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RESUMEN

La respuesta inmune generada durante la Tuberculosis pulmonar progresiva esta
compuesta principalmente por linfocitos T CD4+ especificos productores de interferén
gamma (IFN-y), que inducen la activacion de macrofagos capaces de eliminar al bacilo.
Sin embargo la infeccion con Mycobacterium tuberculosis no es eliminada y la bacteria
persiste cronicamente en el pulmén.  Aunque existe evidencia que sugiere que el
establecimiento de Mycobacterium tuberculosis se debe a que esta bacteria puede
alterar el inicio de la respuesta inmune y producir un retraso en la produccion de IFN-y
por los LcT especificos, los mecanismos y componentes involucrados en la induccién
de dicho retraso no se han determinado. En este trabajo estudiamos el efecto de los
componentes celulares de Mycobacterium tuberculosis sobre la funcion y activacion

tempranas de linfocitos T CD4+ y CD8+.

ABSTRACT

During progressive pulmonary Tuberculosis the protective immune response is
produced by the expansion of specific IFN-y producing T cells which are capable of
activating resident macrophages and induce bacterial killing.

In spite of T cell responses the bacilli are not completely eliminated and persist
chronically in infected lungs. Experimental evidence suggests that Mycobacterium
tuberculosis establishment is dependent on the delay of immune responses during early
phases of infection, although the components and mechanisms that promote such delay
are not determined. In this work we studied the effect of Mycobacterial cellular

components on the early activation and function of T cells.
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INTRODUCCION
A. Tuberculosis

La tuberculosis (TB) es la enfermedad con mas mortalidad en la historia de las
enfermedades de origen infeccioso ! y es causada por el bacilo acido-alcohol resistente
Mycobacterium tuberculosis (Mtb). De acuerdo con las cifras de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), aproximadamente la tercera parte de la poblacion mundial
esta infectada por Mtb "2 de los cuales solo el 10% desarrolla Tuberculosis pulmonar, lo

que equivale a 8 millones de casos nuevos y 2 millones de muertes por ano.

Ademas se estima que alrededor de 15 millones de personas estan coinfectadas con
Mtb y HIV 3. Por lo anterior, la OMS ha declarado a la TB como uno de los principales

problemas de salud a nivel mundial.

La TB es una epidemia que sigue potencializandose a pesar de las medidas de control.
El fracaso en el tratamiento se debe principalmente al acceso restringido a los
medicamentos, la aparicion de cepas resistentes a los antibidticos y la limitada

cobertura de los programas de control *.

En la actualidad esta enfermedad tiene una incidencia significativa en todos los
continentes, especialmente en paises tercer mundistas (Fig.1). La principal estrategia
para prevenir la tuberculosis pulmonar ha sido mediante la vacunacion con la cepa
atenuada Mycobacterium bovis BCG (Bacilo de Calmette-Guerin). Sin embargo esta
sélo ha demostrado ser eficaz para prevenir las formas extrapulmonares (tuberculosis

4

meningea y cutanea) “ en nifos, mientras que en adultos la capacidad de conferir

proteccion contra la tuberculosis pulmonar es variable e insuficiente * °.

13




CASOS NOTIFICADOS (NUEVOS ¥ RECAIDAS) EN 2005 POR CADA 100.000 HABITANTES

1 no hay datos
CJo-24

=1 25-49

B8 s0-99

B 100 o méas

Fuente: OMS | Informacion: Isabel F. Lantigua | Grafico: Gracia Pablos

Fig. 1 Incidencia a nivel mundial de Tuberculosis (OMS 2007)’

B. Género Mycobacterium y Mycobacterium tuberculosis
B. 1. Morfologia y caracteristicas generales

El género Mycobacterium esta integrado por bacilos largos o curvos de 3 a 5 um de
longitud, son microorganismos inmdviles, no esporulados y presentan abundantes
granulos citoplasmaticos’®. Los miembros del género Mycobacterium tienen una
composicién unica de la pared celular, debido a que los acidos micdlicos representan
mas del 50% de su peso seco, confiriendo una resistencia a la desecaciéon y a las
soluciones de tipo acido-alcohol. La resistencia a los componentes acido-alcohol hace
que la deteccion de este género mediante la tincion de Gram no sea adecuada por lo

que se requiere el empleo de una tincién como la desarrollada por Ziehl-Neelsen ®.

C. Clasificacion
El género Mycobacterium es el unico miembro de la familia Mycobacteraceae que
pertenece al orden Actinomycetes la cual se caracteriza por tener en su ADN un
contenido de G+C entre el 62-70% °. En 1950, Timpe y Runyon propusieron una
clasificacion para el género Mycobacterium la cual se basa en la velocidad de
crecimiento (rapido o lento, segun sea superior o inferior a una semana), produccion de

pigmento en presencia o ausencia de luz (fotocromégeno, escotocromégeno y no
14




cromégeno) y caracteristicas morfoldgicas de las colonias. En la tabla 1 se presenta la

clasificacion actualizada de Runyong,

incluyendo a

los miembros del género

Mycobacterium con mayor importancia para el humano.

Tabla 1. Clasificacion del género Mycobacterium de acuerdo a su velocidad de crecimiento Y,

produccion de pigmentos en presencia o ausencia de luz. Modificada Springer et al.,

1996) '

Grupos y Subgrupos Especies de Patologia
micobacterias

l. Fotocromégeno de
crecimiento lento

Il. Escotocromogeno
de crecimiento lento
a
b

lll. No cromégenos de
crecimiento lento.

M. kansasii (M.
licopinogenes)
M. asiaticum

M. lactis1

M. scrofulceum (M.
marianum)

M. gordonae (M. aquae)
M. flavesceus

M. szulgai

M. ulceraus

M. xenopi

M. simiae (M. habana)

M. tuberculosis

M. bovis (M. bovis BCG)
M. africanum

M. avium

M. intracellulare

M. gastri

M. nonchromogenicum
M. terrea (M. novum)
M. triviale

M. haemophilum

M. shimodei

IV.Fotocromégeno de | M. marinum (M. balnei)
crecimiento rapido

V. Escoto cromégenos | M. engbaekii2

de crecimiento rapido

VI. No cromégenos de
crecimiento rapido

M. acapulcense3
M. aurum

M. gilvum

M. duvalii

M. neoaurum

M. gadium

M. phlei

M. smegmatis
M. vaccae

M. parafortuitum
M. thermorresistibile

M. fortuitum (M. peregrinum)

M. chelonei
M. chitae

Pulmonar, Ganglionar, Meningea,
Osteoarticular, Urogenital.

Ganglionar, Pulmonar, Osteoarticular,
Cutanea, Urogenital.

Pulmonar, Renal, Osteoarticular,
Meningea, Intestinal,
Ganglionar, Cutanea.

Cutanea, Articular

Pulmonar, Renal, Osteoarticular,
Meningea, Intestinal,
Ganglionar, Cutanea.

Cutanea, pulmonar, osteoarticular,
ocular, meningea.
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D. Complejo Mycobacterium tuberculosis

Dentro del género Mycobacterium, en las especies no cromdgenas de crecimiento lento,
existe un conjunto de micobacterias que se caracterizan por tener una similitud del
99.9% en el genoma y secuencias idénticas de la subunidad ribosomal "2, A este
conjunto de Micobacterias se le denominé complejo Mycobacterium tuberculosis, el cual
esta formado por las especies, M. tuberculosis, M. africanum, M. microtii, M. cannettii y
M. bovis. Se asume que las especies que forman este complejo derivan de un ancestro
comun (Fig. 2), aunque estas difieren en el fenotipo, tropismo y patogenicidad. Por
ejemplo, M. tuberculosis, M. africanum, M. canettii son patdogenos especificos de
humanos, M. microtii puede infectar roedores y M. bovis posee un amplio espectro

infectivo.

numerous polymorphisms M. canettii

in house-keeping genes

Common ancestor of the E
M. tuberculosis complex m

M. tuberculosis

3
o
a
o
-
:-

} M. africanum

M. microti

oryx \

goat

“classical”

BCG Tokyo

BCG Pasteur J
Fig 2. Arbol filogenético del complejo Mycobacterium tuberculosis Sreevatsan et al.
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E. Composicion de la envoltura de Mycobacterium tuberculosis

La conformacion estructural de la envoltura de Mtb es similar a las bacterias Gram (+).
Esta se compone de diversas capas de peptidoglicanos y arabinomananas las cuales
tienen funciones significativas para la sobrevivencia de la micobacteria. Los principales

componentes y sus funciones se describen a continuacion.

E. 1 Membrana plasmatica

La membrana de Mtb tiene la funcion de proteccion osmoética y transporte selectivo de
iones y moléculas. Esta constituida por una bicapa lipidica sobre la que se asocian
proteinas y algunos lipopolisacaridos como lipoarabinomananas (LAM) y lipomananas
(LM). También presenta estructuras agrupadas de fosfolipidos como fosfatidil-inositol-
manosidos (PIM), fosfatidilgliceroles, cardiolipinas y fosfatidiletonolaminas (PE)°. Se ha
visto que los PIM juegan un papel importante como adhesinas entre la micobacteria y la
célula huésped, permitiendo la union al macréfago por medio del Receptor a Manosa

(MR) y facilitando su fagocitosis " (Fig. 3).

E. 1.1 Lipoarabinomanana (LAM)

El LAM es una importante biomolécula de la pared celular que se encuentra presente en
todas las especies de las micobacterias. Se considera que LAM atraviesa toda la
estructura del bacilo ™.

Los extremos de LAM en especies patdégenas y de crecimiento lento (Mtb y M. bovis)
generalmente terminan en residuos de manosa (ManLAM), a diferencia de las cepas de

crecimiento rapido (M. smegmatis) que terminan en el residuo fosfo-inositol (AraLAM) '°.

17
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Fig. 3 Estructura de la membrana plasmatica

E. 2. Pared Celular

A diferencia de la membrana plasmatica, la pared celular proporciona soporte mecanico
y proteccidon a la desecacion debido a que esta constituida por moléculas hidrofilicas
principalmente peptidoglicanos (PG), arabinogalactanos (AG) y acidos micolicos. El
esqueleto de la pared celular se encuentra asociado mayoritariamente a lipidos
hidrofébicos y glicolipidos de forma no covalente '’.

De acuerdo a su composicion quimica la pared celular se ha dividido en tres capas.

Capa interna: La capa interna de la pared micobacteriana se encuentra formada por
peptidoglicanos (PG), el cual esta constituido por unidades repetitivas de N-acetil
glucosamina unidas a acido N-acetil muramico mediante enlaces 31— 4, las cuales se
encuentran unidas a tetra péptidos (L-alanina, D-alanina, D-glutamico, lisina) por acido
muramico '® (Fig. 4).
Capa media: En la mayoria de las micobacterias el arabinogalactano (AG) representa
aproximadamente el 35% de la pared celular '®. Se ha demostrado que la estructura de
AG estd compuesta exclusivamente de D-galactofuranosas y D-arabinofuranosas'®
(Fig.4).
Capa externa: Esta conformada por una estructura glicolipida. Los acidos
micolicos son acidos «-ramificados y $-hidrolizados de alto peso molecular (C7-Coo) que
se encuentran presentes en todas las especies de micobacterias ° (Fig. 4).
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Fig. 4 Pared Celular de Mycobacterium tuberculosis '

E. 3. Capsula

Existe una capa externa a la pared celular en todas las especies de micobacterias,
denominada capsula. La capsula constituye la interfase entre la micobacteria y el
huésped 2!, una de sus funciones es controlar los componentes que pueden alcanzar el
interior de la bacteria, ademas protege del ataque por agentes antimicrobianos y puede
modular la respuesta inmune del huésped *.

Se han descrito algunos componentes presentes en la capsula, como los glicolipidos
que tienen un efecto inhibidor sobre las actividades antimicrobiales de los macrofagos,
los glicopeptidoglicanos (GLP) que desempefian un papel fundamental en la
supervivencia de las micobacterias dentro del macréfago y que inhiben la proliferacion

in vivo e in vitro de células esplénicas mononucleares'® %2,
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F. Respuesta Inmune contra Mycobacterium tuberculosis
F. 1. Respuesta Inmune Innata

La ruta natural de entrada del bacilo es a través de la inhalacién de la micobacteria que

23,24 na

ha sido expulsada durante la tos o en los estornudos de individuos infectados
vez que el bacilo llega al alveolo, se desencadenan una serie de mecanismos dirigidos
a su eliminacién. El resultado del encuentro del bacilo con la respuesta inmune puede
tener tres posibles situaciones, |) que la respuesta inmune sea efectiva llevando a la
eliminacion y muerte del bacilo, 1) que la micobacteria no sea eliminada totalmente y
comienza a multiplicarse ocasionando una manifestacion clinica, lll) el sistema inmune

puede impedir el crecimiento del bacilo sin causar eliminacion total 2* ?° (Fig.5).

Los macrofagos alveolares, células dendriticas y células epiteliales del pulmén son la
primera linea de defensa con la que tiene contacto Mtb ya que estos pueden reconocer
las estructuras invariables de patégenos (PAMPs) a través de los receptores 2*. En
particular los receptores tipo toll (en particular TLR2 y TLR4), que reconocen lipidos
asociados a proteinas y carbohidratos 2°, inducen la fagocitosis de la micobacteria y la
activacién del macréfago (estallido respiratorio, secrecion de citocinas). Sin embargo,
Mtb puede escapar al ambiente hostil generado por las especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno, evitando la maduracion del fagolisosoma.

En células dendriticas los antigenos micobacterianos que son reconocidos a través de
TLR2 y TLR4, inducen las vias de activacion de ERK1/2 y p38 MAPK, las cuales tienen
una funcion esencial en la expresion de TNF-o e IL-6 durante la infeccion %°. Estas
proteinas que son secretadas por las células dendriticas tanto de ratones como de
humanos, conducen a la activacion de la inmunidad innata, provocando inflamacion,
regulacion y activacion de la respuesta inmunitaria adaptativa ’.

Uno de los posibles mecanismos de evasion utilizados por la micobacteria, es un
aparente retraso en la migracion de las células dendriticas al ganglio mediastinal. Por
ejemplo; se ha visto que la llegada de células dendriticas al ganglio mediastinal ocurre
hasta el dia 14 post-infeccién 2, al igual que la aparicién de linfocitos T (productores de

interferén-y) en el pulmon hasta la tercera semana de infeccion 2.
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Fig.5. Posibles eventos suscitados en respuesta a la infeccion con Mycobacterium tuberculosis

F. 1.2. Induccidn de la Respuesta Inmune Adaptativa

En la respuesta inmune adaptativa contra Mtb, la produccién del IFN-y por los linfocitos
T y la acumulacion de macréfagos activados son importantes para el control de la
infeccion. También pueden participar los linfocitos T citotdxicos que eliminan células
infectadas, la produccioén de linfocitos Ty, los linfocitos B y anticuerpos (Fig. 6.1, 6.2).

Los linfocitos Tyd se encuentran asociados a mucosas, estos pueden reconocer
antigenos lipidicos?®, como fosfatidilinositoldimanésidos, glucosamonomicolato 'y

lipoarabinomanana (LAM)*

, restringiendo a esta subpoblacion celular a respuestas
contra antigenos lipidicos 3.

Se ha reportado que individuos sanos que estdn en contacto con pacientes
tuberculosos, por ejemplo el personal de salud, presentan un porcentaje superior de
linfocitos Ty5 en comparacion con individuos no expuestos32. Sin embargo, el
comportamiento de la infeccion en ratones deficientes de linfocitos T8 es idéntica a la
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cinética observada en ratones silvestres. Por lo que se sugiere, que el reconocimiento
de los antigenos micobacterianos por linfocitos Ty5 no es de gran importancia para la

eliminacién del bacilo® (Fig. 7).

Ya que Mtb es un patégeno intracelular, no se ha considerado que los linfocitos B y los
anticuerpos sean importantes en la respuesta inmune en contra de la infeccion. Sin
embargo se ha observado que los ratones deficientes en linfocitos B, desarrollan dafo
tisular y carga bacterial mayor que en el grupo de ratones silvestres. También la
transferencia de anticuerpos anti-LAM, disminuye la carga bacteriana en ratones

infectados>2.

F. 2. Linfocitos T citotéxicos

Los linfocitos T CD8+ reconocen antigenos micobacterianos en moléculas MHC-I, se ha
demostrado que la micobacteria libera antigenos al citoplasma y de esta forma son
procesados para ser presentados por el MHC-lI *3* Se ha visto que en ratones
deficientes en moléculas de MHC-I, es decir carentes de linfocitos T CD8+, la carga
bacteriana incrementa ligeramente (Fig. 7).
Cuando el linfocito T CD8+ es activado por la célula dendritica, se produce IFN-y, (papel
que sera descrito en la siguiente seccion) *° y se produce la exocitosis de granulos
enzimaticos.
Dichos granulos pueden contener enzimas como la perforina, granzima y granulisina.
Perforina: Es una proteina de tipo globular perteneciente a la familia de las proteasas,
la cual actua en la membrana celular provocando una mayor permeabilidad vy
degradacion que permiten el paso de solutos con mayor facilidad.
Granzima: Particularmente la Granzima B, es una proteasa que intracelularmente tiene
la capacidad de inducir apoptosis a través de la activacién de las caspasas y liberaciéon
de citocromo C de la mitocondria.
Granulisina: Es una enzima tipo saposina, que actia en la membrana celular,
degradando la glucosilceramida y esfingomielina, lo que conduce a un incremento en la
concentracion de ceramida que esta involucrada en la induccién de apoptosis °.
Estos mecanismos conducen a la muerte de la célula blanco y a la posible eliminacién
de los bacilos intracelulares * (Fig. 6. 2).
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F. 3. Linfocitos T cooperadores

La respuesta inmune contra Mtb esta mediada principalmente por linfocitos T CD4+,
que reconocen antigenos micobacterianos asociados al MHC-I 3 Los linfocitos T
cooperadores activados producen grandes cantidades de IL-2, TNF-g e IFN-y
promoviendo la activacién y proliferacién de macréfagos y linfocitos T CD8+ y Tys°® .
Ademas, el IFN-y puede inhibir la secrecién de citocinas de tipo Th2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-
10 e IL-13), las cuales favorecen la respuesta inmune humoral. En el modelo murino de
la tuberculosis experimental durante la fase cronica de la infeccion, se observa un
incremento en la concentracion de IL-4, favoreciendo a la sobrevivencia de la

micobacteria (Fig. 6.1).

Ademas en ratones deficientes en células T CD4+, se observa el mayor incremento en
la carga bacterial en el pulmoén, en comparacion con los ratones silvestres y los
deficientes en linfocitos T CD8+, por lo que se considera que los linfocitos T CD4+, son

la subpoblacién mas importante para el control de la enfermedad (Fig. 7).

Se ha observado que el mecanismo efector mas importante para controlar la infeccion
con Mtb es el IFN-y, ya que es un promotor de la activacion de macréfagos e induce la
expresion de la oxido nitrico sintasa (iINOS) cuyo producto, como el 6xido nitrico (NO),

son altamente toxicos.

En humanos se han descrito algunas inmunodeficiencias en la produccion de IFN-y
(IFN-y e IL-12r) ***° asociada con susceptibilidad a infecciones mediadas por Mtb y
Salmonella typhi.

La importancia del IFN-y contra la infeccion con Mtb se comprobé en ratones deficientes
en IFN-y o iINOS en los cuales la concentracién bacteriana en el pulmdn presenta

niveles mayores que los ratones deficientes en linfocitos TCD4+, TCD8+ y Tvyd (Fig. 7).
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Fig. 6.1 Eventos inmunolégicos especificos que ocurren en la infeccion por Mycobacterium
tuberculosis en seres humanos. (PARTE I)

X: célula epitelial-endotelial; MQ: macréfagos; NK: células NK; N: neutréfilos; IL (interleucina);
TFN- a: factor de necrosis tumoral; MIP-1 a: proteina alfa inflamatoria alfa; MCP-1: proteina
quimiotactica monocitos; RANTES: regulated on activation normal T-cell expressed and secreted.
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Fig. 6.2 Eventos inmunolégicos especificos que ocurren en la infecciéon por Mycobacterium
tuberculosis en seres humanos. (PARTE Il)

CPA: célula presentadora de antigeno; MHC: complejo mayor de histocompatibilidad; TCR:
receptor de linfocito T; CD4: linfocitos T CD4+; CD8: linfocitos TCD8+; TC1: linfocitos T citotéxico
de tipo 1(clasificacion por patron de citocinas); MQ: macréfago; IL: interleucina; IFN-y: interferon
gamma; TH: linfocito T cooperador; y&: linfocito T gamma-delta; NO: 6xido nitrico.
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F. 4. Granuloma

Los mecanismos celulares antes descritos no siempre son suficientes para la
eliminacién de la bacteria. La permanencia de Mtb induce un estado proinflamatorio
crénico, incrementando la producciéon de TNFa, en comparacion con el TGF-B. La
produccion de estas citocinas conducen al reclutamiento y la sucesiva acumulacion de
neutréfilos, macréfagos, natural killers (NK), linfocitos T CD4+ y CD8+ al sitio de
infeccion, el pulmon?®*2. Estas células forman una estructura organizada alrededor del
nucleo de las células infectadas. En la parte central se presenta una capa de
macrofagos activados (células espumosas), y alrededor se acumulan linfocitos T
efectores y macrdofagos no activados. Debido a la constante produccion de TGF-3,
induce la formacién de una estructura fibrosa de coldgeno con una matriz extracelular

que delimita la periferia de esta estructura conocida como granuloma **°.

En la etapa tardia, el nucleo del granuloma pierde vascularidad y comienza a
necrosarse, facilitando rupturas en la pared del granuloma y que los bacilos sean

liberados hacia las vias respiratorias propiciando asi el ciclo de transmision “>*4.
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En humanos con la forma activa de tuberculosis pulmonar se conocen las zonas

necroéticas del granuloma como area caseosa y en etapas mas tardias como cavidades
(Fig. 8).
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Fig. 8 Patologia del Granuloma

G. Factores de virulencia y mecanismos de evasion de la Respuesta Inmune

Mtb es una bacteria que ha desarrollado mecanismos de evasion del sistema inmune
valiéndose no solo de los componentes capsulares anteriormente descritos, sino que
ademas presenta otros factores moleculares asociados a la virulencia, por ejemplo; la
participacion de la ureasa intracelular de Mtb, la cual genera amonio e inhibe la
acidificacion del lisosoma vy evita la fusiéon fagosoma-lisosoma *’, permitiendo que la

micobacteria sobreviva y se divida en los macréfagos y células dendriticas % 48 4°.
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De los componentes de la pared celular que participan en la evasion del sistema
inmune, se ha sugerido que el LAM esta ligado al proceso de union e internalizacion de
las micobacterias virulentas al macréfago, a través de receptores de manosa (MR) .
El ManLAM de la cepa virulenta de Mtb H37Rv se une estrechamente al MR, mientras
que el mismo polisacarido de la cepa atenuada H37Ra, o el Pl de M. smegmatis, se une
débilmente al MR.

En conjunto tanto Pl como el AM de la estructura de LAM presentan un amplio espectro
de funciones inmunoreguladoras, como la inhibicion de la activacion de los macrofagos
murinos mediada por interferdn v, y el secuestro de radicales libres de oxigeno que son

altamente citotdxicos para la micobacteria *°.

El Dimicolato de trehalosa (TDM), que se encuentra en la pared celular de Mtb °',
afecta la capacidad de supervivencia de cepas de BCG en el pulmén del ratén. Las
cepas a las que se les han extraido el TDM, tiene una sobrevida notablemente inferior a
la de la misma cepa no deslipidificada *2. De igual forma al inocular TDM a ratones
infectados con BCG aumenta su capacidad infectiva, causando rapidamente la muerte
del animal *3. Las cepas avirulentadas como H37Ra, poseen una menor cantidad de
TDM en su envoltura celular en comparacion al que se encuentra en la cepa virulenta
H37Rv *'.

Otra de las estrategias de la micobacteria utilizada para la evasion del sistema inmune,
es la retencion de una proteina denominada TACO (tryptophane aspartate-containing
coat protein), esta proteina forma parte de la cubierta del fagosoma y es liberada antes
de la fusion con los lisosomas. Mtb después de ser fagocitada impide la liberacién de

la proteina TACO, previniendo asi la fusion con los lisosomas y permitiendo que la

micobacteria sobreviva dentro de los macréfagos >+ *°.

A su vez las micobacterias virulentas pueden inhibir la acidificaciéon del fagosoma, a
través de la exclusién de la enzima protén ATPasa, previniendo asi la maduracién y la

actividad citotdxica que depende de la produccidn de oxido nitrico”* 8 54 %°,

Las proteinas secretadas por Mtb H37Rv, estan relacionadas con la virulencia de la
micobacteria, un ejemplo de estas proteinas son las codificadas en la region RD1 (del
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inglés, region of differentiation). La region RD1 tiene un tamafo de 9.5 Kpb y contiene
alrededor de nueve genes que codifican gran parte del sistema de secrecion tipo 7,
dicho sistema no se presenta en la cepa atenuada BCG.

En particular ESAT-6, que es uno de los metabolitos secretados por el sistema de
secrecion tipo 7 el cual participa en la manipulacidon de la respuesta inmune. En
macrofagos humanos ESAT-6, es reconocido por TLR2 e inhibe la produccion de [L-12

mientras que en linfocitos T inhibe la produccién de IFN-y 6%,
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H. JUSTIFICACION

La tuberculosis es la enfermedad con mas mortalidad en la historia de las patologias
infecciosas, por tanto la investigacion para conocer la patogénesis de la enfermedad es
de suma importancia. Recientemente se ha descrito que Mtb induce un retraso en la
respuesta de linfocitos T, aunque se han descrito algunos de los mecanismos
involucrados, el efecto que tienen los componentes de la Micobacteria sobre las etapas

tempranas de la respuesta de linfocitos T in vivo no ha sido estudiado.

. OB JETIVOS
Objetivo general:
Determinar el efecto de los antigenos micobacterianos sobre la activacion de

linfocitos T in vivo.

Objetivos particulares:

Medir la activacién temprana in vivo de linfocitos T CD4+ y T CD8+ en presencia
de antigenos Micobacterianos mediante la expresiéon de CD69 a las 2, 4, 6, 12y
24 horas en pulmén y ganglios mediastinales.

Evaluar la funcion citotéxica in vivo de los linfocitos T CD4+ y T CD8+ en
presencia de antigenos Micobacterianos mediante la expresion de Granzima B
intracelular a las 2, 4, 6, 12 y 24 horas en pulmén y ganglios mediastinales.
Determinar el efecto de los antigenos Micobacterianos sobre la memoria
inmunoldgica que presentan los linfocitos T CD4+ y T CD8+ en pulmén y

ganglios mediastinales.

J. HIPOTESIS
La activacién in vivo de linfocitos T, en pulmén y ganglios mediastinales, inducida por la
inoculacion de Ag micobacterianos sera mas lenta que la inducida por Ag no

micobacterianos.
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K. MATERIALES Y METODOS
K. 1 Ratones y descripcion de los grupos de estudio

Se utilizd6 un modelo murino, ratones machos de la cepa C57BL/6 la cual esta
caracterizada como una cepa productora de respuestas tipo Th1. Los ratones fueron
inmunizados via intranasal con los antigenos descritos en la tabla 2. Los grupos

utilizados en este estudio fueron:

Tabla 2. Descripcion de los grupos de estudio

dosis
1 PBS (40pL/ratén) Se utl]lzo como control
negativo en el experimento
. . , . Se utilizé como control
Lipopolisacarido (LPS) (10ug/ratén) positivo en el experimento.

Lisado de Mtb H37Rv (30ugiraton). | poco esta primaria
Una dosis

Respuesta de memoria.
Lisado de Mtb H37Rv (30ug/raton). [ Las dosis se administraron
Dos dosis con una semana de
diferencia.

Cada grupo estaba formado por 10 ratones y los tiempos de analisis fueron a las 2, 4, 6,

12 y 24 horas después de la inmunizacion.

K. 2. Obtencioén del lisado de Mtb
Se cosechd (Mtb H37Rv) de la placa stock y se sembré en una caja de agar soya
tripticaceina, se incubd de 24 a 48 horas a 37 °C y condiciones de CO; al 5%,
posteriormente se tomd una asada de la placa de agar y se coloco en 5 mL de caldo de
soya-tripticaceina en agitacion y se incubo6 a 37°C durante 24 horas (Anexo V).

Se colocaron los 5 mL de caldo con bacteria en un matraz con 50 mL de caldo de soya
tripticaceina, dejando en agitacién a 120 rpm durante 24 horas a 37 °C, posteriormente
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se colocaron los 50 mL de caldo con Mtb H37Rv en 950 mL de caldo de soya

tripticaceina, y se dejo en agitacion (Anexo V).

Se colectd la bacteria en tubos 1L y se centrifugd a 8000 rpm durante 30’ en la
centrifuga sin freno, una vez centrifugado se procedié a un lavado con PBS 1X estéril
(Anexo V).

Al final se obtuvo una sola pastilla de Mtb H37Rv en un volumen final de 15 a 20 mL de
PBS 1X estéril, y se conservo en hielo a 4 °C. (Se procedié al armado de la prensa

francesa) (Anexo 1V).

Se coloco un inhibidor de proteasas (Complete mini, De Roche) en la solucion que se
vertio en la prensa y se llevo a cabo el prensado, en la tabla 3, se presenta las

concentraciones de las mezclas para cada inhibidor de proteasas por cada 50 mL.

Una vez obtenido el lisado se coloco en hielo y se hicieron alicuotas de 1 mL, las cuales
fueron centrifugadas a 1200 rpm durante 15’ a 4 °C, el sobrenadante se recuperé y se
alicuotd nuevamente a 1 mL, posteriormente se determind la cantidad de proteina
concentrada en las alicuotas mediante NanoDrop 2000 spectophotometer a 280 nm
(Anexo V).

Las alicuotas utilizadas del lisado de Mtb para la presente investigacion fueron
adquiridas del laboratorio de la Dra. Iris Estrada. La obtenciéon del lisado de Mtb se
realizo bajo los estandares de bioseguridad nivel 3, ya que Mtb es considerado como un

patdgeno del grupo 3.
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Tabla 3.Inhibicion de diferentes proteasas mediante las tabletas del inhibidor Complete Proteasa.
Concentraciones dadas para cada tableta de Complete mini diluida en 50 ml de H,O. La actividad
proteolitica se determind con el sustrato universal de la proteasa. Cuando las extracciones de
aislamientos solo son necesarias en el rango de pH acido, basta con incluir pepstatin con Complete Tab-
permite garantizar aspartico (acido) la inhibicion de la proteasa. Todos los experimentos se realizaron a
temperatura ambiente.

Concentracion Tipo de proteasa J| % de inhibicion inmediatamente }| % de inhibicion 60 min
de la proteasa después de agregar Complete || después de agragar
Tabletas Complete Tabletas

Quimiotripsina Serina
1.5pg/ml

Termolisina Metalo 99%
0.8 pug/mi

Pronasa Mezcla
1.5 pg/ml

Extracto
pancreatico
1.5 pg/ml

Tripsina
0.002 pg/mi

K. 3. Inmunizacion

Se anestesio, por via intraperitoneal, con 150 uL de pentobarbital sédico diluido 1:10
(1mg de pentobarbital/250gr/ratén).

Una vez que el raton se encontré en estado de anestesia total, se le administraron por
via intranasal 30 pg de lisado de Mtb H37Rv en un volumen final de 40 pL. Se realiz6 el
mismo procedimiento de anestesia e inmunizacién a los grupos control y LPS (10
Mg/250gr/ratén).

En el caso del grupo que se le administraron dos dosis de lisado de Mtb la segunda
inmunizacion fue una semana después de la primera inmunizacion en ambas ocasiones

se inmunizo por via intranasal.
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K. 4 Obtencién de 6rganos y de la suspension celular

Alas 2, 4, 6, 12 y 24 horas los ratones fueron sacrificados. Para la extraccion de los
pulmones fue necesario realizar la perfusion del pulmén y el lavado bronquio-alveolar
(se utilizo una jeringa de 13 mm de calibre y se perfundio la vena cava, posteriormente
se lavo con 1ml de PBS via intratraqueal, y se recupero el PBS con la jeringa, con el fin
de eliminar los leucocitos circulantes y macrofagos presentes en los espacios
alveolares. Este proceso fue de mucha importancia ya que las poblaciones antes
mencionadas podrian interferir en el analisis de la activacion de linfocitos T°°.

La extraccion de los demas organos se realizé sin ningun procedimiento extra.

Después de extraidos los ganglios mediastinales, ganglios inguinales, bazo y pulmones,
se colocaron en una placa de 6 pozos con (FBS-PBS 2%) y se disgregaron las células

de los 6rganos como se describe a continuacion:

Ganglios mediastinales e inguinales: Se colocaron los ganglios sobre el esmeril de
un portaobjetos, y con el esmeril de otro portaobjetos se disgregaronn los ganglios por
friccion. La suspension celular se recuperd pipeteando FBS-PBS 2% sobre ambos
portaobjetos y recibiendo la suspension en una caja de 6 pozos. Posteriormente se filtrd
la suspensién y se llevo a 10 mL de FBS-PBS 2% en un tubo falcon de 15 mL.

Bazo: Con una organza se envolvieron los bazos y con ayuda de un émbolo se
disgrego el 6rgano, la suspension celular se colectdé con ayuda de una micropipeta y se
colocod en un tubo de 10 mL. Después se lisaron los eritrocitos agregando 1 mL de
buffer de lisis (Anexo I) durante un minuto. El buffer de lisis se eliminé agregando 5 mL
de FBS-PBS 2% y centrifugando a 2200 rpm por 5 minutos, evitando asi la lisis de los
leucocitos. El boton de células obtenido se resuspendié en 10 mL de FBS-PBS 2%.
Pulmoén: Sobre un tubo de 15 mL, se corté el pulmén con ayuda de unas tijeras de
diseccién de tal manera que se obtengan pedazos finos de pulmén. Luego se hizo
pasar el tejido a través de una jeringa de calibre 23 para obtener la suspensioén celular.
Finalmente se filtrd la suspension celular a través de una organza y se llevé a 10 mL de
FBS-PBS 2%.
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K. 5. Tincién de marcadores de activacion y citometria de flujo
La suspension celular de los 6rganos se centrifugé a 2200 rpm por 5 minutos y el boton
celular se resuspendié en solucion de bloqueo (Anexo Il) para evitar la unidn
inespecifica de los anticuerpos fluorocromados a los receptores de Fc.
La solucion de bloqueo se lavé centrifugando a 2200 rpm durante 3 minutos. A partir de
ese momento todos los lavados se realizaron de la misma manera.
Para determinar la activacion de Linfocitos T se realizd la tincion extracelular de
marcadores poblacionales y de activacién (CD3, CD4, CD69) (Anexo lll). Para esto se
incubaron las muestras con las diluciones de los anticuerpos fluorocromados (Anexo IlI)
y se incubaron por 15’ a 4°C. Posteriormente se lavd el exceso de anticuerpo y los
botones celulares se resuspendieron en 200 pL de solucion amortiguadora para FACS.
Para la determinacién de la expresion de Granzima B intracelular se realizd primero la
tincion extracelular con los anticuerpos anti-CD3 y anti-CD4, después se llevd a cabo la
tincion intracelular, permeabilizando con 100 pL de Cytofix/Cytoperm, (Anexo IllI)
durante 12" a 4 °C. Después de la permeabilizacion las células se lavaron con
Permwash y finalmente, (Anexo IIl) se resuspendieron las células en 50 pL de
anticuerpo anti-Granzima B (1:400) y se incubo por 15’ a temperatura ambiente. Se lavo
el exceso de anti-Granzima B y las células se resuspendieron en 200 L de solucion
amortiguadora para FACS.
Las muestras se leyeron en el equipo FACS-Calibur de BD y fueron analizadas con el

programa FlowJo.
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L. RESULTADOS

En esta investigacion analizamos el efecto de los antigenos micobacterianos sobre la
activacién temprana (2-24 horas) de linfocitos T in vivo. Para esto se inmunizaron
ratones machos C57BL/6 con un lisado de Mtb H37Rv via intranasal y se midi6 la
cinética de expresion de CD69 como indicador de activacion temprana y de Granzima B
intracelular, como marcador de citotoxicidad. La activacién de linfocitos T se midio
localmente, en pulmoén y ganglios mediastinales, sistémicamente, en bazo, y
distalmente, en ganglios popliteos.

También se midi6 el efecto de los antigenos micobacterianos sobre la respuesta inmune
de memoria, analizando la respuesta de linfocitos T, en ratones que fueron inmunizados
dos veces con el lisado de micobacteria. Ademas comparamos estas respuestas de
linfocitos T, con la respuesta inducida por el LPS de Salmonella typhi, y con los
linfocitos T de ratones a los que sélo se les administré PBS.

A partir de las muestras leidas en el citbmetro de flujo para observar el estado de
activacion de LcT a través del marcador CD69, se utilizé un diagrama de puntos o de

densidad para seleccionar la region de linfocitos (Fig.9)
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Fig. 9. Imagenes representativas de la seleccion de linfocitos en suspensiones celulares
de pulmoén, analizados por citometria de flujo. Diagrama de puntos a) y densidad b), de
ratones inoculados con PBS-BSA, donde se observa el tamafio (FSC) vs la complejidad interna
de granularidad (SSC), asi como la poblacion de linfocitos T seleccionada (circulo rojo).
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Posteriormente de la region seleccionada de linfocitos, fue comparada la complejidad

interna (SSC), contra CD3-FITC (Fig. 10, A). De la region seleccionada del diagrama

(hexagono negro),
CD8+, contra CD4-PerCP (Fig. 10,B).
A)

§8C

100

CD3-FITC

APC

4
10

seleccionada fue comparada la poblacion de linfocitos CD4+ y

B)

CD4-PerCP

Fig. 10. Imagenes representativas de la seleccion de linfocitos en suspensiones celulares
de pulmén, analizados por citometria de flujo. A) Diagrama de densidad que muestra la
relacion que existe de la complejidad celular (SSC) vs el marcador CD3-FITC B) Diagrama de
densidad donde se muestra la relacion de linfocitos CD8+ y CD4+, vs CD4-PerCP

Las regiones seleccionadas de linfocitos CD4+ y CD8+ fueron disenadas en formas de

histogramas para su posterior analisis (Fig. 11)
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Fig. 11. Histogramas representativos de la activacion de linfocitos A)T CD4 + y B) CD8+

por CD69.
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L. 1 Los antigenos de Mtb inducen un retraso en la expresion del
marcador de activaciéon CD69 en linfocitos T CD4+ de pulmén y

ganglios popliteos.

En el analisis de activacion celular (CD69) encontramos que en el pulmén los linfocitos
T CD4+ de ratones inmunizados con dos dosis de lisado de micobacteria (respuesta de
memoria) o LPS presentaron una cinética similar con respecto al grupo control (PBS),
en las que se observo diferencias en la expresiéon de CD69 de ambos grupos a las 6
horas después de la inmunizacién con respecto al grupo PBS.

En el caso del grupo que fue inmunizado una vez con lisado de micobacteria pudimos
observar que 2 horas después de la inmunizacién, la expresion de CD69 se encontrd
por debajo de los niveles basales con respecto al grupo inmunizado con LPS. Sin
embargo, 6 horas después de la inoculacion se observéd un incremento en la expresion
de CD69. Doce horas después de la inmunizacion el unico grupo que mantuvo la
expresion de CD69 fue el estimulado con una dosis de lisado de Mtb. Los grupos
inoculados con dos dosis de antigeno micobacteriano y LPS no mostraron cambios en

comparacion con el grupo de PBS (Fig. 12).

En ganglios mediastinales, solo el grupo que se inoculé con dos dosis de lisado de
micobacteria expresaron CD69 en linfocitos T CD4+ 2 horas después de la inoculacion.
Cuatro horas después de la inmunizacion, los linfocitos T CD4+ de los ratones que
fueron inoculados con LPS mostraron un pico de expresion de CD69 mas amplio en
comparacion al grupo inmunizado con una dosis de lisado de micobacteria. Es hasta las
6 horas después de la inmunizacion que los linfocitos T CD4+ de ratones que recibieron
una dosis del lisado de micobacteria expresaron CD69. Mientras que el grupo inoculado
con LPS redujo la expresion en comparacion con el grupo control de PBS a las 6 horas
después de la inmunizacion. Doce horas después de la inmunizacién el unico grupo que
mantuvo su expresion de CD69 es el que recibid una dosis de lisado de micobacteria.
Los grupos inoculados con LPS y dos dosis de lisado de micobacteria no presentaron
diferencias en comparacion con el grupo de PBS. Veinticuatro horas después de la
inmunizacion se incrementd la expresion de CD69 en el grupo que fue inoculado con

dos dosis del lisado de micobacteria (Fig. 12).
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En ganglios popliteos la expresion de CD69 se observo a las 4 horas en donde los
linfocitos T CD4+ expresaron CD69 unicamente en el grupo que fue estimulado con
LPS presentando una reduccion 6 horas después de la inmunizacién, con respecto al
grupo control. En el caso del grupo que fue inmunizado una vez con lisado de
micobacteria pudimos observar que 6 horas después de la inmunizacién, la expresion
de CD69 se encontré por debajo de los niveles basales con respecto a los grupos
control. Doce horas post inmunizacién la expresion de CD69 regresd a un nivel basal
junto con los grupos de LPS vy lisado de Mtb2. Veinticuatro horas todos los grupos que
fueron inmunizados presentaron expresion de CD69 por debajo de los niveles basales

con respecto al grupo control. (Fig. 12)

En el bazo no se observo incremento en la expresion de CD69 en linfocitos T CD4+ en
ninguno de los grupos en el lapso de 2 a 6 horas. A las 12 horas posterior a la
inmunizacion, el grupo inoculado con una dosis de lisado de Mtb, presenté un ligero
incremento en la expresion de CD69. A las 24 horas después de la inmunizacion los
grupos que se les administré LPS o antigenos micobacterianos presentaron una

reduccion de la expresion de CD69 en comparacién con el grupo de PBS (Fig. 12).
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Fig. 12. Cinética de expresién de CD69 en los Linfocitos T CD4+ de bazo, pulmén
y ganglios linfaticos, popliteos y mediastinales. La expresion de CD69 fue
analizada a las 2, 4, 6, 12 y 24 hrs. En ratones inmunizados con lisado de Mtb
H37Rv, LPS, y PBS.

L. 2. Los antigenos de Mtb inducen un retraso en la expresion del

marcador de Granzima B en linfocitos T CD4+ de bazo.

En el analisis de la cinética de pulmdn, encontramos que tanto los antigenos
micobacterianos como el LPS, no indujeron expresion de Granzima B en las primeras
horas post inoculacién.  Soélo el grupo que fue inoculado una vez con lisado de
micobacteria incrementd la expresién a las 12 horas, posteriormente regresdé a su
estado basal (Fig. 13).

En ganglios mediastinales so6lo el grupo inmunizado con dos dosis de antigenos
micobacteriano presentd un leve incremento en la expresion de GranzimaB alas 2y 12
horas después de la inoculacion (Fig. 13).
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En ganglios popliteos el grupo tratado con una dosis de antigeno micobacteriano
presentd un incremento en la expresion de Granzima B a las 4 horas, posteriormente
disminuyo hasta llegar a un estado basal. En el caso del grupo inoculado con dos
dosis de antigenos micobacterianos presentd un leve incremento en la expresion de
Granzima B observado 2 y 4 horas, posteriormente la expresidn se redujo por debajo de
los niveles basales.

La cinética del grupo inoculado con LPS presenta un incremento en Granzima B a las 4

horas y después cae por debajo de los niveles basales (Fig. 13).

En el bazo observamos que tanto el grupo inmunizado una vez con lisado de Mtb y LPS
no tuvieron incremento en la expresion de Granzima B con respecto al grupo PBS. Sin
embargo, el grupo que se inmunizé con dos dosis de lisado de Mtb (respuesta de
memoria) tuvo una expresion de Granzima B a las 6 horas después de la inmunizacion,
aunque a las 12 y 24 horas que la expresion de Granzima B disminuye por debajo de
los niveles basales, con respecto a los grupos PBS, LPS y lisado de Mtb una vez (Fig.
13).
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Fig .13. . Cinética de expresiéon de Granzima B en los Linfocitos T CD4+ de bazo,
pulmén y ganglios linfaticos, popliteos y mediastinales. La expresion de
Granzima B fue analizada a las 2, 4, 6, 12 y 24 hrs. en ratones inmunizados con
lisado de Mtb H37Rv, LPS, y PBS

L. 3. Una dosis de los antigenos de Mtb no tiene efecto en la expresiéon
del marcador de activacién CD69 en linfocitos T CD8+ de bazo, pulmén

y ganglios linfaticos.

En el analisis realizado de la expresion del marcador de activacion temprana CD69,
encontramos que para linfocitos T CD8+ del pulmdn, se observo la cinética, donde sdlo
se observd un pico de expresion a las 4 horas después de la inmunizacion en los

grupos que fueron inoculados con antigenos micobacterianos o LPS (Fig. 14).

En ganglios mediastinales el grupo que fue inoculado con una dosis del lisado de
micobacteria no present6 expresion del marcador CD69. Sin  embargo el grupo
inmunizado con dos dosis de antigenos micobacterianos presenté un leve incremento
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en la expresidon del marcador CD69 a las 24 horas después de la inmunizacion. En el

caso del grupo que se le administr6 LPS mostré una expresion a las 4 horas y

posteriormente regreso a su estado basal (Fig. 14).

En ganglios popliteos s6lo el grupo tratado con dos dosis de lisado de micobacteria

presentd una leve expresion del marcador de activacién temprana CD69 a las 6 horas

posteriores a la inmunizacion. Veinticuatro horas después de inmunizados todos los

grupos inmunizados disminuyeron sus niveles por debajo del grupo PBS (Fig. 14).

En bazo, s6lo se observdé que los grupos que fueron inmunizados con lisado de

micobacteria o LPS, tuvieron una reduccién en la expresiéon de CD69 a las 24 horas

(Fig. 14).
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Fig. 14. Cinética de expresiéon de CD69 en los Linfocitos T CD8+ de bazo, pulmén

analizada a las 2, 4, 6, 12 y 24 hrs. En ratones inmunizados con lisado de Mtb

H37Rv, LPS, y PBS
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L. 4 Los antigenos de Mtb inducen la expresion de Granzima B de

linfocitos T CD8+ de bazo y ganglios linfaticos.

En el pulmodn, el analisis de la cinética de expresion de Granzima B observamos que el
grupo inoculado con una dosis de lisado de micobacteria presentd un aumento en la
expresion de Granzima B a las 4 horas, posteriormente disminuyo hasta llegar a los
niveles basales. El grupo tratado con dos dosis de lisado de micobacteria tuvo un
incremento en la expresion de Granzima B a las 4 y 6 horas. El grupo inmunizado con
LPS sdlo tuvo un incremento en la expresiéon de Granzima B a las 4 horas reduciéndose

posteriormente hasta sus niveles basales (Fig. 15).

En ganglios mediastinales el grupo inoculado con una dosis de lisado de micobacteria
no presento expresion de Granzima B. En el caso del grupo inmunizado con LPS solo
presentd un aumento en la expresion de Granzima B a las 12 horas post infeccién. En
el grupo que fue inmunizado con dos dosis de lisado de Mtb (respuesta de memoria), se
observo un incremento en la expresion de Granzima B a las 12 y 24 horas después de

la inmunizacion (Fig.15).

En ganglios popliteos el grupo inmunizado con una dosis de lisado de micobacteria tuvo
un incremento en la expresiéon de Granzima B a las 6 horas después de la
inmunizacion, posteriormente los niveles se redujeron a un estado basal. En el caso del
grupo que se inmunizé con dos dosis de antigenos de Mtb presentd una leve expresion
de Granzima B a las 2 horas, posteriormente se redujo hasta llegar a un nivel basal,
siendo hasta las 24 horas después de la inmunizacién que la expresion se redujo por
debajo de los niveles basales con respecto a los grupos LPS, lisado de Mtb y PBS. En
el caso del grupo inoculado con LPS no se observd incremento en la expresion de
Granzima B. (Fig. 15).

En bazo, la cinética de expresion de Granzima B mostré que el grupo que fue inoculado
con una dosis de lisado de micobacteria tuvo dos incrementos en la expresion de
Granzima B, una a las 6 y otra a las 24 horas después de la inoculacion. En el grupo

que fue inoculado con dos dosis de lisado de micobacteria, se observé un incremento
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en la expresidén de Granzima B a las 6 horas, posteriormente la expresion se redujo
hasta un nivel basal, con respecto al grupo inmunizado con PBS. En el caso del grupo

inoculado con LPS no tuvo cambios en la expresion de Granzima B. (Fig. 15)
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Fig. 15 Cinética de expresion de Granzima B en los Linfocitos T CD8+ de bazo,
pulmén y ganglios linfaticos, popliteos y mediastinales. La expresion de
Granzima B fue analizada a las 2, 4, 6, 12 y 24 hrs. en ratones inmunizados con
lisado de Mtb H37Rv, LPS, y PBS
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M. DISCUSION

Durante la respuesta inmunoldgica contra Mtb participan una gran cantidad de
poblaciones celulares. Aunque los linfocitos T CD4+ son fundamentales contra la TB,
estudios en humanos y animales sugieren la colaboracion de otras poblaciones
celulares como los linfocitos T CD8+ y y8+ para el control y eliminacion de la
enfermedad °%°".

El éxito en la eliminacién del bacilo depende de la correcta integracion entre ambos
tipos de respuesta inmune (innata y adquirida). Sin embargo el desarrollo de la TB
pulmonar o extrapulmonar, puede ser influido por la virulencia del bacilo y el estado
previo del individuo. Tanto los factores de virulencia como los componentes capsulares
de Mtb comprometen la eficacia de la respuesta inmunoldgica alterando el equilibrio
entre la inmunidad inespecifica y la especifica, conduciendo en algunos casos a un
retraso en la activacion de linfocitos T.

Se sabe que la respuesta generada por los linfocitos T y& contra Mtb se genera en los
primeros dias de contacto con el bacilo, mientras que la respuesta generada por los
linfocitos T CD4+ y CD8+ se reportan hasta la primera semana después del contacto

con la micobacteria 623

. En el 2000 Henry Boom y colaboradores demostraron que en
ratones C57BL/6 infectados con Mycobacterium bovis generan una respuesta de
linfocitos T CD4+, CD8+ y y8+ en el parénquima pulmonar con un maximo en el numero
de células alrededor de la cuarta semana post infeccion ®*. Aunque se han descrito
algunos de los mecanismos y el efecto de los componentes de Mtb involucrados en el
retraso de la respuesta de linfocitos T no se ha estudiado el efecto sobre las etapas

tempranas de la respuesta de linfocitos T in vivo.

En esta investigacion encontramos que la activacion celular (CD69) a nivel local
(pulmédn), el grupo de células de linfocitos T CD4+ de ratones que fueron inmunizados
con LPS, muestran la activacion de linfocitos T CD4+-CD69 a las 6 horas después de la
inoculacioén, aunque la expresion de CD69 en ganglios mediastinales se observo a las 2
y 4 horas después de la inmunizacion, la activacion a nivel distal (ganglios popliteos) se
observé a las 4 horas posteriormente se redujo hasta llegar por debajo de los niveles
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basales. Sin embargo a nivel sistémico (bazo) la activacion de linfocitos T CD4+-CD69
se observd hasta las 12 horas después de la inmunizacion.

En el caso de los linfocitos T CD4+-CD69 que fueron extraidos de ratones inmunizados
con dos dosis de lisado de micobacteria (respuesta de memoria) se observé una
cinética de activacion similar al grupo inoculado con LPS, ya que a nivel local (pulmén)
se muestra una activacion de linfocitos T CD4+-CD69 a las 6 horas después de la
inmunizacion, aunque la activacion de linfocitos T CD4+-CD69 en ganglios
mediastinales se observo a las 2 horas post inmunizacion, la migracion de las células
presentadoras de antigeno a nivel distal (ganglios popliteos) requiere de mayor tiempo
ya que no se observo expresion de CD69. Sin embargo la activacion de LT CD4+ a
nivel sistémico se observo a las 12 horas después de la inmunizacion.

Estos resultados sugieren que la activacion de LT por LPS o dos dosis de sMtb ocurre
de manera temprana (2-6 horas) a nivel local (ganglios mediastinales). Es posible que la
cinética observada se deba a que los antigenos inoculados podrian estar induciendo la
migracion de células dendriticas mediante el reconocimiento de PAMPs, y estas células
dendriticas podrian estar presentando antigenos asociados a los linfocitos T presentes
en los 6rganos linfoides induciendo la activacion.

En el caso de la respuesta primaria (una dosis de lisado de micobacteria) contra Mtb
H37Rv a nivel local (pulmon) se observa que a las 2 horas después de la inmunizacién
la expresion de CD69 se encuentra por debajo de los niveles basales con respecto al
grupo control, por lo que podemos inferir que a las 2 horas después de la inmunizacién
existe un retraso en la activacién de linfocitos T CD4+ de pulmon. Este comportamiento
sugiere varias posibilidades: a) que el LAM presente en la pared celular de Mtb
posiblemente no permitan la activacion (expresién de moléculas de coestimulacién) de
macrofagos y células dendriticas impidiendo la presentacion de antigeno
micobacteriano a células T, b) que Mtb inhiba la fusién del fagosoma con el lisosoma
mediante la retencion de la proteina TACO evitando la presentacion de antigenos a
Linfocitos T.

De igual forma la presentacion de antigenos micobacterianos para generar una
respuesta primaria contra Mtb H37Rv a nivel distal (ganglios popliteos) podria estar

siendo afectada ya que a las 6 horas después de la inmunizacion, la expresion de CD69
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disminuye por debajo de los niveles basales en comparacion al grupo control,
generando asi un retraso en la activacion de linfocitos T CD4+ de ganglios popliteos.

La contribucién de linfocitos T CD8+ en el control de la TB es muy importante, ya que
son capaces de secretar citocinas como IL-2, necesaria para la expansion clonal y

diferenciacion de células T %5

, ¥ llevan a cabo una importante actividad citotoxica
contra la infeccion de Mtb 97°,

En los resultados obtenidos no observamos diferencias en la activacion de linfocitos T
CD8+ (expresion de CDG69) inducida por los diferentes antigenos utilizados. La
respuesta generada por antigenos no micobacterianos (LPS) a nivel local se observa a
las 4 horas en el caso del pulmén y de las 4 a las 6 horas después de la inmunizacién
en ganglios mediastinales, mientras que a nivel distal (ganglios popliteos) y sistémico no
se observo activacion de linfocitos T CD8+. En el grupo que se inmunizé con antigenos
micobacterianos (respuesta de memoria y respuesta primaria) se observé activacion de
linfocitos T CD8+ a nivel local a las 4 horas después de la inmunizacion. Sin embargo a
nivel distal (ganglios popliteos) y a nivel sistémico (bazo) el incremento en la expresion
de CD69 es minimo.

Estos resultados sugieren varias posibilidades: a) que para que se genere la activacion
de linfocitos T CD8+ por antigenos micobacterianos, se necesitan de antigenos mas
inmunogénicos y que presenten epitopos especificos, dichos antigenos no estaria
presentes en el lisado de micobacteria utilizado. b) La concentracion de moléculas de
coestimulacion presenten en APC (como las células dendriticas) no es suficiente para
activar a las células T CD8+ naive (las cuales requieren de una mayor cantidad de
moléculas de coestimulacion que las células T CD4+ para activarse’' . c) La
activacion de células T CD8+ dependen de la presencia de células T CD4+, ya que
estas compensan una estimulacién inadecuada de las células T CD8+ naive por parte
de las células presentadoras de antigeno profesionales. La célula T CD4+ activada
puede activar a células presentadoras de antigeno para que expresen mas sefiales

coestimulatorias.

La accion citotoxica de células T, es dada principalmente por la expresion de granulos

enzimaticos de células T CD8+ llevando a la muerte de las bacterias que infectan
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macrofagos. Uno de los componentes de los granulos citotéxicos que inducen la muerte
celular es la Granzima B ">7°.

En este trabajo determinamos la expresiéon de Granzima B para deteminar la posible
funcionalidad de los linfocitos T en etapas tempranas de la activacion. En la respuesta
generada a nivel local (pulmén y ganglios mediastinales) por antigenos no
micobacterianos (LPS), se observa activacion de linfocitos T CD4+-Granzima B hasta
las 24 horas después de la inmunizacién. En ganglios popliteos se observo la expresion
de Granzima B en linfocitos T CD4+ a las 4 horas después de la inmunizacion. Sin
embargo a nivel sistémico (bazo) no observamos la expresién de granzima B.

En el grupo inmunizado con dos dosis de lisado de Mtb (respuesta de memoria) se
observo que la respuesta generada a nivel local (pulmén y ganglios mediastinales) se
observa una leve activacion de linfocitos T CD4+-Granzima B a las 6 y 24 horas
después de la inmunizacién. A nivel distal (ganglios popliteos) los antigenos de Mtb
indujeron una activacion de linfocitos T CD4+ a las 2 y 4 horas y a nivel sistémico a las
6 horas post inmunizacién. En el caso de la respuesta primaria (una dosis de lisado de
Mtb) a nivel local (pulmén) se observo activacion de linfocitos T CD4+ hasta las 12
horas. Esto podria interpretarse como un posible retraso en la activacion de los
linfocitos T CD4+ ya que la expresion de Granzima B en LT CD4+ inducida por el LPS
se observd hasta las 24 horas después de la inmunizacion. Es posible que el LPS no
sea un antigeno que induzca la expresion de Granzima B en LT por lo que seria
interesante comparar la respuesta primaria inducida por sMtb con otro antigeno
asociado con la expresion de Granzima B (antigenos virales).

En el caso de la expresién de Granzima B intracelular, la respuesta generada por LPS a
nivel local (pulmén) se observé a las 4 y a las 24 horas después de la inmunizacion. Sin
embargo, a nivel distal (ganglios popliteos) se observa una leve expresiéon de Granzima
B en linfocitos T CD8+ a las 6 horas post inmunizacion. Aunque a nivel sistémico no se
observo activacion de linfocitos T CD8+. En comparacion con lo observado en el grupo
inmunizado con LPS, el grupo que recibié una dosis de sMtb no presenté diferencias.
Sin embargo el grupo que recibié dos dosis de sMtb presenta una leve activacién en el
pulmén hasta las 6 horas después de la inmunizacién. En el caso del bazo se observa
una leve activacion de linfocitos T CD8+ a las 6 horas, pero la memoria inmunoldgica a

las 24 horas después de la inmunizacién se observa ligeramente por debajo de la
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respuesta primaria generada por una dosis del lisado de Mtb H37Rv por lo que podria
interpretarse que a las 24 horas después de la inmunizacidén existe un retraso en la
activacién de linfocitos T CD8+-Granzima B.

Este comportamiento lo podemos atribuir al hecho de que la activacién de linfocitos T
CD8+ dependen de la presencia de linfocitos T CD4+ ya que estas pueden estimular la
activaciéon de células presentadoras de antigeno profesional que tengan una alta
produccion de moléculas de coestimulacion, la capacidad de secretar IL-2 que son

necesarias para la diferenciacion y expansion clonal de los linfocitos T CD8+"174,
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N. CONCLUSIONES

«+ La administracion intranasal de antigenos de Mtb H37Rv induce un retraso en la
activacion de linfocitos T CD4+ en el pulmén a las 2 horas y en ganglios

popliteos a las 6 horas después de la inmunizacion.

+ Una dosis de lisado de Mtb H37Rv induce la expresién de Granzima B en

linfocitos T CD8+ en bazo a las 24 horas después de la inmunizacion.

+ Una dosis de lisado de Mtb H37Rv inducen la expresién de Granzima B en
linfocitos T CD4+ en ganglios popliteos a las 2 horas y en bazo a las 6 horas

después de la inmunizacion.

«+ La expresion de Granzima B en LT CD8+, se observo en ganglios popliteos a las

6 horas después de la inmunizacion con una dosis de lisado de Mtb H37Ruv.

w Dos dosis de lisado de Mtb inducen expresion de Granzima B en LT CD8+, a las

6 horas después de la inmunizacion en bazo.

w+ La activacion in vivo de linfocitos T CD4+ en pulmodn, inducida por la inoculacion
de los Ag de Mycobacterium tuberculosis, es mas lenta que la inducida por Ag

no micobacterianos.
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O. ANEXOS
0.1 Anexo l. Preparacion de soluciones y reactivos

a) Solucién Salina Fisiolégica (SSF)
= (0.9g de NaCl

= Disolvery llevar a 100 mL con H;O destilada

b) Solucién Amortiguadora de Fosfatos (PBS) 1X

= NaCloo 8.0g
B KRG 0.2g
= NaHPO4.....cooviii, 1.15¢g
m KHPOg4.eiiiiiii 0.25¢g

Aforar a 900mL, ajustar el pH a 7.4 y aforar a 1000mL

¢) Solucién Amortiguadora de FACS

* Albumina Sérica Bovina (BSA)......... 0.1 %
» Azidade Sodio..........cviiiiiiiiinn 0.01 %
" PBS X cbp 100 mL

d) Solucién de lisis

m NH4ClLo 0.8g
» NaHCOj3 (Stock 0.1 M)............... 1 mL
= Na EDTA (Stock 0.1 M)............... 100 pL

Aforar con 100 mL de PBS 1X

e) Solucién anestésica (Anestesal) Pentobarbital soédico
= 10uL de pentobarbital sodico
= 90pL de SSF
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0. 2 ANEXO Il. Anticuerpos y otros reactivos
a) Anticuerpos
= o-CD69-PE: BD Pharmigen cat. 553237 1:200
» o -CD3-FITC: BD Pharmigen cat. 553062 1:400
= o -CD4-PerCP: BD Pharmigen cat. 553052 1:400
» o -raton,humano,rata Granzima B SC-1969 1:400
= o -Chivo-PE: BD Thermo Scientific cat. 31860 1:400
= Cytofix / Cytoperm: BD Pharmigen cat. 554722 lot. 74776
= Solucién de bloqueo: Biogenex cat. HK085-5K
b) Otros reactivos
e Lipopolisacarido (LPS) Salmonella enterica Sigma cat. 6261
¢ Anestesal (pentobarbital sédico) Pfizer 0136-3-110
e Complete mini, EDTA-free (tabletas) cat. 11836170001

O. 3 ANEXO lll. Tincién extracelular e intracelular
Tincion Extracelular

e Colocar 200puL de las células en una placa de 96 pozos en V (5x10° células/por
pozo, usar 3x10° células/por pozo).

e Centrifugar la placa durante 3’ a 2000 rpm. (8929)

e Decantar el sobrenadante

e Lavar las células con 200uL de solucion amortiguadora para FACS (2% FBS en
PBS)

e Centrifugar la placa y decantar

e Resuspender las células en 100uL de solucion bloqueadora (CD16/32, dilucion
1:100 en solucién amortiguadora para FACS),

e Incubar por 12’ — 15" a 4°

e Centrifugar la placa y decantar

e Lavar una vez con solucion amortiguadora para FACS.

e Resuspender las células con 50uL de o -CD3-FITC, a-CD69-PE, o -CD4-PerCP

¢ Incubar durante 20’ a 4°

e Centrifugar la placa y decantar
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Lavar 2 veces con 200uL de solucion amortiguadora para FACS.
Centrifugar la placa y decantar
Agregar 200uL de solucién amortiguadora para FACS y transferir a tubos para

citometro.

Tincién intracelular

Después de los 2 lavados con solucién amortiguadora para FACS, lavar con
150uL de (FBS-PBS al 2%).

Centrifugar la placa y decantar

Adicionar 100uL de Cytofix/Cytoperm, resuspender. Este paso es toxico para las
células

Incubar las células durante 12’ a 4°

Centrifugar la placa y decantar

Lavar las células con Permwash (dilution 1:10 in H20)

Centrifugar la placa y decantar

Resuspender las células en 50uL del anticuerpo intracelular (dilucién del
anticuerpo se uso permwash)

Incubar por 15’ a temperatura ambiente

Lavar con Permwash

Centrifugar la placa y decantar

Resuspender en 200uL de solucién amortiguadora para FACS vy transferir a los
tubos de FACS.

0. 4 ANEXO Ill. Obtencion del lisado de Mtb

. Cosechar bacteria (Mycobacterium tuberculosis H37Rv); de la placa con la

estirpe bacteriana o semilla y sembrarla en una caja de agar soya tripticaceina,
dejar crecer de 24-48 horas a 37°C y condiciones de C0; al 5% .

Tomar una asada de la placa de agar y colocarla en 5 mL de caldo soya
tripticaceina en agitacion a 120 rpm, 24 horas a 37°C.

Colocar los 5 mL de caldo con bacteria en un matraz con 50 mL de caldo soya

tripticaceina, se deja en agitacion 120 rpm, 48 horas a 37°C.
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4. Se colocan los 50 mL de caldo con bacteria en 950 mL de caldo soya
tripticaceina nuevamente y se deja en agitacién a 120 rpm, 48 horas a 37°C.

5. Se colectan en diferentes tubos el litro de caldo soya tripticaceina con bacteria
resultante en varios tubos y centrifugar 5-8000 rpm (dependiendo del volumen)
por 30 minutos en la centrifuga sin freno.

6. Al término de la centrifugacion acumular las pastillas obtenidas en los diferentes
tubos y realizar varios lavados con PBS 1X estéril o solucion salina estéril para
eliminar el resto de caldo soya tripticaceina (los residuos entre lavados se
desechan en un matraz con lysol al 3%).

7. Al final se obtiene como resultado una sola pastilla en un volumen final de 15-20
mL de PBS 1X o solucion salina estéril, se conserva en hielo a 4°C.

8. Antes de pasar el volumen de bacteria que se quiere lisar en la prensa francesa
es necesario que la prensa se arme, colocando el piston dentro del cilindro y
colocandolo invertido, se puede vaciar lo que se requiere romper en el tubo que
se forma entre el piston y el cilindro.

9. Se coloca un inhibidor de proteasas (complete mini De Roche), en la solucién
que se va a utilizar, se disuelve y se vierte en la prensa.

10.Se coloca el cilindro en la prensa y se le aplica una presién de 1900 gr, se
obtiene la solucién y se hace pasar 2-3 veces, bajo la misma presion.

11.Una vez obtenido el lisado se coloca en hielo y para un mejor manejo se hacen
alicuotas de 1 mL, se centrifugan a 1200 rpm durante15 minutos a 4°C.

12.Se recupera el sobrenadante y se alicuota nuevamente en 1 mL, la pastilla
obtenida se desecha.

13.Se determino la cantidad de proteina en las alicuotas por The Thermo Scientific

Nano Drop 2000 spectrophotometer a 280 nm.
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