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RESUMEN.

La tuberculosis es una de las enfermedades mas infecciosas en el
mundo causando tres millones de muertes al afio. Aunque no ha sido
ampliamente estudiado el papel que tiene la respuesta inmune innata en la
tuberculosis, se sabe que los péptidos antimicrobianos, los cuales, pertenecen
a la respuesta inmune innata, tienen un papel muy importante en ésta, debido a
gue estos péptidos antimicrobianos ayudan a controlar el crecimiento de la

bacteria y de esta manera poder controlar la enfermedad.

El objetivo de este estudio fue determinar si la L-Isoleucina, ayuda a
estimular la expresién genética de algunos componentes de la respuesta
inmune innata como lo son: la B — defensina humana 2 (HBD-2), Ila
Interleucina-8 (IL-8) y la catelicidina LL-37, en células epiteliales de pulmon,
ademas de determinar a qué concentracion de L-Isoleucina y a que tiempo de
estimulacion existe una mayor expresion genética. Esto fue realizado
utilizando cultivos celulares de monocitos y neumocitos, se expuso a diferentes
concentraciones de L-Isoleucina por diferentes tiempos, se extrajo el material
genetico y se procedio a relizar el analisis por PCR y en caso de ser necesario
por PCR en tiempo real. Los resultados nos indican que la L-Isoleucina, en
células epiteliales de pulmon estimula la expresion genética de: HBD-2, IL-8 y
LL-37. Para HBD-2 y LL-37 el tiempo de estimulacion en el que existio una
mayor expresion de estas fue a las 18 horas de estimulo, mientras que, para IL-
8 se observo una mayor expresion a las 12 horas de estimulo. En los tres

casos la mayor expresion se alcanzo utilizando 25 pg de L-Isoleucina.



INTRODUCCION:

La tuberculosis (Tb) es un problema muy importante de salud publica. Se
publicé en el 2004 que hubo alrededor de 8.9 millones de casos alrededor del
mundo, de los cuales 741,000 se presentaban en personas infectadas con VIH.
De los nuevos casos el 80% viven en regiones de Africa, Asia y el Pacifico
occidental. Ademéas se menciona la existencia de 14.6 millones de casos
prevalentes, y se detectd la muerte de 1.7 millones de pacientes infectados con

esta enfermedad[3] .

En Latinoamérica entre 1986 y 1996 el nimero de casos notificados a la
OPS/OMS ha fluctuado en general entre 230,000 y 250,000 casos nuevos de
tuberculosis por afio. Con base en las notificaciones producidas por los paises
de la region en 1996, se observa que existen en América latina, paises con
diferente grado de severidad en la situacion de tuberculosis que permite su
clasificacion. Dentro de los cuales México se encuentra entre los paises con

una de las tasas mas altas, so6lo por debajo de Bolivia y Peru.

Actualmente el tratamiento contra esta enfermedad consta de 5
medicamentos de primera linea, los cuales son; isoniazida, rifampicina,
pirazinamida, etambutol y estreptomicina. Desgraciadamente, en los ultimos
tiempos se ha registrado la aparicion de nuevas cepas, las cuales son
multidrogoresistentes, lo cual complica el tratamiento y la cura de esta

enfermedad.

La primera linea de defensa a la cual se tiene que enfrentar
Mycobacterium tuberculosis (MTb) es la inmunidad innata, esta inmunidad es
inespecifica y siempre esta presente[4]. Algunas moléculas pertenecientes a la
inmunidad innata son la lisozima, lactoferrina, péptidos antimicrobianos y otras
sustancias que se encuentran en el tracto respiratorio que tienen un caracter

antimicrobiano.

En el caso de que MTb pase las barreras innatas de defensa, las
primeras células a las cuales se tiene que enfrentar son los macréfagos

alveolares, sin embargo se ha reportado que MTb tiende a reproducirse dentro



de los macréfagos [5]. Por lo tanto existen otros elementos de la respuesta
inmune que ayudan a los macrofagos para la eliminaciébn o control de la

replicacion de MThb, como lo son; péptidos antimicrobianos.

Actualmente se han buscado nuevas estrategias para el control de la
Th, y entre estas nuevas estrategias se ha trabajado con los péptidos
antimicrobianos. La mayoria de estos peptidos son moléculas catidénicas con
regiones hidrofdbicas, estos se pueden agrupar en tres familias los cuales son
defensinas, catelicidinas e histatinas. Todos los péptidos antimicrobianos se
caracterizan por tener en su estructura, una gran cantidad de aminoacidos
basicos ( arginina y lisina en gran parte), con lo cual la molécula tendra carga
positiva esta caracteristica es sumamente importante en el mecanismo de

accion de los péptidos antimicrobianos [6].

En este trabajo nos enfocamos en dos diferentes tipos de péptidos
antimicrobianos; las defensinas y las catelicidinas. Estos tipos de péptidos
actuan principalmente sobre la membrana del microorganismo, formando poros
en ella, produciendo la lisis del microorganismo [7]. Ademas que se ha
demostrado que estos péptidos son producidos por las células epiteliales del
pulmoén, por lo tanto, al inducir la produccién de los péptidos antimicrobianos
en estas células epiteliales puede ser de mucha ayuda para el control de
enfermedades como la tuberculosis. También el trabajo se enfocara en la
Interleucina 8 el cual es una citosina, la cual es secretada por los macréfagos y
existen reportes que también es secretada por las células epiteliales de pulmén
[14]. Esta citocina actia sobre los neutrofilos atrayéndolos al lugar de la
infeccién, lo cual permitira un mejor control de la infeccion, ya que se ha
reportado que los macrofagos pueden adquirir las propiedades antimicrobianas

de los granulos de los neutrofilos [15].



MARCO TEORICO:

Tuberculosis:

La TB es producida por uno de los cuatro microorganismos que integran
el complejo Mycobacterium tuberculosis y que son: M. tuberculosis, M. bovis,
M. africanum y M. microti. Sin lugar a dudas, la TB producida por M.
tuberculosis es la mas importante desde el punto de vista sanitario y la que
produce la gran mayoria de los cuadros clinicos de esta enfermedad. La TB por
M. bovis es menos frecuente en los paises industrializados debido al control de
la TB animal y a la pasteurizacion de la leche, aunque constituye todavia un
problema importante en los paises en vias de desarrollo. M. africanum es
responsable de un menor nimero de casos de TB en Africa, debido a su
posible menor virulencia. Finalmente, la infeccion por M. microti (agente causal
de TB en roedores) ha sido recientemente descrita en humanos, principalmente
en inmunodeprimidos [8].

De la estructura quimica de M. tuberculosis forman parte proteinas,
carbohidratos, vitaminas del complejo B y ciertos minerales como el fésforo,
magnesio y calcio. EI componente proteico es el substrato fundamental que
produce el fendmeno de la hipersensibilidad retardada y condiciona la
aparicion, mas o menos precoz, de la reaccion tuberculinica [8].

Aunque este microorganismo carece de una capsula cerulea, si posee
un alto contenido en lipidos, en su mayoria quimicamente complejos. De ellos,
el acido micolico es el mas caracteristico y al que se le supone la peculiaridad
de su tincidn, que comparte con otras especies como las nocardias y que
puede modificarse segun la edad del microorganismo. Su pared rica en lipidos

también es responsable de varias de sus caracteristicas bioldgicas, como la



dificultad para ser destruidos por los macréfagos y su resistencia a la
desecacion [9].

Otra de sus grandes caracteristicas es su exageradamente lenta
capacidad de division (60 veces inferior a la de un estafilococo), que es el
origen de una clinica muy poco especifica y de muy lenta instauracion, y que
también justifica que no sea necesario administrar los farmacos varias veces al
dia. El crecimiento de M. tuberculosis esta subordinado a la presencia de
oxigeno y al valor del pH circundante. Incluso, parece existir una
interdependencia entre la disposicion anatomica de la enfermedad y la tension
de oxigeno disponible en la zona [8].

En cualquier caso, las condiciones ideales de multiplicacion del bacilo
las encuentra a un pH de 7.40 y con una presion de oxigeno entre 100 y 140
mmHg. Sin embargo, incluso bajo estas condiciones, su multiplicacion es muy
lenta, oscilando entre las 14 y 24 horas.

Cuando M. tuberculosis no encuentra a su alrededor una situacion
favorable (baja tension de oxigeno y pH bajo), éste entra en un estado latente o
durmiente, pudiendo demorar su multiplicacién desde varios dias hasta muchos
afios. Este estado de latencia es también uno de los condicionantes de la
perpetuacion de la endemia [9].

M. tuberculosis y las otras micobacterias productoras de Tb se
transmiten, de persona a persona por medio de secreciones respiratorias y
saliva ya sea al estornudar, toser o inclusive hablar [10]. Es por eso que una
sola gota de estas secreciones puede ser suficiente para contagiar a una
persona, aunque son necesarios mas factores para que se pueda dar la

infeccion como lo son: una exposicién prolongada y un mayor nimero de gotas



infecciosas. Daffé y colaboradores demostraron que aquellos pacientes con TB
que presentan grandes cantidades de M. tuberculosis en su esputo, son mas
contagiosos que aquellos pacientes que no presentan M. tuberculosis en el
esputo [11]. Se calcula que aproximadamente el 50 % de las personas que
mantienen contacto con pacientes con extendido de esputo positivo son
contagiados [11].

La Tb no tratada suele ser mortal cerca de un tercio de los pacientes
muere durante el primer afio después del diagnostico y la mitad durante los

cinco primeros afos [9].



Inmunidad innata:

La principal funcién del sistema inmune es proteger al organismo contra
microorganismos patégenos, normalmente se ha dividido en dos; inmunidad
innata e inmunidad adquirida. Las principales diferencias entre ambas
respuestas son los mecanismos y los tipos de receptores usados para el
reconocimiento antigénico. En la inmunidad especifica, los receptores
reconocen a los microorganismos infecciosos e identifican antigenos propios y
del medio. En cambio en la inmunidad innata, los receptores reconocen
estructuras altamente conservadas presentes en un gran grupo de
microorganismos [12]. Estas estructuras son designadas patrones moleculares
asociados a patdégenos (PAMPs) y los receptores involucrados en identificarlas
son llamados receptores para el reconocimiento del patron (PRR’s) [13].
Ambas respuestas inmunes son reguladas en gran parte por un grupo de
proteinas llamadas interleucinas o citocinas.

En la inmunidad innata intervienen las barreras fisicas y quimicas, tales
como: el epitelio y las sustancias antimicrobianas producidas en las superficies
epiteliales. Las células Natural Killers, neutréfilos, macréfagos, leucocitos
granulares. Los fagocitos realizan una labor de gran importancia, ya que son
los principales productores de las citocinas: IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 y TNF-a y
ademas liberan otras moléculas como: la enzima activadora del plasminégeno
y fosfolipasa, radicales de oxigeno, peroxido, éxido nitrico, etc [2].

Se ha observado que las células epiteliales tienen un papel muy
importante en las inmunidad innata, auque se pensaba que estas células sélo
tenian funcion como barrera fisica ultimamente se ha reportado que estas

tienen un papel mas importante, ya que, al reconocer a los PAMPs, las células



epiteliales secretan sustancias que ayudan a la repuesta inmune innata como
lo son: citocinas, quimiocinas y peptidos antimicrobianos [14].

Las plaquetas y los fagocitos mononucleares liberan citocinas tales
como IL-1, TNF-a y TGF- durante la etapa temprana de la infeccién, en los
sitios del reconocimiento antigénico. Estas interleucinas inducen la secrecién
de citocinas quimiotacticas como IL-8 por las células estromales, ademas se
da la expresion en las células endoteliales de moléculas de adhesion como son
ELAM1 e ICAM1, esto es para la iniciacion de acumulacion de neutrdfilos,
macrofagos, y células NK, que producen interleucinas como IFN-y, IL-12, IL-10,

IL-15, e IL-18, que sirven para activar linfocitos T y B, y asi eliminar el antigeno

[2].



Interleucinas:

Las interleucinas son proteinas solubles de bajo peso molecular
mediadoras de crecimiento celular, inflamacion, inmunidad, diferenciacion y
reparacion, entre otras actividades [2]. Ademas de las células del sistema
inmune, las citocinas son producidas por diferentes tipos celulares durante la
activacion de la inmunidad innata y adquirida. Son el principal medio de
comunicacion intracelular ante una invasion microbiana. Las citocinas sirven

para iniciar la respuesta inflamatoria. En el siguiente cuadro se muestran las

caracteristicas de

inespecifica.

las citocinas

Cuadro 1

involucradas en

la

Principales caracteristicas de la inmunidad innata.

respuesta

inmune

Interleucina Nombre Original

Fuentes

Estimulos

Definicion

Ir-1 Factor activador de
~17.,5kDa Linfocitos (LAF)
IL-6 Factor con actividad
antiviral secretado por
PM 26 kDa fibroblastos
"Interferon beta 2"
Quimiocinas Factor quimiotactico

de neutréfilos derivado
de monocitos
(MDNCF) (ahora IL-8)

15 proteinas
de 8 a 10 kDa

Ir-12
PM 75 kDa

Factor estimulador
de células NK (NKSF)

INF-a Factor secretado por
~18 kDa células infectadas con

virus. capaz de inter-
IFN-b ferir con la infeccion

20 a 23 kDa wviral en otras células

TNF-a "Factor toxico"
presente en el

PM 17 kDa sobrenadante de
cultivos de
linfocitos activados

IL-15 Linfoquina inductora

de proliferacion
¥ activacion de
células NEK

14 a 15 kDa

IL-10 Factor inhibitorio
de la sintesis

PM 18 kDa de citocinas

IL-18 Factor inductor de

ND IFN-g(IGIF)

Fagocitos mononucleares activados
Ceélulas epiteliales ¥ endoteliales

Fagocitos mononucleares activados
Células de endotelio vascular v
fibroblastos. otras células en
respuesta a IL-1 v TINF

Algunas células T activadas

Subfamilia C-C por: Linfocitos T
activados. Subfamilia C-X-C por:
Fagocitos mononucleares activados
Células tisulares (endotelio. fibro-
blastos) Megacariocitos

Células dentriticas
Macrofagos, Neutrofilos

Fagocitos mononucleares
Interferon-b
Fibroblastos y otras células

Fagocitos mononucleares activados
Células T estimuladas con antigeno
Células NK v mastocitos activados

Monocitos activados
Céelulas epiteliales vy Fibroblastos

Macrétagos activados.
linfocitos T ¥ B, ¥ keratinocitos

Macrofagos activados.
incluyendo células de Kupffer

Bacterias y sus productos
Citocinas IL-1 y TNF
Contacto con célula T CD4

Virus, vacterias y sus
productos IL-1,
TNF. IFN v PDGF

Agentes infecciosos
v endotoxinas
Lectinas, IL.-1 ¥ TFN-a

Bacterias y sus productos
Microorganismos
intracelulares

Infeccidén viral
Presentacién de MHC-
antigeno a TCR incremen-
tada por IL-2 e IL 12
PHA o Concanavalina A

PMA, Células tumeorales
Mycoplasma v LPS

IL-1. IL-3. TNF. GM-CSF
e IFN-g entre otros

Estimulos medioambientales

v agentes infecciosos

Interlencinas tipo
Thl

Microorganismos

Mediador de la
inflamatoria en
Ia immmidad immata

Mediador de la
respuesta de
fase aguda

Mediadoras de

Puente entre
inmunidad
v adaptativa

Interfieren con
la replicacion
viral

Mediador de la
respuesta a
bacterias
Gram (-)

Mediadora
del crecimiento
de células T

Funcion compleja
en la regulacion
de la respuesta
inmune

Citocina
proinflamatoria

Cuadrol. Se muestran las principales caracteristicas de las citocinas involucradas
en la respuesta inmune inespecifica [2]



Interleucina-8:

La interleucina 8 es una proteina de 8 a 10 kDa, la cual es secretada
por células epiteliales, linfocitos T, fagocitos mononucleares activados,
fibroblastos y por megacariocitos, su estimulacion se produce principalmente
por agentes infecciosos, por endotoxina, lectinas, IL-1 y TNFa [13].

La interleucina durante la infeccion micobacteriana se encarga de la
quimiotaxis de neutréfilos, linfocitos T, y basdfilos. Esta es liberada en primer
lugar por los macrofagos [15].

Yuanguang y colaboradores en 1997, investigaron el papel que tienen
las citocinas en la respuesta inmune contra Mycobacterium tuberculosis en
células epiteliales de pulméon humano. Encontraron que los neumocitos
humanos tipo Il (A549), al ser infectados durante 24 h con Mycobacterium
tuberculosis, aumentan la expresion de Interleucina 8 (IL-8). Lo cual atraera

neutréfilos al area de la infeccion [16].



Neutrofilos en la respuesta inmune innata:

Los neutrdéfilos, son células blancas de las llamadas granulocitos, miden
de 12 a 18 ym, son las células mas abundantes en sangre de los leucocitos. Se
caracterizan por presentar un nucleo con cromatina compacta segmentada en
2 a 5 I6bulos conectados por delgados puentes. Es una célula muy mévil y su
consistencia gelatinosa le facilita atravesar las paredes de los vasos
sanguineos y migrar hacia los tejidos para destruir microorganismos vy
responder a estimulos inflamatorios. La principal funcién de los neutréfilos es la
de detener o retardar la accion de agentes infecciosos o materiales extrafios.
Su propiedad mas importante es la fagocitosis y son capaces de ingerir
bacterias y pequenas particulas. La actividad antimicrobiana de los neutréfilos
principalmente estd dada por sus granulos los cuales contienen una gran
cantidad de péptidos antimicrobianos y enzimas.

Los neutrdfilos entran al sitio de infeccion como parte de una respuesta
inflamatoria, estos son atraidos por medio de citocinas como lo es la
interleucina-8, y después de unas horas de llegar al tejido entra en apoptosis,
para evitar la liberacién de sus granulos los cuales pueden ser téxicos para los
tejidos [17].

En el 2006 Belina H. Tan y colaboradores, observaron que, al infectar
macrofagos con Mycobacterium tuberculosis, y al colocarlos con neutréfilos
apoptoticos, la viabilidad intracelular de la bacteria disminuia. Ellos
demuestran en este experimento que esta disminucién de la viabilidad de la
bacteria es debida a que el macrofago infectado al fagocitar el neutrdfilo,
absorbe sus granulos, los cuales contienen una gran cantidad de agentes

antimicrobianos como lo son: lactoferrina, catelicidinas, a-defensinas, lisozimas



entre otros. Ellos pudieron observar que los granulos adquiridos por los
macrofagos al fagocitar los neutréfilos pueden entrar a los compartimientos
que contienen a la micobacteria, lo que sugiere que esto fortalece a los

macrofagos, provocando el decremento de la viabilidad de la micobacteria [18]



Péptidos antimicrobianos:

Los péptidos antimicrobianos (AMPs) se encuentran ampliamente
distribuidos, tanto en el reino animal como en el vegetal, lo cual sugiere que los
AMPs han tenido un papel muy importante en el mecanismo de defensa de los

organismos multicelulares durante su evolucion [6].

Es tan grande la diversidad de AMPs que es dificil de clasificarlos sin
tomar en cuenta sus estructuras secundarias. El principio fundamental de la
estructura de todos los AMPs es la capacidad que tienen para adaptar la forma
en la cual sus partes hidrofobicas y los aminoacidos cationicos se organizan

espacialmente dando a la molécula un caracter anfipatico [6].

Todas las moléculas activas de estos péptidos estan compuestos de
zonas hidrofilicas, hidrofébicas y aminoacidos cationicos, de esta forma la
molécula se puede reorganizar para darle el caracter amfipatico a la molécula

[19].

En humanos estan divididas en 3 familias principalmente; defensinas,
catelicidinas, e histatinas estas familias se organizan de acuerdo con su

tamano, su estructura y la organizacién de sus aminoacidos [20].



Mecanismo de accion;

Las membranas bacterianas estan organizadas de tal manera que la
parte mas exterior de la bicapa lipidica, contiene una gran proporcién de
fosfolipidos cargados negativamente. En contraste las membranas de las
células vegetales y animales estan compuestas de lipidos sin ninguna carga
[6]. Un modelo que explica la actividad de la mayoria de los AMPs es el de
Shai-Matsuzaki-Huang. Este modelo propone la interaccién de los AMPs con la
membrana bacteriana, seguido de un desplazamiento de lipidos, una alteracion
de la estructura membranal formando poros en la membrana, causando asi la

lisis del microorganismo [1, 21] .

Mecanismo de alfombra r‘/_rs;‘




Fig 1 Modelos que sugieren como interactGan los AMPs con la membrana del microorganismo para lograr su
permeabilidad. (a) Atraccion por cargas de los AMPs a la membrana del microorganismo. (b) insercion de los
AMPs en la membrana del microorganismo. (c) formacion de poros y lisis del microorganismo [1].

Resistencia:

La obtencién de resistencia por cepas bacterianas es poco probable,
aunque se conocen algunas bacterias las cuales han obtenido resistencia a los
AMPs. Algunos ejemplos de estas especies son: las especies del género
Morganella y Serratia, las cuales en su membrana exterior contienen lipidos
que carecen de las propiedades adecuadas para que exista una union correcta
con los AMPs. Otro ejemplo es la Porphyromonas gingivalis la cual secreta
proteasas digestivas que destruyen a los péptidos. Otro microorganismo que es
resistente a la accién de los AMPs es Staphylococcus aureus, esta bacteria
secreta una proteina llamada estafilocinasa, la cual al unirse a las a-defensinas
inhibe la accion bactericida de estas, también se ha observado que S. aureus
puede inhibir la accién bactericida de la catelicidina LL-37, esto lo logra
mediante la secrecion de una proteina denominada aureolisina, la cual se une
a las posiciones 19-20, 23-24 y 31-32 del péptido eliminando asi la accién
bactericida de este [22]. Pero aun asi la probabilidad de que los
microorganismos obtengan resistencia por si solos es muy pequefia debido a
que el blanco de los AMPs es la membrana, por lo tanto para que puedan

obtener resistencia los microorganismos deberian cambiar completamente la




estructura de su membrana o como ya se ha mencionado producir sustancia

que inhiban la accién bactericida de estos [6].

Regulacion:

La estimulacion de las B-defensinas en células epiteliales esta dada por;
lipopolisacaridos (LPS), interleucina 1B (IL-1B) y factor necrético tumoral (TNF)
[23], esto es tanto en células epiteliales del tracto gastrointestinal, respiratorio y
la piel. Al exponerse al estimulo las células productoras de AMPs lo reconocen
por medio de receptores tipo Toll (TLR) los cuales por medio de segundos
mensajeros llegan al nucleo dando como resultado un incremento en los
niveles intracelulares del factor de transferencia NFk-3, translocandose en el
nucleo y asi activar el gen correspondiente al AMPs. Existen otras vias por las
cuales se pueden activar los genes para estos AMPs las cuales son por IRF3 y

AP-1 [6].



Defensinas:

Las defensinas de los mamiferos son péptidos cationicos, relativamente
ricos en arginina, con un peso molecular de 3-4.5 kDa. Contienen
invariablemente seis residuos de cisteinas, los cuales estan unidos entre si por
tres puentes de disulfuro, los cuales son caracteristicos de éstas. El numero de
aminoacidos que conforman estos péptidos pueden variar de 20 a 45 [24].

La familia de las defensinas se divide en: defensinas a-, B-y 6- y su
clasificacion se basa en la posicion de los enlaces disulfuro [25]. In vivo, las
defensinas en promedio muestran actividad antimicrobiana a concentraciones
de 1-10 yg/mL. Sin embargo, aun a concentraciones de 15-30 pg/mL existe

actividad citotoxica [26].

a-Defensinas:

Estan constituidas por una cadena de 29 a 35 residuos de aminoacidos y
contienen tres puentes disulfuro en las posiciones: 1-6, 2-4, 3-5[27]. Desde
entonces se han identificado seis a-defensinas. Los péptidos de neutrofilos
humanos 1-4 (HNP-1 al HNP-4) estan localizados en los granulos azurdfilos de
los neutrdfilos, en donde constituyen la principal proteina (60% del total) y
contribuyen eficazmente en el mecanismo oxigeno-independiente para eliminar

a las bacterias fagocitadas [28].

B-Defensinas:

Las B-defensinas contienen seis residuos de cisteina conectados entre
si por tres puentes disulfuro, pero con espacios diferentes a los de las a-
defensinas, por lo cual los integrantes de esta nueva familia de péptidos

antimicrobianos se denominaron (3-defensinas. Las B-defensinas tienen de 36 a



42 residuos de aminoacidos, ademas de poseer puentes disulfuro en las
ubicaciones 1-5, 2-4 y 3-6. Las B-defensinas 1 (HBD-1) se expresan en tracto
genitourinario y respiratorio, este tipo de defensinas son secretadas de manera
constitutiva y no incrementan su expresién por estimulos infecciosos o
citocinas [26].

Las B-defensinas humanas 2 (HBD-2) se encuentran en el epitelio, tales
como la piel y el tracto respiratorio e intestinal. Estudios han detectado que
varias células epiteliales del pulmoén son capaces de expresarlas [29, 30]. Se
ha observado que existe una expresion basal en las células epiteliales, pero
estas aumentan la expresion de HBD-2 al ser estimuladas con moléculas
asociadas a patégeno, como lo son los lipopolisacaridos, peptidoglicano,
lipoarabinomanana y también se ha visto aumento de expresién al ser
estimuladas con algunas citocinas proinflamatorias como son; TNF-a e
IL-18 [31].

Las B-defensinas 3 (HBD-3) son mas grandes (5 kD) que las HBD-2,
también son inducibles por estimulos inflamatorios y se pueden detectar in vitro
después de la coestimulacion con IL-1B y TNF [26].

Las B-defensinas 4 (HBD-4) se han encontrado principalmente en tracto
respiratorio, se ha observado que son muy efectivas contra hongos y bacterias,
son inducibles por PAMPs y citocinas, y al igual que la HBD-2 es inhibida con

altas concentraciones de sal [26].



Catelicidinas:

Las catelicidinas son otro tipo de péptido antimicrobiano, el cual en
humano se conoce como LL-37, estas son multifuncionales y tienen un papel
muy importante en la respuesta inmune. LL-37 se origina a partir de un
precursor, una molécula de 18 kD denominada hCAP-18, la cual existe
constitutivamente en los granulos de los neutrofilos y es secretada por células
epiteliales, monaocitos, linfocitos T y células cebadas cuando estas células se
encuentran en presencia de PAMP’s. Se ha observado que las catelicidinas
tienen un efecto antimicrobiano muy alto, y que al igual que las defensinas,
este tipo de péptidos actian sobre la membrana de los microorganismos
formando poros que llevan a la lisis, y ademas pueden actuar directamente
sobre el DNA, al unirse a los grupos fosfato del DNA por uniones
electrostaticas para después insertarse en la cadena de nucledtidos del DNA
impidiendo la replicacion del DNA, ya que, se ha observado que la union de LL-
37 con el DNA es mas fuerte que la unién que existe entre nucleétidos [26]. Se
ha reportado que este péptido también tiene actividad quimiotactica sobre
neutréfilos y linfocitos, ademas de inducir la produccion de quimiocinas [19].

La expresion de LL-37 se ha reportado que aumenta en tejidos
inflamados. El gen que codifica para la produccién de LL-37 contiene muchos
sitios de unién para los factores de trascripcion, como lo es el factor nuclear
para la expresién de IL-6 (NF IL-6), el cual se piensa que tiene un papel

importante en la expresion de LL-37



Importancia de los péptidos antimicrobianos en la tuberculosis.

En 1996 Miyakawa y colaboradores observaron que in vitro las
defensinas, tienen la capacidad de matar a M. tuberculosis demostrando que
este péptido antimicrobiano tiene su mayor efecto bactericida a una
concentracion de 50 pg/ul, obteniendo un mejor efecto bactericida después de
24 horas de incubacion. [32]

Sharma en el 2000 observé el efecto que tienen los péptidos
antimicrobianos de neutréfilos humanos (HNP-1) sobre M. tuberculosis cepa
H37Rv in vitro y ex vivo. Concluyendo que HNP-1, tiene un potente efecto
bactericida sobre M. tuberculosis [33]

Se sabia que los macréfagos no eran secretores de HBD-2, entonces,
Kisich en el 2001, realiz6 un experimento en el cual, transfectaba a los
macréfagos con altas cantidades de mRNA de HBD-2, obteniendo macrofagos
capaces de secretar HBD-2, infectando estos macréfagos con M. tuberculosis
observo, que los macréfagos transfectados tenian un mejor poder bactericida,
asi como mejor poder bacteriostatico [34].

Rivas-Santiago y colaboradores pudieron observar que las HBD-2 se
inducen durante la infeccidon de células epiteliales y macréfagos con Mtb. Ellos
pudieron observar que el tiempo al cual la induccion era mayor era a las 18 y
24 h de infeccion [35]. Continuando con esta linea de investigacion Rivas-
Santiago y colaboradores, utilizando un modelo animal, encontraron que las
defensinas tienen un papel muy importante durante la infeccién con Mtb. Ellos
encontraron que en la fase temprana de la infeccidon pulmonar progresiva con
Mtb existe una gran produccion de defensinas pero al dia 21 empieza a

disminuir esta concentracion de defensinas y los ratones empiezan a



manifestar los signos hasta que mueren al dia 60. Mientras que durante la
infeccion latente de tuberculosis pulmonar, los animales mantienen una
produccion elevada constante de defensinas, sin causar ningun efecto adverso
en ellos. Estos datos obtenidos sugieren que las defensinas, ayudan al control
del crecimiento bacteriano [36].

En el 2006, Rivas-Santiago y colaboradores trabajando con LL-37,
demostraron que macréfagos alveolares, neutréfilos y monocitos desarrollados
a macréfagos al ser infectados con M. tuberculosis, son capaces de expresar el
gen para hCAP-18/LL-37 el cual es el precursor de LL-37. También
demostraron que este péptido antimicrobiano es inducido por la estimulacion de

TLRs.



L-Isoleucina;

Es un aminoacido que debe ser incorporado por medio de la dieta,
especificamente de alimentos que contengan proteinas, ya que nuestro
organismo es incapaz de sintetizarlo. Es un componente necesario para la
configuracion de nuestra organizacion estructural y funcional sin que tengamos
mecanismos para su sintesis, de ahi su denominacién de esencial, puesto que
el aporte tiene que ser externo [34].

Es un aminoacido hidrofébico de cadena alifatica, ramificado con grupo
R isopropilo no polar. La isoleucina, junto con la valina, se sintetizan por medio
de reacciones que las llevan a cabo el mismo grupo de enzimas. Una de sus
ramas esta formada por un grupo metilo. Este aminoacido, junto con la leucina
y la hormona de crecimiento, interviene en la formacion y reparacion del tejido
muscular [34].

En el 2000 Pascale y colaboradores, mientras estudiaban a la levadura
Saccharomyces cerevisiae, encontraron que una porcion de la levadura lisada,
estimulaba la expresion de HBD-2. Haciendo un analisis de las diferentes
porciones del lisado de levadura, encontraron que la porcion que producia esta
estimulacién era la que estaba conformada por un aminoacido; L-Isoleucina
(L-lle). Estimulando células epiteliales de rifion bovino  con diferentes
concentraciones de L-lle observaron que el mayor estimulo se daban a

concentraciones entre 3 — 15 ug de L-lle [37].



Planteamiento del problema:

El tratamiento para Tb es demasiado largo y por lo tanto costoso, lo cual
implica que muchos pacientes dejen su tratamiento. Al tener datos que la L-
Isoleucina induce la expresion de HBD-2 en células epiteliales de rifion bovino,
pensamos que este aminoacido puede ser capaz de inducir la expresion de
este AMP y otras moléculas en neumocitos pulmonares tipo 2 (A549), que
puedan ayudar con el control de la Th, y de esta manera poder utilizar este
aminoacido como coadyuvante en el tratamiento para esta enfermedad y se

puede ayudar a disminuir el tiempo de tratamiento y hacerlo mas eficaz.



Hipotesis:
La L-Isoleucina induce la expresion de: [(-defensina-2, catelicidina LL-37
y la citocina IL-8 en neumocitos tipo Il y monocitos humanos derivados a

macrofagos, lo cual ayuda a controlar el crecimiento de Mycobacterium

tuberculosis.



Objetivos:

» Determinar si L-Isoleucina induce la expresion de la beta defensina
humana 2 (HBD-2), la catelicidina LL-37 e Interleucina- 8 (IL-8), en
neumocitos humanos tipo 2 (A549) y monocitos derivados a macrofagos.

* Determinar el tiempo de estimulacion a la cual se da una mayor
expresion de HBD-2, LL-37 e IL-8

» Determinar la concentracion de L-Isoleucina a la cual se observa una

mayor expresion de HBD-2, LL-37 e IL-8.



MATERIAL Y METODOS.

Células de Epitelio Alveolar: La linea celular A549, perteneciente a
neumocitos alveolares humanos tipo Il (A549, American Type Culture
Collection numero de referencia CCL185) fue cultivada en botellas de
75 cm? (Costar. Ontario Canadd) con RPMI 1640 (Gibco BRL, Grand
Island, NY) suplementado con glutamina, gentamicina y 10% de suero
fetal bovino (FCS, Hyclone laboratorios, Logan, Utah), fue incubada a
37°C con 5% de CO; y se deja crecer hasta semiconfluencia. Las
células A549 fueron colocadas en placas de 24 pozos (Costar. Ontario
Canada) a una concentracion de 10° células por mL y se dejaron 24 h a

37°C y 5% COg hasta la estimulacion con L-Isoleucina.

Obtencion de monocitos y desarrollo a macréfagos: Se obtuvieron
muestras sanguineas de pacientes entre 19 -21 afos, los cuales no
presentaban sintomas clinicos ni radiograficos de tuberculosis pulmonar,
no presentaban diabetes y su prueba de VIH era negativa. Las muestras
se obtuvieron por puncion intravenosa, obteniéndose 180 mL de cada
paciente. Se separaron los monocitos por medio de la técnica de Ficoll
Hypaque (Sigma-Aldrich), los monocitos obtenidos se colocaron en
placas de 24 pozos a una concentracion de 10° células por pozo, los
cuales contenian medio de cultivo RPMI 1640 enriquecido con 1% de
suero fetal bovino, glutamina y 0.5 mL/L de gentamicina. Se
mantuvieron los monocitos durante 7 dias, cambiando el medio cada 3

dias. Al séptimo dia se pudo observar que estos monocitos ya se habian



desarrollado a macréfagos gracias a la morfologia que estos
presentaban.

Estimulacidén celular: El medio de cultivo fue removido cuidadosamente
y las células fueron lavadas 3 veces con solucion salina y se coloco
1mL de medio F10 (Sigma-Aldrich) con 1% de suero fetal bovino,
gentamicina y glutamina. La L-Isoleucina fue diluida con agua estéril,
obteniendo una concentracion final de 1ug/uL, con esta dilucion se
estimularon las células usando diferentes concentraciones las cuales
son; 3ug, 7ug, 12ug, 25ug, 50ug, y 100ug. Las células fueron entonces
incubadas a 37°C con 5% CO; por 1, 6, 12 y 18 horas y entonces
fueron lisadas con 350 pL de buffer RLTI (Qiagen) por cada 10° células.
Extraccion de RNA: El RNA fue extraido utilizando el kit comercial de
Qiagen: RNeasy, siguiendo las instrucciones del proveedor. Las células,
fueron lisadas por la adicion de 350ul de Buffer RLT, a esta mezcla se le
adicion6 350 yl etanol al 70%, se mezclaron en vortex y se coloco en la
columna de separacion, la cual se colocé en un tubo de 2 mL vy se
centrifugdé 5 min. a 14000 rpm a 4°C. Se elimino el sobrenadante y se le
adiciono 700pL de buffer RW1 y se volvié a centrifugar la columna
14000rpm durante 5 minutos. El sobrenadante se elimin6 y se adiciono a
la columna 500 pL de buffer RPE y se volvié a centrifugar la columna
bajo las mismas condiciones, se elimind el sobrenadante y la columna
se transfiri6 a un tubo nuevo. Se adicion6 50 pyL de agua libre de
RNasas a la columna y se centrifugd, bajo las mismas condiciones. Se

recolecto el sobrenadante y se guardo en refrigeracion.



Trascripcion inversa y sintesis de cDNA: El mRNA fue trascrito
inversamente utilizando el kit Omniscript Reverse transcription de
Qiagen, siguiendo las instrucciones del fabricante. El RNA fue mezclado
con una mezcla de reaccion la cual contenia 10X buffer RT, Mezcla de
dNTPs (5 mM de cada trifosfato desoxybucleotido), 10 yM del primer
Oligo-dT 10 unidades/uL de Inhibidor de RNasas, Transcriptasa inversa
Omniscript y Agua libre de RNasa. La mezcla final fue sintetizada en un
termociclador marca Biorad, utilizando un ciclo de 95°C por 15 minutos y
37°C por 50 minutos, transcurrido este ciclo, la mezcla fue recolectada y
puesta en refrigeracion. La concentracion del cDNA fue medido por
espectrofotometria, leyéndose cada muestra a una longitud de onda de

280 y para descartar contaminacién a una longitud de onda de 260.

PCR: Los primers utilizados para fragmentos genéticos de102pb para
HBD-2 fueron; 5°- CAT CAG CCA TGA GGG TCT-3'(forward) y 5 - AGG
CAG GTA ACA GGA TCG-3'(reverse), los primers uilizados para LL-37
fueron: 5'-GAA GAC CCA AAG GAA TGG CC-3" y 5°CAG AGC CCA
GAA GCC TGA GC-5" y los primers utilizados para IL-8 fueron: 5°- ATG
ACT TCC AAG CTG GCC GTG GCT-3"y 5- TTA TGA ATT CTC AGC
CCT CTT CAA-3". Un microgramo de cDNA fue agregado a la mezcla de
reaccion, la cual contenia; Buffer 10x PCR, MgCl, (10mM), trifosfato
desoxynucleotido (25mM), 1 unidad e Taq polimerasa y los primers
respectivos para cada caso. Y la amplificacion se llevdé a cabo con los
siguientes ciclos, para HBD-2; 36 ciclos (95 °C por 45 segundos, 59 °C

por 30 segundos y 72 °C por 1 minuto). y 72°C por 10 minutos. Para



LL-37; 36 ciclos (95 °C por 45 segundos, 60 °C por 30 segundos y 72 °C
por 1 minuto). y 72°C por 10 minutos. Y para IL-8; 36 ciclos (95 °C por
45 segundos, 58 °C por 30 segundos y 72 °C por 1 minuto). y 72°C por
10 minutos. La electroforesis de los diferentes productos amplificados
fue realizada en geles de agarosa, en diferentes concentraciones; 3% de
agarosa para los productos de HBD-2 y 1.8% para IL-8 y LL-37. Y fueron
revelados con SYBR green (Qiagen). Todos los primers fueron
disefiados utilizando el programa Primer Express, el cual fue
proporcionado por Applied biosystems y fueron sintetizados por

Invitrogen.

PCR tiempo Real: Los primers utilizados para la amplificacion de un
producto de102 pb para HBD-2 fueron; 5°- CAT CAG CCA TGA GGG
TCT-3'(forward) y 5'- AGG CAG GTA ACA GGA TCG-3'(reverse), los
primers utilizados para LL-37 fueron: 5-GAA GAC CCA AAG GAA TGG
CC-3" y 5-CAG AGC CCA GAA GCC TGA GC-5. Y los primers
utilizados para IL-8 fueron 5-AGA AAC CAC CGG AAG GAA CC -
3'(forward) y 5°- CAC CTT CAC GAG CTG CAG-3'(reverse). Un
microlitro de cDNA fue agregado a la mezcla de reaccion del kit
comercial Quantitect SYBR Green PCR de Qiagen, la cual contenia;
SYBR green, Buffer PCR Master Mix, agua y los primers respectivos
para cada caso. Se realizd la amplificacion en un termociclador para
tiempo real modelo 7500 de Applied biosystem, con los siguientes ciclos
HBD-2 e IL-8; 1 ciclo (95°C por 10 min.) y 40 ciclos (95°C por 20seg.,

59°C por 20 segundos y 72°C por 34 segundos) y para LL-37: 1 ciclo



(95°C por 10 min.) y 40 ciclos (95°C por 20seg., 60°C por 20 segundos
y 72°C por 34 segundos). Todos los primers fueron disefiados utilizando
el programa Primer Express, el cual fue proporcionado por Applied

byosistems y fueron sintetizados por Invitrogen.



RESULTADOS:
Determinacion de catelicidina humana (LL-37), Interleucina-8 (IL) y pB-
defensinas-2 humana (HBD-2), en monocitos humanos derivados a
macrofagos por Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Ya extraido el material genético de los cultivos de monocitos derivados a
macrofagos previamente estimulados con L-Isoleucina, se procedio a hacer
PCR convencional para Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa, esto para

verificar la integridad del cDNA obtenido.

GAPDH
102pb

X1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1314 15 16 17 18 19

-'* - “

. —

X 20 21 22 23 24 25 26 27 28

X= marcador 10 = 7ug, 6h. 20 = 50pg, 12h.
1 = none, 1h. 11 = 12ug, 6h. 21 =100ug, 12h
2 =3ug, 1h. 12 = 25ug, 6h. 22 = none, 18h.
3 =7ug, 1h. 13 =50ug, 6h. 23 = 3ug, 18h

4 =12ug, 1h. 14 = 100pg, 6h. 24 = 7ug, 18h.
5 =25ug, 1h. 15 = none, 12h. 25 =12pug, 18h.
6 = 50ug, 1h. 16 = 3ug, 12h 26 = 25ug, 18h.
7 =100ug, 1h. 17 = 7Tug, 12h. 27 = 50ug, 18h.
8 = none, 6h. 18 = 12ug, 12h. 28 = 100ug, 18h
9 = 3ug, 6h 19 = 25ug, 12h.

Fig. 2. Se observa la amplificacion del producto de 102 pb para GAPDH en las
muestras de monocitos desarrollados a macréfagos.




Teniendo la certeza de que el cDNA se encontraba en buen estado se
procedio a realizar los PCR convencionales para LL-37, IL-8 y HBD-2,

obteniéndose los siguientes resultados:

X 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 +

X 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 +
o R W 0 Ta

X + 1 2 3 4 5 6 17 8§ 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

X= marcador 11 =12ug, 6h.

1 =none, 1h. 12 = 25ug, 6h.

2 =3ug, 1h. 13 = 50pg, 6h.

3 =7ug, 1h. 14 = 100ug, 6h.

4 =12ug, 1h. 15 = none, 12h.

5 =25ug, 1h. 16 = 3ug, 12h

6 = 50ug, 1h. 17 = Tug, 12h.

7 =100ug, 1h. 18 = 12ug, 12h.

8 = none, 6h. 19 = 25ug, 12h.

9 = 3ug, 6h + = control positivo

10 = 7ug, 6h.

Fig. 3. Se muestra que no se obtuvieron amplificaciones para: a) LL-37, b) HBD-2 y c) IL-8
en monocitos desarrollados a macrofagos, utilizando como control positivo, neumocitos
infectados con M. tuberculosis.




Determinacion de catelicidina humana (LL-37), Interleucina-8 (IL) y pB-
defensinas-2 human a (HBD-2), en neumocitos humanos tipo Il por
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Una vez extraido el material genético de los cultivos celulares
estimulados con L-isoleucina, se procedio a realizar los PCR convencionales
correspondientes para, LL-37, IL-8 y B-defensinas-2 humana. Para verificar la
integridad del cDNA se utiliz el gen Gliceraldehido 3 fosfato dehidrogenasa

(GAPDH), obteniéndose:

GAPDH
102pb

X 1 2345 6 7 8 910 111213 14 1516 17 18 19

GAPDH
102pb

X 2021 222324 25 26 27 28

X= marcador 10 = 7ug, 6h. 20 = 50ug, 12h.
1 = none, 1h. 11 = 12ug, 6h. 21 =100ug, 12h
2 = 3ug, 1h. 12 = 25ug, 6h. 22 = none, 18h.
3 =7ug, 1h. 13 = 50ug, 6h. 23 = 3pg, 18h

4 =12ug, 1h. 14 = 100pg, 6h. 24 = T7ug, 18h.
5 =25ug, 1h. 15 = none, 12h. 25 =12ug, 18h.
6 = 50ug, 1h. 16 = 3ug, 12h 26 = 25ug, 18h.
7 =100ug, 1h. 17 = Tug, 12h. 27 = 50pug, 18h.
8 = none, 6h. 18 = 12ug, 12h. 28 = 100ug, 18h
9 = 3ug, 6h 19 = 25ug, 12h.

Fig. 4. En la figura se observa el producto de amplificacion de 102pb para GAPDH en
neumocitos humanos estimulados con L-Ile.




Ya comprobado que el cDNA se encontraba en buenas condiciones se

procedié a realizar los PCR para las moléculas en estudio.

o [T T YT

569pb
X + + + + - 1 2 3 4 5 6 7

X = Marcador 4 =12 pg/mL

+ = Control positivo 5 =25 pug/mL

- = Control negativo 6 =50 pg/mL

1 =none 7 =100 pg/mL

2 =3 pg/mL

3 =7 ug/mL

100 pb

X + 4+ + + 1 2 3 4 5 6 7

X = Marcador 4 =12 pg/mL
+ = Control positivo 5 =25 pg/mL
1 =none 6 =50 pg/mL
2 =3 pg/mL 7 =100 pg/mL
3 =7 pg/mL
102 nb
X + + + + 4+ - 1 2 3 4 5 6 7

X = Marcador

+ = Control positivo (Cel. Infectadas
con Mtb 10:1)

1 =none

2 =3 pg/mL

3 =7 ug/mL

4 =12 pg/mL

5 =25 ug/mL

6 = 50 pg/mL

7 =100 pg/mL



Fig.5. a) Se observa la amplificacion obtenida para IL-8con un producto de 596 pb,

b) Amplificacion obtenida para LL-37 con un producto de 100 pb y ¢) Amplificacion para
HBD-2 con un producto de 102 pb. En todos los casos se utilizo como control positivo,
células epiteliales infectadas con M. tuberculosis

Determinacion de; catelicidina humana (LL-37), Interleucina-8 (IL) y pB-
defensinas-2 humana (HBD-2) por Reaccion en Cadena de la Polimerasa
en Tiempo real (QPCR).

Al observarse por PCR convencional que existia expresion de estas
moléculas, se procedid a realizar gPCR para determinar cuantitativamente la
produccion de estas moléculas.

Los resultados obtenidos para LL-37 fueron los siguientes:
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Te+11

1e+10 ~

e

1e+9

1e+8

Exresion Genética de hCAp18/LL-37

1e+7

none 3 7 12 25 50 100
pg de L-Isoleucina




Estimulacién 6 horas
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Grafica 2 a) Expresion genética de hCAP-18/LL37 en neumocitos alveolares después de ser
estimulados por 6 horas con diferentes cantidades de L-Isoleucina. b) Expresion genética de

hCAP-18/LL37 en neumocitos al ser estimulados por 12 horas con diferentes cantidades de
L-Isoleucina.




Estimulacion 18 horas
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Grafica 3 Expresion genética obtenida para hCAP-18/LL37 en neumocitos después de ser
estimulados por 18 horas con diferentes cantidades de L-Isoleucina.




Los resultados obtenidos para HBD-2 fueron los siguientes:
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Gréfica 4 a) Expresion genética de HBD-2 en neumocitos después de ser estimulados
por 1 hora con diferentes concentraciones de L-Isoleucina. b) Expresion genética de
HBD-2 en neumocitos después de ser estimulados por 6 horas con diferentes
concentraciones de L-Isoleucina
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Grafica 5. a) Expresion genética de HBD-2 en neumocitos después de ser estimulados por
12 horas con diferentes concentraciones de L-Isoleucina. b) Expresion genética de HBD-2
en neumocitos después de ser estimulados por 18 horas con diferentes concentraciones de
L-Isoleucina




Los resultados obtenidos para IL-8 son los siguientes:
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Grafica 6. a) Expresion genética de IL-8 en neumocitos después de ser estimulados por 1

hora con diferentes concentraciones de L-Isoleucina. b) Expresion genética de IL-8 en
neumocitos después de ser estimulados por 6 horas con diferentes concentraciones de
L-Isoleucina
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Estimulacion 12 horas
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Grafica 7. a) Expresion genética de HBD-2 en neumocitos después de ser estimulados por
12 horas con diferentes concentraciones de L-Isoleucina. b) Expresion genética de HBD-2
en neumocitos después de ser estimulados por 18 horas con diferentes concentraciones de
L-Isoleucina

11




DISCUSION DE RESULTADOS:

La inmunidad innata es la primera linea de defensa en contra de
microorganismos, ademas ayuda a iniciar la respuesta inmune especifica. Los
péptidos antimicrobianos como lo son las defensinas y las catelicidinas forman
parte de estos péptidos antimicrobianos y son parte de la respuesta inmune
innata, estos péptidos actuan directamente en contra de los microorganismos
ademas de tener un efecto inmunomodulador[12]. Al igual que los péptidos
antimicrobianos, la interleucina-8 también juega un papel muy importante en la
respuesta inmune ya que ésta al ser secretada, tiene una actividad
quimiotactica muy importante sobre macréfagos[16, 18].

La catelicidina LL-37 ha demostrado ser muy importante en el control de
algunas enfermedades, como lo es la Shigellosis, esto se puede observar en el
trabajo realizado por Raqib y colaboradores, en el cual demostraron que al
incrementarse la producciéon de LL-37 a través de butirato de sodio se
controlaba de mejor manera la Shigellosis[38]. Anexando a esto, se ha
demostrado también que LL-37 tiene un efecto quimiotactico sobre: monocitos,
linfocitos T y neutréfilos[6, 26]. Los datos obtenidos en este experimento
sugieren que la L-Isoleucina es un buen inductor de este péptido
antimicrobiano en células epiteliales de pulmén a la concentracion de 25 pg a
las 18 horas de estimulacion, sin embargo se puede observar incremento en la
expresion genética desde la 6 horas de estimulacién aunque esta expresion no
es tan significativa como la mostrada a las 18 horas.

En los ultimos anos se ha observado que las HBD-2, las cuales son
secretadas principalmente en epitelio pulmonar, tienen un papel muy

importante en el control de enfermedades[26, 39]. Esto se ha demostrado ya



que en algunas enfermedades como la fibrosis quistica en la cual existe una
alta concentracién de sales se ve inhibida la produccién de HBD-2, lo cual esta
asociado con infecciones bacterianas en pulmén[40]. Otra enfermedad la cual
se ha estudiado debido a su relacion con las HBD-2 es la tuberculosis. En el
2001 Sharma y colaboradores observaron in vitro que Mycobacterium
tuberculosis disminuye su crecimiento dentro de los macréfagos en presencia
de las HBD-2, y que la mortalidad de la bacteria incrementaba, cuando se
aumentaba la concentracion de HBD-2[28]. Otros estudios realizados en el
2005 en donde Rivas-Santiago y colaboradores, encontraron que la
Mycobacterium tuberculosis cepa HRv 37, estimulan en células epiteliales de
pulmén la produccion de  HBD-2[35]. Un afio mas tarde este mismo grupo
reportd que las HBD-2 tienen un papel muy importante en el control de la
tuberculosis, ellos observaron en ratones que: durante la infeccion latente la
produccion de HBD-2 es constante, mientras que durante la infeccidn
progresiva existe una disminucion en la produccion de HBD-2, pero si a los
ratones los cuales tienen infeccion latente se les da un inmunosupresor, las
concentraciones de HBD-2 disminuyen y desarrollan la enfermedad[36]. Con
estos datos podemos sugerir que las HBD-2 tienen un papel muy importante en
el control de la tuberculosis evitando que ésta se desarrolle, de aqui la
importancia de encontrar sustancias que sean capaces de estimular su
expresion y secrecion.

Debido a la importancia que pueden tener las HBD-2 como terapéutico y
a los reportes que se tienen, de que la L-Isoleucina tiende a estimular de
manera importante la produccién de HBD-2 en células epiteliales de rifidn

bovino[37], se procedid a realizar estimulos con diferentes concentraciones de



L-Isoleucina a células epiteliales de pulmon, obteniéndose que desde la primer
hora de estimulacion se obtiene expresion genética de HBD-2, aunque en el
estimulo en el que es mas alto es el incremento de la expresidon genética es a
las18 horas con una concentracién de 25 pg de L-Isoleucina. Con estos datos
se puede pensar que la L-Isoleucina bajo estas condiciones de concentracion y
tiempo puede ser de gran ayuda durante el tratamiento de enfermedades como
lo es la tuberculosis.

La Interleucina-8 (IL-8) es de gran importancia durante la respuesta
inmune, ya que esta, tiene un efecto quimiotactico sobre neutrofilos[16-18]. En
el afno de 1998 Yuanguang y colaboradores, demostraron que células
epiteliales de pulmoén al ser infectadas por M. tuberculosis, aumenta en forma
muy elevada la produccion de IL-8[16]. La producciéon de IL-8 durante la
infeccion con M. tuberculosis es muy importante debido a que como ya se ha
mencionado esta interleucina tiene poder quimiotactico sobre neutrdfilos, los
cuales tienen un papel muy importante durante el control de la tuberculosis ya
que, se ha sefalado que los neutréfilos, no se asocian directamente a la
bacteria sino que estos al llegar al sitio de la infeccidon entran en apoptosis, lo
cual produce que los macrofagos infectados por la bacteria, los fagociten[17,
18]. En investigaciones previas se ha llegado a la conclusion de que los
neutrofilos al ser fagocitados transfieren las propiedades antimicrobianas
presentes en su granulos al macréfago que lo fagocitd[18]. Es por estos
motivos que son de mucha importancia los resultados de esta investigacion,
por que, estos resultados se demuestra que las células epiteliales al ser
estimuladas con L-Isoleucina a una concentracion de 3 pg durante 1 hora, se

obtendra la mayor cantidad de IL-8 aunque, al realizar la estimulacién a las 12



horas a una concentracién de 25 ng se obtiene una diferencia mayor entre las
células sin estimulo y las estimuladas bajos estas condiones, lo cual no sugiere
que la mejor condicién para utilizar la L-Isoleucina como estimulante de IL-8 es
a las condiciones de 12 horas a una concentracion de 25 pg.

Los resultados obtenidos en este experimento nos sugieren que la L-
Isoleucina in vitro es un buen inmunomodulador. En conjunto todos los datos
nos sugieren que la concentracién de L-Isoleucina a la cual se dara una mayor
expresion de estas diferentes moléculas sera a los 25 pg, mientras que el
tiempo de estimulacion es tanto para HBD-2 y LL-37 de 18 horas, pero para
IL-8 el tiempo donde mejor estimulacion se puede observar es a las 12 horas.

Por lo tanto se puede sugerir que in vivo al estimular con L-Isoleucina a
enfermos de tuberculosis, podria ser de gran ayuda, ya que, al aumentarse la
expresion de HBD-2, la cual por medio de su efecto bactericida ayudaria a
controlar la enfermedad, del mismo modo existirian concentraciones mayores
de LL.-37 lo cual al igual que las HBD-2 ayudarian a controlar la enfermedad
por su efecto bactericida, ademas de que tendria efecto quimiotactico sobre
neutrofilos y linfocitos. Asimismo las células epiteliales al ser estimuladas
aumentarian la expresion de IL-8, lo cual produciria la presencia de mas
neutrofilos los cuales al ser fagocitados por los macrofagos infectados,
transferirian la capacidad antimicrobiana que contienen sus granulos a estos

macrofagos.



CONCLUSIONES:

* La L-Isoleucina no estimula la expresion genética de HBD-2, IL-8 y
LL-37 en monocitos desarrollados a macrofagos.

 LL-37, HBD-2 e IL-8, son expresadas en mayor cantidad en neumocitos
humanos tipo I, después de ser estimuladas con L-Isoleucina.

* La mayor expresion obtenida para LL-37 es con una concentracion de
25ug de L-Isoleucina después de 18 horas de estimulacion

» Para HBD-2 la mayor expresion se dio a un tiempo de estimulacion de
18 horas con una concentracion de 25 pg de L-Isoleucina.

» Para IL-8 la mayor cantidad de copias de DNA se da a la primera hora
de estimulacidén con una concentracion de 3 pug de L-Isoleucina, pero en
donde existe una mayor diferencia entre las células que no tuvieron
estimulo con las que si o tuvieron, fue alas 12 horas de estimulacion a

una concentracion de 25 ng de L-Isoleucina.



Perspectivas:
* Llevar este experimento a modelo animal, determinar si la L-Isoleucina
ayuda al control de la tuberculosis in vivo 'y determinar a qué
concentracion de L-Isoleucina se da una mejor estimulacion de

Defensinas y Catelicidinas en el modelo animal.
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