrana, la cual
esta constituida en su mayoria de fosfolipidos con carga negativa, tales como fosfatidilglicerol (PG),
cardiolipina, y la fosfatidiletanolamina zwitter i6n (PE), por lo que los AMPs siendo catidnicos se
acumulan en la superficie de la membrana formando un complejo especifico péptido-lipido este provoca
alteraciones en la membrana bacteriana como adelgazamiento, formacion de poros, alteracion de la

curvatura, modificacion electrostatica y perturbaciones localizadas (Fig. 9) (Abedinzadeh et al., 2015).

A partir de la perturbacion de la membrana, los AMPs ingresan a través de la membrana al citoplasma
de la bacteria e interactian con acidos nucleicos, enzimas e incluso organulos. El ingreso es diferente
para cada AMPs, depende de la composicion especifica de lipidos de la membrana bacteriana y del
péptido dirigido, se conocen basicamente tres formas diferentes de ingreso: 1) el mecanismo de “barrel-
stave”, 2) el modelo toroidal y 3) el modelo de alfombra (Fig. 10) (Zasloff, 2002; Guilhelmelli et al.,
2013).
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Figura 9. Interaccion de AMPs con la membrana bacteriana. Los péptidos catidnicos adoptan
estructuras anfipaticas que presentan regiones hidréfobas e hidréfilas para unirse por medio de
interacciones electrostaticas a las membranas bacterianas constituidas por fosfolipidos acidos.
Modificada de Zasloff, 2002.

En el mecanismo “barrel-stave” los péptidos forman poros transmembranales ya que su insercion es en
anillo en forma de barril, directa en el nicleo lipidico, AMP como monoémero se une a la superficie de
la membrana bacteriana posteriormente se oligomeriza y forma los poros, la estructura del péptido
hidrofoba ya sea a-hélice y/o B-hoja, son las que permiten la formacién de poros al interactuar con los
lipidos, la region hidrofilica del péptido forma el revestimiento del poro (Silvaa, et al., 2016). Mientras
que en el modelo “toroidal” los péptidos se insertan intercalandose entre los lipidos en la membrana
bacteriana en forma de paquete, esto induce que la monocapa lipidica se doble a través del poro, al final
la cabeza de ambos péptidos y lipidos se posicionan hacia el centro del poro (Nguyen et al., 2011;
Guilhelmelli et al., 2013).

En el modelo de “alfombra”, el AMP se alinea de forma paralela a la superficie de la membrana,
formando una capa extensa tipo alfombra, la interaccion con la membrana se da por atraccion eléctrica
al aumentar la cantidad de AMP hasta su concentracion umbral, la membrana se desintegra lo que
provoca lisis celular o la formacion de poros por debajo de la concentracion del umbral, por lo que
permeabilizacion de la membrana depende de la concentracion de AMP (Nguyen et al., 2011; Silvaa, et
al., 2016). Hay otros mecanismos no comunes que se han descrito, como el modelo de detergente, en el
cual la alta concentracion de AMPs en la membrana forma poros en forma de micela, colapsando la
membrana bacteriana (Wimley, 2010). La mayoria de modos de accion de AMPs influye en la integridad

de la membrana microbiana, sin embargo no siempre es letal (Wimley, 2010).
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Algunos AMPs atraviesan la membrana bacteriana sin causar su permeabilizacion y se dirigen a
objetivos diana intracelulares como ADN, ARN Yy proteinas, al unirse a ellos interfieren en vias
intracelulares (Guilhelmelli et al.,2013; Wang, 2014). La inhibicion de vias intracelulares sugiere que
puede haber mecanismos de captacion celular de AMP, como la penetracion directa y la endocitosis
(Adem & Dacheng, 2013).

Hasta el dia de hoy no se ha reportado una relacion entre la estructura de un AMP y su mecanismo de
accion, puede haber AMPs con estructuras muy similares pero con diferentes mecanismos de accion y
objetivos diana, algunas otras caracteristicas fisicoquimicas (tamafio, carga, hidrofobicidad,
anfipaticidad, y solubilidad) son las que han permitido definir la actividad antimicrobiana de los diversos
AMPs (Adem & Dacheng, 2013). De acuerdo a sus propiedades fisicoquimicas se han agrupado en
familias, en humanos se reconocen principalmente tres familias: defensinas, catelicidinas e histaminas
(Rivas-Santiago et al.,2006).

A: Barrel-stave B: Toroidal

C: Modelo de alfombra D: Modelo detergente

Figura 10. Ingreso de los AMPs. A) En el mecanismo “barrel-stave” los péptidos se extienden sobre la membrana,
la estructura del péptido hidrofoba ya sea a-hélice y/o B-hoja son las que permiten la formacién de poro en
forma de barril. B) En el mecanismo toroidal la formacién de poros implica un menor nimero de péptidos, estos
se insertan en la membrana formando intercalandose con los lipidos de la formando el poro. C) en el mecanismo
de “alfombra” la interaccion de AMPs con la membrana bacteriana es accionado por atraccién eléctrica v,
cuando la cantidad de AMPs sobre la superficie de la membrana alcanza una concentracion umbral, se
desintegra la membrana, lo que lleva a la lisis celular. D) a alta concentracién de péptidos la integridad de la
membrana colapsa, formando una micela. Modificada de Wimley, 2010.

33



4.3 AMPs en humanos

Las defensinas y las catelicidinas han sido muy estudiados por su importancia médica ya que tienen otras
funciones como inmunomoduladores, participan en la apoptosis y la cicatrizacion de heridas (Wang,
2014). Sin embargo existe una amplia variedad de péptidos en el ser humano de los que hasta el momento
se desconoce su modo de accion (Haney & E.W. Hancock, 2013). A continuacion se describen algunos

de los péptidos que se han relacionado con la autofagia y M. tuberculosis.

4.4 Defensinas

Las defensinas son los AMPs mas comunes en el ser humano, su conformacion puede ser entre 29-42
aminoacidos, son ricos en arginina y se caracterizan por tener una estructura hoja-f y tres enlaces
disulfuro (Rivas-Santiago et al., 2006; Wilson et al., 2013). Se clasifican en funcion a su estructuray la
posicion del enlace disulfuro en dos clases, a-defensinas y pB-defensinas, en los seres humanos se ha
reconocido la expresion de 6 a-defensinas y 31 P-defensinas (Wang, 2014). Las a-defensinas se
subdividen en péptidos mieloide (HNP1-4) y entéricos (defensina humana (HD) 5 y 6) (Wilson et al.,
2013). HNP1 a HNP4 se expresan principalmente en los neutréfilos a concentraciones altas, macrofagos,
monocitos, células NK, algunas células T, células B y células dendriticas inmaduras. HD5 y HD6 se
expresan principalmente en las células de Paneth del intestino delgado (Rivas-Santiago et al., 2006;
Zasloff, 2007). Las p-defensinas (HBDs) se expresan principalmente en las células epiteliales y las
mucosas de superficie que estan en contacto con el medio ambiente, ademas de los macrofagos, los
monocitos y las células dendriticas inmaduras (Zasloff, 2007; Wilson et al., 2013).

Una tercera clase de defensina se ha identificado en los leucocitos de macaco rhesus, tienen 18
aminoacidos y se le ha denominado como 6-defensina, hasta el momento se han identificado seis 6-
defensina todas en primates no humanos, se ha reportado que tienen mayor actividad antiviral que
antibacteriana o antifungica (Hazlett & Wu, 2011). Las defensinas tienen un papel esencial en la
inmunidad innata al expresarse principalmente en epitelios y mucosas, son mejor conocidas por llevar
acabo su mecanismo de accion directamente sobre la membrana de los agentes patdgenos (Gutsmann,
2016). Las defensinas han mostrado tener un amplio espectro bactericida en contra de bacterias Gram
positivas y Gram negativas, asi como capacidad para inactivar a una amplia variedad de virus, hongos y
parasitos (Rivas-Santiago et al., 2006; Hazlett & Wu, 2011).
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Los detalles del mecanismo antimicrobiano de todas las defensinas atn no se tiene claro, sin embrago
se especula que por ser moléculas anfipaticas con cadenas de aminoacidos cargados positivamente y
cadenas hidrofobicas, actuan directamente en la membrana microbiana por atraccion electrostatica con
los fosfolipidos, formando canales dependientes de voltaje permeable a iones, ademas se ha reportado
que en bacterias algunas a-defensinas inhiben la sintesis de la pared celular (Hazlett & Wu, 2011;
Gutsmann, 2016). Parte de su actividad antimicrobiana, su funcién inmunomoduladora contribuye a la
eliminacion del patdgeno, ya que actian como quimioatrayentes de células como neutrofilos, linfocitos
B, linfocitos T, macrofagos y células dendriticas las cuales liberan mediadores inflamatorios (Rivas-
Santiago et al., 2006; Hazlett & Wu, 2011).

La aplicacién clinica de las defensinas en enfermedades infecciosas en muy amplio, por ejemplo su
aplicaciéon por via tdpica en pacientes con quemaduras graves disminuye el 90% de infecciones
recurrentes, ademas de contribuir en la cicatrizacion. También se consideran como posibles candidatos
para el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos, ya que se ha reportado que la infeccion con M.
tuberculosis induce la secrecion de defensinas, que al asociarse a la membrana micobacteriana ocasionan
lisis celular (Rivas-Santiago et al., 2006; Gutsmann, 2016). Una de las denfensinas que se ha reportado
que posee actividad antimicrobiana in vitro frente a M. tuberculosis es la hepcidina (Sowa et al., 2011).
La hepcidina es un péptido antimicrobiano que esta codifica por el gen HAMP, ubicado en el cromosoma
19913, su nombre se debe a que se aisl6 de orina humana en 2001, hep por hepatocito y cidina por su
actividad antimicrobiana (Garcia et al., 2010). Este péptido ademaés actia como hormona reguladora de
hierro, al inhibir la absorcién de hierro por el duodeno y reciclaje del hierro por macréfagos de los
eritrocitos senescentes (Sowa et al., 2011). Se expresa en respuesta a una sobrecarga de hierro para
mantener la homestasis y ante estimulos inflamatorios (via de la interleucina 6 / STAT3), hepcidina

disminuye durante la anemia o hipoxia (Sowa et al., 2011; Armitage & Moran, 2016).

El hierro es una molécula que en condiciones infecciosas es indispensable, ya que los patdgenos
invasores requieren hierro para replicarse, esto se relaciona con la actividad antimicrobiana de Hepcidina
ya que priva del hierro a los patogenos (Paéz et al., 2014; Armitage & Moran, 2016). El organismo ya
sea durante una infeccion o trauma secuestra y reduce el hierro por distintos mecanismos con la finalidad
de disminuir su disponibilidad para los patdgenos invasores, los niveles en circulacion y la sintesis de

hepcidina aumentan (Paéz et al., 2014).
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El mecanismo de hepcidina para regular la salida del flujo de hierro es mediante su union a la proteina
de membrana ferroportinal (FPN1), esta proteina es esencial para el transporte de hierro, transporta el
hierro del interior de las células hacia la circulacion (Paéz et al., 2014). El complejo FPN1- hepcidina se
fosforila y estimula la formacion de una vesicula por invaginacion de la membrana celular para que sea
internalizado en la célula, el complejo se ubiquitiniza y se degrada por enzimas lisosomales, de esta
forma hepcidina reduce la concentracién de FPN1 y en consecuencia se reduce la capacidad de la célula
para exportar hierro, ademas el hierro disponible en citoplasma en secuestrado por ferritina (Fig.11)
(Sowaet al., 2011; Paéz et al., 2014). Hepcidina se expresa principalmente en el higado, se ha detectado
también en otros 6rganos como el pulmdn, pancreas y corazén (Sowa et al., 2011). El impacto de los
niveles de hierro es variable segun el nicho (érgano, tejido o tipo celular) de invasiéon del patégeno
(Armitage & Moran, 2016). En fagosomas que contienen micobacterias se report6 que hepcidina poseia

actividad antimicrobiana in vitro frente a M. tuberculosis (Sowa et al., 2011).

M. tuberculosis utiliza diversos metodos para acarrear el hierro de la célula huésped, ya sea por absorcion
directa de transferrina (proteina transportadora de hierro en el plasma) y de hierro-cargado y por
sideroforos (Armitage & Moran, 2016). La capacidad de hepcidina para perturbar la membrana
bacteriana se ve afectada por el pH del medio, la disrupcion es mas evidente a pH &cido que a pH neutro
(Wang, 2014). Las micobacterias adquieren hierro por medio de sideréforos, ademas de poseer
micobactinas asociadas a la membrana que captan el hierro del huésped, ademéas de transportar
transferrina y lactoferrina al fagosoma (Mahendra et al., 2014). El hierro es indispensable para la
supervivencia de M. tuberculosis, sin la presencia de micobactinas Mtb pierde la capacidad de crecer
dentro de los macréfagos (Mahendra et al., 2014). Estudios en macrofagos infectados con M.
tuberculosis muestran induccion y mayor produccion de hepcidina, ademas Rodriguez et al., en 2014
publico un aumento de este péptido estimulando con MDP y Tri-DAP. Esta actividad sugiere que la
actividad antimicrobiana de hepcidina contra M. tuberculosis es eficaz, por lo que una mayor
comprension de este mecanismo podria incidir en el desarrollo de tratamientos contra la Th (Sowa et al.,
2011; Johnson & Wessling-Resnick, 2012; Armitage & Moran, 2016).
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Figura 11. Mecanismo antimicrobiano de Hepcidina. Hepcidina se une al tranportador de hierro del
macroéfago ferroportin 1 (FPN1), el complejo FPN1-hepcidina es endocitado y el hierro es secuestrado
por la ferritina (su actividad es estimulada por el secuestro de FPN1), restringiendo la disponibilidad
de hierro para las bacterias. El efecto favorable sobre las bacterias se opone por la produccién local de
interferén y (IFN vy ) y el éxido nitrico (NO), que estimulan la transcripcién del gen que codifica la
ferroportina ( SLC40A1 ) de una manera autocrina o paracrina. Modificada de Ganz & Nemeth, 2015.

4.5 Catelicidinas

Las catelicidinas, inhiben la proteasa catepsina-L, tienen un dominio N-terminal conservado llamado
dominio catelina, son una familia de péptidos lineales y anfipaticos, que en contacto con la membrana
adquieren una estructura a-helicoidal (Zasloff, 2007; Duplantier et al.,2013). En su forma de precursor,
estos péptidos normalmente se encuentran en los granulos de las células NK, asi como en los neutrdfilos
y en los epitelios de las mucosas de los pulmones (Duplantier et al., 2013). Dentro de esta familia se han
descrito en mamiferos alrededor de 30 péptidos, sin embargo en el ser humano solo se ha localizado e
investigado una, LL-37 (Piktel et al., 2016). A partir de neutr6filos humanos, se aislé una proteina
precursora de 18kD denominada hCAP-18, el péptido que se origina a partir de este precursor esta
conformado por 37 aminoécidos y comienza por un par de leucinas por lo que se le denomino LL-37
(Duplantier et al., 2013; Wang, 2014). LL-37 se induce y produce en células epiteliales, macrofagos,
neutrofilos, linfocitos Ty células cebadas, (Rivas-Santiago et al., 2006; Gutsmann, 2016). Su capacidad
antimicrobiana es de amplio espectro contra bacterias Gram positivas y Gram negativas, hongos y virus,
ademas tiene diversos efectos de neutralizacion de lipolisacaridos, como inmunomodulador
(proinflamatorio y antiinflamatorio), quimioatrayente y en la promocion de cierre de heridas (Durr et
al., 2006; Torres et al., 2015).
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Se ha sugerido que el mecanismos antimicrobiano de LL-37 es similar al de un detergente, al formar
poros provoca la disrupcion de la membrana y la posterior fuga de iones (Lee et al., 2011; Silvaa et al.,
2016). ElI mecanismo antimicrobiano de LL-37 se ha descrito por ensayo de microscopia de
fluorescencia con E.coli. Primero LL-37 se une a la membrana externa y a su lipopolisacarido (LPS)
saturandola, luego LL-37 entra al espacio perisplasmico deteniendo el crecimiento de E. coli, finalmente
LL-37 llega a la membrana citoplasmaética y la permeabiliza (Durr et al., 2006; Sochacki et al., 2011).
Se han propuestos tres modelos (barrel-stave, toroidal y alfombra) para la forma de permeabilizar de
LL-37. En el modelo “barrel-stave”, LL-37 se insertaria en la membrana interior con la cara hidrofobica
del péptido alineado con la region del nucleo lipidico y la cara hidrofilica formando la region interior
del poro. El modelo toroidal seria, péptidos de LL-37 unidos podrian agregarse y doblar las monocapas
lipidicas de forma continua a través del poro de tal manera que en el centro del poro se alinearan la
cabeza de los péptidos insertados y la monocapa lipidica. En el modelo de alfombra, péptidos de LL-37
permeabilizarian la membrana al orientarse paralelamente a la superficie de la bicapa lipidica y formando
una capa extensa o de alfombra (Lee et al.,2011).

En los tres modelos el mecanismo general resultaria en la formacion de poros en la membrana seguido
de la lisis bacteriana (Duplantier & Van Hoek, 2013). Varios estudios han reportado que la importancia
de LL-37 en otros patdgenos como M. tuberculosis, el cual interfiere en el crecimiento durante las
primeras etapas de la infeccion en macrdfagos humanos (Torres et al., 2015). Se ha propuesto que LL-
37 debe tener doble funcion en la eliminacion de M. tuberculosis. En la infeccion temprana LL-37 es un
factor expresado por células epiteliales del pulmény los macréfagos alveolares, contribuyendo al control
del crecimiento de las micobacterias, y en la infeccion avanzada es un factor inmunomodulador ya que
participa en la supresion de la inflamacion excesiva (Rivas-Santiago et al., 2008;Torres et al., 2015).

Se ha reportado que existe una relacion en la expresion de este péptido y el reconocimiento de muramil
dipéptido (MDP) de M. tuberculosis por el receptor NOD2. NOD2 esta involucrado en el control del
crecimiento de M. tuberculosis en macr6fagos humanos y murinos, se ha sugerido que es a través de la
liberacion de péptidos antimicrobianos y la induccion de autofagia, ya que MDP aumenta la expresion

de LL-37, IRGM y LC3y elimina de los macréfagos alveolares a la micobacteria (Arnett et al., 2016).
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4.6 Lipocalinas

Las lipocalinas son AMPs, sus funciones estan relacionadas con procesos bioldgicos como la respuesta
inmune, el crecimiento celular, la proliferacion y el metabolismo, asi como el transporte de hierro
(Alcayaga et al., 2017). Una de las proteinas que pertenecen a este grupo y se ha relacionado con la

infeccion de la Tb es Lipocalin-2 (Lcn2).

Se ha reportado que este péptido tiene una participacion antimicrobiana importante en la respuesta
inmune innata y que ejerce un papel indirecto contra los patégenos (Du et al., 2015; Alcayaga et al.,
2017). Lcn2 o también denominada lipocalina asociada con la gelatinasa de neutrofilos (por sus siglas
en inglés NGAL) o siderocalina, 24p3 o uterocalina, tiene una estructura terciaria en forma de barril con
una parte hidrofobica, de 25kD. Fue identificada primeramente en los granulos de neutrofilos,
posteriormente fue reportada en otras células como macréfagos, adipocitos, células madre
mesenquimales y células epiteliales (Guglani et a.l, 2012; Alcayaga et al., 2017). Una de las funciones
por las que se caracteriza este péptido es el secuestro de sider6foros bacterianos cargados de hierro, esta
actividad antimicrobiana limita del hierro esencial a las bacterias deteniendo su crecimiento (Fig. 12)
(Alcayaga et al., 2017).
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Figura 12. Mecanismo de accion de Lcn2. M. tuberculosis es 1) fagocitada por el macréfago y 2) endocitada en
fagosomas, al mismo tiempo que 3) libera sus sideréforos para captar Fe. 4) Lcn2 desde el citoplasma comienza a
secuestrar los siderdforos para bloquear la captura del Fe. Esto sucede dentro y fuera del fagosoma.
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En las micobacterias se ha reportado que Lcn2 secuestra sider6foros Ilamados micobactinas, ademas de
que inhibe in vitro el crecimiento de M. tuberculosis y su replicacion intracelular en lineas celulares de
macrofagos (Guglani et al., 2012). En ratones knockout en Lcn2 se ha reportado que muestran mayor
susceptibilidad a la infeccion por M. tuberculosis H37Rv y una mayor carga bacteriana en las células
epiteliales de pulmon (Randall et al., 2015). Saiga et al., en 2008 mostraron que en los macréfagos
alveolares, Lcn2 colocaliza con M. tuberculosis, dentro del fagosoma en que se internaliza a la
micobacteria pero se desconoce el mecanismo antimicrobiano de Lcn2. Se ha propuesto que al entrar la
micobacteria al endosoma toma el hierro al liberar la micobactinas y a su vez Lcn2 se une al complejo
micobactina-hierro bloqueando la adquisicion de hierro por la micobacteria (Saiga et al., 2008). Lcn2
recientemente esta siendo estudiada por su actividad antimicrobiana y también se ha sugerido ser un
biomarcador para enfermedades pulmonares, lesion en rifion, insuficiencia hepética y en la formacién
de tumores por lo que la relevancia clinica sobre este péptido aumenta a pesar de que hoy en dia se
desconoce sus mecanismos de accion exactos (Alcayaga et al., 2017).

4.7 AMPs y Mycobacterium tuberculosis

El escenario actual del tratamiento contra la Th sugiere la investigacién y el desarrollo urgente de nuevas
terapias. Una de las lineas de investigacion se ha centrado en compuestos naturales o sus derivados, ya
que la adquisicion de resistencia a los compuestos de origen natural es un fendmeno raro. Se sabe que
los péptidos antimicrobianos son fundamentales en la defensa contra infecciones y/o enfermedades
humanas (Abedinzadeh et al., 2015). Los avances en la investigacion sobre los mecanismos de
regulacion y su funcién exacta durante la inflamacion, de distintos péptidos antimicrobianos en la
infeccion por M. tuberculosis ain no son claros, por lo que, comprender su participacién, expresion y su
papel como inmunomoduladores en la respuesta inmune innata contra M. tuberculosis ayudaria al disefio

de nuevas terapias contra la Th (Silvaa et al., 2016; Alcayaga et al., 2017).
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Hipotesis
La estimulacién con Tri-DAP y loperamida del macr6fago humano infectado con M. tuberculosis H37Rv

genera la produccion de Lipocalin-2, LL-37 y hepcidina proteinas con actividad antimicrobiana y su

reclutamiento al sitio de localizacion de la bacteria.

Objetivos
Objetivo general

Determinar el efecto de Tri-DAP y loperamida sobre la expresion de Lipocalin-2, LL-37 y hepcidina en

macrofagos humanos infectados con M. tuberculosis H37Rv.
Objetivos particulares

. Determinar la presencia de LCN2, LL-37 y hepcidina en MDMs.

° Determinar la colocalizacién de estos antimicrobianos con M. tuberculosis H37Rv en MDMs.

Métodos

Obtencion de macrofagos a partir de células mononucleares de sangre periférica.

Se obtuvieron células mononucleares de sangre periférica a partir de paquetes leucocitarios de donadores
sanos del banco de sangre del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosio
Villegas”. En tubos falcon de 50mL se afiadieron 20mL de sangre proveniente del paquete leucocitario,
y se diluy6 con 20 mL de medio RPMI G+G (RPMI (Lonza)) suplementado con 50ug/ml de sulfato de
gentamicina (Lonza) y 200mM de L-glutamina (Sigma Aldrich), y se afiadié10mL de solucion
separadora de linfocitos, posteriormente los tubos se centrifugaron a 1200rpm/18°C por 45 minutos. El
anillo leucocitario se recupero con una pipeta de transferencia a un tubo falcon de 50mL y se lavd tres
veces completando cada vez el volumen a 50mL con medio RPMI G+G a 1500rpm/10°C por 15 minutos.
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El sobrenadante se desechd y el paquete celular fue resuspendido con 600uL de Buffer de Miltenyi y
150uL de perlas anti-CD14 (Miltenyi Biotech), esto se incubo por 15 minutos a 4°C, posteriormente se
lavé con 2 mL Buffer de Miltenyi y se centrifugd a 1200rpm a temperatura ambiente (TA) por 10
minutos y se transfirié por una columna magnética (Miltenyi Biotech) prelavada con 2mL de Buffer de
Miltenyi a un tubo falcon de 50mL. La columna se lavé dos veces con 3mL de Buffer de Miltenyi.
Después fue centrifugado a 1200rpm/TA por 10 minutos, el sobrenadante se desecho y el paquete celular
fue resuspendido en 5mL de RPMI-10%SH (suero humano descomplementado). Finalmente las células
se contaron en la cdmara de Neubauer, en una dilucion 1:1 (10uL azul de tripano y 10pL de la suspension

celular), se ajustd la suspension celular a 1 x 10° células/ml. La viabilidad fue de 90% en todos los casos.

Diferenciacién de monocitos a macréfagos

Los monocitos de cada sujeto se colocaron en cdmaras de poliestireno de 8 pozos (Chamber slides,
Costar) a razon de 5 x 10> células por pozo, dos réplicas de cada sujeto y se incubaron durante 7 dias a

37°C en atmdsfera de 5% de CO2. EI medio de cultivo se cambid por medio fresco a los 3 dias.

Estimulacion

Para estudiar la LCN2 los MDMs se estimularon con 3uM de loperamida (Sigma Aldrich), 5 pg/ml de
Tri-DAP (Acido tri-diaminopimélico, Invivogen) y 10 pg/ml de MDP (muramil dipéptido, Invivogen)
y para Hepcidina y LL37 solamente fueron estimulados con 3puM de loperamida (Sigma Aldrich) durante
24 h a 37°C en atmosfera de 5% de CO,.

Infeccion con Mycobacterium tuberculosis cepa H37Rv

Los MDMs se infectaron con Mycobacterium tuberculosis cepa H37Rv a razon de 5 bacterias por
macrofago durante 1 h, después se lavaron los pozos tres veces con medio RPMI para eliminar las
bacterias que no fueron fagocitadas y se incubaron 24 h a 37°C en atmoésfera de 5% de
CO0,. Posteriormente las células para el estudio de LCN2 fueron estimulados con 3uM de loperamida
(Sigma Aldrich), 5 pg/ml de Tri-DAP (Acido tri-diaminopimélico, Invivogen) y 10 ug/ml de MDP
(muramil dipéptido, Invivogen). Para el caso de Hepcidina y LL37 solamente fueron estimulados con

3uUM de loperamida (Sigma Aldrich). Para cada péptido se estimulé durante 24 h adicionales.
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Microscopia de Fluorescencia
Tincion
Para llevar a cabo la tincion, se elimind el medio de cultivo de cada pozo por aspiracion suave y se

lavaron con solucién de lavado 1 (PBS, 0.1% albumina BSA) dos veces. Posteriormente fueron fijadas

con 400pl de paraformaldehido al 4% por cada pozo y posteriormente almacenadas a 4°C durante 24 h.

Después fueron lavadas con solucion de lavado 1 (PBS, 0.1% albamina BSA) dos veces y se bloguearon
con 400pl de solucion de blogueo (PBS, 10 % SFB, 1 % BSA, 0.3 % Triton X-100) durante 45 minutos,
por pozo. Sin lavar se afiadié el anticuerpo primario Anti-LCN2 mouse monoclonal 1gG (Santa Cruz
Biotechnology) diluido 1:100, Anti-Hepcidina mouse monoclonal 1gG (Santa Cruz Biotechnology)
diluido, Anti-LL37 mouse polyclonal 1IgG (NOVUS) diluido 1:75 para estos anticuerpos primarios se
utilizé la solucion de dilucion (PBS, 1 % BSA, 1 % SFB, 0.3 % Triton X-100, 0,01 % NaN3).
Posteriormente se incub6 por 1 hora a temperatura ambiente. Después se lavaron dos veces por 5 minutos
con solucion de lavado 2 (PBS, 1 % BSA, 0.05 % Tween 20). Luego se afiadio el anticuerpo secundario
Alexa 488 goat anti- mouse 1gG (Life Technologies) y se incubd por 1 hora a temperatura ambiente en
oscuridad. En los ultimos 10 minutos de la incubacion se afiadio 50l de Hoescht (Enzo) diluido 1:1000
en solucidn de dilucion y se incubd durante 10 minutos en oscuridad. Una vez terminado este tiempo se
lavé la muestra dos veces con solucién de lavado 2 (PBS, 1 % BSA, 0.05 % Tween 20) y se desmontd
la cdmara, se afiadié 25ul de medio de montaje ProLong Gold Antifade Reagent (Life technologies) y
se dejaron curar las laminillas durante 24 horas a temperatura ambiente y posteriormente se almacenaron
a 4° C en oscuridad hasta su visualizacion en un microscopio de fluorescencia Axio Scope 1.A (Carl

Zeiss) y se trataron como las muestras anteriores.

Sin lavar se afiadieron, 10 minutos antes de terminar la incubacion, 50 ul de Hoescht (Enzo) diluido
1:1000 en solucion de dilucién (PBS, 1 % BSA, 1 % SFB, 0.3 % Triton X-100, 0,01 % NaN3) y se dejo6
incubar por 10 minutos, después se lavaron dos veces con solucion de lavado 2(PBS, 1 % BSA, 0.05 %
Tween 20), se desmonto la camara y se afiadio 25ul de medio de montaje (ProLong Gold Antifade

reagent, Life technologies).

Finalmente se dejaron curar las laminillas durante 24 horas en oscuridad y a temperatura ambiente y

posteriormente se almacenaron a 4° C hasta su visualizacion en el microscopio de fluorescencia.
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Procesamiento de la imagen

Las células se visualizaron en un microscopio Axio Scope.Al (Carl Zeiss) a inmersion. Se utilizé un
ocular 10x y un objetivo N-ACHROPIAN de 100x, apertura numérica 1.25 con anillo de fases ph3. La
fluorescencia de detectd con distintos juegos de filtros (Carl Zeiss). Para Alexa Fluor 488 (fluorescencia
verde) se uso el juego de filtros 38 (excitacion: BP 450-510, beamsplitter: FT 495, emision: BP 500-
550), para Alexa Fluor 594 (fluorescencia rojo) el juego de filtros 64 HE (excitacion: BP 575-599,
beamsplitter: FT 605, emision: BP 612-682) y para Hoechst (fluorescencia azul) el juego de filtros 49
(excitacion: G 365, beamsplitter: FT 395, emision: BP 420-470).

Las iméagenes fueron tomadas con una camara monocromatica Mrm (Carla Zeiss) y analizadas con el

software Zen Pro 2.1 (Carla Zeiss).

Analisis estadistico

Para comparar la expresion de las proteinas en muestras relacionadas entre si, se realizé una ANOVA
de Friedman seguida de la prueba de Dunn para comparacion de pares de muestras. Para comparar pares
de muestras relacionados en la localizacion se realizo la prueba de suma de rangos de Wilcoxon. Se
utiliz6 el software GraphPad Prism 6.0 y se consideré cualquier valor de p menor a 0.05 como

significativo.
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Resultados

Controles de la tincion

Se incluyeron controles de la tincién que se realizaron en dos experimentos independientes de la
siguiente manera. Los controles positivos de las proteinas se realizaron en células estimuladas con MDP
ya que se ha reportado que MDP induce la expresion de peptidos antimicronianos (Juarez et al., 2014;
Landes et al., 2015). Las células sin estimulo y las estimuladas con MDP se tifieron por separado para
cada péptido segun el anticuerpo primario Anti-LCN2, Anti-LL37, Anti-hepcidina y revelado con el
anticuerpo secundario Alexa 488 goat anti-mouse IgG. Se compararon ambas tinciones de las dos
condiciones para cada anticuerpo primario (Fig.13a) y se observo que las células estimuladas con MDP

son positivas para cada péptido.

El control positivo de M. tuberculosis H37Rv se realizd en una muestra de solo bacterias fue tefiida con
el suero hiperinmune de conejo Anti-Mtb y se revel6 con el anticuerpo secundario Alexa 594 goat anti-

rabbit IgG y se observo que si se tifio Mtb (Fig. 13b).

Los controles negativos de las tinciones (Fig. 14) se realizaron en células no estimuladas. Para analizar
si las células presentaban autofluorescencia. Al respecto no se observo autofluorescencia significativa.
En la Fig. 14a se muestra la superposicion (merge) de las fluorescencias azul y verde y en la Fig. 14b se
muestra la superposicion de las fluorescencias azul y roja. Para analizar si los anticuerpos secundarios
Alexa 488 goat anti-mouse 1gG y Alexa 594 goat anti-rabbit 1gG tienen union inespecifica, la tincion se
realizd sin el anticuerpo primario pero si con el secundario y tifiendo el nacleo (Hoescht) (Fig. 14a 'y

14b). Se observd que ninguno de los anticuerpos secundarios presentan marcaje inespecifico.
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Figura 13. Controles positivos de las tinciones. a) Control de la tincion de la fluoresencia verde y b)
control de la fluorescencia roja. Las células sin estimulo y con MDP fueron fijadas con la tincion del
anticuerpo primario Anti-LCN2, Anti-LL37 y Anti-hepcidina y se reveld con un anticuerpo secundario
acoplado a Alexa Fluor 488. M. tuberculosis H37Rv fue tenida con el anticuerpo primario Anti-Mtb y
revelado con el anticuerpo secundario acoplado a Alexa 594. Se fotografiaron en las mismas
condiciones experimentales. 46
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Figura 14. Controles negativos de las tinciones. a) Control de la tincion de fluorescencia verde y
b) control de tincion de fluorescencia roja. Las células fueron fijadas sin tincion
(autofluorescencia) y con la tincion normal pero en ausencia del primer anticuerpo (control de
anticuerpo) y fotografiadas en las mismas condiciones experimentales.
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Expresion de Lipocalin-2 en macréfagos humanos

Para conocer si los inmunomoduladores en estudio inducen la expresion de la proteina de Lipocalin 2 se
estudiaron MDMs. La expresion de este péptido se evalud por microscopia de fluorescencia en MDMs
no infectados pero estimulados con MDP, Tri-DAP y loperamida durante 24 h (Fig.15), asi como en
MDMs infectados con la cepa virulenta de Mth y estimulados 1h post-infeccion con los mismos
inmunomoduladores por otras 24 h (Fig.16). Todas las células tuvieron un nivel basal de expresion

(Tabla 2), el porcentaje de células positivas para este marcador aumentd al estimular las células con Tri-

DAP y loperamida aunque no de manera significativa.

Tabla 2. Efecto de MDP, Tri-DAP y loperamida sobre la expresion de los péptidos antimicrobianos

en MDMs infectados y sin infectar.

Péptido Estimulo Mediana Minimo Maximo
Medio 80 60 100
MDP 90.48 72.73 96.43
Tri-DAP 100 75 100
LCN2 Loperamida 100 83.33 100
n=4 Mtb 87.3 60.71 88.89
Mtb+MDP 96.22 89.29 100
Mtb+Tri-DAP 98.22 95.83 100
Mtb+Loperamida 100 100 100
Medio 73.68 41.67 80
Hepcidina Loperamida 67.86 65.38 84.62
n=3 Mtb 80 40 85.71
Mtb+Loperamida 77.78 56.52 94.74
Medio 85.71 80 88
LL-37 Loperamida 100 100 100
n=3 Mtb 93.1 44.78 93.33
Mtb+Loperamida 100 51.72 100

* Porcentajes de MDMs positivos para LCN2, hepcidina y LL-37.

48



Merge Contraste de Fases

Ll
w

Tri-DAP MDP

Loperamida

Figura 15. Expresion de Lipocalin-2 en células no infectadas. Las células fueron estimuladas
durante 24h con 5ug/ml de Tri-DAP o 3uM de loperamida. Posteriormente fueron tefiidas con
el anticuerpo primario monoclonal Anti-LCN2 y revelado con un anticuerpo secundario
acoplado a Alexa 488. Los nucleos fueron tenidos con Hoescht. Las células fueron visualizadas
x 1000. Se muestran imagenes representativas de 4 experimentos independientes.
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Figura 16. Expresion de Lipocalin-2 en células infectadas con M. tuberculosis H37Rv.

Las células se infectaron con M. tuberculosis H37Rv MOI 1:5 estimuladas con 10 pug/ml de MDP, 5 ug/ ml
de Tri-DAP o 3 uM de loperamida durante 24 h post-infeccion. Posteriormente fueron tefidas con el
anticuerpo primario monoclonal Anti-LCN2 y revelado con el anticuerpo secundario acoplado a Alexa
488. M. tuberculosis H37Rv fue tenida con el anticuerpo primario Anti-Mtb y revelado con el anticuerpo
secundario Alexa 594. Los nucleos fueron tefiidos con Hoescht. Las células fueron visualizadas en x 1000.
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Debido a que no hubo diferencias en el porcentaje de células positivas, pero si habia una aparente
diferencia en la intensidad de fluorescencia, la cual es un indicativo de la cantidad de la proteina presente
en la célula, evaluamos el nivel de expresion en funcion de la intensidad media de fluorescencia con el
software Zen Pro 2.1 (Fig. 17). Para tomar en cuenta que el tamafio de las células es variable y éste
influye en la intensidad total de fluorescencia de la célula, calculamos la intensidad por micra cuadrada.
Observamos que solamente loperamida induce un aumento significativo en la produccion de esta
proteina tanto en células no infectadas (p<0.05, Fig 17a) como infectadas con M. tuberculosis H37Rv

(p<0.01, Fig 17b) segun la prueba de Friedman.
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Figura 17. Cambios en la expresion de Lipocalin 2 en macréfagos humanos estimulados.

La expresidn de Lipocalin 2 se midié por microscopia de fluorescencia. Se midié la intensidad de fluorescencia/u2 en a)
células no infectadas y b) células infectadas con M. tuberculosis H37Rv MOI5 estimuladas con 10 ug/ml de MDP, 5 ug/
ml de Tri-DAP o 3 uM de loperamida durante 24 h post-infeccién. Se muestran resultados individuales de experimentos

independientes y la linea sefala la mediana, *p<0.05 vs medio, **p<0.01 vs. Mtb. 51



Expresion de LL37 y Hepcidina en macrofagos humanos

De acuerdo a la diferencia estadistica obtenida en LCN2 (Fig. 17a, Fig. 17b) entre los distintos
inmunomoduladores y siendo loperamida la que presenta significativamente mayor induccion de la
expresion se decidié continuar solo con este estimulo para el estudio de la expresion de LL-37 y
hepcidina. La expresion de ambos péptidos se observo en las células estimuladas con loperamida y sin
estimulo (medio) (Tabla 2), el porcentaje de células positivas aumentd con el estimulo de loperamida
aunque no de manera significativa. Por microscopia de fluorescencia se evalué en funcion de la
intensidad media de fluorescencia la expresion de LL-37 (Fig.18) y de hepcidnia (Fig.19) en células no
infectadas (Fig. 18a y Fig. 19a) y células infectadas con M. tuberculosis H37Rv (Fig. 18b y Fig. 19b).
Observamos que la loperamida induce mayor expresion de LL-37 y hepcidina en células no infectadas
(Fig. 20a 'y 20b) y células infectadas (Fig.20c y 20b) aunque no de manera significativa segun la prueba

de Wilcoxon.
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Figura 18. Expresion de LL-37 en macrofagos humanos estimulados con Loperamida. La
expresion de LL-37 se observd en a) células no infectadas y b) células infectadas con M.
tuberculosis H37Rv MOI 1:5 estimuladas con 3 uM de loperamida durante 24 h post-infeccion. Las
células fueron tenidas con el anticuerpo primario Anti-LL37 y se reveld con un anticuerpo
secundario acoplado a Alexa FluorAlexa 488. Mtb fue tefnida con el anticuerpo primario Anti-Mtb
y revelado con el anticuerpo secundario Alexa 594. Los nucleos fueron tefiidos con Hoescht. Las
células fueron visualizadas en x 1000. Se muestran imagenes representativas de 3 experimentos
independientes.
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Figura 19. Expresion de hepcidina en macrofagos humanos estimulados con Loperamida. La
expresion de hepcidina se observo en a) células no infectadas y b) células infectadas con M.
tuberculosis H37Rv MOI 1:5 estimuladas con 3 uM de loperamida durante 24 h post-infeccion. Las
células fueron tenidas con el anticuerpo primario Anti-Hepcidina y se reveld con un anticuerpo
secundario acoplado a Alexa 488. Mtb fue tenida con el anticuerpo primario Anti-Mtb y revelado
con el anticuerpo secundario Alexa 594. Los nucleos fueron tenidos con Hoescht. Las células fueron
visualizadas en x 1000. Se muestran imagenes representativas de 3 experimentos independientes.
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Figura 20. Cambios en la expresion de hepcidina y LL-37 en macrofagos humanos estimulados con
Loperamida. La expresion de Hepcidina y LL-37 se midid por microscopia de fluorescencia. Se midio
la intensidad de fluorescencia/u2 en a) y b) células no infectadas asi como de c) y d) células
infectadas con M. tuberculosis H37Rv MOI 1:5 estimuladas 3 uM de loperamida durante 24 h post-
infeccion. Se muestran resultados individuales de experimentos independientes y la linea sefala la
mediana.
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Colocalizacion de M. tuberculosis H37Rv con LCN2, LL-37 y hepcidina.

Las células infectadas ademas fueron evaluadas para determinar el porcentaje de colocalizacion del
péptido con las bacterias (Fig. 21). Para conocer si hay interaccion de las proteinas con M. tuberculosis
H37Rv a partir de las imagenes obtenidas de las células infectadas se contabilizaron las bacterias por
celula y cuantas de estas presentaban colocalizacion. La colocalizacion fue determinada al detectar la
localizacion en el mismo sitio de la célula entre la tincion de la bacteria y la del péptido observado en
amarillo. El porcentaje de colocalizacion de la micobacteria con LCN2 (Fig.21a), LL-37 (Fig. 21b) y
Hepcidina (Fig. 21c) aumento utilizando el estimulo con loperamida, sin embargo estadisticamente no

fue significativo.
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Figura 21. Colocalizacion de M. tuberculosis H37Rv en macréfagos humanos estimulados con
loperamida. En las células infectadas con M. tuberculosis H37Rv y estimuladas con loperamida se
calculd el porcentaje de colocalizacidn del nimero de bacterias de M. tuberculosis H37Rv por células
con la expresion de a)LCN2, b)hepcidina y c)LL-37. Se muestran resultados individuales de
experimentos independientes y la linea sefiala la mediana
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Discusion

El uso de inmunomodulares como adyuvantes podria ayudar a reducir las limitaciones en el tratamiento
actual (resistencia, largo tiempo del tratamiento y alto costo) contra la infeccion por M. tuberculosis.
Tanto Tri-DAP como loperamida son buenos candidatos para ser usados como adyuvantes en el
tratamiento de la Tb pulmonar; en este trabajo evaluamos su potencial para inducir la expresion de

proteinas con actividad antimicrobiana como parte de la definicibn de sus mecanismos

inmunomoduladores sobre el macréfago humano.

Observamos que existe una expresion basal de Lipocalin 2, LL-37 y hepcidinaen MDMs. LCN2 parece
tener mayor nivel de expresion y evaluamos si era posible su induccién con los inmunomoduladores en
estudio. Observamos que el porcentaje de células que expresan LCN2 no se modifica significativamente
con la adicién de ninguno de los inmunomoduladores probados pero la intensidad de fluorescencia si
mostré cambios. Loperamida es el que mayor expresion de LCN2 induce. Este fendmeno se replicé en
los MDMs infectados.

La elevada expresion de LCN2 inducida por loperamida podria estar relacionada con su actividad
reportada como un inductor de autofagia porque se ha reportado la produccion de LCN2 durante el
mecanismo de autofagia (Saiga et al., 2011). Tri-DAP y MDP también son inductores de autofagia y se
ha reportado que inducen la produccién de péptidos antimicrobianos, pero no observamos la induccién
significativa de LCNZ2, probablemente porque LCN2 es un péptido de naturaleza distinta a las defensinas
y catelicidinas tiene algin mecanismos distinto de regulacion de su expresion que no fue abordado en

este estudio.

Con respecto a la expresion de LL-37 y hepcidina en MDMs humanos Unicamente estimulamos con
loperamida, ya que presentd la mayor induccion de la expresion de LCN2. No se observd induccién
significativa de hepcidina en MDMs no infectados estimulados con loperamida y aunque hubo aumento
no significativo en la expresion de LL-37. En MDMs infectados observamos una ligera induccion de
hepcidina y LL-37 por estimulacion con loperamida. Tanto hepcidina como LL-37 son importantes en
el control de la infeccidn por M. tuberculosis en distintas condiciones experimentales (Torres et al.,2015)

por lo que su induccion por loperamida podria ser un factor que se suma a su capacidad bactericida.
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Posteriormente investigamos si los péptidos antimicrobianos inducidos por loperamida son reclutados al
sitio de localizacion de la bacteria. Observamos que la colocalizacion de LCNZ2, hepcidina y LL-37 con
la micobacteria en MDMs con loperamida fue mayor, probablemente debido a que la autofagia inducida
funge también como un movilizador o acarreador de péptidos antimicrobianos. No se usaron inhibidores
de transporte extracelular, por lo que podemos suponer que los péptidos antimicrobianos fueron
retenidos en autofagosomas. Desafortunadamente, al no contar con una cinética de tiempo de la
expresion de estos peptidos probablemente no hayamos registrado el tiempo de mayor expresion al

interior de las células de los péptidos en caso de que hayan sido exportados.

La colocalizacion nos sugiere que los péptidos participan de manera directa en la eliminacion de la
micobacteria, de ser asi, una mayor estimulacion de estas proteinas podria hacer que la eliminacién de
las micobacterias por los MDMs fuera més eficiente. Sugerimos continuar con el estudio sobre la
colocalizacion de los péptidos y la micobacteria asi como de la expresion de estos péptidos con el
inmunomodulador loperamida ya que este farmaco ha mostrado tener alta actividad antimicobactericida
en MDMs humanos para asi saber como se lleva a cabo este mecanismo y en futuro desarrollar un
tratamiento donde pueda ser administrado para la eliminacion de la Th. Ademas, sugerimos realizar
estudios de la actividad antimicrobiana de estos péptidos ante otros patdgenos como Plasmodium spp.,
Candidas spp., Clostridium tetani y VIH, que actualmente son dificiles de eliminar por el sistema

inmune y el tratamiento para su eliminacién es costoso y/o de larga duracion.

Conclusion
La estimulacién con Tri-DAP y loperamida del macr6fago humano infectado con M. tuberculosis H37Rv
genera la produccion de las proteinas con actividad antimicrobiana Lipocalin-2, LL-37 y hepcidina,

ademas loperamida participa en su reclutamiento al sitio de localizacion de la bacteria.
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