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1. ABREVIATURAS

BSA Albumina de suero bovina

ESAT-6 6 Early Secretor Antigenic Target
PE_PGRSS3 Polymorphic GC Rich Repetitive Sequence
DMEM Medio de Eagle modificado de Dubelcco
FBS Suero Fetal Bovino

SN Sistema Nervioso

SNC Sistema Nervioso Central

SNP Sistema Nervioso Periférico

MCM Medio Condicionado de Microglia

MCA Medio Condicionado de Astrocitos

MCAM Medio Condicionado de Astrocitos y Microglia
GFAP Proteina &cida glial fibrilar

B Tuberculosis

M. tb Mycobacterium tuberculosis

SNC-TB Tuberculosis en el sistema nervioso central
TBM Meningitis tuberculosa

PRRs Receptores de reconocimiento de patrones
PAMPs Patrones moleculares asociados a patégenos
DAMPs Patrones moleculares asociados a dafio
TNF-a Factor de necrosis tumoral Alpha

IL-18 Interleucina 1-beta

LPS Lipopolisacérido




2. RESUMEN

Introduccién

La tuberculosis es causada por Mycobacterium tuberculosis, su manifestacion mas
severa ocurre en el sistema nervioso, las infecciones en el sistema nervioso son
orquestadas por microglia y astrocitos principalmente, las primeras son las
principales efectoras inmunolégicas con propiedades fagociticas en el cerebro, y
responden en primera instancia al dafio adaptando rapidamente su fenotipo para
producir una respuesta oportuna; mientras que los astrocitos detectan el dafo al
tejido, ayudan a mitigarlo y reparar la lesion. Cuando el estimulo es crénico se
producen alteraciones en las funciones fisioldgicas de microglia y astrocitos que
pueden contribuir a la pérdida de sus funciones, afectando directamente a las
neuronas que contribuye al desarrollo de ciertas patologias del SNC; algunos de los
agentes con alto grado de virulencia de esta micobacteria, son las proteinas

PE_PGRS33 y ESAT-6 y han sido poco estudiados en células de gliales.

Objetivo
Determinar la respuesta toxica e inflamatoria de la microglia y de los astrocitos
posterior a la exposicion de las proteinas PE_PGRS33 y ESAT-6 de Mycobacterium

tuberculosis.

Materiales y Métodos

Se realizaron cultivos primarios de microglia y astrocitos corticales de ratas neonata
de la cepa Wistar, la pureza de los cultivos se determind mediante la técnica de
inmunocitoquimicas para las proteinas |ba-1 y GFAP respectivamente. Los
astrocitos fueron tratados durante 48h con PE_PGRS33 y ESAT-6 en las
concentraciones de 0, 2.5, 5, 25 y 50 pg /mL, del mismo modo las células de la
microglia fueron tratadas con las concentraciones citadas a 24h, los medios
condicionados fueron recuperados para tratar nuevamente a los astrocitos por 48h
y también se recuperaron los medios condicionados de microglia con astrocitos. Se

evaluo la viabilidad celular después de cada uno de los tratamientos mencionados
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con la técnica de calceina y se midio la cantidad de citocinas IL-1p/II-1F2 y TNFa

en todos los medios condicionados, mediante la técnica de ELISA.
Resultados

Las proteinas PE_PGRS33, ESAT-6 y el MCM tratada con las mismas, en las
concentraciones evaluadas produjeron hipertrofia celular y cambios morfologicos
qgue indican reactividad de los astrocitos, no obstante, no se registraron datos de
muerte celular. En los medios condicionados de microglia se detecté un mayor
aumento en el nivel de IL-1B/IL-1F2 estimulada con ESAT-6; en el tratamiento con
PE_PGRS33 a 50 ug /ml registré la mayor liberacién de citocinas aumentando 68
veces mas IL-1B/IL-1F2 y 1000 veces mas de TNFa respecto al control. Por otra
parte, en los medios condicionados de astrocitos, se observo un ligero aumentos de
ambas citocinas después de los tratamientos, sin ser significativo. Finalmente, la
expresion de TNFa aumenté en medios condicionados de astrocitos y microglia
(MCA-M) posterior a la exposicion a las proteinas PE_PGRS33 y ESAT-6.

Conclusioén

Los resultados sugieren que la comunicacion entre microglia y astrocitos en
respuesta a las proteinas PE_PGRS33 y ESAT-6 esta involucrada en el proceso
infeccioso de la bacteria generando un ambiente proinflamatorio, que, si bien no fue
toxico para estas células, significan una amenaza importante para células mas

sensibles como neuronas y oligodendrocitos.
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3. ABSTRACT

Introduction

Tuberculosis is caused by Mycobacterium tuberculosis, its most severe
manifestation occurs in the nervous system, infections in the nervous system are
orchestrated by microglia and astrocytes; which are the main immunological
effectors with phagocytic properties in the brain and are the first to respond damage
by rapidly adapting their phenotype. The astrocytes detect tissue damage, help
mitigate it and repair the injury. When the stimulus is chronic, alterations occur in the
physiological functions of microglia and astrocytes can contribute to the loss of their
functions, directly affecting neurons that contribute to the development of certain
CNS pathologies; Some of the agents with a high degree of virulence of this
mycobacterium, are the proteins PE_PGRS33 and ESAT-6 and have been little
studied in glial cells.

Objective
To determine microglia and astrocytes' toxic and inflammatory response after
exposure to proteins PE_PGRS33 and ESAT-6 of Mycobacterium tuberculosis.

Materials and Methods

Primary cultures of microglia and cortical astrocytes of neonatal rats of the Wistar
strain were made, the purity of the cultures was determined by the
immunocytochemical technique for the Iba-1 and GFAP proteins, respectively.
Astrocytes were treated for 48H with PE_PGRS33 and ESAT-6 at concentrations of
0, 2.5, 5, 25 and 50 pug/ml, in the same way microglia cells were treated with the
mentioned concentrations at 24H, the conditioned media were recovered to treat
astrocytes again for 48H and microglia conditioned media with astrocytes were also
recovered. Cell viability was evaluated after each of the mentioned treatments with
the calcein technique and the quantity of cytokines IL-1p/IL-1F2 and TNFa was
measured in all the conditioned media, using the ELISA technique.
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Results

The proteins PE_PGRS33, ESAT-6 and the MCM treated with them, at the
concentrations evaluated, produced cell hypertrophy and morphological changes
that indicate astrocytes reactivity; however, cell death data were not recorded. A
greater increase in the level of IL-1B/IL-1F2 stimulated with ESAT-6 was detected in
microglia conditioned media; in the treatment with PE_PGRS33 at 50 pg/ml, it
registered the highest release of cytokines, increasing 68 times more IL-1p/IL-1F2
and 1000 times more TNFa compared to the control. On the other hand, in the
conditioned media of astrocytes, a slight increase of both cytokines was observed
after the treatments, without being significant. Finally, the expression of TNFa
increased in conditioned media of astrocytes and microglia (MCA-M) after exposure
to PE_PGRS33 and ESAT-6 proteins.

Conclusion

The results suggest that the communication between microglia and astrocytes in
response to PE_PGRS33 and ESAT-6 proteins is involved in the bacterial infection
process, generating a proinflammatory environment, which, although not toxic to
these cells, represents a significant threat for more sensitive cells such as neurons

and oligodendrocytes.
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4. INTRODUCCION

4.1 Sistema nervioso

El sistema nervioso (SN) es una red compleja de estructuras especializadas que se
encargan de controlar y regular mdultiples érganos y sistemas, su buen
funcionamiento es vital para el cuerpo humano; puede detectar cambios tanto en el

interior como en el exterior del organismo (Romero, 2015; Martinez, 2014).

El SN recibe informacion del ambiente, la cual es procesada para emitir una
respuesta apropiada, algunas de ellas se realizan en milisegundos como un reflejo
gue es una respuesta automatica y otras necesitan de un tiempo mayor, como el
aprendizaje, que requiere de una cooperacion y comunicacion de diversas regiones
del cerebro (Martinez, 2014).

4.2 Células del Sistema Nervioso Central

El sistema nervioso central (SNC) vertebrado en desarrollo deriva de la capa de
células germinales del ectodermo. EI SNC esta constituido por diversos linajes
celulares, todos y cada uno de ellos desempefian una funcién vital, entre estas
células se encuentran las neuronas y células gliales, su clasificacion se puede

realizar de acuerdo con su origen embrionario (Figura 1).

NEUROGLIA DEL SNC

A
[ \
ECTODERMO MESODERMO
MACROGLIA MICROGLIA
( \
ASTROGLIA OLIGODENDROGLIA

Figura 1. Clasificacion de los linajes celulares de la neuroglia presentes en el sistema nervioso
central de acuerdo a su origen embrionario
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Las neuronas, los oligodendrocitos y los astrocitos comparten un origen
neuroepitelial coman y nacen a lo largo de la embriogénesis de una manera definida
temporalmente (Engelhardt & Liebner, 2014), mientras que la microglia es el Gnico

linaje proveniente del mesodermo.

4.3 Neuronas

El SNC estd compuesto de un gran numero de ceélulas nerviosas excitables
denominadas neuronas, que mantienen una relacion morfofuncional con un tejido
especializado denominado glia (Snell, 2010). El encéfalo humano contiene
alrededor de 100,000 millones de neuronas. Aunque pueden tener distintas formas,
tamafios, distribucion espacial y funcién, todas las neuronas tienen una estructura
bésica, constan de: cuerpo neuronal o soma, dendritas, axén, cono axonico,

botones sinapticos y nodos de Ranvier (Tortora & Derrickson, 2013), (Figura 2).

Soma Cono

Botones

“sinapticos

Figura 2. Estructura basica de una neurona. Cruz-Hernandez

Las neuronas estan especializadas en la recepcion y procesamiento de la
informacion, esto se lo logran mediante mecanismos de comunicacién quimicos y

eléctricos que estan asociados fundamentalmente a la membrana plasmatica.
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Las neuronas pueden establecer diversos circuitos de comunicacién con otras
neuronas mediante sinapsis, las cuales son aproximaciones celulares donde se

intercambia informacién entre dos neuronas (Megias, et al., 2017).

4.4 Células gliales

Como sugiere el nombre griego, glia significa “pegamento “, Virchow concibio la
neuroglia como una especie de tejido conectivo y descubrié que este tejido también
contenia elementos celulares. (Prinz, et al., 2019). Las células gliales se conocen
comunmente como el pegamento del sistema nervioso ya que rodean a las
neuronas y las mantienen en su lugar; en los ultimos afios, numerosos estudios han
demostrado que la glia tiene otras funciones importantes que favorecen la
estabilidad de las neuronas, incluyendo el control de la homeostasis idnica, el
suministro de nutrientes, oxigeno, la destruccién de patégenos, la eliminacion de
células muertas, recaptura de neurotransmisores, modelacién sinaptica y el
aislamiento entre ellas, por lo que es muy importante que todas estas células
mantengan una buena regulacion y comunicacion entre ellas, de este modo se
mantendra un ambiente saludable en el sistema nervioso, de lo contrario existird un
dafio sistémico que repercutirA negativamente en el tejido, incluso llegando a
producir diversas disfunciones cerebrales. Entre las células que podemos destacar
son los astrocitos y microglia.

4.5 Astrocitos

Los astrocitos son un linaje de células gliales presentes tanto en vertebrados como
en invertebrados, fueron observados por primera vez por Camillo Golgi en 1871
(Cotrina & Nedergaard, 2002).

En los ultimos 25 afios, ha quedado claro que los astrocitos participan en una gran
cantidad de procesos fisiologicos esenciales en un cerebro sano (Dossi, et al.,

2018), ejercen una serie de respuestas complejas, ademas de ser el tipo celular
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mas grande y frecuente en el SNC representando aproximadamente el 20% ~ 40%
del nimero total de células cerebrales (Sofroniew, et al., 2010), superando en mas
de cinco veces el nimero de neuronas, tienen un cuerpo celular central, de
aproximadamente 15 a 17 ym de diametro, y procesos largos que se extienden en
todas las direcciones (Liu, et al., 2011; Zhou, et al., 2019).

La generacion, diferenciacion y maduracion de estas células es diferente en las
regiones cerebrales, aunque este suele ocurrir después de que se completan los
principales periodos de neurogénesis y migracion neuronal en el cerebro de

mamiferos (Allen & Eroglu, 2017).

El nombre de astrocito deriva de palabras griegas y latinas “astron” y “astrum” se
traducen como “estrella” o “cuerpo celeste” (Lu, et al., 2018), aunque adquieren
mayoritariamente esta morfologia, suele ser muy variable, dependiendo de la
actividad que tengan o, incluso de la regién en la que se encuentren. Se denominan
protoplasméticos si se localizan en la sustancia gris o fibrosos si se encuentran en

la sustancia blanca.

A pesar de tener esta versatilidad en su morfologia todos los astrocitos expresan
una proteina especifica en su citoesqueleto denominada proteina glial fibrilar acida
(GFAP), la cual se puede considerar un marcador sensible y confiable que marca
a los astrocitos (Figura 3), esto nos permite identificarlos con facilidad del resto de
la glia (Sofroniew, et al., 2010). Se han utilizado otros marcadores para la
identificacion de astrocitos como glutamina sintetasa y S100B, sin embargo, estas

proteinas no son exclusivas de este tipo celular.
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Figura 3. Astrocitos corticales de rata neonata de cultivo primario, tefiidos mediante la técnica de
inmunofluorescencia que expresa la proteina GFAP (verde) especifica de astrocitos, aumentado 100
veces. Foto: Cruz-Hernandez K.

4.5.1 Participacion de los astrocitos en el sistema nervioso central

Los astrocitos desempefian un papel critico en el metabolismo energético, el
reciclaje de neurotransmisores, contribuyen en la microarquitectura cerebral al
controlar la formacién y eliminacion de sinapsis, muestran plasticidad estructural en
respuesta a la actividad y el comportamiento sindptico (Sloan & Barres, 2014). La
evidencia de que los astrocitos juegan un papel critico en la sinaptogénesis deriva
de experimentos que se realizaron hace mas de 20 afios, en los cuales se demostrd
que las neuronas cultivadas in vitro aisladas formaban pocas sinapsis y estas
aumentaban tanto en el numero como en la fuerza cuando se realizaban co-cultivos
con astrocitos (Allen & Eroglu, 2017), del mismo modo se ha visto que los astrocitos
regulan la eliminacién de sinapsis mediante la secrecién del factor de crecimiento
transformante B (TGF-B), que regula a la alza el C1qg complejo proteico involucrado
en el sistema del complemento en las neuronas, lo que lleva al “etiquetado” para la

eliminacién por fagocitosis por la microglia (Allen., & Eroglu, 2017).

Recientemente se ha demostrado que los astrocitos proporcionan a las neuronas

soporte mecanico, auxilian en el sostén de la barreraa hematoencefélica, liberan

18



sustratos nutricionales y energéticos como glucosa y lactato para las neuronas,
desempeiian un papel importante en la vasomodulacion y la reparacion tisular
(Olwen, R. 2016).

4.5.2 Astrogliosis

Los astrocitos desempefian mdltiples funciones fisiolégicas, reaccionan a
practicamente todos los tipos de alteraciones patoldégicas en la homeostasis
cerebral mediante cambios morfoldgicos y moleculares significativos (Escartin, et
al., 2019). Cuando los astrocitos detectan algun tipo de dafio al tejido su respuesta
inmediata sera mitigar el dafio y tratar de reparar la lesién. Sin embargo, cuando el
estimulo es crénico se producen una serie de alteraciones en las funciones
fisiologicas de los astrocitos que pueden contribuir a la perdida de estas e influir
directamente en el desarrollo de ciertas patologias que atacan al SNC (Zhou, et al.,
2019).

Astrocito en reposo Astrocito reactivo

Dano o lesion

Figura 4. Esquema representativo del cambio morfolégico de astrocitos en estado normal a astrocito
reactivo después de la estimulacién dada por un dafio o una lesion.

La astrogliosis consiste en cambios moleculares y funcionales graduales en
respuesta a lesiones y alteraciones en el SNC, es una reaccion defensiva que tiene
como objetivo restaurar la homeostasis tisular y restringir el dafo, estas alteraciones
pueden variar de acuerdo con el grado de lesion, (Figura 4). En estimulos
moderados, la astrogliosis puede llegar a una etapa resolutiva si la agresion se
elimina. Sin embargo, cuando se llega a astrogliosis reactiva severa, se produce
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una mayor proliferacion astrocitica en el sitio de la lesion, impulsando la generacién
de una cicatriz glial en los bordes del dafio, de la necrosis o tumores (Dossi, et al.,
2018). Algunos rasgos que se han descrito como distintivos de la astrogliosis es la
regulacion al alza de GFAP (proteina acida fibrilar glial) (Figura 5), hipertrofia celular
y un aumento en el numero de procesos (Ceyzériat, et al., 2018), se ha demostrado
que varias citocinas, incluido el factor de crecimiento transformante (TGF-a), el
factor neurotréfico ciliar (CNTF), la interleucina-6 (IL-6), entre otros, activan a los
astrocitos y, una activacion excesiva puede ocasionar una desregulacion de la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica (BBB) o hasta su ruptura (Pekny &
Pekna, 2016).

Tejido neuronal sano Tejido neuronal enfermo o dafiado

Astrogliosis

Desencadenado por:
IL-6, IL-1B, TNFa, TGF—a, CNTF
Clq, etc

Figura 5. Astrogliosis. Fotografias de fluorescencia de astrocitos que muestran la expresion de la
proteina GFAP (verde) en tejido neuronal sano y dafiado, en este Ultimo observando una mayor
expresion de esta proteina, desencadenado por algunos factores propios del astrocito o células
adyacentes. Modificado de: Pekny & Pekna, 2016.

Existe una creciente evidencia que apoya la idea de que la pérdida de funciones
normales de los astrocitos por la astrogliosis, contribuye a la patogénesis de varios
trastornos neuroldgicos y psiquiatricos y se considera una caracteristica coman y
distintiva de la etapa tardia de la neurodegeneracién, por lo tanto, la integridad
morfologica y funcional de los astrocitos puede representar un importante objetivo
terapéutico (Sofroniew, et al, 2010; Zhou, et al., 2019). Recientemente se ha dado
una clasificacion binaria de los astrocitos como neurotdxicos o reparadores A1y A2,

respectivamente, haciendo una similitud con la clasificacibn de macréfagos
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(Liddelow, et al., 2017), actualmente se discute la evaluacion de multiples
pardmetros moleculares y funcionales que pudieran abrir el panorama a una

clasificacibn mas extensa de estas células (Escartin, et al., 2021)

4.6 Microglia

Las células de la microglia son fagocitos residentes del SNC (Madore, et al., 2020),
fue descrita por primera vez por Pio del Rio Ortega en 1920 (L6pez, 2012),
observando algunos procesos que provenian desde el cuerpo celular de forma
ameboide y que lograban tener largas proyecciones, sus analisis histolégicos

sentaron las bases para la comprension actual de la biologia de estas células.

4.6.1 Funciones

Las células de la microglia son las principales efectoras inmunoldgicas con
propiedades fagociticas en el cerebro (Lai, et al., 2018; Malm, 2012), constituyen
entre el 10 y 15% de todas las células gliales (Nayak, et al., 2014), son las primeras
en responder al dafio adaptando rapidamente su fenotipo para producir una
respuesta oportuna (Madore, et al., 2020). Se sabe que estas células son
indispensables para el buen desarrollo y funcionamiento del SNC; sus tareas son
multifacéticas ya que participan en la maduracién, regulacién y homeostasis
cerebral (Tang & Le 2016; Holtman, et al., 2017).

Realizan el refinamiento de redes sinapticas, promueven la muerte neuronal a
través de factores intrinsecos o extrinsecos, es decir, si las neuronas reciben una
sefal intracelular que les indique muerte por apoptosis, la microglia participa de
manera activa en la eliminacion de restos celulares por fagocitosis, ademas tiene la
capacidad de “etiquetar” e inducir la muerte de aquellas neuronas que presenten
alguna disfuncion. También se sabe que estas células estimulan la supervivencia
neuronal mediante la secrecion de factores de crecimiento, asi como la regulacion

de la plasticidad sinaptica y el aprendizaje (Ransohoff., 2016), participan activamente
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en la remodelacion de la arquitectura sinaptica, es decir, se dedica a pulir los
circuitos del cerebro para mantener solo las conexiones neuronales éptimas, las
mejores. Cuando la microglia se encuentra con procesos neuronales redundantes
0 excesivos que podrian obstaculizar o entorpecer la transmisién del impulso

nervioso los elimina mediante poda sinéptica (Labzin, et al., 2017).

4.6.2 Activaciéon de la microglia

Las células de la microglia estan dotadas de todos los receptores de reconocimiento
de patrones (PRRSs), por lo que pueden responder rapidamente a cualquier estimulo
dado por patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPSs) o a dafio (DAMPS);
en condiciones normales, la respuesta inmune se regula en el proceso de iniciacion
o resolucién a fin de mantener la homeostasis del tejido (Mikita, et al., 2011;
Kreutzberg, 1996). Sin embargo, si se presenta un estimulo persistente que
mantenga a la microglia activada puede conducir a dafio tisular vy
neurodegeneracion debido a la produccion exacerbada de citocinas
proinflamatorias y especies reactivas de oxigeno y nitrogeno (ROS/RNS)

(Timmerman., et al., 2018).

Al igual que los macréfagos, podemos distinguir al menos a dos subpoblaciones de
microglia. Las respuestas M1 y M2 describen las actividades opuestas de matar y
reparar, respectivamente. Las M1 “clasicamente activadas” se consideran células
efectoras de la respuesta inmune innata, la cual incluye una alta produccion de
citocinas proinflamatorias IL-12, IL-1B, IL-23, IL-6 y TNF-a, asi como alta produccion
de 6xido nitrico y especies reactivas de oxigeno. De manera opuesta, la respuesta
M2 “activadas alternativamente” se caracteriza por una baja produccion de citocinas
proinflamatorias, una alta produccion de citocinas antiinflamatorias como IL-10 y
tienen funciones inmunorreguladoras; de manera general es una respuesta
reparadora (Refai, et al., 2018). Se ha visto que estos fenotipos pueden ser estados

reversibles tanto in vivo como in vitro de acuerdo con el estimulo que reciban,
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también se observa un cambio entre los perfiles de citocinas pro y antiinflamatorias

durante esta reversibilidad fenotipica (Figura 6).
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Figura 6. Esquema representativo de la activacion de la microglia la cual se encuentra en un estado
inactivo con multiples procesos (A), una vez que detecta algin PAMPs o DAMPs en el medio, cambia
su fenotipo a una forma activada la cual se caracteriza por adquirir forma ameboide con procesos
mas pequenfios (B), y la posterior liberacion de diversas citocinas inflamatorias y agentes oxidantes,
el mantenimiento crénico de éste ambiente proinflamatorio puede conducir a la pérdida sinaptica o
muerte neuronal, entre otras cosas. Imagen modificada de Quesada, et al., 2016.

Daiio neuronal; apoptosis

4.6.3 Microgliosis

La gliosis es un cambio reactivo inespecifico de las células gliales en respuesta a
lesiones y agresiones, comunmente este estimulo conduce a la proliferacion o
hipertrofia de las células gliales. En particular, la microgliosis se presenta como
cambios morfolégicos, donde las células pasan de formas ramificadas a ameboides
con cuerpos celulares agrandados y ramificaciones mas cortas (Chen, et al.,
2018),a menudo se regula incrementando la produccion de citocinas
proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral (TNF) y la interleucina-1 beta
(IL-1B) (Duffy, et al., 2018), ademas de la migracion hacia el sitio de la lesion por

guimiotaxis (Quesada, et al., 2016).
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La liberacion prolongada de mediadores proinflamatorios por parte de la microglia
podria contribuir en el desarrollo de procesos neurodegenerativos, se ha descrito
gue la microglia desempefia un papel clave en la neurotoxicidad al iniciar la
respuesta inflamatoria en la neurodegeneracion (Lu, et al., 2019), por lo que la
atenuacioén de la inflamacion mediada por microglia se ha convertido en un punto
importante para mejorar el proceso neurodegenerativo (Ginhoux, et al., 2015), ya
gue se ha reportado que existe una respuesta excesiva por parte de estas células
en diversas patologias como la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de
Parkinson y enfermedad de Huntington, los cuales se caracterizan por la pérdida

neuronal lenta y progresiva en ciertas areas del cerebro (Quesada, et al., 2016).

4.7 Tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa cronica causada por
Mycobacterium tuberculosis (M. tb) o bacilo de Koch (Pimienta, et al., 2012; Lu, et
al., 2018; Leem, et al., 2018), se considera la novena causa de muerte en todo el
mundo que pone en grave peligro la salud humana (Miggiano & Ferraris 2020). En
2018, las estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), de la carga
mundial de tuberculosis fueron 10 millones de casos y 1,45 millones de muertes
(lacobino & Giannoni, 2020).

La tuberculosis pulmonar ocurre comunmente después de la infeccion de M. tb, no
obstante, también suele afectar érganos y tejidos fuera del parénquima pulmonar,
representando del 20 a 25% de los casos de esta enfermedad (Golden & Vikram,
2005; Ford, et al., 2013). Entre la tuberculosis extrapulmonar, aproximadamente del
1 a 5% se atribuye a la tuberculosis en el sistema nervioso central (TB-SNC) (Fanlo
& Tiberio 2007; Ramirez, et al., 2015).

La TB-SNC puede presentarse de distintas formas dependiendo del area afectada
como: meningoencefalitis, abscesos tuberculosos, granulomas los cuales son

agregados de células inmunes como macroéfagos, linfocitos y otras células inmunes
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del huésped, y se forma en respuesta a estimulos persistentes (Smith, 2003;
Cadena & Flynn, 2017; Jaimes, 2017) y meningitis tuberculosa (TBM). Esta ultima
es la complicacion extrapulmonar mas grave, ocupa aproximadamente el 1% de
todos los casos de TB (Chen, et al., 2018), con una mortalidad elevada; el 25% de
los pacientes pueden quedar con algun tipo de secuela y entre el 15 al 40% llegan

a fallecer a pesar del inicio del tratamiento (Ramirez, et al., 2015).

Es importante destacar que las funciones de las células inmunes hospederas son
cruciales para el desarrollo de esta enfermedad, la cual se desencadena por la
interaccion de PAMPs o DAMPs con PRR (Sreejit, et al., 2014; Rivera & Camargo.,
2015; Gupta & Agrawal, 2018). EI SN puede estar comprometido por multiples
agentes (como bacterias, virus, hongos y parasitos) y cada uno evidencia sus
particularidades clinicas (Sgarbi, 2015), las interacciones entre las neuronas y las
células inmunes son multifactoriales y multidimensionales, desempefian un papel
importante en la homeostasis del SNC y estados fisiopatologicos, incluida la
autoinmunidad, neurodegeneracion, infeccion y lesiones traumaticas (Chavan, et
al., 2017). Poco se sabe de los mecanismos moleculares involucrados en la
patogénesis de M. tb, pero la microglia puede ser activada por el bacilo sin
necesidad de gque esta se encuentre infectada a través de diferentes componentes

que se encuentran en su superficie (Jaimes, 2017).

4.8 Mycobacterium tuberculosis

El agente etiologico de la tuberculosis es la Mycobacterium tuberculosis (M. tb)
(Figura 7A), su primer registro como patégeno fue en Africa hace unos 70,000 afios
y luego se extendié fuera del continente como consecuencia de las migraciones
humanas (Delogu & Fadda, 2013), actualmente es extremadamente exitoso (Sia.,
& Rengarajan, 2019), se ha adaptado a diversos sitios anatdomicos del cuerpo
gracias a muchos afos de coevolucion con su huésped (Brites & Gagneux, 2015;
Chai & Liu., 2018), es un patégeno intracelular facultativo con la capacidad de

infectar y persistir en humanos (Kalscheuer, et al., 2019).
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Es una micobacteria de crecimiento lento con un tiempo de duplicacion de 15-24 h
en condiciones optimas, tardando de una a tres semanas en aparecer colonias
visibles en medios de cultivo sélidos (Ramirez, et al., 2002; Pérez del Molino, et al.,
2002), su genoma esta constituido por = 4 Mbp. Un rasgo distintivo de la M. tb es
que la estructura de su pared celular estd formada por acidos grasos largos en el
interior y componentes cerosos en la capa exterior, proporcionando una barrera
impermeable que la protege de compuestos nocivos y farmacos, esta caracteristica

juega un papel fundamental en suvirulencia (Delogu & Fadda, 2013).

La envoltura del bacilo esta constituida por cuatro capas: (l) la membrana plasmética
o0 membrana interna, (II) el complejo peptidoglicano-arabinogalactano (AG+PG), (ll1)
una membrana externa asimétrica que esta unida covalentemente al complejo
AG+PG mediante acidos micdlicos, y (IV) la capsula externa (Kalscheuer, et al.,
2019). (Figura 7B).

Capsulo

‘/ Mycolic acids
< AG+PG
( <—cm

Figura 7. A. Micrografia electrénica de una célula de Mycobacterium tuberculosis Barra de escala
500 nm. B. Esquema representativo de las capas de su envoltura celular. Modificada de Kalscheuer,
etal., 2019.

Puede ser considerada como una bacteria patdégena condicional debido a que, en

cierto sentido, solo puede causar TB en hospedadores inmunodeprimidos, cerca del
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90% de las personas infectadas por M. tb controlan inmediatamente la infeccion
(Chai & Liu., 2018). Existe solo un 10% de probabilidad de desarrollar tuberculosis
activa y que la bacteria pueda invadir multiples érganos (Zhai, et al., 2019), aunque
emplea una gran variedad de proteinas efectoras que facilitan la invasién en el

tejido.

4.8.1 Patogenicidad de M. tb

La facilidad del patogeno para sobrevivir dentro del organismo hospedero requiere
de la expresion de una serie de caracteristicas genéticas involucradas en la
interaccidon patdgeno-hospedero, estas peculiaridades le permiten resistir el estrés

ambiental que le genere el mismo medio fisiologico del hospedero (Maulén, 2011).

La patogenicidad de esta micobacteria se basa principalmente en; (I) la formacion
de granulomas en los que el bacilo sobrevive en un estado de equilibrio con la
defensa del huésped, (II) el control del metabolismo bacteriano y (lll) la replicacion
gue se caracteriza por el estado latente de M. tb el cual es resistentes a las defensas
del huésped (Miggiano & Ferraris 2020).

La M. tb es considerada una de las bacterias mas exitosas por los diferentes
factores de virulencia que posee, en estudios recientes de protedmica de alto
rendimiento realizados en extractos de capsulas de diferentes micobacterias como
M. tb, destacan las proteinas asociadas al sistema de secrecién 1 (ESX-1), el cual
es esencial para la patogénesis de M. tb y parece estar dedicado al suministro de
proteinas muy activas cuya funcién principal es alterar algunos pasos criticos de la

respuesta inmune innata en las células del hospedero (Kalscheuer, et al., 2019).
Entre otros de los componentes virulentos del bacilo, podemos destacar a las

proteinas PE_PGRS33 y ESATG6, las cuales podrian participar en el proceso

infeccioso de las células de la microglia.
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4.8.2 Proteina ESAT-6

La diana antigénica de secrecion temprana 6 (ESAT-6), por sus siglas 6 Early
Secretor Antigenic Target, es un péptido de M. tb que le confiere caracteristicas
virulentas, con un peso molecular de 6 kDa (Poulakis, et al., 2016; Kinhikar, et al.,
2010). La ganancia o pérdida de virulencia micobacteriana en cierto sentido esta
estrechamente relacionada con la capacidad de secretar ESAT-6 ya que muchas
de las funciones virulentas cruciales de M. tb se atribuyen a esta proteina, (Figura
8), incluida la actividad litica de la membrana que causa dafio a las células

epiteliales alveolares (Refai, et al., 2018).
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Figura 8. Estructura de la proteina ESAT-6. Imagen modifcada de Brodin, et al., 2005

Se sabe que esta proteina es esencial para evitar la union fagosoma-lisosoma y la
apoptosis, y permite finalmente la entrada del bacilo en el citoplasma, de esta
manera el bacilo aprovecha al maximo su capacidad de multiplicacion y
diseminacién, proporcionando asi las herramientas necesarias para escapar de los
compartimentos fagosomicos para interactuar con las proteinas celulares del
huésped y modular sus funciones (Cardona, 2018).

ESAT-6 es responsable de la permeabilizacion fagosémica y una posterior
secrecion predeterminada de IFN tipo | durante la infecciébn por micobacterias.
Ademas, se le ha atribuido una actividad membranolitica al funcionar como una
proteina formadora de poros (Lienard, et al., 2020). Se encontré que ESAT-6 induce
el 94% de apoptosis en macréfagos activando la expresién de caspasas, a una
concentracion de 5 pg/ml (Derrick, & Morris 2007; Sreejit, et al.,, 2014),
adicionalmente se ha visto que la delecion del gen que codifica para esta proteina
disminuye significativamente la capacidad de virulencia de este bacilo (Scherrer, et

al., 2018). Adicionalmente en estudios recientes han demostrado que encontrar a
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esta proteina intracelularmente en el hospedero, es un marcador prometedor para

determinar la infeccion por M. tb (Poulakis, et al., 2016).

4.8.3 Proteina PE_PGRS33

Por otra parte la proteina PE_PGRS33 pertenece a una de las dos familias de
proteinas que constituyen aproximadamente el 10% del genoma de Mycobacterium
tuberculosis; las PPE y las PE son proteinas micobacterianas peculiares de
especies patdgenas, estas Ultimas se caracterizan por un dominio N-terminal
altamente conservado de ~100 aminoacidos con la presencia de un motivo prolina-
acido glutdmico (PE) en la posicion 8-9 (Talarico, et al., 2005; Cascioferro, et al.,
2011; Palucci, et al., 2016).

Estudios filogenéticos han llevado a subdividir la familia PE, en dos subfamilias, la
de PE de 34 miembros y la mas numerosa de 65 miembros PGRS (Polymorphic GC
Rich Repetitive Sequence), cuyo contenido en glicina supera el 50% y se distribuye
en forma de repeticiones en tandem del motivo Gly-Gly-Ala o de Gly-Gly-Asn en el
extremo carboxilo terminal, mientras que el dominio amino terminal es conservado
(Rivera & Camargo, 2015). Entre las proteinas PE_PGRS, la PE_PGRS33, (Figura
9), es una de las mejor estudiadas por su interaccién con el sistema inmunoldgico,
esta constituida por 498 residuos de aminoéacidos con un peso de 41.8 kDa y se ha

considerado un modelo para este grupo de proteinas (Kramarska, et al., 2021).

[ PE | | PGRS (357) []

Figura 9. Estructura de la proteina PE_PGRS33. Tomada y modificada de Cascioferro, et al., 2011

Su localizacién superficial en la envoltura bacteriana le permite una amplia
interaccibn con los componentes del huésped, aun no se han descrito
detalladamente las funciones de esta proteina, pero se ha demostrado en trabajos
previos que PE_PGRS33 juega un papel crucial durante la infeccion por M. tb
(Palucci, et al., 2016; Kramarska, et al., 2021).
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5. ANTECEDENTES

La microglia y los astrocitos juegan un papel fundamental en el SNC, su activacion
estd estrechamente relacionada con el desarrollo y la gravedad de las
enfermedades. Curiosamente se ha visto que la respuesta al dafo es
temporalmente distinta, en primera instancia se produce la activacion de la microglia
adquiriendo un fenotipo proinflamatorio que conduce a la activacion de la astroglia
(Liu, et al., 2011).

En diversos estudios se ha comprobado esta diferencia temporal en la activacion
proponiendo que existe una comunicaciéon estrecha en todas las células del SNC,
en un trabajo realizado por Kirkley y colaboradores (2017), se demostré que el
tratamiento con manganeso en microglia murina dio como resultado un aumento
dependiente de la dosis en la expresion proinflamatoria y una morfologia
desramificada, posteriormente la exposicion de astrocitos a los medios
condicionados microglia fue suficiente para generar la activacion de los astrocitos e

incrementaron drasticamente la expresion de ARNm para Tnf , II-16, 1I-6.

Del mismo modo Liddelow y colaboradores (2017), observaron que los astrocitos
reactivos denominados Al (haciendo referencia a los fenotipos M1 y M2 de las
células de la microglia), son inducidos rapidamente por microglia activada utilizado
lipopolisacarido (LPS) como estimulo, en este trabajo se describieron los
componentes humorales fundamentales para producir astrogliosis, entre los que se
destacan a TNF-q, IL-18 y C1q. Ademas, se confirmo6 que estos astrocitos pierden
la mayoria de las funciones normales y estan presentes en muchas enfermedades
neurodegenerativas con propiedades neurotoxicas, destruyendo rapidamente
oligodendrocitos maduros diferenciados y neuronas de la retina; enfatizando asi que
existe una comunicacién continua que no solo involucra a microglia y astrocitos sino

a todas las células del tejido nervioso, incluidas las neuronas.
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Tanto ESAT-6 como PE_PGRS33 han sido estudiadas previamente por su alta
capacidad virulenta, sin embargo, aun no se conoce a detalle el papel que juegan
en el proceso infeccioso. En un estudio realizado por Refai y colaboradores (2018)
se observo que ESAT-6 promovié la diferenciacion de monocitos humanos M0 y M2
hacia el fenotipo M1, presentando una elevada secrecion de citocinas
proinflamatorias IL-6, IL-12 y TNF-a y la induccién de una firma transcripcional M1

tipica.

Por otra parte, se sabe que la entrada mediada por PE_PGRS33 en los macrofagos
es dependiente de los receptores 2 tipo Toll (TLR2) y esta interaccidn ocurre a traves
del dominio PGRS, involucrando especificamente los primeros 260 aminoacidos de
PE_PGRS33. La deficiencia de ésta proteina en una cepa mutante de M. tb se
asocio con un deterioro de la capacidad para infectar, se demostré previamente que
desencadena la muerte de las células de macrofagos al inducir la secreciéon de
citocinas proinflamatorias y la activacion de sefiales pro-apoptéticas o pro-
necréticas (Palucci, et al., 2016), ademas se ha reportado que la sobreexpresion de
PE_PGRS33 sobre la superficie bacteriana de M. tb mejora la supervivencia de la
misma y causa importantes cambios estructurales en la célula huésped (Delgu, et
al., 2004).

Estudios previos en nuestro equipo de trabajo realizados por Jaimes (2017)
concluyen gue ninguna de las dos proteinas antes mencionadas induce muerte
celular en cultivos primarios de microglia cortical de rata neonata a ninguna de las
concentraciones evaluada (0, 2.5, 5, 25 y 50 pg/ml) después de 24 h de exposicidon
ya que no se encontraron datos de muerte celular en ensayos de MTT (Figura 10).
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Figura 10. Ensayo de MTT en células de microglia expuestas por 24 horas a la proteina (A)
PE_PGRS33 y (B) ESAT-6 indicando que ninguna de las dos resulta ser citotoxica de forma
significativa para la microglia, conservandose viables, incluso en altas concentraciones. Jaimes,
(2017)

Estudiando un poco mas el efecto de estas proteinas en células de la microglia
también se observé después de 24 horas de tratamiento con la proteina
PE_PGRS33 que no hay expresion nuclear del factor NFKBp65, ya que sélo se
observa en citoplasma en las concentraciones de 25 y 50 pug/ml, pero si se detecta
un aumento en la expresion de OX42 e Iba-1 en las concentraciones de 2.5y
5ug/ml, evidenciando la activacion de la microglia en la respuesta inducida por
PE_PGRS33 lo que sugiere su efecto proinflamatorio en las condiciones usadas
pero probablemente no estad mediada por la activacion del factor de transcripcion

NF-kB, ademas que parece depender de la concentracion.

Por otro lado, se encontr6 que la proteina ESAT-6 activa y permite la translocacion
del factor NFKBp65; esta respuesta se observo en las concentraciones de 2.5y
5ug/ml mientras que en las concentraciones de 25y 50 ug/ml regresa al citoplasma,
del mismo modo, tanto INOS como TNF-aR1 mostraron una mayor expresion en las
concentraciones 25 y 50 pg/ml. Comprender la comunicacion entre las células de la
glia estimuladas con las proteinas ESAT-6 y PE_PGRS33 y el ambiente
proinflamatorio que se estd generando en el sistema nervioso central, ayudara

entender la respuesta del hospedero tras una infeccion con M. tb en el SNC.
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6. JUSTIFICACION

La tuberculosis es un problema de salud mundial, causado por M. tb, la afeccién
ma&s comun ocurre en tejido pulmonar, no obstante, esta micobacteria es capaz de
infectar otros tejidos como el SNC, su presentacion como meningitis tuberculosa es

la mas grave, ocasionando una gran cantidad de muertes y discapacidades.

Se sabe que en este tejido las células de la microglia y astroglia son las principales
efectoras inmunoldégicas desarrollando diversos mecanismos de defensa que tienen
como objetivo principal mitigar y reparar el dafio. EI mecanismo por el cual esta
enfermedad se propaga en el sistema nervioso central, asi como el protocolo de
defensa que siguen estas células no ha sido descrito detalladamente, es por ello
gue resulta relevante el estudio de la biologia celular del proceso infeccioso en el
sistema nervioso central posterior a la infeccion por M. tb para futuros esfuerzos en

el conocimiento completo de esta patologia.
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7. HIPOTESIS

Si las proteinas PE_PGRS33 y ESAT-6 de M. tuberculosis inducen un fenotipo M1
en células de la microglia, entonces se generard un microambiente potencialmente

neurotdxico que tendré un efecto directo sobre la astroglia (Figura 11).

ESAT-8
PE_PGRS533

Microglia
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Citocinas _
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Figura 11. Esquema general de hipoétesis.
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8. OBJETIVOS

8.1 Objetivo general

Determinar la respuesta de las células de la microglia y astroglia posterior a la

exposicion de las proteinas PE_PGRS33 y ESAT-6 de Mycobacterium tuberculosis

8.2 Objetivos particulares

8.2.1 Estandarizar el cultivo primario de microglia cortical de rata neonata.

8.2.2 Determinar la viabilidad celular de astrocitos corticales de rata posterior
a la exposicion a las proteinas PE_PGRS33 y ESAT-6.

8.2.3 Determinar la viabilidad celular en astrocitos corticales expuestos a
componentes humorales de células de la microglia.

8.2.4 Evaluar los niveles de expresion de las citocinas IL-1B/IL-1F2 y TNFa

en células de la microglia y astrocitos.
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9. DISENO EXPERIMENTAL

Se realizaron cultivos primarios corticales de rata neonata para astrocitos y
microglia, una vez purificados ambos tipos celulares; la microglia fue tratada
durante 24 horas con las proteinas PE_PGRS33 y ESAT-6 se recuperaron los
medios condicionados de microglia (MCM) y se realizaron ensayos de ELISAS
para determinar la cantidad de proteinas IL-1B/IL-1F2 y TNFa disueltas en los
mismos. Por otra parte, los astrocitos fueron tratados a 48 horas con las
proteinas directas a las mismas concentraciones para determinar si estas por si
solas generaban algun tipo de dafio celular, del mismo modo se expusieron a
los MCM, en ambos casos se realizaron pruebas de viabilidad celular por
calceina y se recuperaron los medios condicionados de astrocitos (MCA) vy
(MCA-M) a los cuales se le realizaron ensayos de ELISAS para determinar la
cantidad de proteinas IL-1B/IL-1F2 y TNFa disueltas en los mismos, (Figura 12).

Cultivo primario
cortical de rata necnata

24 hrs > X 48 hrs
Microglia Astrocitos
l I
I | | |
PE_PGRS33 ESAT-6 PE_PGRS33 ESAT-6
0,2.3, 25y 30 pg/ml 0,2.9, 25y 50 pg/mi 0,2.5, 25y 50 pg/mil 0,2.5, 25y 50 pg/mi

|

“u’. |

ELISAS IL-1R/IL-1F2 y TNFa

........

AN

Viabilidad .
celular/Calceina ' LY _

ELISAS IL-1B/IL-1F2 y TMFa
d

Figura 12. Esquema del disefio experimental. Imagen creada en Biorender.com
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10.MATERIALES Y METODOS

10.1 Animales

Para los cultivos primarios se utlizaron ratas neonatas de la cepa Wistar
proporcionadas por el bioterio del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
Manuel Velasco Suarez, bajo el proyecto titulado, “Neuroinflamacion crénica
durante el envejecimiento como factor de riesgo de enfermedades neurolégicas”
2017-111/3-4601. Se realizaron todos los esfuerzos necesarios para minimizar el
sufrimiento animal; su manejo se realiz6 siguiendo las recomendaciones de cuidado
animal y procedimientos aprobados internacionalmente por el NIH Publicacién
N0.8023, (revisado en 1978), del mismo modo, se cumplié con la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999: especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de los animales de laboratorio.

10.2 Cultivo primario de astrocitos corticales

Rapidamente las ratas fueron anestesiadas por hipotermia poniendo un poco de
hielo a nivel del cuello para posteriormente realizar eutanasia por decapitacion, el
cuerpo se desech6 y se continud trabajando con la cabeza, se retiré la piel
exponiendo el craneo, con ayuda de pinzas ultrafinas para microdiseccion se
extrajeron las cortezas cerebrales, las cuales fueron colocadas en una caja Petri
con solucién Hank’s (Tabla 1), con apoyo de un microscopio estereoscépico se

retiraron estructuras no corticales, meninges y coagulos.

Dentro de una campana de flujo laminar el tejido se colocé en un tubo cénico de 15
ml, con 2 ml de solucién Hank’s estéril por cada encéfalo, se realiz6 una disociacion
mecanica con jeringas de diferentes calibres, primero con una de 21G aspirando
suavemente para evitar la formacién de burbujas y enseguida con una de 27G hasta
observar una completa disociacion del tejido (de 4 a 5 veces con cada jeringa),
inmediatamente la suspensiéon se incubé a 37°C y 5% de CO, permitiendo el

intercambio gaseoso para inducir la activacion de proteasas endoégenas y de este
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modo llevar a cabo una disociacién enzimatica durante 15 minutos. Concluido el

tiempo la suspension se centrifugé a 1000 G durante 5 minutos.

Posteriormente se retird6 el sobrenadante y el pellet se resuspendié con 2 ml de
medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco) suplementado
con suero fetal bovino (SFB) al 10 % y antibiético/antimicético al 1% (Tabla 2). Las
células fueron sembradas en un frasco de cultivo de 75 cm? (Santa Cruz), los cuales
tuvieron un pretratamiento con Poli-D-lisina (SIGMA p0899; 1:50). Se verti6 la
suspension en el frasco de cultivo y se llevé a un volumen final de 10 ml de medio
DMEM suplementado, y finalmente fueron incubados a 37°C con humedad
controlada y 5% de diéxido de carbono. El medio se cambié después de 24 horasy
posteriormente cada tres dias. Los cultivos se mantuvieron durante 11 a 13 dias in

vitro tiempo en el cual observé una confluencia del 90%.

Tabla 1 Solucién Hank’s

Reactivo Concentracién mM

Cloruro de sodio 138

Cloruro de potasio 54

Fosfato de sodio monobasico 0.044

Fosfato de sodio dibasico 0.34

Glucosa 5.56

Bicarbonato de sodio 4.2

pH 7.4

Tabla 2. Suplementos del medio DMEM para cultivo de Astrocitos

Reactivo Concentracion
DMEM, (Gibco) 13.5 g/l
Bicarbonato de sodio 3.7 g/l
SFB 10 %
Antibidtico/antimicotico 1%
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10.3 Subcultivo de Astrocitos

Entre los dias 11 y 13, cuando los cultivos tuvieron una confluencia del 90-95% se
agitaron durante 24 horas a 180 rpm y a 37° C para remover células de la microglia,
transcurrido el tiempo, se retird el exceso de medio de cultivo y se lavaron las células

con 10 ml de solucién salina 0.9% (PiSA farmacedutica).

Para facilitar el desprendimiento de los astrocitos se trataron con 4 ml de tripsina
(T4799, Sigma Aldrich) al 0.5% y se incubaron a 37°C durante aproximadamente 5
min hasta que las células se desprendieron completamente de la base del frasco,
este proceso fue monitoreado con un microscopio invertido. Una vez desprendidas
todas las células, se adicionaron 4 ml de medio de cultivo DMEM suplementado
para abatir la actividad enzimatica de la tripsina; la solucién resultante se vertié en
un tubo conico de centrifuga de 15 ml estéril (Santa Cruz Biotechnology) y se
centrifug6 a 1000 G durante 5 minutos.

Se retird el sobrenadante y el pellet fue disuelto en medio de cultivo, enseguida se
realizo el conteo celular en una camara de Neubauer y las células fueron sembradas
en placas de 24 pozos (30,000 células/pozo), para los experimentos posteriores. En
el caso de las pruebas de inmunocitoquimica las células se colocaron sobre
cubreobjetos redondos de vidrio de 12 mm de diametro y 0.13-0.17 mm de grosor,
tratados con poli-D-lisina, para los ensayos de viabilidad celular las células fueron

sembradas directamente en las placas.

10.4 Cultivo primario de microglia cortical

El cultivo primario de microglia se realiz6 del mismo modo que el cultivo de
astrocitos con ligeras modificaciones, en este caso, luego de 24 horas se cambid
por medio DMEM de la marca Sigma Aldrich suplementado con suero fetal bovino
(SFB) al 15 % y antibiético/antimicotico al 1% (Tabla 3). Los cambios de medio se
realizaron cada 5 dias hasta el dia 17-20 donde se observé una gran mayor

confluencia de células de la microglia suspendidas en el medio de cultivo.
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Tabla 3. Suplementos del medio DMEM para cultivo de microglia

Reactivo Concentracion
DMEM, Sigma Aldrich 13.5 g/l
Bicarbonato de sodio 3.7 g/l
SFB 15 %
Antibiotico/antimicotico 1%
pH 7.4

Nota: Es muy importante que en el cultivo de microglia se utilice el medio DMEM de la
marca Sigma Aldrich, ya que se observaron importantes diferencias en la caracterizacion

de cultivo cuando este se realizé6 con medio DMEM de la marca Gibco.
10.5 Subcultivo de microglia

Una vez que en el cultivo se observé con una confluencia del 80% de células de la
microglia, entre los dias 17-20 aproximadamente las células se agitaron durante 24
horas a 180 rpm, posteriormente se depositd el medio de cultivo (que contenia la
microglia removida), en un tubo cénico de centrifuga de 15 ml, el cual se centrifugo
a 1000 G durante 5 minutos, se retiré el sobrenadante y se resuspendio el pellet en
medio de cultivo DMEM suplementado al 10% de SBF y 1% de
antibiotico/antimicoético, posteriormente se realizé el conteo celular en una camara
de Neubauer. Para los ensayos de inmunofluorescencia y generacién de medios
condicionados de microglia se sembraron 50,000 células en placas de 24 pozos con

cubreobjetos de vidrio 13 mm de diametro.
10.6 Proteinas recombinantes PE_PGRS33 y ESAT-6

Las proteinas recombinantes PE_PGRES33 y ESAT-6 fueron donadas
generosamente por la Dra. Espitia, brevemente las regiones codificantes para
PE_PGRS33 y ESAT-6 se amplificaron por PCR, los productos se ligaron y se
amplificaron en una cepa de Escherichia coli (E. coli), luego se subclonaron en un

vector que se utilizé para la transformacién de cepas de E. coli. La expresion de las
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proteinas se indujo en cultivos bacterianos, las proteinas recombinantes se
purificaron, se realizo la determinacion de proteinas y se almacenaron a -70°C hasta

su uso (Aguilar., et al, 2019).
10.7 Inmunofluorescencia

Para identificar las células de la microglia y astroglia se utilizé la técnica de
inmunofluorescencia, la cual permite la identificacion y localizacion celular de
proteinas especificas al promover una interaccidbn antigeno-anticuerpo.
Brevemente, las células fueron sembradas en cajas de 24 pozos 30,000 y 50,000
para astrocitos y microglia respectivamente, las cuales contenian un cubreobjetos
de vidrio 13 mm de didmetro en cada pozo, posterior a los tratamientos las células
se fijaron a -4°C con paraformaldehido al 4% durante 20 min y se permeabilizaron
a 4°C con metanol durante 10 min, posteriormente se bloquearon con suero de
cabra (Equitech-Bio Inc. SG30-0100), al 4% disuelto en PBS durante una hora a
temperatura ambiente, trascurrido el tiempo se adiciond el anticuerpo primario
disuelto en solucion de bloqueo, Iba-1 sc-ab178847; Abcam para microglia y GFAP-
PAN sc-Z033401-2; DAKO para astrocitos a una concentracion 1:200, estos se

incubaron por una noche en camara hiumeda a 4°C.

Transcurrido el tiempo se retird el anticuerpo primario y se coloco6 el anticuerpo
secundario disuelto en PBS (Alexa Fluor 488 donkey anti-goat IgG Ref: All055 Life
technologies), en una concentracion 1:200, se incubd durante una hora a

temperatura ambiente en completa oscuridad.

Para finalizar los cubreobjetos se montaron en portaobjetos utilizando la solucién de
montaje Vectashield con DAPI (Vector Laboratories Inc. H-1200 Lot. ZA0620), las
células fueron observadas en un microscopio de fluorescencia NIKON KCC-REM-
NCY-E200LEDMV modelo Eclipse E200LED MV R y se tomaron fotografias con
una camara Evolution VF Cooled Color/ MediaCybernetics modelo F-CLR-12-C

para analisis posteriores.
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10.8 Viabilidad celular, técnica de calceina

La calceina-AM es un compuesto permeable para las células, cuando éste penetra
la membrana por accion de las esterasas presentes en el citoplasma de las células
vivas el acetoximetil (AM) se separa y la calceina emite una fuerte fluorescencia
(Figura 13), la cual tiene una excitacion maxima a los 495-515 nm. Debido a esta
reaccion enzimatica, solo se tifie el citoplasma de aquellas células que

permanezcan viables.

\ 7 4
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.

Figura 13. Esquema simplificado del cambio de calceina-AM a calceina fluorescente por reaccion
enzimatica de las esterasas. Modificado de de Synentec, 2020

Los astrocitos fueron sembrados en placas de 24 pozos a una densidad de 30,000
células, hasta el dia 2 se les aplicé el tratamiento con la intensién de permitir una
completa adhesion a la placa. Para la aplicaciébn de tratamientos las proteinas
PE_PGRS33y ESAT-6 se incubaron durante 48 horas a diferentes concentraciones
(2.5, 5, 25 y 50 pg/ml).

Brevemente, se retird el tratamiento de los astrocitos y las células fueron lavadas 3
veces con solucion Tyrode (Tabla 4), en completa obscuridad se afiadieron 250 pl
de la solucién de trabajo: calceina 4uM (Molecular probes, C3100MP), la placa se
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envolvié en papel aluminio para evitar la exposicion a la luz y se incub6 durante 30
minutos a 37°, transcurrido el tiempo las células se volvieron a lavar con Tyrode y
se realizo la lectura en el lector de placas (Sinergy HT, Biotek, Winooski,VT,EUA) a
495 nm.

Tabla 4. Solucién de Tyrode

Reactivo Concentracion mM
Cloruro de sodio 119
Cloruro de potasio 5
HEPES 25
Glucosa 27

10.9 Generacion de medios condicionados de microglia (MCM)

Una vez purificado el cultivo de microglia las células fueron sembradas en cajas de
24 pozos a una densidad de 50,000 células por pozo, se aplicaron los tratamientos
para ambas proteinas PE_PGRS33 y ESAT-6 a las concentraciones (2.5, 5, 25y 50
pug/ml) durante 24 horas para generar una respuesta celular y con ello la liberaciéon
de posibles citocinas al medio. Concluido el tratamiento los medios condicionados
de microglia fueron recolectados en tubos de 600 ul y almacenados a -80°C para

experimentos posteriores.
10.10 Ensayos de ELISA

Se realizaron ensayos de inmunodeteccion mediante la técnica de ELISA para las
proteinas: TNF-a (Immunoassay. R&D Systems Biotechne Brand; RTAQO) e IL-
1B/IL-1F2 (R&D Systems Biotechne Brand; RLB00) en las muestras de MCM
(Medios Condicionados de Microglia) tratados con las proteinas PE_PGRS33 y
ESAT-6 de M. tb a las concentraciones 0, 2.5, 5, 25 y 50 ug/ml durante 24 horas,
del mismo modo se analizaron MCA (Medios condicionados de Astrocitos) tratados

con las mismas condiciones a 48 horas y finalmente se analizaron los MCA-M
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(Medios Condicionados de Astrocitos posteriores a la exposicion de MCM por 48
horas). Este procedimiento se realizé siguiendo las recomendaciones de la casa

comercial como se indico en las fichas técnicas de cada kit.

10.11 Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico se realiz6 una ANOVA seguido de la prueba Dunnet, se
consideraron diferencias significativas a los valores iguales o menores a p<0.05.
Todos los valores se muestran como promedio + error estandar de la media. Las
pruebas estadisticas se realizaron en el programa GraphPad Prism 8.0.1
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11. RESULTADOS

11.1 Estandarizacién del cultivo primario de microglia

Se realiz6é la estandarizacion y caracterizacion del cultivo primario de microglia,
como se puede apreciar en las fotografias de campo claro (Figura 14), en la parte
inferior y adheridas a la base del frasco de cultivo la presencia de astrocitos
formando un tapete los cuales van proliferando conforme transcurren los dias de
cultivo (flecha azul). Por el contrario, en la fase liquida del cultvo se encuentran las
células de la microglia (flechas rojas) las cuales presentan una mayor confluencia

hasta el dia 17, mismo en el cual se realiz6 su purificaciébn para experimentos

posteriores.

Figura 14. Fotografias de campo claro con un aumento de 100 veces que muestran la
caracterizacion del cultivo primario mixto de microglia y astrocitos corticales de los 4 a 17 dias in
vitro (DIV).
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11.2 Purificacién del cultivo primario de microglia

Para corroborar que las células aisladas del cultivo mixto como se describio
previamente eran microgliales se realizaron ensayos de inmunofluorescencia para
la proteina Iba-1 la cual es especifica para microglia/macréfagos, (Figura 15 A), se
muestran fotografias de campo claro que muestran las células de la microglia
purificadas a un aumento de 10x, en el cultivo se puede observar que algunas
celulas presentan proyecciones citoplasmaticas, esta morfologia es caracteristica
de microglia en reposo M2, (Figura 15 B y C) fotografias de inmunofluorecencias
para lba-1 y DAPI en un aumento de 100 y 400 veces, en las cuales se puede
apreciar que todas las células eran microgliales, de este modo se determiné la

pureza del cultivo para la realizacion de experimentos posteriores.

CONTROL NEGATIVO * ' . s MERGE

CONTROL NEGATIVO

Figura 15. Purificacion del cultivo primario de microglia. A) Fotografias de campo claro de, cultivo
primario de microglia, aumento de 100 veces y C) Inmunofluorescencia contra anticuerpo Iba-1
especifico para microglia y DAPI para la tincidon de nucleos en un aumento de 100 y 400 veces,

respectivamente.
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11.3 Purificacién del cultivo primario de astrocitos

Los astrocitos fueron purificados del cultivo mixto como se describié previamente,
(Figura 16 A), en las fotografias de campo claro de los astrocitos, se observa una
forma estrellada. Para asegurar que se trataban de astrocitos se realizaron ensayos
de inmunofluorescencia, (Figura 16 By C), para la proteina glial fibrilar acida (GFAP)
la cual se expresa en el citoesqueleto y es un marcador especifico para este tipo

celular, con estos experimentos se garantizo la pureza del cultivo.

Control negativo

Control negativo

Figura 17. Purificacion del cultivo primario de astrocitos. A) Fotografias de campo claro con un
aumento de 100 veces de cultivo primario de astrocitos, B y C) Inmunofluorescencia contra
anticuerpo GFAP-PAN especifico para astroglia y DAPI para la tincion de nlcleos en un aumento de

100 y 400 veces, respectivamente.
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11.4 Efecto de laproteina PE_PGRS33 en astrocitos corticales de rata después
de 48 horas de exposicion.
La exposicion de astrocitos corticales a la proteina PE_PGRS33 durante 48 horas
no genera muerte celular en ninguna concentracion, ya que no se observa ningun
rasgo de dafio en las fotografias de campo claro, (Figura 17 A), incluso son muy
similares a los controles, del mismo modo al realizar el ensayo de viabilidad celular
por calceina, (Figura 17 B), no se encontraron diferencias significativas a ninguna
concentracion empleado con respecto al control, lo que sugiere que esta proteina

no es citotdxica en las condiciones experimentales empleadas.
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Figura 17. La exposicion a la proteina PE_PGRS33 por 48 horas no modificé la viabilidad celular ni
la morfologia en astrocitos corticales de rata neonata A) Fotografias de campo claro que muestran
astrocitos después de 48 horas de exposicion a PE_PGRS33, aumento de 100 veces, B) Gréfica
gue muestra la cuantificacion de calceina de estos experimentos. Los datos mostrados se obtuvieron
de tres experimentos independientes por duplicado, para el analisis estadistico se realiz6 una
ANOVA seguido de una prueba Dunnett, considerando diferencias significativas a los valores iguales
0 menores a p<0.05. Todos los valores se muestran como promedio + error estandar de la media.
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11.5 Efecto de la proteina ESAT-6 en astrocitos corticales de rata después de
48 horas de exposicion.

La exposicion de astrocitos corticales a la proteina ESAT-6 durante 48 horas
modificé la morfologia celular, (Figura 18 A), éste cambio fue mas evidente a la
concentracion de 50ug/ml, en donde se puede apreciar que las células adquieren
una morfologia hipertrofica como sefial de dafio, no obstante al realizar los ensayos
de viabilidad celular por la técnica de calceina bajo estas mismas condiciones, no
se encontraron diferencias significativas con respecto al control, (Figura 18 B),

indicandonos que las células no estan muriendo.
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Figura 18. La exposicion a la proteina ESAT-6 durante 48 horas, modifico la morfologia celular, pero
no la viabilidad en astrocitos corticales de rata neonata. A) Fotografias de campo claro que muestran
astrocitos después de 48 horas de exposicion a ESAT-6, aumento de 100 veces, B) Gréfica que
muestra la cuantificacion de calceina de estos experimentos. Los datos mostrados se obtuvieron de
tres experimentos independientes por duplicado, para el analisis estadistico se realiz6 una ANOVA
seguido de una prueba Dunnett, considerando diferencias significativas a los valores iguales o

menores a p<0.05. Todos los valores se muestran como promedio + error estandar de la media.
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11.6 Expresion de factores pro-inflamatorios en medios condicionados de
astrocitos (MCA) después de 48 h de exposicion ala proteina PE_PGRS33

Una vez que se corrobor6 que ninguna de las proteinas provocaba muerte celular
en los astrocitos corticales de rata neonata, pero si inducian un aparente cambio
morfologico decidimos evaluar el perfil inflamatorio bajo las mismas condiciones.
Las células fueron tratadas con las proteinas PE_PGRS33 y ESAT-6 por 48 horas,
se recuperaron los medios y se realizaron ensayos tipo ELISA para la deteccion de
las citocinas TNFa e IL-1B/IL-F2, las cuales se secretan en condicionas pro-
inflamatorias. Los resultados obtenidos muestran que existe un aumento en la
expresion tanto de TNFa como IL-1B/IL-F2 respecto al control posterior a la
exposicion a las proteinas, (Figuras 19 y 20), sin embargo, ninguno de estos
aumentos fue considerado significativo después de realizar el andlisis estadistico,
indicandonos que el perfil inflamatorio al menos en astrocitos corticales inducido por

estas proteinas es bajo.
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Figura 19. Expresién de citocinas proinflamatorias en astrocitos estimulados con PE_PGRS33. A)
II-1B/IL-1F2 y B) TNFa (pg/ml) en astrocitos corticales posterior a la exposicién por 48 horas a la
proteina PE_PGRS33. Los datos mostrados se obtuvieron de tres experimentos independientes por
duplicado, para el andlisis estadistico se realiz6 una ANOVA seguido de una prueba Dunnett,
considerando diferencias significativas a los valores iguales o menores a p<0.05. Todos los valores

se muestran como promedio + error estandar de la media.
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11.7 Expresion de factores pro-inflamatorios en medios condicionados de

astrocitos (MCA) después de 48 h de exposicion a la proteina ESAT-6

Al evaluar el estado inflamatorio de los astrocitos posterior a la exposicion de la
proteina ESAT-6 por 48h pudimos observar un patron similar al de la proteina
PE_PGRS33, los niveles de las citocinas IL-1B/IL-F2 y TNFa aumentaron, (Figura
20 A, B), sin embargo, este aumento no fue significativo respecto al control:

indicando un perfil inflamatorio bajo.
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Figura 20. Expresioén de citocinas proinflamatorias en astrocitos estimulados con ESAT-6. A) II-
1B/IL-1F2 y B) TNFa (pg/ml) en astrocitos corticales posterior a la exposicién por 48 horas a la
proteina ESAT-6. Los datos mostrados se obtuvieron de tres experimentos independientes por
duplicado, para el analisis estadistico se realiz6 una ANOVA seguido de una prueba Dunnett,
considerando diferencias significativas a los valores iguales o menores a p<0.05. Todos los

valores se muestran como promedio * error estandar de la media.

En estudios realizados previamente por nuestro equipo de trabajo (Jaimes, 2017),
se observo que estas proteinas no inducen muerte en cultivos primarios de microglia
cortical, por ello se decidié evaluar la secrecién de citocinas inflamatorias como
TNFa e IL-1B/IL-F2.
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11.8 Expresion de factores pro-inflamatorios en medios condicionados de microglia
(MCM) después de 24 hrs de exposicion a las proteinas PE_PGRS3y ESAT-6

Como lo esperdbamos, el perfil inflamatorio fue mas severo en las células de la
microglia, los resultados indican que existe un aumento significativo en la secrecién
de IL-1B/IL-F2 y TNFa, (Figura 21 A y B) desde la concentracion 25 y 2.5 ug/ml
respectivamente posterior a la exposicion por 24 horas a la proteina PE_PGRS33.
Una respuesta similar se observo con la proteina ESAT-6, la cual mostré un
aumento significativo en la secrecion de IL-1B/IL-F2, (Figura 21 C) a partir de la
concentracion 25 ug/ml, por el contrario, no se observé una diferencia significativa

en la expresion de TNFa bajo estas mismas condiciones, (Figura 21 D).
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Figura 21. Expresién de las citocinas proinflamatorias en microglia estimulada con PE_PGRS33 y
ESAT-6. A, C) II-1B/IL-1F2 y B, D) TNFa (pg/ml) en microglia posterior a la exposicion por 24 horas
a las proteinas PE_PGRS33 y ESAT-6 respectivamente. Los datos mostrados se obtuvieron de tres

experimentos independientes por duplicado, para el analisis estadistico se realiz6 una ANOVA
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seguido de una prueba Dunnett, considerando diferencias significativas a los valores iguales o

menores a p<0.05. Todos los valores se muestran como promedio + error estandar de la media.

Una vez se habia corroborada la respuesta proinflamatoria de las células de la
microglia, se decidi6 exponer a los astrocitos a los medios condicionados de
microglia tratada con las proteinas PE_PGRS33 y ESAT-6 ya que de manera
fisioldgica tanto la microglia como los astrocitos estan mutuamente expuestos a los
elementos humorales de cada tipo celular, existiendo asi una comunicacion

bidireccional.
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11.9 Exposicién de astrocitos a medios condicionados de microglia tratada
con la proteina PE_PGRS33.

Los resultados de la exposicion de astrocitos a los medios condicionados de
microglia (MCM) tratada con la proteina PE_PGRS33 sugieren que no existe muerte
celular, esto se corrobor6 por fotografia de campo claro, (Figura 22 A), en donde se
aprecia un ligero cambio morfolédgico a partir de la concentracion de 25ug/ml, en las
concentraciones de 2.5 y 5 25ug/ml aparentemente no se observan cambios

morfolégicos, del mismo modo los ensayos de viabilidad celular por la técnica de
calceina, (Figura 22 B), indicaron que no hubo ninguna afectacién en la viabilidad

celular tras estos tratamientos.
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- . ——. = : 52 %
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Figura 22. La exposicién de astrocitos a los medios condicionados de microglia tratada con la

;

:

8

Porcentaje de viabilidad celular

o
1

proteina PE_PGRS33 no induce muerte celular A) Fotografias de campo claro de astrocitos
corticales expuestos a diferentes concentraciones de la microglia tratada con proteina PE_PGRS33,
aumento 100 veces B) Grafica que muestra la cuantificacion de calceina de estos experimentos. Los
datos mostrados se obtuvieron de tres experimentos independientes por duplicado, para el analisis
estadistico se realiz6 una ANOVA seguido de una prueba Dunnett, considerando diferencias
significativas a los valores iguales o0 menores a p<0.05. Todos los valores se muestran como

promedio * error estandar de la media.
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11.10 Exposicion de astrocitos a medios condicionados de microglia
tratada con la proteina ESAT-6

La exposicion de los astrocitos a los MCM tratada con la proteina ESAT-6, se
comporté de manera similar a los ensayos en los que se colocaba la proteina
directa, no indujeron muerte celular, pero si un cambio morfolégico como se puede
observar en las fotografias de campo claro (Figura 23 A), a partir de la concentracion
de 5 pg/ml las células expresan una forma més alargada e hipertrofica, sin embargo,
el ensayo de calceina sugiere que no se produce muerte celular, (Figura 23 B).
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Figura 23. La exposiciéon de astrocitos a los medios condicionados de microglia tratada con la
proteina ESAT-6 no induce muerte celular, pero si cambios morfoldgicos a las concentraciones mas
altas. A) Fotografias de campo claro de astrocitos corticales expuestos a diferentes concentraciones
de la microglia tratada con proteina ESAT-6, aumento 100 veces. B) Gréafica que muestra la
cuantificacion de calceina de estos experimentos. Los datos mostrados se obtuvieron de tres
experimentos independientes por duplicado, para el andlisis estadistico se realiz6 una ANOVA
seguido de una prueba Dunnett, considerando diferencias significativas a los valores iguales o
menores a p<0.05. Todos los valores se muestran como promedio * error estandar de la media.
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11.11 Perfil inflamatorio en medios condicionados de astrocitos y microglia

después del tratamiento con las proteinas PE_PGRS33 y ESAT-6

Finalmente se obtuvieron algunos resultados preliminares en los cuales se
determiné el perfil inflamatorio de los medios condicionados de astrocitos, que
habian sido tratados con medios condicionados de microglia (MCA-M) previamente
expuestas a las proteinas PE_PGRS33 y ESAT-6 a diferentes concentraciones para
determinar si existia una amplificacion del proceso inflamatorio al sumar la

respuesta de ambos tipos celulares.

Los resultados obtenidos al realiza la prueba de ELISA sugieren que existe una
liberacion importante de ambas citocinas, particularmente de TNFa la cual tuvo un
aumento significativo a partir de la concentracion de 5 pg/ml tanto para PE_ PGRS33
y ESAT-6, (Figura 24 B y D), aunque los niveles de IL-1B/IL-1F2 mostraron un
aumento dependiente de la concentracion después del tratamiento con los medios
condicionados de microglia expuestos a ambas proteinas (Figura 24 Ay C), éste no

fue estadisticamente significativo a ninguna de las concentraciones evaluadas.

Como parte de los Ultimos experimentos se realizaron un par ensayos de
inmunocitoquimica para determinar expresion de la proteina GFAP (datos no
mostrados), ya que en diversos estudios esta es utilizada también como un
marcador de astrogliosis, no obstante, no se encontraron diferencias en la expresion

de la proteina bajo nuestras condiciones experimentales.
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Figura 24. La expresion de TNFa aumenté en medios condicionados de astrocitos y microglia (MCA-

M) posterior a la exposicion a las proteinas PE_PGRS33 y ESAT-6. A, C) II-1B/IL-1F2 y B, D) TNFa

(pg/ml) en astrocitos corticales posterior a la exposicién por 48 horas a los medios condicionados de

microglia tratada con las proteinas PE_PGRS33 y ESAT-6 respectivamente. Los datos mostrados

se obtuvieron de dos experimentos independientes por duplicado para la proteinas PE_PGRS33 y

tres experimentos independientes por duplicado para ESAT-6, para el andlisis estadistico se realizé

una ANOVA seguido de una prueba Dunnett, considerando diferencias significativas a los valores

iguales o menores a p<0.05. Todos los valores se muestran como promedio * error estandar de la

media.
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12. DISCUSION

Los resultados de este trabajo son diversos y nos proporcionan algunos de los
primeros hallazgos en el campo de la interaccion que existe entre las células
hospederas y Mycobacterium tuberculosis en el proceso infeccioso del sistema
nervioso central. Por un lado encontramos que la proteina PE_PGRS33
aparentemente no es dafiina para los astrocitos, pues no se presentaron rasgos de
muerte celular ni cambios morfoldgicos tras la exposicidn por 48 horas a ninguna de
las concentraciones evaluadas, (0, 2.5, 25y 50 pg/ml), en cambio la proteina ESAT-
6 a pesar de no inducir muerte si tuvo la capacidad de generar cambios morfologicos
en estas células bajo las mismas condiciones; indicandonos que posiblemente se

trataba de un proceso de activacion diferencial, sin llegar a muerte celular.

En estudios previos de nuestro equipo de trabajo realizados por Jaimes (2017)
tampoco se observO muerte celular a las mismas concentraciones en cultivos
primarios de microglia cortical contrastando con el trabajo realizado por Derrick, &
Morris (2007) en donde se demostro que la proteina ESAT-6 induce el 94% de
apoptosis en macréfagos periféricos activando la expresion de caspasas a una
concentracion de 5 pg/ml, destacando que existe una respuesta diferencial
importante a esta proteina entre macréfagos periféricos, microglia y astrocitos, pese

a que estos ultimos también son considerados macréfagos.

A pesar de que los astrocitos son considerados una poblacion muy homogénea en
el SNC, estudios recientes de perfiles fisioldgicos y de expresion genética revelaron
que los astrocitos son una poblacién celular mucho méas diversa de lo que se
pensaba, tienen propiedades distintas en diferentes regiones del cerebro y en
diferentes periodos de desarrollo (Allen & Eroglu, 2017). Del mismo modo, al
caracterizar el perfil inflamatorio se observd que no existian diferencias
significativas, como se esperaba, TNFa basal no se detectd en ninguno de los
experimentos, en cambio IL-1B/IL-1F2 si tuvo una expresion reducida en los

controles, indicandonos que se encuentra presente en condiciones basales, esto
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pudo suceder por el estrés que se genera en las células por el simple hecho de estar

en un sistema de cultivo de dos dimensiones.

Al caracterizar el perfil inflamatorio de las células de la microglia expuestas a estas
proteinas, encontramos que existe un proceso de activacion temprana, esto
corrobora los resultados obtenidos anteriormente en nuestro equipo de trabajo, en
los cuales se observa que las proteinas no inducen muerte celular, pero si un
proceso de activacion. Generalmente, la activacion se refiere a una capacidad
mejorada de una célula para poder realizar una funcién que no podria realizar en su
estado basal, tanto para la microglia como para los astrocitos este proceso es
crucial, su activacion es multidimensional, se sabe que proliferan, fagocitan y liberan
citocinas o factores de crecimiento (Liu, et al., 2011), la activacién de microglia y
astrocitos se produce con un patron espacial y temporalmente distinto, las células
de la microglia son las principales efectoras inmunoldgicas residentes del SNC
responden rapidamente mediante el reconocimiento directo de patrones
moleculares asociados a patégenos conservados (PAMP) como lipoproteinas,
glicolipidos, carbohidratos en la superficie celular de M. tuberculosis (Jasenosky, et
al., 2015) y en nuestro modelo, a las proteinas PE_PGRS33 y ESAT-6.

Diversos estudios se han dedicado a evaluar la comunicacién que existe entre las
células gliales, algunos de ellos examinan los factores liberados por las células de
la microglia implicados en la modulacién de las respuestas de los astrocitos han
identificado consistentemente las citocinas TNFa, IL-1B, IL-6 y C1g como criticas
para la inflamacién, porque la inhibicién o eliminacién de estos factores reduce en
gran medida la astrogliosis (Kirkley, et al., 2017; Liddelow, et al, 2017; Liddelow., et
al, 2020). En un trabajo realizado por Liddelow y colaboradores (2017), se
demuestra que los astrocitos pierden la mayoria de las funciones descritas y son
capaces de propiciar un ambiente potencialmente neurotdxico, ya que destruyen
rapidamente neuronas y oligodendrocitos maduros diferenciados, del mismo modo
demostraron que los astrocitos reactivos se forman rapidamente in vivo después de

una lesion en el SNC y se encuentra presente en muchas enfermedades
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neurodegenerativas, concluyendo que se requiere de la actividad de células de la
microglia reactivas para producir astrocitos reactivos in vivo. Adicionalmente, un
estudio realizado por Guttenplan y colaboradores (2020), demuestran que al inhibir
o anular la IL-1a, TNFa y Clq secretados por la microglia que inducen astrocitos
reactivos neurotoxicos, se puede prevenir en gran medida la muerte de células
ganglionares de retina (RGC) inducidas tras el dafio en el nervio éptico, este mismo
equipo de trabajo demostrd que la esclerosis lateral amiotrofica, una enfermedad
neurodegenerativa causada por la pérdida progresiva de neuronas, que conduce a
la debilidad muscular, paralisis y progresivamente a la muerte, se puede ralentizar
al eliminar factores activadores de astrocitos reactivos como ll-1a, TNFa y C1q en

un modelo de ratén.

Para resumir, nuestros hallazgos confirman los resultados obtenidos en estudios
mencionados anteriormente, puesto que pudimos observar que las células de la
microglia posterior al tratamientos de las proteinas por 24 horas, mostré una mayor
liberacién de citocinas proinflamatorias, esto se pudo apreciar mas claro con el
tratamiento de PE_PGRS33 a 50 pg /ml, donde aumentd 68 veces mas IL-1B/IL-1F2
y 1000 veces mas de TNFa respecto al control y esto fue suficiente para activar a
los astrocitos corticales. Por otro lado, en los medios condicionados de astrocitos
expuestos durante 48 horas a las mismas proteinas, se pudo observar un ligero
aumentos de ambas citocinas después de los tratamientos, sin embargo, ninguno
fue significativo, esto posiblemente se deba a que la respuesta es mas lenta y
necesitaba un mayor tiempo de exposicion, con estos hallazgos se confirma que
existe una diferencia importante en la temporalidad de la activacion como lo reporté

previamente (Liddelow, et al., 2020).

Finalmente, en los medios condicionados de microglia y astrocitos se percibio un
aumento en TNFa en respuesta a ambas proteinas después de 48 horas de
tratamiento, en este caso podria tratarse de una respuesta sinérgica entre microglia
y astrocitos, mediada en un principio por la microglia seguida por los astrocitos al
responder a los estimulos liberados previamente por células de la microglia, es decir

gue la comunicacion entre ambos tipos celulares es importante para poder orquestar
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una mejor respuesta inflamatoria, coincidiendo con el trabajo de Liddelow y
colaboradores (2017).

Este trabajo proporciona un buen acercamiento para entender un poco el proceso
que se lleva a cabo durante la infeccidn por M. tb en el sistema nervioso, sin
embargo, aln quedan muchas preguntas por resolver, una de ellas es evaluar la
capacidad de atravesar la barrera hematoencefélica de las proteinas PE_PGRS33
y ESAT-6, ya que este fendmeno pudiera ser un paso crucial e incluso representar
un obstaculo que limite la entrada de estas proteinas al tejido nervioso, se sabe que
esta puede ser atravesada por proteinas menores a los 500 kDa liposolubles o que
usen un trasportador presente en la membrana (Pachter, et al., 2003).

En el caso de estas proteinas no se conoce ningun transportador, particularmente
ESAT-6, es una proteina pequefia (6kDa) y forma parte del sistema de secrecion de
la micobacteria, después de analizar su secuencia de aminoacidos, podemos
observar que tiene un alto indice de hidropatia, por lo que se puede sugerir que
tiene la capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica dado su pequefio peso
molecular y alta hidropatia. Por otra parte, PE_PGRS33 esta constituida por 498
residuos de aminoacidos con un peso de 41.8 kDa, el cual es considerablemente
elevado respecto a ESAT-6, por lo que esta proteina podria estar modulando la
respuesta inflamatoria en una etapa mas tardia, es decir, ya que la micobacteria
haya penetrado el tejido nervioso. Una posible estrategia de virulencia dada por esta
bacteria seria que por un lado libera una proteina ESAT-6 (Refai, et al., 2018), la
cual podria facilitar el debilitamiento de las células hospederas, ay que en un trabajo
realizado por Lienard, et al., 2020 se demostré que esta tiene una alta capacidad

membranolitica y formadora de poros.

De tal forma que una vez que la micobacteria penetra sigue dafiando bajo otros
mecanismos aun no descritos con la proteina PE_PGRS33, la cual se localiza en la
membrana, permitiendo un estrecho contacto con células hospederas (Palucci, et
al., 2016; Kramarska, et al., 2021), es por ello por lo que seria interesante planear
experimentos dirigidos a evaluar la respuesta inflamatoria con ambas proteinas,

para determinar si en conjunto estas muestran un mayor efecto.
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13.CONCLUSIONES

Las proteinas PE_PGRS33 y ESAT-6 de M. tb y los medios condicionados
de microglia tratadas con las mismas inducen un cambio morfologico en
astrocitos corticales de rata neonata.

Las proteinas PE_PGRS33 y ESAT-6 de M. tb y los medios condicionados
de microglia tratadas con las mismas no resultaron citotoxicas a ninguna
de las concentraciones evaluadas en astrocitos corticales de rata neonata.
Las proteinas PE_PGRS33 y ESAT-6 de M. tb inducen un ambiente
inflamatorio en el SNC orquestado principalmente por las células de la
microglia, quienes secretaron tempranamente las citocinas IL-1p/IL-1F2 y
TNFa. (Figura 25(.
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Figura 25. Esquema representativo de conclusiones. A) El tratamiento con las proteinas
PE_PGRS33 y ESAT-6 en células de la microglia conduce al cambio fenotipico de M2 a M1, B)
promoviendo una mayor secrecion de IL-1B/IL-1F2 y TNFa, C) la exposicién de los astrocitos a los
medios condicionados de microglia tratada bajo esas mismas condiciones D) conduce un cambio
morfolégico de los astrocitos, aparentemente reactivos y la liberaciéon en menor medida respecto a
la microglia de IL-1B/IL-1F2 y TNFa.
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14. PERSPECTIVAS

e Evaluar el efecto de las proteinas y los medios condicionados de
microglia y astrocitos en otros tipos celulares como neuronas y
oligodendrocitos.

e Determinar la presencia de otras citocinas pro-inflamatorias y anti-
inflamatorias para tener un contexto completo del perfil inflamatorio que
se desencadena tras la exposicion de las proteinas PE_PGRS33 y
ESAT-6 en células gliales.

e Determinar si estas proteinas son capaces de atravesar la barrera
hematoencefalica.

e Evaluar el efecto que tienen estas proteinas de manera combinada, para
saber si juntas pudieran tener un efecto de cooperatividad en la infeccion

causada por M. tb.
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