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RESUMEN

Escalona Sarabia Ana Luisa. Utilidad de los modelos animales experimentales para evaluar
el papel que los eicosanoides desempefian en la tuberculosis humana: Estudio de revision

(bajo la direccion de: Dra. Esmeralda Juarez Carvajal)

La tuberculosis humana (TB) es un problema de salud publica. Aunque es una enfermedad
curable, el protocolo de tratamiento actual es largo y dificil de mantener. Debido al limitado
avance de nuevos tratamientos en los ultimos afos, las terapias dirigidas al hospedero han
tomado un mayor interés, siendo una de las propuestas, la intervencién sobre la induccién o

inhibicién de eicosanoides.

Los eicosanoides son mediadores quimicos locales que acttan favoreciendo y limitando el
proceso inflamatorio. Durante la TB, un estado de hiperinflamacion genera dafio al
parénquima pulmonar con el posterior deterioro de la funcién respiratoria. A pesar de lo
importante que es este circuito, los reportes acerca de su utilidad en tuberculosis son en

ocasiones controversiales, y en otras no concluyentes.

Con el objetivo de conocer e integrar la informacion publicada que muestra las condiciones
experimentales y mecanismos moleculares involucrados entre los modelos animales, en este
trabajo se buscaron y analizaron diversos estudios recuperados de PubMed, SCOPUS,
Google Académico y Scielo que buscan definir el papel que los eicosanoides tienen en la
infeccion por M. tuberculosis.

Para su analisis los experimentos encontrados se clasificaron en cuatro modelos:
Cuantificacion de eicosanoides post-infeccién in vivo o in vitro, modificacién de
eicosanoides in vivo antes o después de la infeccidn. En ellos se observo una gran variabilidad
de procedimientos y mecanismos terapéuticos y se analizaron las coincidencias y
discrepancias entre ellos, lo que permitié realizar un algoritmo para optimizar futuras

investigaciones sobre eicosanoides y su utilizacion como blancos terapéuticos durante la TB.



LISTA DE ABREVIATURAS

AA- Acido araquidénico

ADA- Adenosina desaminasa

AG- Acidos grasos

BCG- Bacilo de Calmette-Guérin

BPI- Proteina bactericida de aumento de permeabilidad
BSL-2- Laboratorio de bioseguridad 2

BSL-3- Laboratorio de bioseguridad 3

COX- Ciclooxigenasas

DGAT1- Diacilglicerol O-Aciltransferasa 1

DHA.- 4cido docosahexaenoico

DM-Diabetes mellitus

ELISA- Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas
EP- Receptor de PGE2

EPA- acido eicosapentaenoico

ETH, EMB, E- Etambutol

FADS- Desaturasa de acidos grasos

GM-CSF- Factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos
HEWL-lisozima de huevo de gallina

HIF-Factor inducible por hipoxia



i.g.-Intragéstrica

IGRA- ensayos de liberacion de IFN-y
I.m.-Intramuscular

i.n.-Intranasal

i.p.-Intraperitoneal

I.t.-Intratraqueal

I.v.-Intravenosa

IFN-Interferon

IL- Interleucina

INH, H- Isoniazida

IRF- Factores de regulacion de interferén
LOX- Lipoxigenasas

LPS- Lipopolisacéarido

LT- Leucotrieno

LTA4H- Hidrolasa de leucotrieno A4
LX-Lipoxina

Mar-Maresina

MDR-Tuberculosis multidrogo-resistente
MDM- Macrofagos derivados de monocitos

M-MDSC- Células supresoras derivadas de mieloides



Mtb- Mycobacterium tuberculosis

NA- Acido niflimico

NO-Oxido nitrico

OIE- Organizacion Mundial de Sanidad Animal
p.i.=Post-infeccion

PCR- Reaccion en cadena de la polimerasa, por sus siglas en inglés
PDX-Protectina D1

PG- Prostaglandina

PLAZ2- Fosfolipasa A2

PLC- Fosfolipasa C

PMN- leucocitos polimorfonucleares

PPD- Derivado proteico purificado de M. tuberculosis

PUFA- Acidos grasos poliinsaturados, por sus siglas en inglés
PZA, PYR, Z- Pirazinamida

RIF, RMP, R- Rifampicina

RvD- Resolvina de la serie D

SADER- Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural

SBG- Betaglucano soluble

s.c.- Subcutanea

SENASICA- Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria.
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SPM- Mediadores lipidicos especializados en resolucidn, por sus siglas en inglés
STR, S- Estreptomicina

TB- Tuberculosis humana

TG- Triglicéridos

TGF- Factor de crecimiento transformante

TNF- Factor de necrosis tumoral

TST- Prueba cutanea a la tuberculina o prueba de Mantoux

UFC- Unidad formadora de colonias

v.0.= Via oral
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1. Introduccion

1.1.1 Antecedentes

1.1.1 Importancia de la tuberculosis en humanos y animales

1.1.1.1 Tuberculosis humana

En 1882 Robert Koch descubrié a Mycobacterium tuberculosis, un bacilo alcohol acido-
resistente, aerobio estricto causante de la tuberculosis humana (TB), una de las enfermedades
infecciosas mas antiguas conocidas y que en la actualidad sigue siendo un problema de salud
publica. Esta enfermedad es una de las 10 principales causas de muerte y la principal causa
por un Unico agente infeccioso con un registro de 4,000 muertes diarias en promedio en el

mundo (1).

En México se reportan mas de 20,000 casos nuevos de tuberculosis por afio siendo los grupos
mas afectados (62%), hombres de 25-54 afios (2). De estos casos, mas del 80% presenta la
forma pulmonar. Las entidades federativas con mayor nimero de casos y muertes por
tuberculosis son: Baja California, Veracruz, Guerrero, Sonora, Tamaulipas, Chiapas, Nuevo

Ledn y Tabasco (3).

La patogenia de la enfermedad (Figura 1) comienza con la trasmision de la micobacteria por
via aérea a través de la inhalacién de aerosoles que depositan pequefias cantidades de la
bacteria en el pulmén. Estos patdgenos son fagocitados por macréfagos pulmonares en cuyo
interior permanecen y se replican. La bacteria ha desarrollado mecanismos que inhiben la
apoptosis de los macrofagos y la formacion del fagolisosoma, los macréfagos infectados

mueren por necrosis, mecanismo de muerte celular que permite a la micobacteria escapar e



infectar a nuevos macrdéfagos (4).

El proceso de la infeccion es limitado por la respuesta celular dependiente de linfocitos T;
esta se produce cuando los antigenos micobacterianos son procesados por células dendriticas
y macrofagos (células presentadoras de antigeno) y presentados a los linfocitos T CD4+ y
CD8+. Los linfocitos T CD4+ producen citocinas tipo Thl: IL-2, TNF-p e IFN-Y". EI IFN-Y
es un potente activador de macrofagos, que ayuda a que estos sean capaces de matar y digerir
los bacilos intracelulares que los infectan. Como resultado de todo este proceso, en los sitios
donde hay multiplicacion de micobacterias se acumulan macréfagos y linfocitos T que
progresivamente forman granulomas en cuyo interior se eliminan las bacterias (4). Los
granulomas generalmente estan formados por macréfagos rodeados de linfocitos. Sin
embargo, la bacteria también ha desarrollado la capacidad de retrasar la presentacion de
antigeno a las células T como otro mecanismo de defensa (5). Este retraso en la activacion

de las células T genera que el control de la replicacion de la bacteria ocurra tardiamente.

Figura 1 Mecanismo de infeccién de M. tuberculosis. La trasmision ocurre por via aérea (1). Las bacterias
logran acceso al espacio alveolar (2); alli, son fagocitadas por macrdfagos alveolares (3). Las micobacterias se
replican dentro de los macréfagos (4), lo que causa necrosis de macréfagos y liberacién de bacterias (5)
logrando asi diseminar la infeccion. Dentro de los macrdfagos infectados ocurre el procesamiento de
antigenos bacterianos y presentacion a linfocitos T (6), los cuales consecuentemente producen citocinas tipo
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Th1 como IFN-y, IL-2 y TNF-a, B (7). EI IFN-y estimula mecanismos bactericidas que permiten eliminar la
micobacteria que se encuentra dentro de los macr6fagos circundantes (8).

La TB puede afectar cualquier érgano del cuerpo humano; sin embargo, la forma maés
frecuente es la tuberculosis pulmonar. Otros lugares donde se puede manifestar son: nddulos
linfaticos, rifiones, sistema nervioso central y huesos. EI cuadro clinico en estos casos
depende del 6rgano afectado (4). Sin embargo, pocas personas presentan sintomas poco
tiempo después de la infeccion; algunos presentan sintomas después de meses o afios, pero
el resultado mas comun de la infeccidn es la tuberculosis latente, en la cual no hay presencia
de ningun sintoma y la persona no es contagiosa. En casos de inmunosupresion se puede

llegar a reactivar la infeccion y desarrollarse la enfermedad (6).

En el caso de la tuberculosis pulmonar, la principal manifestacion es la tos con flemas
(expectoracion) de mas de 15 dias que se puede acompafar de fiebre por las tardes, pérdida
de peso sin causa aparente, sudoraciones nocturnas, falta de apetito y sensacion de cansancio.
En casos graves también se puede notar dolor de pecho, dificultad para respirar, sangrado al

toser y dolor de cabeza (3).

El diagnostico de la tuberculosis pulmonar se realiza a través de la prueba cutanea a la
tuberculina (empleando PPD) o prueba de Mantoux (Mantoux tuberculin skin test, TST, por
sus siglas en inglés), baciloscopia o cultivo bacteriologico de una muestra de esputo; para
tuberculosis extrapulmonar se realiza PCR, medicion de la enzima adenosina desaminasa
(ADA) o TST y en caso de tuberculosis latente el diagndstico se hace con TST o ensayos de
liberacion de IFN-y (IGRA). El tratamiento de la enfermedad se basa en la administracion de
farmacos bactericidas y bacteriostaticos divididos en dos fases con una duracion total de seis

meses. Los primeros dos meses de tratamiento se conocen como fase intensiva, durante la
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cual se administran cuatro farmacos diariamente: Isoniazida (INH, H), Rifampicina (RIF,
RMP, R), Pirazinamida (PZA, PYR, Z) y Etambutol (ETH, EMB, E) o Estreptomicina (STR,
S). La segunda fase es la fase de sostén; dura cuatro meses en los que se administran Hy R

tres veces por semana (4,6-8). Este tratamiento es muy largo y necesita una vigilancia

constante para evitar abandono.

En México y en otros paises del mundo la vacunacion contra tuberculosis con el bacilo de
Calmette-Guérin (BCG) se aplica de manera universal y gratuita a todos los recién nacidos.
Con esta vacuna se previene la aparicion de formas graves de tuberculosis como la del
sistema nervioso central o meningea (3). Desafortunadamente esta vacuna es menos efectiva

en los adultos.

1.1.1.2 Tuberculosis en animales domésticos, zooldgicos y en vida libre

Clasicamente, el complejo Mycobacterium tuberculosis (Mtb) incluye a distintas especies de
micobacterias: M. tuberculosis, M. bovis, M. caprae, M. africanum, M. microti y M.
pinnipedii. EI humano es el hospedero natural y reservorio de M. tuberculosis y el ganado
bovino doméstico de M. bovis. No obstante, M. tuberculosis ha sido identificada en un amplio
rango de especies: primates no humanos, bovinos, elefantes y otros ungulados, carnivoros

exoticos, mamiferos marinos y psitacidos (9).

La transmision de la tuberculosis de animales al hombre es poco frecuente, menos del 10%
de los casos que se presentan son de origen zoono6tico y principalmente son causados por M.
bovis, este se transmite por contacto directo con animales infectados o de forma indirecta, a
través del consumo de leche contaminada o contacto con material infectado. Clinicamente en

humanos las infecciones causadas por M. tuberculosis y M. bovis son parecidas con una



tendencia de M. bovis a una infeccion extrapulmonar (10).

La enfermedad en animales se ha manifestado sobre todo en el ganado y animales en
cautividad (9), sin embargo, se tienen reportes de la presencia de la micobacteria en animales
silvestres en todo el mundo, siendo los cerdos salvajes y venados los que tienen la mayor
prevalencia (11), pero también hay reportes en tejones, mapaches, coyotes, gatos ferales,

zarigleyas, zorros, zorrillos, etcétera (12).

La micobacteria se transmite por el contacto de animales/ humanos infectados. En
mamiferos, M. tuberculosis provoca una enfermedad pulmonar crénica con signos
inespecificos como debilidad, pérdida de peso, fiebre, disnea, tos seca, nddulos linfaticos
grandes y prominentes, y en aves provoca lesiones muco-cutaneas. El diagndstico se basa en
la prueba de tuberculina intradérmica o de interferon gamma (en la mayoria de los
mamiferos), cultivo de secreciones (elefantes), biopsias y de lesiones externas (en aves) o
ELISA, PCR, histopatologia y cultivo de lesiones de érganos tomados en la necropsia. La
tuberculosis en animales es una enfermedad que figura en la lista de reporte obligatorio de la

SADERY la OIE (9-11).

En México existe la Campafia Nacional contra la Tuberculosis Bovina por parte de
SENASICA con sustento en la NOM-031-ZO0-1995, Campaiia Nacional contra la
Tuberculosis bovina Mycobacterium bovis. En esta campafia se realizan distintas actividades
como: diagnostico en campo (100% de los hatos), cuarentena a hatos infectados, eliminacion
de animales reactores a las pruebas, inspeccion en rastros, diagnostico histopatologico y
microbiologico, proteccion de regiones de baja prevalencia, rastreo retrospectivo y diferentes

estrategias de difusion y promocién, entre otras (13).


http://www.gob.mx/senasica/documentos/nom-031-zoo-1995
http://www.gob.mx/senasica/documentos/nom-031-zoo-1995

1.1.2 Modelos experimentales para el estudio de la tuberculosis

1.1.2.1 Patogenos

-M. tuberculosis: De lento crecimiento in vitro, son necesarias varias semanas para formar
colonias en un medio de cultivo solido, para trabajarlo se requiere un laboratorio de

bioseguridad 3 (BSL-3). Existen diferentes cepas y variantes (6).

-M. tuberculosis atenuada: Muchas cepas de M. tuberculosis han sido seleccionadas ya sea
de forma natural o con manipulacién genética para crear bacterias atenuadas y de més facil
manejo e incluso algunas pueden llegar a utilizarse en un laboratorio BSL-2. Entre estas

encontramos a M. tuberculosis H37Ra (6).

-M. bovis: Al igual que M. tuberculosis, es de lento crecimiento in vitro, son necesarias
varias semanas para formar colonias en un medio de cultivo sélido, se trabaja en un BSL-3.
Existen diferentes cepas y variantes. La cepa de uso en laboratorios es M. bovis AN5, de la
cual también se obtiene el PPD (derivado proteico purificado) para las pruebas de TST en
bovinos. M. bovis y M. tuberculosis son 99% similares a nivel genético. Ambas han sido

usadas como modelo patdgeno en TB (14).

-M bovis BCG: Preparacion de bacterias vivas atenuadas derivadas de un cultivo de bacilos
de Calmette y Guérin (Mycobacterium bovis) desarrollada en 1930 en el Instituto Pasteur.
De crecimiento lento, similar al de M. tuberculosis. Se trabaja en BSL-2. No causa la

enfermedad en muchos modelos animales (6).

-M. smegmatis: De réapido crecimiento. Utilizada para estudios de biologia celular y

metabolismo de micobacterias. La cepa que se usa no es virulenta (6).



-Otras micobacterias patdgenas: Estas micobacterias tienen su hospedero natural y difieren

de M. tuberculosis en distintos aspectos por lo que su uso en investigacion principalmente

permite el estudio de la interaccion hospedero-patogeno. Por ejemplo: M. marinum es un

patégeno natural de peces y anfibios y causa una enfermedad parecida a la tuberculosis en

humanos, se ha empleado en estudios con moscas (Drosophila melanogaster), ameba

(Dictyostelium discoideum) y peces cebra (15).

1.1.2.2 Modelos animales

Ningun modelo animal es hospedero natural de la micobacteria, sin embargo, el uso de cada

uno tiene ventajas y desventajas. Dado la complejidad de la tuberculosis humana, los modelos

animales ofrecen una variedad de recursos para el estudio de muchos aspectos diferentes de

la enfermedad (Cuadro 1).

Cuadro 1. Modelos animales mas comunes para el estudio de tuberculosis.

Modelo Efecto de la infeccion

Mayoria de la infeccion
confinada a pulmon con

, formacién de granulomas.
Raton

Muerte a los pocos meses
cuando no hay tratamiento.

La infeccion con M. bovis
se presenta con formacion
de granulomas con necrosis
Conejo caseosa, licuefactiva y
cavitaciones en el pulmén.
En ocasiones se genera una
tuberculosis latente.

Ventajas

Muy utilizados en estudios
inmunoldgicos. Son de facil
manejo, bajo costo, permiten

estudios con variaciones genéticas y
en el mercado existen muchos
reactivos inmunolégicos.

Lesiones mas parecidas a las
encontradas en humanos.

Desventajas

A diferencia de los
humanos, no presentan
formacién de granulomas
necraticos.

Naturalmente resistentes a
M. tuberculosis.

En comparacidn con los
ratones y cuyos, son mas
caros de mantener y
requieren un mayor
espacio. Pocos reactivos



Cuyo

Primates
no
humanos

Pez cebra

Humano

Forman granulomas
caseosos en el pulmdn con
multiplicacion logaritmica
de la bacteria de la segunda

a la cuarta semana de
infeccion.

Presentan tuberculosis
tanto latente como activa
con los mismos signos y
lesiones histoldgicas que

los humanos.

Forman lesiones
granulomatosas.

TB puede afectar cualquier
o6rgano del cuerpo humano;
sin embargo, la forma mas
frecuente es la tuberculosis
pulmonar.

Referencias: (6,16—20)

Mas susceptibles a M. tuberculosis
que los ratones y los conejos.
Principalmente se han usado en
estudios de nuevos medicamentos y
vacunas.

Muy susceptibles a M. tuberculosis.
Han sido utilizados para el estudio
de la interaccion TB-HIV o virus de
inmunodeficiencia de los simios
(SIV) y para la generacién de
nuevas vacunas.

Los embriones de estos peces son
transparentes, lo que permite el
monitoreo continuo de las bacterias
marcadas con fluorescencia. Esto
ha permitido estudiar la
morfogénesis de lesiones. Al igual
que los ratones, la genética en estas
especies ha sido muy trabajada. Su
mantenimiento es de bajo costo y
no necesitan tanto espacio.

Para los estudios se utiliza
principalmente el plasma y células
sanguineas de donadores. Las
herramientas para el estudio de la
enfermedad han ido mejorando a lo
largo del tiempo, lo que permite
otros analisis, como distintos tipos
de tomografias que han sido
utilizadas para el monitoreo de la
historia natural de la enfermedad.

inmunoldgicos en el
mercado.

Maés caros de mantener
gue los ratones y con
pocos reactivos
inmunoldgicos en el
mercado.

Experimentos muy caros y
dificiles de llevarse a cabo
porque se necesitan
instalaciones especiales y
se usa una cantidad
limitada de animales.

Infeccion con M.
marinum.

Es dificil poder llevar a
cabo estudios
experimentales.



1.1.3 Mediadores de la inflamacion reportados en TB

En las primeras etapas de inflamacion por tuberculosis en el pulmén, la migracion y
activacion de leucocitos es consecuencia de muchos mediadores proinflamatorios solubles
(eicosanoides, aminas vasoactivas y citocinas) que son liberados al ambiente por células que
se localizan en los tejidos adyacentes al sitio de infeccidn y que son activadas por diferentes

estimulos (21).

La falta de resolucién de la inflamacion es responsable de diversas enfermedades y de las
complicaciones asociadas a infecciones, pues un constante estimulo antigénico puede
propiciar que la inmunidad celular se transforme en una reaccién de hipersensibilidad
causando dafio severo a los tejidos. En el caso de la tuberculosis se presenta inflamacion
cronica caracterizada por la formacion de granulomas en el sitio de infeccion; los granulomas
ayudan a controlar la diseminacion de las bacterias (4). TNF-a tiene un papel importante en
la formacion de estos granulomas. TNF-o, IFN-Y, IL-1B, IL-6 e IL-12 son citocinas
proinflamatorias, en cambio IL-10 y TGF-B son citocinas antinflamatorias claves para
prevenir el exceso de IL-12, TNF-a e IFN-Y en infecciones intracelulares (22). La resolucion
de la inflamacién, que no es lo mismo que anti-inflamacion, es un proceso activo que requiere
la biosintesis de lipidos especializados denominados mediadores lipidicos especializados en

resolucion que pertenecen a la familia de los eicosanoides.

1.1.3.1 Los eicosanoides

Los eicosanoides, lipidos derivados del &cido araquidonico (AA, omega-6) localizado en las
membranas de las células, y que se obtienen de la ingesta de acidos grasos omega-6 y omega-

3, también conocidos como n-3 y n-6 respectivamente, son mediadores quimicos locales muy



importantes durante el proceso inflamatorio, tanto para favorecerlo como para su resolucion.

Estos lipidos son sintetizados en diferentes tipos de células que incluyen leucocitos, células

endoteliales y plaguetas (22).

Dentro de los eicosanoides se encuentran los leucotrienos, tromboxanos, varios tipos de
prostaglandinas, prostaciclinas y lipoxinas. Estos son generados a partir de reacciones
enzimaéticas mediadas por la accion de las lipooxigenasas (LOX) y/o ciclooxigenasas (COX)
(Figura 2). Algunos ejemplos de eicosanoides proinflamatorios son: el leucotrieno B4
(LTB4), cuya funcion quimio atrayente es necesaria para el arribo de neutrofilos al sitio de
la infeccion y su presencia estimula la fagocitosis de microorganismos en macréfagos
alveolares (23) y la prostaglandina E2 (PGEZ2), que favorece los cambios endoteliales

requeridos para el tréfico de células (24).
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Figura 2. Sintesis de eicosanoides. Una vez que una sefial inflamatoria llega a la membrana celular, por accién
de PLA2 se libera AA, DHA o EPA de los cuales, a partir de la accion enzimatica de ciclooxigenasas y
lipoxigenasas, se sintetizan eicosanoides tanto proinflamatorios (enmarcados en color rojo) como resolutorios.



(enmarcados en color azul). PLA2, fosfolipasa A2; AA, &cido araquidonico; DHA, &cido docosahexaenoico;

EPA, acido eicosapentaenoico; COX-1, 2, ciclooxigenasas 1 y 2; 5-LOX, 5-lipoxigenasa; 15-LOX, 15-
lipoxigenasa; SPM, mediadores lipidicos especializados en resolucion.

Los mediadores lipidicos especializados en resolucion (specialized pro-resolving lipid
mediators: SPM, por sus siglas en inglés) incluyen: protectinas y resolvinas de la serie D,
derivadas del acido docosahexaenoico (DHA); resolvinas de la serie E, derivadas del acido
eicosapentaenoico (EPA) y lipoxinas, derivadas del AA (25). EPA y DHA se consideran
como omega-3. Estos lipidos limitan el flujo de neutrofilos y aumentan la actividad fagocitica
de los macréfagos favoreciendo el regreso a la homeostasis (25). Con el uso de modelos
murinos de enfermedades pulmonares, se ha observado que los SPM participan en la
disminucion de la produccion de citocinas proinflamatorias, aumento de la produccion de
péptidos antimicrobianos, reduccion del trafico de neutrdfilos, reparacion tisular, reparacion
de la barrera mucosa después de dafio, disminucion de edema alveolar, y activacion de la re-

epitelizacion (26). La disminucion de estos lipidos correlaciona con disfuncion pulmonar.

Se sabe que blogueadores de la enzima ciclooxigenasa 2 (COX-2), responsable de la sintesis
de prostaglandinas y leucotrienos, tienen efectos protectores en pulmon (25, 27). Ademas, se
ha demostrado que algunos farmacos inhibidores de la COX-2 como oxifenbutazona,
ibuprofeno, diclofenaco y aspirina, utilizados en modelos animales de TB, ayudan al control
de la inflamacién, reduccion de la enfermedad pulmonar, y aumento de la actividad
bactericida del hospedero y de la actividad antimicrobiana de los antibidticos (28, 29). Lo
anterior pone en foco el metabolismo de los eicosanoides como generador de blancos

terapéuticos.
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Debido a que los precursores de estos lipidos, omega-3 se ingieren con la dieta al consumir
mariscos, pescados, semillas y aguacate, se esperaria que los pacientes que ingieren estos
alimentos tuvieran facilidad de regular la inflamacién, pero los factores involucrados en el
éxito; o fracaso, requieren ser revisados en cuanto a los modelos experimentales disponibles
en la literatura. Se desconoce si M. tuberculosis interfiere con el metabolismo del DHA para
la generacion de RvD1 y Marl, si los pacientes con tuberculosis tienen una disminucion de
los acidos grasos esenciales linoleato, DHA y EPA, si estos mecanismos son inducibles por
aspirina, o si la mera intervencion alimentaria seria suficiente para favorecer el control de la
inflamacién. A este respecto, es importante considerar que algunos mecanismos moleculares
involucrados en el proceso de regulacion de la inflamacidn en la tuberculosis que se pueden
observar en los modelos animales, no se pueden replicar en los modelos experimentales en

humanos y viceversa.

1.2. Justificacion de la importancia del tema

Aunque la tuberculosis es una enfermedad curable, el protocolo de tratamiento actual es muy
largo y dificil de mantener en muchas regiones del mundo. Debido al limitado avance de
nuevas terapias contra TB en los dltimos afios, las terapias con reposicionamiento de
farmacos y las terapias dirigidas al hospedero como moduladores de citocinas (IFN-Y y
TNF), anti-fibroticos o moléculas que potencien las funciones de macrofagos, han tomado
un mayor interés porque ayudan a eliminar o limitar el dafio tisular colateral de la infeccion

(30).

Durante la TB, la produccion de grandes cantidades de citocinas proinflamatorias genera un

estado de hiperinflamacion que causa dafio tisular (31) al parénquima pulmonar con el



posterior deterioro de la funcion respiratoria, lo que hace al circuito inflamatorio un necesario
punto de abordaje terapéutico para preservar la funcion pulmonar. En este caso, se ha

propuesto el uso de eicosanoides para disminuir la inflamacion y por lo tanto reducir la

morbilidad-mortalidad ademas de tener significancia econémica y social.

1.3. Descripcion del problema de estudio.

Los antiinflamatorios no esteroideos, y recientemente las terapias farmacoldgicas
nutricionales que utilizan acidos grasos poliinsaturados de cadena larga omega-3 (n-3
LCPUFA), tienen la capacidad de modular la respuesta del sistema inmune y por lo tanto son
considerados como potencialmente benéficos como terapias de soporte a las ya actualmente
existentes. Estos tratamientos buscan mejorar la respuesta del hospedador modulando la

respuesta ante la inflamacion excesiva (22, 30, 32).

A pesar de lo importante que este circuito es para las infecciones respiratorias, los reportes
acerca de su utilidad en tuberculosis son en ocasiones controversiales, y en otras no
concluyentes. Por lo tanto, para evaluar la validez de utilizar las terapias dirigidas con

eicosanoides en humanos, es necesario tomar en cuenta el modelo utilizado y la metodologia.

1.4. Objetivos

Objetivo general

Analizar los mecanismos moleculares involucrados en los modelos experimentales animales
y humanos que definen el papel que los eicosanoides desempefian en la tuberculosis

pulmonar.



Objetivos particulares

1.-Realizar una revision bibliografica para conocer los modelos animales que han sido
utilizados para estudiar el papel que los eicosanoides desempefian en la tuberculosis

pulmonar.

2.-Realizar una revision bibliografica de las condiciones experimentales usadas para definir

el papel de los eicosanoides en la tuberculosis humana.

3.-Integrar la informacidn para encontrar los puntos de coincidencias y discrepancias de los
mecanismos moleculares involucrados en los modelos experimentales animales y humanos

y su posible utilidad en otras especies.

4.-Proponer un algoritmo que permita optimizar los disefios experimentales en animales, y/o

humanos, de estas moléculas.

2. Revision sistematica

Se realizd la busqueda de literatura cientifica relacionada con los modelos animales y
humanos que se han empleado para estudiar el papel que los eicosanoides desempefian en la
tuberculosis pulmonar. Las palabras clave utilizadas fueron: Tuberculosis, eicosanoides,
PUFAs (acidos grasos poliinsaturados), leucotrienos, prostaglandinas, lipoxinas, SPM
(mediadores lipidicos especializados en resolucion), omega-3, protectinas, resolvinas y

COX-2. Los articulos fueron obtenidos de PubMed, SCOPUS, Google Académico y Scielo,



para incluir reportes en espafiol y en inglés. Se seleccionaron aquellos en los que se haya

realizado experimentacion con Mycobacterium tuberculosis, exclusivamente.

En una primera busqueda se encontraron 445 articulos, los cuales se fueron discriminando
como se describe en el Cuadro 2. Al final se obtuvieron un total de 85 articulos y 6 trabajos

de tesis para analizar en esta revision.

Cuadro 2. Proceso de busqueda y seleccion de articulos

Google
Académico
Ct:[terlos de Scopus | Pubmed (articulos Scielo
usqueda no
repetidos
entre ellos)
Tuberculosis-
Eicosanoides 34 o7 26 No hay
Tubereulosis- 8 57 21 igtrfg:r?:lcigg
PUFAS_ de palabras
Tuberculosis- utilizadas. Se
Leucotrienos 58 2 3 opta por
Tuberculosis- buscar a partir
o Prostaglandinas 31 23 . de resultados
Publicaciones Tuberculosis- solamente.
encontradas Lipoxinas 16 16 9 “Tub,erculosm”
(mas de 500
Tuberculosis-SPM 1 5 2 articulos) pero
Tuberculosis-Omega 18 11 3 tampoco se
Tuberculosis- encuentra
Protectinas 0 > 6 ningdn
Tuberculosis- articulo
Resolvinas 6 3 0 relacionado
con el tema
Tuberculosis- Cox-2 5 6 2
Suma parcial 177 195 73 0
Articulos encontrados 445
Repetidos 251




Utilizan lineas celulares 11
Articulos Antiguos (-2002) 34
eliminados De revision 54
11 no relacionados
Otra o
9 de meningitis
Articulos
afiadidos para
10
soporte de la
discusion
TOTAL 85 + 6 tesis

3. Analisis de la informacion

Es importante mencionar que no se encontraron articulos en espafiol que cumplieran con las
caracteristicas especificas que se buscaban, siendo el 100% de los articulos analizados en
esta revision escritos en inglés. Los eicosanoides se han investigado desde hace mas de 40
afios en distintas enfermedades, pero solo se consideraron los articulos publicados del 2002

en adelante.

3.1 Modelos animales que actualmente se utilizan para estudiar el papel

gue los eicosanoides desempefian en la tuberculosis.

Los articulos encontrados y que cumplen con las caracteristicas especificas que se buscaban
para esta revision muestran la investigacién en dos especies principalmente: humanos y

ratones. Las diferentes cepas/razas/modelos utilizados estan resumidos en la Figura 3.

A lo largo de la busqueda se encontrd que los peces cebra también han sido utilizados para
estudios de LTB4 (33-35) utilizando M. marinum y se encontraron estudios en ratones
infectados con M. bovis (36,37) para explicar el papel de los eicosanoides durante la TB; sin

embargo, estos fueron descartados de esta revision y se dejaron solo aquellos en los que se



utilizé M. tuberculosis.
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Figura 3 Especies, cepas, razas y modelos de animales utilizados para explicar el papel de los eicosanoides
durante la TB. Figura hecha en programa Tableau 2013.

3.2 Modelos experimentales que se utilizan para estudiar el papel que los

eicosanoides desempefian en la tuberculosis.

Para definir el papel que los PUFA tienen en la infeccidn por M. tuberculosis se establecieron

4 modelos experimentales (Fig. 4) que engloban los distintos procedimientos realizados en

los trabajos encontrados. Cada uno de los diferentes modelos experimentales seran descritos

a profundidad en los parrafos subsecuentes.



Infeccién por
M. tuberculosis in vivo

Cuantificaciéon de
eicosanoides

Evaluacion de
parametros inflamatorios
y patolégicos
Cuantificacion de
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Infeccion por
M. tuberculosis in vitro

Evaluacion de carga
bacteriana/ sobrevida
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Figura 4. Modelos experimentales utilizados por los autores de los articulos encontrados para intentar definir
el papel que los eicosanoides tienen durante la infeccién por M. tuberculosis. Se encontraron cuatro modelos
principales: Cuantificacién de eicosanoides post-infeccién (p. i..) in vivo, cuantificacion de eicosanoides p. i.
en cultivos celulares, modificacion in vivo de &cidos grasos poliinsaturados (PUFA) antes de la infeccion y
modificacion de PUFA in vivo o ex vivo p. i.

3.2.1 Cuantificacion de eicosanoides post-infeccion in vivo.

En los modelos animales en los que se utilizaron cepas virulentas de M. tuberculosis, se
evalué principalmente la presencia de eicosanoides derivados del AA (Tabla 4). La presencia
de LXA4,y LTB4 esta asociada a necrosis y dafio tisular, mientras que la presencia de PGE2,
0 su receptor EP2, tiene efectos opuestos y se asocia a resistencia a la infeccion. De la misma
manera, en el tejido pulmonar de pacientes humanos con tuberculosis pulmonar se observa
la presencia de AA 'y LTA4H (enzima que hidroliza el leucotrieno A4 para convertirlo en
LTB4) en los centros necréticos y la presencia de ciclooxigenasa en la periferia de las

lesiones. Los pacientes con TB pulmonar, TB multidrogo-resistente (MDR) o TB latente



tienen mayores cantidades circulantes de PGE2, LTB4A y LXA4 que las personas sanas

(Cuadro 3).

Cuadro 3. Papel de los eicosanoides durante la infeccion in vivo por M. tuberculosis.

Especie

Ratones

Conejos

©
Caracteristicas de S
Cepa/Modelo : - Funcién atribuida a los eicosanoides en estudio o
la infeccién* o
4
LTB4 se presenta al inicio de la infeccion, después LXA4
o ) contribuye a una mayor carga bacteriana y a una menor
SV129 y deficientes M. tuberculosis . y ) i i -
inflamacion (IL-12 e IFN-Y’). Células endoteliales y macréfagos 9
de 5-LOX H37Rv . . o =
proporcionan 5-LOX necesaria para la sintesis de estos
eicosanoides p. i.
.- M. tuberculosis Ratones deficientes en 5-LOX tienen mas resistencia a la
SV129 y deficientes i ) ] ) ) ?go?
de 5-LO H37Rv i.t. infeccion: menos UFC y mas linfocitos. -
LXA4 se relaciona con mayor cantidad de bacterias. Infeccion
C57BL/6y ) N o
o M. tuberculosis aumenta la produccion de LXA4 y disminuye la de PGE2. Menos -
deficientes de . ) . S)
Erdman produccién de PGE2 aumenta UFC por lo que PGE2 tiene funciéon <
mPGES1
protectora.

M. tuberculosis Aumento de EP2 p. i. En ausencia de este receptor hay una mayor
C57BL/6 Y P =R P g
deficientes de EP2 H37Rv susceptibilidad a la enfermedad. =

Existe un balance de la inflamacion local. En granulomas del

pulmon se observo LTA4H y TNF-a en grandes cantidades en los
M. tuberculosis centros necréticos y ciclooxigenasas rodeando areas de necrosis. -
Nueva Zelanda HN878 g

Esto sugiere que las moléculas requeridas para combatir la
infeccion, y que son potencialmente destructoras del tejido, estan

contenidas, y quiza restringidas, en una zona.



Humanos

Tejido pulmonar de
pacientes con TB

pulmonar MDR

Plasma de personas
sanas, con TB No aplica

activa y latente

Plasma de personas
sanas y pacientes
con TB, diabetes
(DM) y TB-DM.

Existe un balance local de inflamacion con diferentes patrones de
distribucién de eicosanoides: el AA es liberado dentro del
granuloma; LTA4H en mayor cantidad en el centro del granuloma
y decrece mientras se aleja del foco necrético; ciclooxigenasas en

mayor cantidad rodeando areas de necrosis.

Cantidad y proporciones de eicosanoides entre pacientes con TB
activa y latente diferentes, pero ambos presentan una mayor
cantidad de PGE2 y LXA4 en comparacién con personas sanas.

En pacientes con enfermedad mas severa se observo mayor
presencia de PGE2, LXA4 y 15-Epi-LXA4 y menor presencia de
IL-1a.

Niveles de LTB4A disminuyen con el tratamiento, pero niveles de
PGE2 y LXA4 no son restablecidos completamente después del
tratamiento. LXA4 en mayor cantidad en pacientes.

Aumento en LXA4 correlaciona con una mayor cantidad de
bacterias. Pacientes con dafio bilateral de pulmén mayor cantidad
de eicosanoides (PGE2, PGF2, LXA4, 15-epi-LXA4) en
comparacidn con pacientes con dafio unilateral. En pacientes con
tuberculosis pulmonar TNF- aumenta durante las primeras
semanas de infeccion, pero se ve disminuida con el tratamiento, en
cambio, en pacientes con TB extrapulmonar aumenta a partir de la

semana 8 y se mantiene alta durante el tratamiento.

Relacion de PGE2 e IRF7 (factores de regulacion de interferdn) en
la produccién de IFN tipo 1. Relacion inversa entre niveles de
PGE2 e IFN-a. IFN-a e IFN-Y importantes para el control de la

micobacteria.

Los niveles de eicosanoides se modifican con el tratamiento. LTB4
disminuye citocinas pro-inflamatorias y PGE2 las aumenta. LXA4
y 15-epi-LXA4 asociadas con un estado inflamatorio favorable

para el crecimiento de la micobacteria.

(42)

(43)

(44)

(45)

(46)

(47)

(48)



Perfil lipidico varia segun el individuo, pero: LT, PG, LX 'y Mar
son los mediadores lipidicos mas abundantes en el suero de
pacientes con TB y TB-DM. Existe una mayor correlacion entre
metabolomas, AA, DHA y EPA en pacientes con TB-DM en

comparacién con pacientes con solo TB.

Plasmay
Condensado de LTB4, Mar 1, IL-6 y nucleosomas libres pueden utilizarse como
exhalacion de biomarcadores en el condensado de exhalacién ya que se
pacientes con TB encontraron aumentados en exhalado de pacientes con TB en
recién diagnosticada comparacién con personas sanas.

Y personas sanas

*Todas las infecciones se realizaron via aerosol, a menos que se indique otra cosa, y con diferentes dosis.
AA=Acido araquidonico, DM= Diabetes mellitus, i.t= intratraqueal, p.i= post-infeccién, UFC= Unidad
formadora de colonias.

En estas investigaciones podemos notar que los autores coinciden en que existen cambios en
los niveles de eicosanoides durante y después de la infeccion con TB y que estos pueden
correlacionarse con la severidad y tipo de presentacion de la enfermedad, siendo el aumento
de LXA4 asociado con una mayor susceptibilidad a la enfermedad y PGE2 con una respuesta
protectora. Aunque en los trabajos realizados en los modelos animales se utilizaron distintas
cepas y caracteristicas de infeccion, el fenémeno observado como consecuencia de la

infeccion es muy parecido entre ellos y los humanos.

Por otro lado, aunque en algunos estudios se midieron otros eicosanoides no mencionados en
la tabla, como maresina (Marl, Mar2), resolvinas: RvD (RvD1, RvD2, RvD3,RvD4,RvD5,
RvD6) y RvT (RvT1, RvT2, RvT3, RvT4); prostaglandinas (PGF2, PGD2), protectinas
(PD1) y precursores de eicosanoides: 12-HETE o 15-HETE (39,46,49,50), no se encontrd
relevancia de estos en el circuito inflamatorio y de resolucion durante la enfermedad por si
solos; sin embargo, es importante tomar en cuenta en futuras investigaciones las relaciones

que existen entre estos ya que se ha encontrado que los efectos de los eicosanoides pueden

(49)

(50)
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depender de su contribucidn relativa y no solo de sus valores absolutos, por ejemplo: aumento
de proporcion de LTB4/Marl distingue a enfermos y sanos en suero (50), existe una
disminucion de proporcién LTB4/LXA4 post-tratamiento (45), las conexiones entre SPM y
lipidos proinflamatorios son mayores en pacientes con TB-DM en comparacion con
pacientes con solo tuberculosis (49) y en un modelo matematico se encontrd que los niveles
de PGE2 dependen de la proporcion entre LTB4/LXA4 y que el balance de estos dos factores

influye en el resultado de la enfermedad (51).

3.2.2 Cuantificacion de eicosanoides post-infeccion en cultivos celulares

Los modelos experimentales que utilizan lineas celulares o células primarias principalmente
se enfocan en describir mecanismos moleculares. Debido a que las lineas celulares son
manipuladas para facilitar su crecimiento continuo, lo que influye en sus mecanismos
moleculares y su capacidad de responder a estimulos, es dificil comparar los resultados
obtenidos entre ellas y los obtenidos in vivo (52,53). Por lo tanto, en esta revision solo se
incluyeron articulos cuyos experimentos se hayan llevado a cabo en células primarias que

permiten obtener conclusiones que se asemejan mas a los resultados esperados in vivo.

Los modelos realizados con macrofagos murinos sefialan que la relacion entre PGE2 y LXA4
es antagodnica y de ella depende si se presenta necrosis o si hay proteccion celular ante la
infeccion (Cuadro 4). En los macréfagos humanos, se observa que la infeccion produce
cambios en el metabolismo celular que provoca que estos sean mas susceptibles a la

micobacteria.



Cuadro 4. Papel de los eicosanoides durante la infeccion in vitro por M. tuberculosis.

Especie

Ratas

Ratones

Humanos

Modelo

Macro6fagos

alveolares de ratas

MDM de C57BL/6,
deficientes de
mPGES1y
deficientes de EP1,
EP2, EP3 y/o EP4

Macro6fagos
peritoneales de
C57BLYS6,
deficientes de 5-
LOX y deficientes
de Prostaglandina-E
sintetasa

Macro6fagos
derivados de
médula osea de
C57BL/6 Y
S1009A9-

MDM de donadores

sanos

Caracteristicas de

la infeccién*

M. tuberculosis
cepas 97-1505 y 97-
1200

M. tuberculosis
H37Rv y H37Ra

M. tuberculosis
H37Rv

M. tuberculosis
H37Rvy
H37RvA1768

M. tuberculosis
H37Rv y H37Ra

Funcion atribuida a los eicosanoides en estudio

PGE?2 reduce necrosis celular. Expresion de PLC bacterianas inhiben
sintesis de PGE2 y aumentan la produccién de LTB4, citocinas
proinflamatorias (TNF-a, IL-6, IL-1 e IL-10) y 6xido nitrico (NO).

PGE?2 inhibe necrosis de macrofagos. Produccién de LXA4 inhibe
PEG2. Inhibir 5-LOX disminuye la produccién de LXA4 y por lo
tanto reduce la necrosis de los macr6fagos. H37Ra no induce
necrosis celular debido a que no detona produccion de LXA4 y por
lo tanto si hay produccién de PEG2.

M. tuberculosis inhibe la produccion de PGE2 activando la ruta 5-
LOX, lo que promueve necrosis celular y disminucion de la
presentacion de antigeno, reduciendo la inmunidad de células T.

Interaccion Rv1768 (proteina de superficie de la micobacteria)-
S100A9 (receptor celular) perturba el metabolismo del AAy
promueve la supervivencia bacteriana: Induce expresion de 5-LOX

con subsecuente produccion de LXA4 y disminucién de PGE2.

PGE?2 inhibe necrosis de macréfagos. EP2 es el mayor receptor de
PGE?2 responsable de la inhibicion de la liberacion de cationes
mitocondriales que inducen apoptosis. La infeccion reduce la
cantidad de PGE2.

Referencia

(54)

(55) (40)

(56)

(40)



Algunos eicosanoides (PGD2, PGE2, PGF2, Marl, RvD5, PDx
y 13-HODE) generados por el hospedador durante la infeccion

MDM de donadores ) modifican el metabolismo de macréfagos: disminuyen la
. M. tuberculosis . o . . o
sanos y pacientes H37R glucdlisis aerobia, inhibiendo el factor inducible por hipoxia-
%
con TB HIF-1a; aumentan la fosforilacion oxidativa y disminuyen la

produccion de IL-1B (citocina proinflamatoria que ayuda al

control de la micobacteria).

El perfil de acidos grasos de monocitos esta relacionado con la

fisiologia y susceptibilidad a TB. Durante la infeccién AA y &cido

MDM de donadores ) linoleico aumentan y el &cido laurico disminuye. En pacientes hay
. M. tuberculosis ) ) . .
sanos y pacientes H3TR monocitos menos diferenciados que presentan mayor cantidad de
v
con TB &cido linoleico y oleico y menor cantidad de acido palmitico.

Monocitos menos diferenciados tienen mayor probabilidad de

Necrosis.

*Todos los experimentos con diferentes MOl y tiempos de infeccion
AA=Acido araquidénico, MDM=Macro6fagos derivados de monocitos, mMPGES1=sintetasa de Prostaglandina
E, PLC=Fosfolipasa C.

En estas investigaciones, al igual que las realizadas in vivo (seccion 3.2.1), consistentemente
se observa que el aumento de LXA4 estd asociado con una mayor susceptibilidad a la
enfermedad, mayor grado de inflamacién y conteo bacilar. También coinciden en que la
infeccion por M. tuberculosis aumenta la liberacion de AA en macréfagos y su
transformacion por la ruta 5-LOX produciendo LXA4 (56). La inhibicion de la sintesis de
LXA4 protege contra la necrosis (40), y por lo mismo, su induccion parece ser un mecanismo
molecular explotado por la micobacteria como una estrategia de supervivencia.

En esta seccion la falta de medicidn de otros eicosanoides no permite conocer con claridad

el circuito inflamacidn-resolucion que ocurre durante la infeccion por M. tuberculosis.
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3.2.3 Efecto de la administracion de eicosanoides in vivo antes de la
infecciéon

Los modelos experimentales en los que cuantifican los eicosanoides después de la infeccion
ofrecen una vision, aunque limitada, que permite proponer el uso de la modulacion de los
eicosanoides como blanco terapéutico. En esta seccidn, analizaremos el papel de los
eicosanoides cuando se administran antes de la infeccion (Cuadro 5). Estas intervenciones
terapéuticas incluyen la modificacion de la dieta o la administracion de farmacos. En el caso
de la dieta, el esquema terapéutico consistio en dietas enriquecidas en acidos grasos omega-
3 u omega-6, o dietas deficientes en esos acidos grasos. La intervencion medicamentosa

incluy6 inhibidores de 5-LOX o COX-2 para manipular la ruta metabdlica.

Cuadro 5. Funcidn de los eicosanoides administrados in vivo previo a la infeccion por M.

tuberculosis.

Caracteristicas o Otras moléculas
2 Esquema Efecto atribuido a los
g Modelo o de la ) ] efectoras
) terapéutico . y eicosanoides .
w infeccion* relacionadas
) ) ) Inmunizacion
Dietas enriquecidas
. L con M. . . .
con Acido Linolénico . Dietas enriquecidas con
tuberculosis ) )
. (17.8 mg/kg) ad precursor de eicosanoide
o Yorshire- o H37Ray PBS .
= libitum desde una . aumenta la reaccion de DTH
IS Landrance con HEWL i.m. ] )
semana antes de nacer . y la cantidad de anticuerpos
A'los 14 dias
y durante todo el contra HEWL.

segunda dosis

tiempo de estudio.
de HEWL.

Referencia

(59)




Cuyos

Ratones

Harley
recién

destetados

C57BL/6 Yy
fat-1
(capaces de
generar n-3
y sus
derivados a
partir de n-
6)

BALB/c

A partir de semana 2-
3 de vida los cuyos
fueron alimentados ad
libitum con dos dietas
diferentes en la fuente
de lipido (4% de la
dieta): n-3 con aceite
de pescado y n-6 con

aceite de maiz.

Dietas enriquecidas
en n-6 (10% aceite de
girasol) ad libitum
durante todo el
estudio.

Grupo 1. Dieta con
10% n-6 (aceite
girasol). Grupo 2
dieta con 10% Ropufa
(n-3: EPA1.5% y
DHA 1.1%). Dietas
dos semanas antes de
la infeccion y durante
tiempo de

experimento.

A las 5-6
semanas con
ese alimento se

realizo Dietas con n-3 generan una
vacunacion s.c. menor respuesta inmune e
con BCGyseis inflamacion y un aumento en
semanas la carga bacteriana en
después pulmén.
infeccion con
M. tuberculosis

H37Rv.

Ratones fat-1 presentan
mayor cantidad de n-3, mayor
M. tuberculosis carga bacteriana tanto en
H37Rv higado como en pulmén 'y
disminucién en la formacion

de fagosomas y granulomas.

Ratones con dietas
enriquecidas con n-3
mostraron reduccion en la
M. tuberculosis  carga bacteriana en higado y
H37Rv

i.n. después de la inoculacion. En

pulmon al dia 21y 63

cambio, se observd mayor
cantidad de bacterias en

ratones con dietas con n-6.

Reduccion en la
expresion de IFN-Y
e IL-2 y aumento de

TNF-a en dietas

con n-3.

Ratones fat-1
menos produccion
de citocinas
proinflamatorias:
TNF-a, IL-1B e IL-
6.
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6 semanas previas a la
infeccion ratones
divididos en 2 grupos:
uno alimentado con
dieta deficiente de n-3
(n-3D) y el otro con
suficiente n-3 (n-3S).
C3HeB/FeJ A lasemanap.i. cada
grupo divididoen 2y
uno de los dos
subgrupos cambié de
dieta por una con
suplemento de n-3
(Incromega TG430:

3gr/kg).

Dieta n-3 deficiente
por seis semanas
antes de la infeccion.
C3HeB/Fe] Una semana p.i. un
grupo cambia a dieta
con suficiente n-3y
otro a dieta con
TG430 (3gr/kg)

Tratamiento con

inhibidor 5-LOX, MK

886 (5mg/kg) una
BALBI/c hora antes de la
infeccion y después
de la infeccion cada

24 horas por 60 dias.

Ratones con dietas con
suplemento de n-3 posterior a
suficiente n-3: Mayor
ganancia de peso, menor
carga bacteriana y mas SPM,
en comparacién con todos los
demas grupos.
Ratones con dietas con

M. tuberculosis  suplemento de n-3 posterior a

H37Rv deficiente n-3: Sin cambios

en carga bacteriana
comparados con ratones que
se mantuvieron con n-3 D.
Ratones n-3D: Mayor
cantidad de AA, PGE2,
PGD2 y menor carga
bacteriana en comparacion

con ratones n-3S.

Dietas suplementadas con
EPA/DHA mejores que dietas

M. tuberculosis  con precursores: menor carga

H37Rv bacteriana, menor

inflamacion y mas ganancia

de peso

Ausencia de leucotrienos
reduce efecto antimicrobiano

M. tuberculosis de neutrofilos y células

Ratones con dieta
n-3 S: mayor
cantidad de células
NK.
Ratones con
suplemento
posterior a n-3D
presentan mayor
cantidad de
macrofagos y
menos citocinas
proinflamatorias
(IL-6, IL-1a, TL-17
e IFN-Y).

Grupo con
suplemento de n-3
menor
concentracion de
interleucinas
proinflamatorias:
IL-1o, IL-6, IL-1B

Inhibir leucotrienos
reduce NO, IL-12 e
IFN-Y.
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MK-886 (5mg/kg)

una hora antes de la
BALB/c ) )

infeccion y cada 24

horas por 30 dias.

H37Rv mononucleares, reduce
it tiempo de vida y aumenta
cantidad de micobacterias en
pulmon.
Inmunizacion )
LT importantes para el
con BCGy ) )
. 3 reclutamiento de leucocitos
treinta dias i o
) en el pulmon. Su inhibicién
después

) - produce zonas mejor

infeccion con

conservadas, pero aumenta
susceptibilidad: mayor

cantidad de bacterias.

M. tuberculosis
H37Rv
it

Ratones mas
susceptibles
presentan menos

leucocitos e IFN-Y.

(66)



BALB/c

SV129y
deficientes
de 5-LOX

C3HeB/Fel

Adultos de
menos de

50 afios de

Humanos

Singapur

Tratamiento con

celecoxib (5 mg/kg)

y/o MK 886 (5mg/kg)

una hora antes de
infeccion y cada 24

horas por 60 dias.

Celecoxib
(1.0mg/kg/0.5ml) una
hora antes de la
infeccion y diario por
15 dias después de la
infeccion.
Aspirina (3mg/kg)
una semana antes de
infeccion y durante
todo el experimento

Evaluacion de la
ingesta de colesterol y
PUFAS durante 1993-

1998

M. tuberculosis
H37Rv
i.t.

M. tuberculosis
H37Rv

M. tuberculosis
H37Rv

i.Vv.

Conteo de
nuevos casos de
TB en 2013

PGy LT efectos opuestos en

regular la proteccion ante TB.

Ratones tratados con MK866
tienen una mayor carga

bacteriana y una mortalidad

del 55% al dia 60 p.i.

Bloquear COX- 2 induce

menor cantidad de bacterias y

disminuye mortalidad (del 14

al 0%) al dia 60.

En tratamiento con celecoxib:
menor cantidad de UFC en
ambas cepas de raton y en

ratones deficientes de 5-LOX

aumento de células
apoptoticas.

Uso de aspirina aumenta de 1

a 25 dias de vida, disminuye

la formacién de granulomas y

las cantidades de neutrofilos.
Mayor riesgo a desarrollar

TB a mayor consumo de

colesterol. Menor riesgo a
desarrollar TB a mayor
consumo de n-3y n-6 de

origen marino.

Tratamiento con
celecoxib inhibe IL-
1,IL-6ellLl10y

aumenta IL-12 e

IFN-Y".

Con celecoxib

menos produccion
de NO, aumento de
IFN-Y'y menos

TNF-o.

* Cantidad de UFC utilizadas para la infeccion varia desde 50 UFC hasta 10°5 UFC/animal. En los
experimentos la ruta de infeccion fue por aerosol; a menos que se indique otra via.
AA=Acido araquidonico, HEWL= lisozima de huevo de gallina, i.m= intramuscular, i.n.=intramuscular,
i.t.=intratraqueal, i.v.=intravenoso, n-3=omega-3, n-6=omega-6, NO=Oxido nitrico, p.i.=post-infeccion.

En estos casos se encontraron discrepancias entre los resultados obtenidos en ratones en los

que se administraron dietas enriquecidas de omega 3 y dietas enriquecidas de omega 6,

aunque la mayoria reporta que las dietas con omega 3 son benéficas porque reducen la

cantidad de bacterias encontradas. Por otro lado, los autores concuerdan que inhibir 5-LOX

produce efectos negativos, por lo que el uso de MK 886 no es recomendable. En cambio,

inhibir COX2 tiene efectos favorables.
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Factores que hacen dificil la interpretacion de estos resultados:

Se desconocen las implicaciones del bloqueo de 5-LOX debido a que esta enzima participa
en la sintesis de LTB4 y LXA4 a partir del AA, ambos con efectos antagonicos, y también
en la produccién de resolvinas a partir de DHA y EPA, las cuales son pro-resolutorias. En
los casos en que se administré MK886 (inhibidor de 5-LOX), la ausencia de resolvinas, y no

la de LTB4, podria ser la razon de la falta de control de la infeccion.

La inhibicion de la COX-2 implica la participacién en este fendmeno de prostaglandinas,
prostaciclinas y tromboxanos, efectos que pudieran ser benéficos pero que no han sido

explorados.

Otro factor que hace dificil la interpretacion de estos resultados es el hecho de que los
tratamientos se administraron antes de la infeccion, pero se continuaron durante la infeccion,
asi que no podemos confiadamente atribuir el resultado a la activacion de mecanismos previo

a la infeccién o al sostenimiento de estos durante la infeccion.

Es importante mencionar que los modelos que utilizan inhibidores antes de la infeccion sirven
para explicar los mecanismos involucrados en el proceso de enfermedad, pero no generan
propuestas de terapias a utilizar debido a que no es posible saber con antelacion si alguien va
a enfermarse; sin embargo, podrian utilizarse como preventivo en personas expuestas a

contagiarse por contacto cercan con los pacientes.

3.2.4 Efecto de la modificacién de eicosanoides post-infeccion

Al analizar los trabajos en los que se intervino la ruta de los eicosanoides post-infeccion

observamos una gran variabilidad en las estrategias terapeuticas (Cuadro 6). Las Unicas



especies utilizadas en estos estudios fueron humanos y ratones. Tanto en humanos como en

ratones se realizaron experimentos in vivo e in vitro/ex vivo. Los experimentos més utilizados

se basan en la utilizacion de inhibidores de COX-2 (acido niflimico (NA), aspirina,

celecoxib, etoricoxib o ibuprofeno), en algunas ocasiones junto con tratamiento estandar

contra TB. Los esquemas terapéuticos que utilizan cambios en la dieta o agonistas de PGE2,

LTB4 u otros eicosanoides son escasos por lo que llegar a un resultado concluyente con solo

estos estudios es dificil.

Cuadro 6. Funcion de los eicosanoides administrados después de la infeccion por M.

tuberculosis.

Caracterist

° Modelo icas de la
z infeccion*
&
wl
M.
SV129y )
o tuberculosis
deficientes de 5-
H37Rv
LOX )
L.t
C57BL/6y
deficientes de IL- M
la, IL-1B, IL- -
tuberculosis
lalL-1, Ptgs-2 0
H37Rv
5-LOX

Ratones in vivo

Esquema
terapéutico

LTB4-Ms
(10mg/ml), i.n., los
dias 1,3,8,13,18,23

y 28 p.i..

PGE2 (2ng),
zileuton (inhibidor
5-LOX) (6mg/ml),

0 ambos
administrados dos
Veces por semana

V.0.

Efecto atribuido a los

eicosanoides

LTB4 aumenta porcentaje de
necrosis en ratones
deficientes de 5-LOX. LTB4
aumenta patogenicidad y
mortalidad.

PGE2 reduce el dafio
pulmonar, cantidad excesiva
de IFN-Y"y necrosis celular.

Al inhibir 5-LOX con
zileuton aumenta la cantidad

de PGE2. Zileuton y PGE2
no interfieren con la accion

de antibidticos.

Otras moléculas
efectoras

relacionadas

Inoculacion de
LTB4 aumenta
IFN-Y en ambos
ratones, pero
disminuye TNF-a
en ratones SV129 y
lo aumenta en
ratones deficientes
de 5-LO.

11-1 desencadena la
sintesis de PGE2.
11-1y PGE2 regulan

negativamente IFN.

Referencia
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M.
C3HeB/Fel tuberculosis

Erdman

tuberculosis
H37Rv

C57BL/6J

M.
tuberculosis
H37Rv

BALB/c

M.
tuberculosis
H37Rv
it

BALB/c

Inhibidor de sintesis
de triglicéridos
(T863) i.v.- 100uL
eldia7o014p.i.ya
partir de ahi cada 3
dias hasta el dia 28.

FADS-2
(100mg/kg), v.o.,
inhibidor de
desaturasa de n-3
para convertirlo en
n-6.

SBG- bloqueador
de TGF-B: (30 pug) 2
veces a la semana
30 dias p.i. 0 SBG+
NA (500 pg) BID
i.g. Adicionalmente
RIF (10 mg/kg),
INH (10 mg/kg) y
PYR (30 mg/kg) +
SBG+ NA.

A un grupo de
ratones se les
administro NA
(500mg/ml) BID
durante los
primeros 45 dias

p.i. y al segundo

grupo del mes 2 al 3

p.i.

T863 aumenta productos de
5-LOX, disminuye

prostanoides, la carga bacilar

y la infiltracion de

neutrofilos.

Infeccién crénica produce

sintesis de nuevos PUFA para

generar eicosanoides (sobre
todo AA). Inhibir la sintesis
de PUFA no tiene efectos
sobre el crecimiento
bacteriano en higado ni en
pulmén.

Incremento de neumonia del
25% en ratones con
bloqueadores (SBG o NA) sin
embargo menos presencia de
fibrosis pulmonar. Ratones a
los que se les administraron
bloqueadores y antibidticos
tuvieron la menor carga

bacteriana.

En ratones con NA primeros
dias de infeccion hay
aumento de inflamacién
intersticial y perivascular,
formacion de areas
neumonicas y aumento de
UFC. En ratones a los que se
les administré NA en fase
avanzada de la infeccién:
aumento area de granuloma,
decremento de area afectada
por neumonia y reduccion de
carga bacteriana.

Inhibiendo la
sintesis de TG hay
disminucion de
citocinas
proinflamatorias
(IL1B, TNFa, IL6,
IFNB).

Bloguear TGF-B
mejora la respuesta
inmune contra
tuberculosis, pero
causa mucha
inflamacion

pulmonar.

Macro6fagos son
fuente de IL-17 y
TNF-0 ambos
inductores de COX-
2.
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C3HeB/Fel

C3HeB/Fel)

Suizo albino

C3HeB/Fely
CB6F1

M.
tuberculosis
H37Rv

M.
tuberculosis
H37Rv

M.
tuberculosis
H37Rv

M.
tuberculosis
H37Rvy
Erdman

Una semana p.i.

cambio a dieta maés hierro: aumento de UFC.

enriquecida con

Dietas con suplemento n-3 Disminucion de
citocinas pro-

Suplementacion de hierro o inflamatorias: IL-1

hierro (130ppm), DHAJ/EPA solos, disminuyen  y TNF-a en plasma

AIN-93G (10%-
grasa con
suplemento de
EPA/DHA) o
ambos.

2 semanas p.i.
Grupo 1:
Rifafour** + RIF e
INH.

Grupo 2: Dieta
enriquecida de
EPA/DHA +
Rifafour +
EPA/DHA + RIF e
INH.

Grupo 3:
Ibuprofeno (0.05
g/L) + Rifafour +

RIF e INH +
ibuprofeno.
Tratamientos dia 1
p.i. y durante 4
semanas.
Diclofenaco v.o.
(10p/g), STR
(150w/g) s.c. Solos
0 juntos.

Tratamientos con
celecoxib 500ppm o
ibuprofeno
(80mg/kg) a

diferentes tiempos.

inflamacion y mejoran e IFN-Y en pulmon
indices de anemia. en dietas con
DHAV/EPA disminuye carga  suplemento n-3 mas
bacteriana, aumenta SPM y hierro.

reclutamiento de células T.

) Ibuprofeno y dietas
Dieta EPA/DHA no altera la
o con EPA/DHA
respuesta del antibidtico, en
o i reducen la
cambio ibuprofeno si. La
dieta con EPA/DHA eleva

SPM, reduce lipidos

produccion de
citocinas

. . o proinflamatorias:
proinflamatorios y disminuye
IFN-Y IL-1b, IL-6,

el dafio pulmonar.
-1a..

Uso de diclofenaco potencia Diclofenaco
el efecto antibidtico de STRy  disminuye citocinas
por si solo presenta ligero inflamatorias

efecto antibidtico (aumenta (IL-2, TNF, IFN-
sobrevida y menos UFC). Y)

Efecto del tratamiento con
inhibidores de COX-2
depende de la ruta de

infeccion: En ratones via

Celecoxib deteriora
la respuesta inmune
al disminuir

aerosol aumenta carga . L
. . diferenciacion de
bacteriana, pero en via i.v.

L . . Thi.
disminuye inflamacion y

carga bacteriana.
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Ratones in vitro

M.
tuberculosis
H37Rv

i.v.

C3HeB/Fel

M.
tuberculosis
H37Rv

BALB/C

M.
tuberculosis
H37Rv

BALB/C

M.
tuberculosis
H37Rv

i.v.

C3HeB/FeJ

C57/6BL

Macro6fagos

M.
tuberculosis
H37Rv

derivados de

médula 6sea

Aspirina (3mg/kg)
solaoen
combinacion con
Rifafour a partir de
semana 5 p.i.
Aspirina (10, 20 o
40 mg/kg) o
ibuprofeno (10, 20
0 40 mg/kg) en
combinacion con
INH (25mg/kg).
Tratamientos v.0. a
partir del dia 1 p.i. y
5 dias a la semana.
Al dialycada5
dias p.i. tratamiento
con aspirina (10, 20
0 40 mg/kg),
ibuprofeno (10, 20,
40 mg/kg) o PZA
(150mg/kg) o
combinacion
20mg/kg de
aspirina, 20mg/kg
ibuprofeno y 150
mg/kg PZA.

Ibuprofeno v.o.
(80mg/kg) SID a

partir de la tercera o

cuarta semana p.i.

Tratamiento con

mezcla de PGE o un
SiIRNA para COX-2

nueve horas p.i.

Uso de aspirina reduce dafio

pulmonar.

Aspirina inhibe la actividad
antibiotica de INH (mas
UFC), en cambio ibuprofeno
no. Ni aspirina ni ibuprofeno
por si solos tienen efectos en
la carga bacteriana.

Reduccion de inflamacion
con ibuprofeno o aspirina.
Combinacion tanto de
aspirina o ibuprofeno con
PZA aumenta el efecto
antibacteriano reduciendo
UFC tanto en higado como

pulmon.

Ibuprofeno disminuye
gravedad de lesiones
necraticas por infiltrado de
neutrofilos, reduce carga
bacteriana y aumenta la
sobrevida.
Combinacion de PG potencia
autofagia. Inhibicion de
COX-2 causa deficiencia en
la respuesta antibacteriana
(aumento de UFC a las 48 y
72 horas p.i.) asociada a
inhibicion de la autofagia en

macrofagos infectados.

Con aspirina
reduccion de IL-1a
y aumento de
TNFa, IL-17, IL-1pB
e IL-6.
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Humanos in vivo

C57BL/6 e
incapaces de
sintesis de
triglicéridos.
Macrdéfagos
derivados de

médula 6sea

C57BL/6J
Macrdfagos
derivados de

médula 6sea

Plasma de
pacientes con TB
con menos de una

semana de

tratamiento.

Pacientes con TB

pulmonar

Pacientes con TB
pulmonary

extrapulmonar

M.
tuberculosis

Erdman

M.
tuberculosis
H37Rv

NA

NA

NA

Pretratamiento con
IFN-Y (6.25ng/ml)
durante la noche e
infeccion y T863
2.5 uM agregado al
término de la
fagocitosis (4

horas).

Inhibidor FADS-2
(5uM) 1 hora antes
de infeccion y
después de
fagocitosis.

Algunos pacientes
tratados con
ibuprofeno (400pg)
cada seis horas.

Etoricoxib
120mg/SID por 140
dias junto con su
tratamiento estandar
de antibidticos.
18/39 pacientes
recibieron celecoxib
(dosis no
especificada) 140
dias junto con
tratamiento estandar

contra TB.

Gotas lipidicas formadas
durante la infeccion sin sitios
importantes de biosintesis de

eicosanoides durante la

infeccion.

Célula tiene preferencia por
absorcion de AA sobre todos
los otros &cidos grasos.
Sintesis de nuevos PUFA es
utilizada como
inmunomoduladores en el
hospedador, aumentando
eicosanoides (PGE2, PGD2,
TXB2) durante primeras 24
horas y LXA4 (a las 48
horas) y como nutriente para
la micobacteria.

Menor cantidad de PGE2 en
pacientes con ibuprofeno.
Pacientes con més PGE2
tuvieron menos lesiones

radioldgicas.

Reduccion en la frecuencia de
células supresoras derivadas
de mieloides (M-MDSC) y
menos necrosis celular con
inhibidores de COX-2.

Cantidad de LXA4
correlaciona con tiempo
positivo de cultivo de Mtbh.
Inhibir COX-2 reduce

inflamacion por via 5-LOX.

IFN-Y promueve la
formacidn de estas

gotas lipidicas.

Inhibidor de FADS-
2 reduce
transcripcion de
genes de
inflamacion (TNF-
o, 11-1B, 11-6) y
genes de respuesta
antimicrobiana
(especies reactivas
de oxigeno).

PGE2 genera una
menor respuesta
proliferativa de

células T y menos

secrecion de IFN-Y
y de TNFa.
Cantidades més
altas de M-MDSC
en sangre indican
una enfermedad TB

mas severa.

Reduccioén de
citocinas
proinflamatorias

con celecoxib.
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Humanos ex vivo

Humanos in vitro

Ensayo de

la actividad

bactericida

Voluntarios de sangre

sanos. completa:
con M.

tuberculosis

H37Rv.
Monocitos de
pacientes con TB
con menos de una )
A células ex
semana de )
vivo M.

tratamiento .
tuberculosis
tratados con

) H37Rv
ibuprofeno .
. sonicada
(400ug) cada seis
horas e individuos
sanos vacunados
Humanos,
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Disminucion de PGE2
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Inhibicién de COX
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PGE2 induce menos
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producir IFN-Y'.
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*Todos los experimentos realizados con distintas cargas bacterianas, en ratones in vivo infeccion via aerosol;
a menos que se especifique otra via.

** Rifafour (150 mg rifampicina + 75 mg isoniazida +400 mg pirazinamida + 275 mg etambutol).

BID=Dos veces al dia, i.g.=intragastrica, i.n.=intranasal, INH=Isoniazida, i.t.= intratraqueal,
i.p.=intraperitoneal, i.v.=intravenosa, NA=Acido niflumico, p.i.=post-infeccién, PZA=Pirazinamida,
RIF=Rifampicina, SBG=Betaglucano soluble, s.c.= subcutanea, STR=Estreptomicina, UFC=Unidad
formadora de colonias, v.0.= via oral.
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Al igual que en articulos de la seccion 3.2.1, las investigaciones coinciden en que el
leucotrieno y la lipoxina A4 influyen en la patogenicidad y que PGE2 confiere proteccion.
PGE2 tiene mdltiples efectos en diferentes tipos celulares a lo largo del proceso de la
enfermedad, paraddjicamente es un proinflamatorio con efectos inmunosupresores (87). En
esta seccion encontramos que inhibir COX-2 en fases tempranas de la infeccidén genera un
aumento de UFC con cualquier tipo de inhibidor (a excepcion de diclofenaco en conjunto
con STR (74). Por otro lado, su inhibicion en fases tardias de la infeccién tiende a reducir las
lesiones del tejido y en experimentos donde se utilizaron combinaciones de antibidticos con
inhibidores, solo en uno se encontrd que la aspirina reduce el efecto de INH (78), siendo en
todos los otros experimentos el uso de inhibidores favorable para una mejor resolucion de la
enfermedad, con reduccion de la cantidad de UFC y menos inflamacion tisular que protege

contra el dafio del tejido.

Los autores de esta seccion coinciden en que posterior a la infeccion hay produccion de
nuevos AG dentro de las células que se utilizardn para producir eicosanoides (88,69).
También coinciden en que las dietas con suplementos de DHA/EPA tienen efectos
antiinflamatorios (74), sin embargo, estos experimentos solo se han realizado en ratones por
lo que se sugiere realizar estudios en humanos que permitan conocer si existe un verdadero
potencial benéfico ante la TB y sus consecuencias derivado de la utilizacion de dietas con

suplementos de DHA/EPA.

Aunque todos los experimentos tienen diferente esquema terapéutico, podemos notar
similitudes en los resultados y se sugiere que se tome con precaucion inhibir COX-2, teniendo
en cuenta que, a pesar de reducir la inflamacién, los efectos inmunosupresores pueden afectar

al paciente durante las primeras fases de la enfermedad y no seria recomendable su uso en



pacientes inmunodeprimidos. En este punto se sugieren mas estudios para corroborar eficacia

de inhibidores en conjunto con los esquemas contra TB en humanos.

3.3 Consideraciones necesarias para la interpretacion de los resultados en estos modelos

Para interpretar el significado bioldgico de los distintos modelos experimentales, es necesario
considerar que se usaron distintas condiciones experimentales en cuanto a cepa de ratén o
especie animal, cepa de micobacteria, dosis de infeccion, rutas de infeccion, dosis del
tratamiento, tipo de dieta, tiempos en los que se realizd la evaluacion y moléculas
eicosanoides evaluadas (Fig. 5). EI mayor porcentaje de los trabajos aqui evaluados se realiz6
in vivo, la cepa micobacteriana mas frecuentemente utilizada fue H37Rv, el modulador més
frecuentemente utilizado fue la dieta enriquecida, los principales inhibidores farmacolégicos
utilizados fueron ibuprofeno, celecoxib, aspirina, MK886 y 863 y los eicosanoides mas

frecuentemente evaluados fueron PGE2 y LTB4.

Cepa de bacteria Esquema terapéutico

A Bacteria C

97-1505097-1200 2.35%

Erdman 12.94%

Erdman o H37Rv 2.35%

H37Ra 3.53%

H37Rv

H37Rv “sonificada” 2.35%

H37Rv deficiente de 1768 1.76%

H37Rv o H37Ra 4.12%

HN878 0.59% Ibuprofeno

Celecoxib

B Tipo de experimento

o In vivo

Dietas
enriquecida |

w In vitro

w Ex vivo

In vivo
(polimorfismos)

m In vivo
(transferencia adaptativa de linfocitos)

Figura 5 Resumen biométrico de los modelos experimentales utilizados. A. Cepas de bacterias utilizadas en
los diferentes trabajos, siendo H37Rv la utilizada con mas frecuencia. B. Tipos de experimentos realizados,
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siendo in vivo el mas frecuente. C. Esquemas terapéuticos utilizados, cada uno esta representado por una
burbuja, los esquemas mas utilizados son los que estan visibles y en las burbujas mas grandes.

Debido a que los eicosanoides varian a lo largo de la infeccion, el resultado de su
estimulacion o inhibicion puede variar durante las diferentes etapas de la infeccion (85).
Ademas, hay que tomar en cuenta las diferencias y coincidencias entre animales no humanos
y humanos durante el proceso de patogenia de enfermedad, estos se abordaran en los

siguientes parrafos y estdn resumidos en la Figura 6.

1.-Infeccidn via aerosol

2.-Infeccién latente o activa [ 3]

3.- Respuesta inmune adaptativa tardia m im

4.- RvD1atenta dafo pulmonar Humanos
5.-Variedad de cepas 4 3

6.- Necrosis licuefactiva
7.-Muerte a los 30 dias sin tratamiento G\}

8.-Receptor EP4 aumenta post-infeccion

9.- Variedad de razas

Otras
especies

(&

10.- Pocos estudios para conocer mecanismos de
eicosanoides en estas especies

11.- Mdiltiples rutas de infeccién

12.-Consumo de DHA/EPA diario no establecido
13.- Necrosis caseosa

14.- Eicosanoides mas estudiados: PGE2,LTB4 y LXA4 ( (? gb @

15.- Estudios ex vivo/in vitrono reflejan la
complejidad de interaccion patogeno-hospedador

Figura 6 Coincidencias y discrepancias entre humanos, ratones y otras especies. Diagrama de Venn donde se representan
las principales consideraciones necesarias para la interpretacion de los resultados en las distintas especies.

Una diferencia es que en los modelos animales se utilizan diferentes rutas de infeccion y es
dificil demostrar la relevancia de ciertas rutas (p.ej., i.v., i.t.) estudiadas, debido a que no son
la ruta natural de infeccidn (via aerosol) y los resultados obtenidos en un caso de TB clinica
(69). En modelos con infeccion i.v., la corriente sanguinea disemina la bacteria a érganos
competentes del sistema inmune, como el bazo, lo que ocasiona una inflamacién rapida y

sistémica, mientras que, en una infeccion via aerosol, pocas bacterias llegan directamente al



pulmon donde los macréfagos presentan un perfil menos inflamatorio que otros monocitos y
macrdfagos de otros 6rganos. Todo esto indica que los modelos i.v. pueden presentar un

mejor resultado en estudios de tratamientos antinflamatorios en comparacion con la ruta por

aerosol (79).

Hay que tomar en cuenta también que el efecto de n-3 FAS difiere en los diferentes
organismos. Los macréfagos o modelos animales pueden no ser confiables para predecir el
resultado en humanos e incluso las dosis aplicadas pueden no ser una representacion realista
del aporte de la dieta en humanos (70). En humanos la FAO recomienda una ingesta diaria
de 250 mg de EPA+DHA (93). En los dltimos afios, a raiz del conocimiento de las
propiedades benéficas de estos &cidos grasos, la demanda de suplementos ha ido en aumento,
pero se desconoce la cantidad necesaria de consumo de cada uno de ellos por separado, ya
que cada uno tiene un metabolismo diferente (91,92). En México se desconoce cual es el
consumo promedio de DHA/EPA; sin embargo, a raiz de la pandemia de COVID-19, el
consumo de pescado (fuente principal de estos acidos grasos) se redujo en los hogares entre
un 27-43% (96). En cuanto a los animales de laboratorio en el tltimo NRC publicado, 1995,
no se indicaron cantidades exactas de PUFAS necesarios en la dieta, pero se sabe que es
importante su administracién para evitar una deficiencia de &cidos grasos que provoca signos
como: dermatitis, higado graso, baja de peso y problemas reproductivos (94). En este punto
es importante considerar que las recomendaciones alimentarias van cambiando a lo largo de

los afios, conforme a nuevos descubrimientos en el area nutricional (98).

Respecto a los experimentos realizados en ratones, tenemos que la variedad de cepas
utilizadas influye en el resultado. Cada una de las diferentes cepas de ratones utilizadas para

laboratorio tiene su mapa genético conocido (99), y en muchos de los experimentos se
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utilizaron ratones a los que se les modificd algin gen que permite el estudio de las
caracteristicas modificadas. Los ratones utilizados en los experimentos encontrados incluyen:
C57BL/6J, BALB/c, C3HeB/Fel, SV129, CB6F1 y suizo albino, siendo C3HeB/FeJ y SV129
extremadamente susceptibles y C57BL/6J, BALB/c resistentes a M. tuberculosis (100). Esta
susceptibilidad se ha atribuido a diferentes secciones de ADN en los cromosomas de las
diferentes cepas (101). En cuanto a las otras cepas no se encontro relacion directa genética

con TB, pero los ratones CB6F1 son cruza F1 de C57BL/6J, BALB/c (102).

En ratones se ha encontrado que durante las primeras fases de la infeccion hay una
inflamacién leve con concentraciones estables de PGE2 que contribuyen a una eficiente
expresion de especies reactivas de oxigeno que permiten un control temporal de la bacteria.
Después, en la fase tardia de la infeccion, aumenta la concentracion de PGE2 lo que
disminuye la inmunidad celular y permite el progreso de la enfermedad (74). La accion de
PGE2 en macrofagos es mediada por cuatro distintas proteinas ligadas a receptores de
prostanoides (E) EP1, EP2, EP3 y EP4. Se han creado ratones deficientes de cada uno de
estos receptores e incluso deficientes de todos ellos. Estos receptores también son expresados
en macréfagos humanos (49). Sin embargo, en macréfagos murinos infectados hay mayor

cantidad de EP4 en comparacion con EP2, pero esto no pasa en macrofagos humanos (89).

En relacién con los modelos in vitro, muchos usan factor estimulante de colonias de
granulocitos y monocitos (GM-CSF) para diferenciar monocitos a macréfagos. Se sabe que
GM-CSF es un factor importante en la resistencia a tuberculosis y su produccion de manera
natural es mayor en humanos que en modelos murinos. En modelos murinos, GM-CSF
exogeno aumenta el tiempo de vida de macrofagos y disminuye el crecimiento intracelular

de Mycobacterium tuberculosis (103). Para los estudios in vivo es necesario considerar que



este mecanismo que puede afectar la respuesta a la infeccion hace que los resultados

obtenidos en murinos puedan no compararse totalmente.

En cuanto a las lesiones producidas por la enfermedad, los ratones desarrollan necrosis
licuefactiva y mueren a los 30 dias de infeccion en ausencia de tratamiento. Estas lesiones
pueden ser comparadas con una enfermedad exacerbada en humanos, pero no se pueden
comparar con infecciones latentes o con infecciones donde no hay una respuesta
predominantemente inflamatoria. Puede que resultados en estos modelos no puedan aplicarse
a humanos inmunocompetentes o con formas leves de infeccion (68). Otros modelos
animales se han utilizado. Por ejemplo, conejos infectados con M. tuberculosis HN878
producen lesiones representativas parecidas a las encontradas en humanos, siendo los
granulomas caseosos las lesiones tipicas en TB activa cronica, aunado a esto, tanto en
humanos como en conejos los patrones de distribucion de AA dentro del granuloma son
similares (42). Aunque esto haria del conejo un mejor modelo, normalmente se utilizan cepas
M. bovis para el estudio de tuberculosis. Ademas, las distintas respuestas bioldgicas entre
razas, su gran susceptibilidad a estrés que demanda un control estricto de los factores
ambientales, el mayor costo de su mantenimiento en comparacion con los ratones y las
posturas de las distintas asociaciones de defensa de los animales que incluso actualmente
buscan creacion de leyes contra el uso de animales de laboratorio, impiden que se tenga mas

informacién (17).

Es dificil llegar a conclusiones con los estudios realizados ex vivo/in vitro porque no reflejan
completamente la complejidad de la estructura pulmonar ni las interacciones patégeno-
hospedador (57). Los estudios en sangre completa ex vivo tienen la ventaja sobre los cultivos

in vitro de permitir evaluar la integracion de los efectos de las terapias anti-micobacterianas



a través de la respuesta inmune del hospedador (87) y permiten acercarnos mas a conocer los

mecanismos moleculares involucrados en la TB.

Los eicosanoides mas estudiados tanto en modelos murinos como en humanos son PGE2,
LTB4 y LXAA4. Existe poca informacion sobre otros eicosanoides que permitan conocer el
panorama completo del circuito inflamatorio. A este respecto, Ultimamente estudios con
RvD1y Marl han llegado a generar méas interés. Actualmente se sabe que en humanos RvD1
atenua el dafio pulmonar dependiente de lipopolisacarido (LPS) (92), RvD1y Marl inhiben
la sintesis de citocinas pro-inflamatorias, aumentan la fagocitosis por los macrofagos y
activan la regeneracion tisular (31). Se ha descrito que la infeccion por M. tuberculosis
impide la sintesis de los antimicrobianos BPI y LL37 y esta se restaura por efecto de la

adicion de RvD1y Mar1.(92)

3.4 Mecanismos moleculares involucrados en los modelos experimentales

animales y humanos. Coincidencias y discrepancias.

El mecanismo patoldgico y fisioldgico de la respuesta ante TB es complejo, ya que depende
de multiples factores como: inmunidad del hospedador, carga bacteriana de infeccion y las
respuestas inflamatorias individuales ante la exposicion al antigeno (87). Los diversos
estudios analizados nos permitieron conocer mas a fondo cuales son los mecanismos
moleculares relacionados con los eicosanoides relevantes durante la enfermedad; estos

mecanismos estan resumidos en la Figura 6.
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Figura 6 Mecanismos moleculares involucrados en el metabolismo de los eicosanoides. Los diversos
mecanismos representados en esta figura son el resumen de los diversos trabajos encontrados que intentan
explicar el papel de los eicosanoides durante la TB. Receptores y precursores de eicosanoides tomados de:
(26,104,105)

A lo largo de la enfermedad existen cambios en los niveles de eicosanoides; desde las
primeras horas de infeccion, en respuesta al estrés y la inflamacion, el AA liberado de la
membrana nuclear y plasmatica es procesado por las ciclooxigenasas COX-1y COX-2 en

PGH2 la cual es convertida a PGE2 por cPGES, mPGES-1 o PGES-2 (106).

Para los macrofagos infectados, la produccién de PGE2 se correlaciona con disminucion de
la fagocitosis, produccion de 6xido nitrico, prevencion de necrosis e induccién de apoptosis
(protegiendo la membrana mitocondrial y promoviendo la reparacién de la membrana
plasmatica) aumentando el control de la inmunidad innata ante la infeccion inicial de la
micobacteria (40,43,107). PGE2 también promueve la activacién de la autofagia que resulta
en la eliminacion de la bacteria en autofagolisosomas. La autofagia por su parte controla la

inflamacion mediante la regulacion de sefializaciones de la inmunidad innata, modulacion de



la secrecidn de mediadores inmunes y eliminando agonistas enddgenos del inflamasoma (83).

Durante las primeras fases de inflamacion, solo las células mesoteliales y macréfagos son
capaces de liberar LTB4 al espacio pleural en respuesta a un estimulo de inflamacion inicial.
Cuando el proceso inflamatorio ya se ha establecido, otros tipos celulares como los

neutrdfilos son capaces de producir LTB4 amplificando el proceso inflamatorio (21).

La produccion de LXA4 aumenta después de las primeras 24 horas p.i. (71). EI aumento de
LXA4 se da por la unién de la proteina presente en Mtb virulentas: Rv1768 y la proteina
membranal de macréfagos: S100A9; esta union provoca un cambio en el metabolismo de AA
hacia la ruta 5-LOX (56). Las lipoxinas son reguladores negativos de la inflamacion aguda.
El aumento en los niveles de LXA4 esta asociado con un mayor grado de inflamacion,
reduccion de necrosis celular, carga bacilar y una disminucion de citocinas proinflamatorias,
aumento de permeabilidad vascular, menor entrada de leucocitos polimorfonucleares (PMN)
a los sitios de la inflamacion y regulacién negativa de la respuesta protectora de Thl

(38,40,43).

La liberacién de AA provoca también la sintesis de tromboxanos y prostaciclinas (39,108),
pero estos no se han relacionado con ningun circuito del mecanismo molecular durante la
TB. Otros PUFA liberados en la membran en sitios de inflamacion y estrés celular son el
DHA y EPA. La conversion de precursores omega-6 y omega-3 PUFA en PUFA es
controlada por las enzimas desaturasas de FA (FADS) 1y 2 (63). Posterior a su liberacion,
estos son transformados por la ruta 5-LOX en maresina, protectinas y resolvinas. Aungue
estos eicosanoides, han sido reportados durante la TB (37,47,48), se desconoce su

participacion en el proceso de la enfermedad, a excepcion de la resolvina D1 (RvD1) y la
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maresina 1 (Marl), lipidos derivados del &cido docosahexaenoico (DHA), que pueden
contribuir al control de la infeccion por M. tuberculosis in vitro, mediante el aumento de la
proteina de permeabilidad bactericida (BPI) y regeneracién celular (92). Por otro lado, la
infeccion, por medio de IFN-Y', provoca un aumento en la formacion de gotas lipidicas
(formadas de TG) intracelulares que se son utilizadas como alimento para la micobacteria y

para la formacion de nuevos PUFAS y eicosanoides (82,109).

Los mecanismos involucrados encontrados en las terapias post-infeccion estan resumidos en

la Figura 7.
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Figura 7. Mecanismos involucrados en los diversos esquemas terapéuticos. Los diversos mecanismos
representados en esta figura son el resumen de los trabajos analizados, que utilizan la modificacion de
eicosanoides p.i.

En las terapias utilizadas post-infeccion, la utilizacion de inhibidores de COX-2 provoca
efectos diferentes dependiendo del tiempo en el que son administrados (71). En los
experimentos que se realizaron en la fase inicial de la enfermedad se pudo notar un aumento

de las areas necroticas y una mayor cantidad de citocinas inflamatorias y de células T (83).



En cambio, en aquellos donde se inhibid6 COX-2 en fases cronicas hay disminucion de la

enfermedad. En la mayoria de los casos no se encontraron interferencias con el uso de

antibidticos y si se observé una disminucion en el crecimiento bacteriano.

Otra ruta que se inhibié fue 5-LOX con lo cual hay un menor crecimiento bacteriano,
disminucion de necrosis celular y aumento de citocinas proinflamatorias (44). Se encontro
que la sintesis de triglicéridos regula positivamente la ruta 5-LOX de AA, pero su utilizacion
muestra una reduccion de la carga bacteriana, siendo esto posiblemente debido a que la
bacteria se alimenta de estos triglicéridos y al inhibirlos se ve limitada su alimentacion y por

lo tanto su crecimiento y reproduccion (71) .

Otro tratamiento que ha tomado interés es la modificacion de dietas con suplementos de
DHAV/EPA. Los animales alimentados con estos suplementos mostraron una reduccién en los
indices de anemia e inflamacion, con una reduccion de la carga bacteriana y aumento de
SPM. (72,73) Lamentablemente estos estudios solo han sido realizados en ratones y se
desconoce si los humanos tendrian los mismos resultados, sin embargo, se sabe que SPM
derivados del DHA/EPA, MAR1 y RvD1 en cultivos in vitro de células humanas tienen

efectos de regeneracion celular y disminucion de inflamacion (92).

Otros estudios que han tomado interés en los Gltimos afios son los polimorfismos genéticos;
sin embargo, los resultados en estos estudios no son concluyentes porque en algunos se ha
encontrado una mayor susceptibilidad a la enfermedad dependiendo de variaciones en genes
de 5-LOX (23), ITA4H (35) o EP2 (110); mientras que en otros no se han encontrado

correlaciones entre esos mismos genes y la gravedad de enfermedad (111-113).



4.Algoritmo

Durante esta investigacion observamos que se necesita optimizar los disefios experimentales
para el estudio de los eicosanoides, por lo que disefiamos un algoritmo que podria utilizarse
en futuras investigaciones y que permitird conocer mejor el mecanismo de accion de estos
lipidos y su utilizacion en esquemas terapeuticos ante la infeccién con M. tuberculosis
(Figura 8). En este algoritmo, se contemplan los tres tipos de estudios utilizados normalmente

para investigaciones de cualquier indole médica: in vivo, in vitro y ex vivo.

Generar el conocimiento necesario para definir el papel real que los eicosanoides
desempefian en la tuberculosis requiere que se incluyan todos los elementos sefialados en el
algoritmo. Los estudios en animales no son faciles de equiparar con los resultados en
humanos, ya que el estudio de los eicosanoides ha demostrado que los mecanismos no
siempre son iguales entre humanos y animales, por lo que se sugiere priorizar investigaciones
sobre TB en humanos, porque al ser ellos el objeto de las nuevas terapias, los resultados
obtenidos reflejan mejor lo que podria ocurrir in vivo. También observamos que los estudios
con intervenciones previas a la infeccion, si bien nos permiten conocer el mecanismo de
accion de los eicosanoides, dificilmente pueden ser extrapolados a humanos y su utilizacion
profilactica es cuestionable, especialmente si el momento de la infeccion no se puede

determinar con anticipacion.

Por lo anterior, en este algoritmo se plantea que en humanos in vivo se realicen estudios de
monitoreo a los contactos y a los enfermos. Para una mejor interpretacién de los resultados,
en cada investigacion sera importante la medicion ya sea en suero, plasma, fluidos o tejidos

corporales de la carga bacteriana, produccion de eicosanoides, produccién de citocinas y la
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actividad antimicrobiana celular, independientemente del esquema terapéutico. Todos estos
mecanismos estan involucrados en el proceso de la enfermedad y la alteracién de uno de ellos
puede afectar todo el circuito. También es importante correlacionar los resultados obtenidos
en respuesta a la infeccion con los pardmetros clinicos. Todas estas mediciones permitiran
elegir un mejor esquema terapéutico y el monitoreo durante las distintas fases del tratamiento

permitira tomar la decision de seguir con ese tratamiento o modificarlo.

En cuanto a esquemas terapéuticos dirigidos a los eicosanoides post-infeccion, los més
comunes son dietas con suplementacion de DHA/EPA, que en animales han demostrado
disminuir la susceptibilidad a la infeccion (no existen reportes de estudios en humanos) y
podrian ser benéficas tanto para el paciente como el contacto de paciente; y el blogueo
farmacoldgico ya sea de eicosanoides pro-inflamatorios o pro-resolutorios, siendo cualquier

bloqueo eficaz dependiendo del perfil previo de eicosanoides y de la fase de la enfermedad.

Para conocer mejor los mecanismos moleculares asociados a intervenciones en la ruta
metabdlica de los eicosanoides, la propuesta es realizar estudios ex vivo con células de
pacientes. En estos y en los estudios realizados in vitro, se recomienda realizar la medicion
intracelular o en sobrenadantes de la carga bacteriana, la actividad antimicrobiana celular, la
expresion genética de COX-2 y 5-LOX y la produccion de eicosanoides y de citocinas para
tener un panorama general de todo el mecanismo celular involucrado. Los datos obtenidos
hay que correlacionarlos con la produccién de eicosanoides y la respuesta a la infeccion para

asi tener un mejor conocimiento de la interaccion de los diferentes circuitos.

Para los estudios in vitro recomendamos el uso de cepas virulentas (Erdman, H37Rv, HN878

entre otras) de tuberculosis para entender mejor el mecanismo que semejan mas la infeccion



natural, asi como elegir el tipo celular y la especie mas adecuada para el mecanismo de
estudio, recordando que existen diferencias entre los mecanismos presentes en humanos y
animales, pero dado que la tuberculosis estd presente en muchas especies animales, la
utilizacion de animales de laboratorio podria generar datos para comprender la tuberculosis

en otras especies. In vitro se pueden hacer modificaciones en la rutas de eicosanoides, ya sea

para aumentar los lipidos pro-inflamatorios o pro-resolutorios.
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Figura 8. Algoritmo para el estudio de eicosanoides y su utilizacion como blancos terapéuticos. Este algoritmo
fue disefiado para optimizar futuros experimentos en los que se estudie el papel que los eicosanoides
desempefian en la TB y los experimentos para la blsqueda de terapias dirigidas al hospedador con base en la
modificacion de estos. Se recomienda seguir todos los pasos descritos en este algoritmo segun el esquema a
realizar; ya sea in vivo, ex vivo o in vitro.



5. Observaciones finales

Debido a que los eicosanoides ofrecen blancos terapéuticos de interés para la TB, es
importante entender el alcance de los modelos experimentales y su impacto en la generacion
de estos blancos. En este trabajo se realiz6 una investigacion bibliografica que permite
conocer los alcances de los modelos experimentales que han tratado de explicar el papel de
los eicosanoides en la tuberculosis. Es importante considerar que los eicosanoides no solo
tienen funciones en la respuesta inflamatoria, sino que actdan también como mediadores del

proceso de patogénesis.

En este trabajo se analizaron diversos estudios realizados en los Gltimos afios, en los que
pudimos observar la gran variabilidad de procedimientos, especies/ cepas y mecanismos
terapéuticos utilizados y por lo tanto observamos diversos resultados y discrepancias o
coincidencias entre ellos. Todo esto permitié realizar un algoritmo que intenta optimizar
futuras investigaciones acerca de los eicosanoides y su posible utilizaciéon como blancos

terapéuticos.
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