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1. INTRODUCCION.

1.1 SISTEMA INMUNE.

La inmunidad se refiere a una condicién que otorga resistencia contra
agentes patdgenos y el sistema inmune es el que permite mantener al
cuerpo en homeostasis, el cual esta formado por un conjunto de tejidos,
células y moléculas especializados que impiden de manera coordinada la
entrada, diseminacion y proliferacién de agentes patégenos, asi como el
dafio ocasionado por otros agentes externos, ademas de permitir la
tolerancia hacia lo propio.[1, 2]

Las células que lo componen principalmente son los leucocitos, una
poblacidn heterogénea de células clasificadas en granulocitos y células
mononucleares; otras estirpes celulares como el endotelio, epitelio y
células musculares participan de forma activa con el sistema inmune
liberando o expresando en su superficie factores requeridos que
estimulan la respuesta inmune. Otra parte de las células que participan
en dicha respuesta, se organiza para formar tejidos y o&rganos
denominados érganos linfoides [3].

Por otro lado las moléculas solubles que forman parte del sistema
inmune son las encargadas de regular las funciones celulares, por medio

de la unién a sus receptores especificos [4].



1.2 ORGANOS LINFOIDES.

El sistema linfoide se compone por dos grupos de 6rganos: los primarios
que son la médula désea y el timo, en los que se desarrollan y maduran
los linfocitos a partir de sus precursores, a este proceso se le denomina
linfopoyesis. En la médula dsea, los linfocitos se originan a partir de
células hematopoyéticas  pluripotenciales, las cuales pueden
diferenciarse en diferentes linajes celulares como el linfoide y el
mieloide. Existen principalmente dos clases de linfocitos, los linfocitos B
que se desarrollan en la médula 6sea y en el higado fetal; y los linfocitos
T que maduran en el timo [3].

Los dérganos linfoides secundarios son aquellos en los que la respuesta
inmune adaptativa sucede y donde se mantienen los linfocitos, estos
organos son los ganglios linfaticos, el bazo, el tejido linfoide asociado a
mucosas (MALT) y las placas de Peyer en el intestino. El tejido linfoide
asociado a mucosas, es una agrupacién no encapsulada situada en la
[dmina propia y submucosa del intestino, en la submucosa del aparato

respiratorio y en la submucosa del aparato genito-urinario [5].
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Figura 1.1 Esquema de la localizacién de los érganos linfoides primarios
y secundarios [1].

Los linfocitos circulantes de la sangre, antigenos y células dendriticas de
tejidos periféricos llegan a los ganglios linfaticos mediante los conductos
o vasos linfaticos. Los ganglios linfaticos presentan dos vias: la de
entrada o conductos linfaticos aferentes, vénulas del endotelio alto vy
arterias postcapilares; y la de salida, conductos linfaticos eferentes.
Histoldgicamente pueden distinguirse dos zonas en los ganglios linfaticos
la corteza y la médula. La corteza puede dividirse en paracorteza o zona

de células T y un area superficial de linfocitos B [6].
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Figura 1.2 Morfologia del ganglio linfatico. Los linfocitos T se
concentran en la paracorteza, mientras que los linfocitos B siguen su
desarrollo en los centros germinales [7].

El bazo filtra la sangre de forma similar a como los ganglios filtran la
linfa captando antigenos del torrente sanguineo, las arteriolas del bazo

estan rodeadas de linfocitos T y B formando estructuras similares a las

presentes en los ganglios linfaticos [2].

1.3 RESPUESTA INMUNE INNATA.
Es la primera linea de defensa del cuerpo contra patégenos. Estd
constituida por barreras mecanicas como la piel, la mucosa respiratoria
y gastrointestinal. También cuenta con barreras quimicas como el pH

acido del tracto gastrointestinal, enzimas y péptidos antimicrobianos, asi
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mismo, participan diversos componentes humorales y celulares. Se basa
en el reconocimiento de estructuras moleculares conservadas presentes
en los patdégenos, estas moléculas se conocen como patrones
moleculares asociados a patdgenos (PAMPs) también denominadas
moléculas asociadas a microorganismos (MAMs), que representan los
blancos de reconocimiento por parte de la respuesta innata, a través de
un grupo limitado de receptores codificados en la linea germinal, se les
conoce como receptores que reconocen patrones (PRRs), y no es
transferible. Entre las principales funciones de los PRRs esta la
opsonizacién, activacion del complemento, cascadas de coagulacion,
fagocitosis, apoptosis y cascadas de senalizacion que llevan a una
respuesta proinflamatoria [8].

Las células de la respuesta innata comprenden un diverso grupo de
células de origen hematopoyético, algunas de las cuales son residentes
de los diferentes tejidos del cuerpo como los macréfagos y las células
dendriticas; el resto son células como neutrdfilos, eosindfilos y
monocitos que circulan en la linfa y sangre para sensar la presencia de
patdogenos, ademas de tener la capacidad de reclutarse rapidamente a

los sitios de infeccién [1].
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1.4 RESPUESTA INMUNE ADAPTATIVA.

Es un sistema de proteccidén presente en los vertebrados, que provee de
una reaccién, especifica contra patdgenos, sus receptores y moléculas
no estan codificados en la linea germinal como la respuesta innata, es
transferible e inducible. La respuesta consiste de la fase de
reconocimiento, activacion, efectora y retorno a la homeostasis. La
respuesta adaptativa tiene la capacidad de generar memoria
inmunoldgica para contactos posteriores con el antigeno [1].

Debido a la limitada diversidad de los PRRs, y que los patdgenos tienden
a tener altas tasas de mutacion en su genoma, pueden escapar
facilmente de la respuesta inmune. Ademas, la habilidad para algunos
patdogenos como los virus de poder replicarse intracelularmente hace
dificil su deteccién y eliminacién. La inmunidad adaptativa es una
respuesta bioldgica altamente sofisticada que involucra los anticuerpos y
los receptores de los linfocitos T como sistemas de reconocimiento en
respuesta a las altas tasas de mutacién de los patdégenos y a la
replicacion intracelular. Estos receptores antigeno especificos estan
expresados en los linfocitos, la poblacién celular clave en la respuesta
adaptativa [1, 2].

Los anticuerpos representan una amplia gama de proteinas producida
por una subpoblacidn de linfocitos denominados linfocitos B. Estas

moléculas también conocidas como inmunoglobulinas son expresados
13



como receptores de superficie durante el desarrollo del linfocito B en la
médula dsea; cada linfocito expresa diferentes copias de un mismo
anticuerpo, por lo que se dice que cada linfocito B es antigeno
especifico. Cuando el linfocito B es estimulado por el contacto con su
antigeno especifico, este se divide y se diferencia en célula plasmatica y
linfocito B de memoria. Las células plasmaticas regresan a la médula
O0sea donde secretan anticuerpos hacia la sangre en grandes cantidades.
A diferencia de las células de la respuesta inflamatoria, los linfocitos B
pueden combatir a distancia las infecciones a través de la produccion de
anticuerpos, pero, a pesar de la efectividad de los anticuerpos, estos no
pueden atravesar la membrana plasmatica, para unirse vy
subsecuentemente destruir a los patdgenos intracelulares. Las
inmunoglobulinas estan presentes de forma soluble (anticuerpos) en el
suero y otros fluidos, o ancladas a la membrana de los linfocitos B
(receptor de linfocitos B o BCR por sus siglas en inglés). Los anticuerpos
poseen una estructura basica con forma de Y, estdn constituidos por
cuatro cadenas polipeptidicas, dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas
ligeras (L), unidas entre si por puentes disulfuro. Tanto las cadenas
pesadas como ligeras, tienen una region variable con actividad de union
al antigeno denominada Fab y otra regidon sin propiedades de unién a
antigeno denominada cristalizable o Fc. Se han descrito dos tipos de

cadenas ligeras K y A, que pueden asociarse a cualquiera de las cinco
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clases de cadenas pesadas W, 9, vy, a y €. El tipo de cadena pesada
determina la clase o isotipo de anticuerpo IgG, IgM, IgE, IgA o IgD. La
variacion dentro de los isotipos de IgG e IgA permiten diferenciar cuatro
subtipos de anticuerpos IgG en humanos: IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4 y en
el ratén IgG1, 1gG2a, IgG2b e IgG3; mientras que del isotipo IgA: IgA1l
e IgA2 en humanos. La clase o isotipo de anticuerpo determina su
capacidad para alcanzar el sitio de infeccidon y los mecanismos efectores
para el control de la infeccidon [5].

La diversidad de los anticuerpos, esta dada por una compleja serie de
eventos que incluyen recombinacion y mutaciones somaticas. Como
consecuencia de esta alta diversidad, los anticuerpos pueden reconocer
virtualmente cualquier estructura molecular, ya sea de origen bioldgico
o sintético [5].

Los linfocitos T son otro subgrupo de células del sistema inmune que le
permiten reconocer y destruir patdgenos intracelulares. Al igual que los
linfocitos B, los linfocitos T expresan un receptor antigeno especifico en
la superficie de su membrana, denominado TCR. Los linfocitos T tienen
un diverso repertorio de TCRs, que en su estructura, son muy
semejantes a las inmunoglobulinas, aunque son codificados por
diferentes genes, a través de un proceso similar de recombinacién
somatica. A diferencia de los anticuerpos, los TCRs no son secretados y

son incapaces de reaccionar con antigenos solubles, por lo cual
15



requieren de la presentacion de antigenos a través de un mecanismo
denominado “presentaciéon de antigeno”, en el cual las moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC) o antigeno humano de
leucocitos (HLA) se unen a antigenos peptidicos, para posteriormente
estimular el TCR de los linfocitos T [1].

Hay dos clases de MHC, el de clase I que se expresa en casi todas las
células nucleadas del organismo, y presenta péptidos (9-11
aminoacidos) intracelulares a los linfocitos T que expresan el marcador
de superficie CD8. EI MHC de clase II, presenta péptidos (11-20
aminoacidos) derivados de proteinas extracelulares que previamente
fueron endocitadas y degradadas [1].

La inmunidad adaptativa es caracterizada por su especificidad y el
desarrollo de la seleccion clonal de una variedad de linfocitos con
receptores especificos generados a partir del rearreglo de genes. Para
detectar, eliminar y recordar un amplio nimero de agentes patdgenos,
el sistema inmune adaptativo debe ser capaz de distinguir entre un
numero infinito de diferentes antigenos, que en ocasiones estan
estrechamente relacionados. La diversidad y especificidad de los
receptores de los linfocitos T y B es generada por un pequeno grupo de
genes (V,D y J) que aleatoriamente se ensamblan para dar la posibilidad
de un infinito niumero de combinaciones durante el desarrollo de los

linfocitos. Este procedimiento es denominado reordenamiento de V(D)J.
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La diversidad de los anticuerpos se debe a las multiples mutaciones en
el reordenamiento de los genes, conocido como el proceso de
hipermutacién somatica [2, 9].

La diversidad total de anticuerpos que puede generar un individuo se
conoce como repertorio de anticuerpos, equivale aproximadamente a
10'° especificidades diferentes, esto a su vez refleja todos los posibles
clonas de linfocitos B capaces de sintetizar y secretar inmunoglobulinas

en respuesta a un antigeno especifico [2].

1.5 QUIMIOCINAS.

Las quimiocinas son una amplia familia de proteinas cuya actividad
principal se relaciona con el trafico leucocitario a los sitios donde ocurre
el proceso inflamatorio, hoy en dia, se sabe de su participacién en la
homeostasis, activacion, maduracion y localizacion de los leucocitos.
Algunas quimiocinas también participan en procesos como la
angiogénesis y en el desarrollo de otros dérganos no linfoides, incluso
algunas quimiocinas tienen actividad antimicrobiana [10, 11].

Las quimiocinas son proteinas con peso molecular de 8 a 12kDa,
actualmente se han descrito mas de 50. Las quimiocinas son producidas

por células de diferentes linajes, de manera constitutiva o como
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consecuencia de un estimulo, por ello suelen clasificarse arbitrariamente
como quimiocinas constitutivas o proinflamatorias [12].

Las quimiocinas originalmente se nombraron en base a su funcién o con
nombres ligados a las circunstancias en que fueron descubiertas. En la
actualidad la nomenclatura de las quimiocinas se basa en la clasificacion
por familias como CCL, CXCL, y CX3CL seguida de un numero, por
ejemplo CCL13 antes MCP-4, CCL11 antes eotaxina, donde “L" se refiere
a ligando, y en la nomenclatura de receptores de quimiocina esta “"L” es
sustituida por una “R”.

Las quimiocinas se agrupan en cuatro grupos, cada una definida por la
localizacion de los dos primeros residuos de cisteina del extremo amino
terminal de la quimiocina, los cuales forman puentes disulfuro con otros
dos residuos de cisteina, estos puentes dan forma a la estructura
terciaria caracteristica de las quimiocinas. De acuerdo a la posicién de
estos residuos, las quimiocinas se dividen en cuatro familias: CC, CXC,
C, CX3C; la X indica la presencia de un aminoacido cualquiera entre las
dos cisteinas, estas diferencias estructurales se relacionan directamente

con sus diferentes funciones bioldgicas [13].
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Figura 1.3 Representacion de la estructura de los diferentes tipos de
quimiocinas. Las quimiocinas se agrupan en subfamilias de acuerdo a la
presencia de dos residuos de cisteina ubicados en el extremo amino
terminal de su estructura primaria.

Actualmente, se sabe que una quimiocina puede unirse a diversos
receptores de quimiocina, al igual que un receptor de quimiocina puede
unir diferentes ligandos, por lo que tienen diversas funciones durante la

respuesta inmune, dependiendo del receptor al que se unan y de la

célula en que este expresado el mismo [14].
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Tabla 1.1 Las quimiocinas y sus receptores.

(o[o] I § CCRS8
CCL2 CCR2
CCL3 CCR1, CCR5
CCL3L1 CCR1, CCR5
CCL4 CCR5
CCL4L1 CCR5
CCL4L2 CCR5
CCL5 CCR1, CCR3, CCR5
CCL?7 CCR1, CCR2, CCR3
CCL8 CCR2, CCR3, CCR5
CCL11 CCR3
CCL13 CCR2, CCR3
CCL14 CCR1, CCR5
CCL15 CCR1, CCR3
CCL16 CCR1, CCR3, CCR5, CCR8
CCL17 CCR4
CCL18 ?
CCL19 CCR?7
CCL20 CCR6
CCL21 CCR?7
CCL22 CCR4
CCL23 CCR1
CCL24 CCR3
CCL25 CCR9
CCL26 CCR3
CCL27 CCR10
CCL28 CCR3, CCR10
() (o] I | CXCR2, CXCR1
CXCL2 CXCR2
CXCL3 CXCR2
CXCL4 CXCR3B
CXCL4L1 ?
CXCL5 CXCR2
CXCL6 CXCR1, CXCR2
CXCL?7 CXCR2
CXCLS8 CXCR1, CXCR2
(o) (o B°) CXCR3
CXCL10 CXCR3
CXCL11 CXCR3
CXCL12 CXCR4
(o) (o I ic CXCR5
(o) (o B I ?
CXCL16 CXCR6
CXCL17 ?
XCL1 XCR1
XCL2 XCR1
CX3CL1 CX3CR1



1.5.1. Familia CC.

Este grupo de quimiocinas se encuentra codificado en el cromosoma
17q11-21 y en el 9p13, esta conformado por 29 quimiocinas, CCL1 a
CCL28 incluyendo CCL3L1, CCL4L1 y CCL4L2, excluyendo CCL6 y 9. Este
grupo de quimiocinas actua preferentemente activando monocitos,
linfocitos, eosindfilos y basodfilos, por lo que su participacién en los
procesos cronicos inflamatorios es importante. Las quimiocinas activan
sus receptores a través del extremo amino terminal; en algunos
experimentos se encontré que la adicion de un aminoacido en el
extremo amino terminal no influye en la unidén a su receptor, sin
embargo, puede modificar la potencia de la respuesta como en el caso
de CCL5 y CCL2. En el caso de CCL2, la escisidon de un aminoacido en el
extremo amino terminal produce un cambio sobre la especificidad
celular, en este caso CCL2 activa preferentemente eosindfilos sobre
basofilos. En el caso de CCL3 y CCL4 la escision de un aminoacido
aumenta su eficiencia en la activacion de su receptor.

Ademas de la quimiotaxis, las quimiocinas CC, como CCL3 tienen la
propiedad de mediar la proliferacion hematopoyética en sinergia con

otros factores de crecimiento como GM-CSF y M-CSF [13].
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1.5.2. Familia CXC.
Las quimiocinas CXC se encuentran codificadas en el cromosoma 4ql2-
13 y en el 4921. Este grupo de quimiocinas puede dividirse en dos
subgrupos en base a los tres primeros residuos que preceden al motivo
CXC: el subgrupo ELR (acido glutamico, lisina y arginina) y el subgrupo
no-ELR. Las quimiocinas del subgrupo ELR son CXCL1 a CXCL8, excepto
CXCL4 que es parte del subgrupo no-ELR conformado por CXCL9 a
CXCL17. Las quimiocinas CXC ELR quimioatraen y activan a los
neutrofilos a través de los receptores CXCR1 y CXCR2. Dentro de las
guimiocinas CXC, CXCLS8 tiene alta afinidad por los receptores CXCR1 y
CXCR2 a diferencia de las demas quimiocinas ELR. Las quimiocinas
similares a CXCL8 actuan como poderosos factores angiogénicos.
Adicionalmente se ha demostrado el potencial angiostatico de las
quimiocinas similares a CXCL4, CXCL9 y CXCL10, que inhiben el

crecimiento de tumores [13].

1.5.3. Familia XC.
Este grupo de quimiocinas esta integrado Unicamente por dos
miembros, XCL1 y XCL2. Este grupo de quimiocinas se caracteriza por
tener dos de las cuatro cisteinas que estan presentes en el resto de las
quimiocinas. Los genes que codifican para estas quimiocinas se

encuentran en el cromosoma 1. Estas quimiocinas tienen actividad
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quimioatrayente limitada a linfocitos T CD8+ activados y de sangre
periférica, también sobre los linfocitos T CD4+ y sobre las células NK

[13].

1.5.4. Familia CX3C.
Este grupo, estd conformado por un miembro, CX3CL1, también
conocido como fractalcina o neurotactina, tiene alta afinidad por el
receptor CX3CR1. Esta quimiocina tiene un dominio tipo mucina, que le
permite anclarse a la membrana celular o estar soluble como
glicoproteina, mismo que podria permitir la presentacidén directa de la
quimiocina en las células, sin necesidad de la presentacion de los
Glicosaminoglicanos (GAGs). Diversos estudios han demostrado que
CX3CL1 juega un papel importante en la inflamaciéon del sistema

nervioso central [13].

1.6 RECEPTORES DE QUIMIOCINAS.
Son proteinas que pertenecen a la familia de los receptores acoplados a
proteinas G o GPCRs (de sus siglas en inglés), también conocidos como
receptores de siete dominios transmembranales. Estos receptores se
definen por su capacidad de unirse a las quimiocinas de manera

especifica y transducir una respuesta celular [15].
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Los receptores de quimiocina se expresan preferencial vy
diferencialmente en las células del sistema inmune, es decir, algunos de
estos receptores se expresan constitutivamente en algunos tipos
celulares, mientras que en otros son inducibles. Ademas de participar en
el trafico leucocitario, y en la quimiotaxis, también participan en el
desarrollo de los sistemas: cardiovascular, gastrointestinal, nervioso e
inmune [13].

A la fecha se conocen cerca de 20 receptores de quimiocina del tipo
GPCRs, los cuales se clasifican de acuerdo al tipo de quimiocina al que
se unen; se sabe que un tipo de quimiocina puede unirse con diferente
afinidad a varios de estos receptores, ademas este tipo de receptores
pueden formar multimeros modificando la respuesta celular inducida
[15].

Las quimiocinas se pueden unir a otros receptores extracelulares no
convencionales, denominados GAGs o glicosaminoglicanos cuya funcién
es estabilizar el gradiente de concentracién de las quimiocinas en orden
de regular la quimiotaxis en los diferentes tejidos [5].

Por otro lado, existe un tercer tipo de receptor para las quimiocinas, se
les denomina receptores decoy, en este grupo de receptores esta, DARC
o también conocido como el antigeno Duffy del sistema de clasificacion
sanguineo, D6 y CCX-CKR. Los receptores decoy internalizan a las

quimiocinas y las secuestran en endosomas sin producir efectos o
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sefales, por lo que su funcidon se relaciona con el aclaramiento de

quimiocinas en los sitios donde ocurre la inflamacién[13].

1.7 FUNCIONES DE LAS QUIMIOCINAS.
Después de su descubrimiento, y la importancia de su papel como
reguladores de la migracién celular, las quimiocinas han sido
ampliamente estudiadas y se les ha relacionado con diferentes procesos
bioldgicos como la homeostasis, el desarrollo de la respuesta Thl y Th2,
la angiogénesis y la angiostasis, la inflamaciéon, metastasis y el

desarrollo de 6rganos linfoides [10].

1.7.1. Homeostasis y desarrollo.
La homeostasis se refiere al estado en el cual un organismo esta en
balance de sus funciones y componentes, en cuanto, al sistema inmune,
una infeccion podria romper dicho balance.
Diferentes estudios han revelado la participacién de diversas
quimiocinas en la hematopoyesis y en el desarrollo de dérganos, sin
embargo, la evidencia in vivo basada en los estudios en ratones
knockout provee de datos contrastantes en el efecto hematopoyético de
algunas quimiocinas y sus receptores. Por ejemplo, CCL3 inhibe el ciclo

celular, reduciendo el nimero total de células progenitoras de médula
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O0sea cuando se administra en ratones. En los ratones knockout del
receptor CCR1, el de mayor afinidad para CCL3, muestran una
potenciada mieloproliferacion y movilizaciéon leucocitaria hacia el
torrente sanguineo. CXCL12 que se expresa en médula d6sea, promueve
la proliferacidon de precursores de linfocitos B y moviliza la emigracion de
los precursores hematopoyéticos hacia la médula d6sea durante la
embriogénesis. Los ratones deficientes de CXCL12 o de su receptor
CXCR4 mueren perinatalmente, con defectos en la linfopoyesis de
células B y en la mielopoyesis, pero, los ratones que carecen de CXCL12
0 CXCR4 sufren otras anormalidades mas severas como el desarrollo
incompleto del septo cardiaco ventricular y desarrollo defectuoso del
cerebelo.

El timo es el 6rgano de mayor importancia para el desarrollo de
linfocitos T, en el cual se expresan diferentes quimiocinas con
propiedades linfoatrayentes, tales como CCL25, CCL17, CCL21, CCL19 y
CXCL12. El desarrollo de los linfocitos T en el timo, involucra diferentes
pasos de migracion, empezando por el influjo de las células precursoras
de linfocitos T de la corteza, hacia la médula, seguido de la liberacion de
los linfocitos maduros a la circulacion. Las quimiocinas dirigen este
proceso por medio de una combinacion y cambio en el patréon de
expresion en los linfocitos T en los diferentes estados de maduraciéon y

produccidon de quimiocinas en el micorambiente. CCL25 es producida por
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las células dendriticas y actia como quimioatrayente de linfocitos T
inmaduros, por lo que CCL25 dirige el influjo de los linfocitos t
inmaduros hacia el timo donde las células son seleccionadas y maduras.
Otras quimiocinas dirigen el desarrollo de los drganos linfoides
secundarios, Los ratones knock-out de CXCL13 o su receptor CXCRS5,
son deficientes en los ganglios periféricos y las Placas de Peyer, aunque
tienen un desarrollo normal de los ganglios mesentéricos. Ambos tipos
de ratones presentan una desorganizada microarquitectura en el bazo,
sin segregacion de las areas de linfocitos T y B en la pulpa blanca [10,

13, 16].

1.7.2. Inflamacidn.
Los eventos que llevan a la respuesta inflamatoria, inician con el
reconocimiento por parte de los leucocitos del sitio donde se produjo el
dafio y el subsecuente reclutamiento de células efectoras al mismo. En
este sentido, se ha demostrado que las quimiocinas participan en el
reclutamiento especifico de las diferentes subpoblaciones de leucocitos
que se encargan de remover los microbios invasores de las células o
tejidos dafiados, y de repararlos, en procesos inflamatorios agudos o
cronicos, promoviendo la infiltracion y activacion de las células
inflamatorias hacia los sitios afectados. Diversas quimiocinas de la

familia CC, incluyendo CCL3 y CCL5 son expresadas durante la
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septicemia, promoviendo el efecto proinflamatorio, mediando el influjo
especifico de leucocitos. Los miembros de la familia CXC estan
implicados en la patogénesis de la respuesta sistémica inflamatoria. En
la neumonia bacteriana, la infiltracidon de neutrofilos es mediada por
quimiocinas tipo CXC, para la eliminacién de los microorganismos
invasores, por ejemplo, la quimiocina murina KC, homdloga de la
quimiocina CXCL1 humana, aumenta la resistencia hacia el patdgeno
Klebsiella pneumoniae.[14, 16]

En asma, la submucosa de las vias aéreas menores, es infiltrada por
células mononucleares, eosindéfilos y mastocitos ocasionando hiperplasia
de las glandulas productoras de moco y fibrosis subepitelial. En los
modelos animales, la cinética de la produccién de CCL2, CCL11, CCL17 y
CCL22 se correlaciona con el reclutamiento en vias aéreas de leucocitos
que expresan los receptores especificos para estas quimiocinas. En la
Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC) hay una limitacién del
flujo de aire derivada de una inflamacién cronica por el infiltrado de
neutrofilos, macréfagos y linfocitos T CD8" productores de IFN-y que
expresan CXCR3, receptor de CXCL10, sugiriendo que CXCR3 regula el
infiltrado inflamatorio Thl patogénico durante la inflamacidén crénica de
los pulmones. La neutralizacién de CXCL10 contribuye a inhibir la

inflamacidon alérgica de vias aéreas. Por lo tanto CXCR3 entre otras
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quimiocinas participan en la inflamacién del pulmén que no
necesariamente es dominada por la respuesta Th1.[14, 16]

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria en la que las
quimiocinas juegan un papel importante en el reclutamiento leucocitario,
la angiogénesis y la proliferacion de células de musculo liso vasculares y
su migracion para formar placas. Las lesiones aterosclerdticas expresan
CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL8 y CXCLS8, su fuente principal son las
células del endotelio, del musculo liso y los leucocitos infiltrados. CCL2 y
su receptor CCR2 juegan un papel importante en la aterosclerosis. CCL2
es esencial para el reclutamiento de monocitos, tiene actividad
angiogénica e induce la proliferacion y migracion de células de musculo
liso. Los niveles de colesterol en plasma, la hipertensién y la diabetes
estimulan la liberacion de quimiocinas liberadas por las lesiones
ateroscleroticas. También, la adhesidon de los leucocitos al endotelio
aumenta la liberacién de quimiocinas favoreciendo el desarrollo de la
aterosclerosis. En el humano, algunos polimorfismos del gen del
receptor CX3CR1 confieren proteccion contra la aterosclerosis; en
ratones ApoE que manifiestan aterosclerosis, cruzados con ratones
CX3CR17" las lesiones ateroscleréticas se ven severamente reducidas,
con una disminucion en el reclutamiento de macréfagos.

En otras enfermedades como las artritis reumatoide (AR), caracterizada

por una combinacién de células asociadas a la respuesta Th1 (linfocitos
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T, neutréfilos, monocitos) en el espacio sinovial de las articulaciones, en
asociacion a la destruccion del cartilago y la remodelacion del hueso. Las
quimiocinas producidas en las articulaciones inflamadas atraen a los
leucocitos a través de la barrera endotelial para mantener activo el
proceso de la AR. En los pacientes con AR se detectan altas
concentraciones de CXCL8, CXCL5 y CXCL1 en suero, fluidos sinoviales y
tejidos sinoviales; estas quimiocinas atraen neutréfilos promoviendo la
angiogénesis. Las quimiocinas CCL2, CCL3 y CCL5 también se expresan
en la AR, atrayendo monocitos. Por otro lado, CXCL12 se expresa en el
sinovio con artritis reumatoide, incrementando la acumulacion de
linfocitos T CD4 y la disposicion de CXCR4 en el sitio de inflamacidn.
Ademads, CXCL12 bloquea la activacion de linfocitos T inducida por
apoptosis, incrementando la acumulacion de linfocitos T en el sinovio
reumatoide. Por otro lado CXCL12 podria inducir la migracion de células
dendriticas de la sangre hacia el area reumatoide, lo que la implica en
un papel perjudicial de la respuesta autoinmune.

De esta manera las quimiocinas y sus receptores se ven implicados en la
regulacién de los diferentes procesos inflamatorios patoldgicos antes

mencionados, ente otros mas como las Esclerosis Multiple [14, 16].
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Sindrome de distrés agudo
respiratorio
Asma @
Jv—“(.

,,--J(

Neumo_;g"a baéi:griana

Sarcoidosis

Neutrofilos

Eosinofilos, Linfocitos T,
Monocitos, Basofilos

Neutrofilos

Linfocitos T, Monocitos

Tabla 1.2 Participacion de las quimiocinas y sus receptores en diversas
enfermedades mflamatorlas Modlﬁcada de Luster, 1998 [14]

CXCLS8, CXCL1, CXCL2,
CXCL3, CXCL5

CCL2, CCL13, CCL3,
CCL11,CCL5

CXCLS8, CXCL5

CXCL10

}'j};g _\5-;'

Y
Glomerulonefritis

Monocitos, Linfocitos T,
Neutrofilos

CCL2, CCL5, CXCL10

Monocitos, neutrofilos

CCL3, CCL2, CXCLS, CXCL5

CCL4

Linfocitos T, Monocitos

CCL2, CCL13, CXCL10

Monocitos, Neutroéfilos,
Linfocitos T, Eosinoéfilos

CCL2, CCL3, CCL11,
CXCL10, CXCLS8

Linfocitos T, Neutrofilos

CCL2, CXCL10, CXCL9,
CXCL2, CXCLS8

Neutroéfilos, Monocitos

Linfocitos T, Monocitos

CXCLS, CXCL1, CCL2,
CCL3, CCL4

CCL2, CXCL10
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1.7.3. Actividad antimicrobiana.
La capacidad del sistema inmune para responder apropiadamente y
erradicar las infecciones microbianas depende de los diferentes factores
que lo integran. Entre estos factores hay un grupo de pequefias
proteinas o péptidos, cuya expresion y produccion es inducida por
patogenos o estimulos inflamatorios. Las quimiocinas son parte de este
grupo y como se ha sefalado anteriormente, su papel es el de reclutar y
activar a los leucocitos, por otro lado, estan los péptidos catidnicos
antimicrobianos (CAMPs, de sus siglas en inglés) que inactivan a las
bacterias, hongos y virus invasores. Ambos grupos de moléculas han
sido estudiados de manera individual, pero recientemente, se ha
descubierto que algunos de sus miembros comparten la actividad de
reclutamiento de linfocitos y de inactivacion de patdgenos. En las
plaquetas de conejo y de humano, se sabe que su actividad
antimicrobiana se debe a las quimiocinas. Ahora se sabe que existen dos
péptidos antimicrobianos, derivados de CXCL7 dentro de las plaguetas.
Adicionalmente, se demostré que la quimiocina CXCL7 completa tiene
actividad antimicrobiana contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Cryptococcus neoformans al igual que CXCL4 y CCL5, que

adicionalmente tuvieron actividad contra Candida albicans.
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Diferentes quimiocinas han demostrado tener actividad antimicrobiana
ya sea completas, o en péptidos derivados de su estructura primaria.
Por ejemplo, se identifico que CXCL8 de manera integra no tiene
actividad antimicrobiana, pero los péptidos derivados del extremo
carboxilo terminal de su estructura primaria tienen actividad en contra
de diversas bacterias Gram positivas y Gram negativas, pero no contra
levaduras como C. albicans (Ver tabla 1.3)[17].

Tabla 1.3 Actividad antimicrobiana de las quimiocinas [18].

U 0 < gdad DDId
Familia Miembro Patégeno
CXCL1 E. coli, S. aureus
CXCL2 E. coli, S. aureus
CXCL3 E. coli, S. aureus
CXCL4 E. coli, S. aureus, C. neoformans, C. albicans
CXC CXCL9 E. coli, S. aureus, L. monocytogenes
CXCL10 E. coli, S. aureus, L. monocytogenes
CXCL11 E. coli, S. aureus
CXCL12 E. coli, S. aureus
CXCL13 E. coli, S. aureus
CXCL14 E. coli, S. aureus
XC XCL1 E. coli, S. aureus
CCL1 E. coli, S. aureus
CCL5 E. coli, S. aureus, C. neoformans, C. albicans
CCLS8 E. coli
CCL11 E. coli, S. aureus
CCL13 E. coli, P. aeruginosa
CCL17 E. coli, S. aureus
cc CCL18 E. coli, S. aureus
CCL19 E. coli
CCL20 E. coli, S. aureus
CCL21 E. coli, S. aureus
CCL22 E. coli, S. aureus
CCL25 E. coli, S. aureus
cCL28 P. aeruginosa, S. mutans, K. pneumoniae, S. pyogenes, S.
aureus, C. albicans
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1.8 TUBERCULOSIS.
La tuberculosis es una enfermedad infecto contagiosa provocada por el
microorganismo  denominado  Mycobacterium  tuberculosis. La
tuberculosis ha estado presente a lo largo de la historia del hombre,
actualmente ha recobrado importancia médica debido a que han
aparecido cepas resistentes a los antibioticos de primera y segunda
linea, ademas de que suele ser una enfermedad oportunista en

pacientes inmunosuprimidos [19].

1.8.1. Mycobacterium tuberculosis.

Las bacterias del género Mycobacterium tienen forma de bacilo, no
producen esporas y no son moviles. Filogenéticamente pertenecen al
subgénero de los actinomicetos y en su genoma tienen un alto contenido
de secuencias de Guanina Citosina (GC). Su pared celular esta
constituida principalmente de acido micdlico, que le sirve como fuente
de carbono.

Durante el crecimiento de la micobacteria, la composicion lipidica de su
pared celular varia segun la disponibilidad de nutrientes. La consistencia
cerosa de la pared celular de la micobacteria le confiere caracteristicas
de hidrofobicidad, resistencia a la abrasion de acidos, resistencia a

algunos antibidticos, ademas de algunas propiedades inmunolégicas
34



distintivas. Esta caracteristica también se asocia con su lento
crecimiento y la capacidad de tomar nutrientes del medio.

A pesar de la similitud entre las especies del género Mycobacterium,
s6lo un poco porcentaje afecta a los organismos vertebrados superiores,
el resto sobrevive en el ambiente sin afectar a otros seres vivos.
Algunas especies como M. leprae o M. lepraemurium son incultivables in
vitro, ya que requieren del medio intracelular para su crecimiento, a
diferencia del complejo M. tuberculosis.

Dentro del complejo de M. tuberculosis las especies patdgenas para el
humano estdan representadas principalmente por las especies M.
tuberculosis, M. africanum y M. canetti, mientras que M. bovis y M.
microti son patdgenas para algunos animales, sin embargo, pueden
contagiar al humano.

Al igual que en el resto de los actinomicetos el LPS estd presente en la
membrana plasmatica de Mycobacterium tuberculosis, asi mismo estan
presentes proteinas transmembranales que tienen la capacidad de
monitorear la concentracion de moléculas en el ambiente, asi como
enzimas metabdlicas involucradas en la generacién de energia, divisidon
celular y replicacion de DNA.

La pared celular de M. tuberculosis es la responsable de la morfologia y
estructura del bacilo, su composicion es Unica entre los procariotes,

contiene peptidoglicano unido covalentemente al arabinogalactano, que
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mediante esterificacion se une a cadenas de acidos grasos de peso
molecular variable como el acido micélico (60 a 90 atomos de carbono).
Esta propiedad es variable entre el género Mycobacterium lo que la
convierte en una herramienta para la identificacién de la especie.

La micobacteria posee una pseudo-capsula externa a la pared celular
compuesta de lipidomanano y lipidoarabinomanano especifica para cada
especie, asi como proteinas que estan involucradas en el proceso de la
formacion de la pared celular y porinas hidroéfilas que permiten el paso
de los nutrientes solubles en agua a través de la pared celular.

La pared celular de la micobacteria carece de la membrana externa
tipica que distingue a las Gram negativas, sin embargo, la composicidon
lipidica de su pared celular difiere de la composicidon caracteristica de
peptidoglicano que distingue a las Gram positivas, por esta razon el
cristal violeta no se fija en la pared celular y las micobacterias apenas

parecen fantasmas vistas al microscopio [20].

1.8.2. Tuberculosis en la actualidad.
Segun la Organizacion Mundial de la Salud se dice que en la actualidad,
cerca de un tercio de la poblacion mundial esta infectada con el bacilo
que produce la tuberculosis, de la cual sélo el 5% llega a presentar la
enfermedad debido a padecimientos que inmunosuprimen al hospedero,

como la infeccidn por el virus del VIH.
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Por otro lado, debido al prolongado tiempo de tratamiento con
antibiéticos que reciben las personas con tuberculosis y que en
consecuencia algunos de los enfermos no concluyen el tratamiento, las
micobacterias han desarrollado resistencia a los antibidticos, derivando
en la aparicion de cepas de micobacterias resistentes al tratamiento con
isoniazida y rifampicina, denominadas multi-farmaco resistentes o MDR
(de sus siglas en inglés) incluso se ha reportado la existencia de cepas
super resistentes o XDR (de sus siglas en inglés extensively drug
resistance), es decir, que son capaces de resisitir al tratamiento con
farmacos antituberculosos de segunda linea como la kanamicina [20,

21].

1.8.3. Patogénesis de la tuberculosis en el humano.
La tuberculosis es una enfermedad que se transmite por medio de
particulas de aerosol exhaladas por un individuo infectado, por lo que el
pulmén es el érgano primario donde se aloja, pero puede infectar
cualquier otro d6rgano. La constitucidon genética, el estado fisico y de
salud de las personas, influye en la predisposicion al desarrollo de la
tuberculosis, por lo tanto, algunos individuos pueden resolver la
infeccion de manera autolimitante, mientras que otros desarrollan la

enfermedad debido a alguna deficiencia en su sistema inmune.
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La patogénesis de la tuberculosis es el resultado de la interaccidon entre
la virulencia de M. tuberculosis y el sistema inmune del hospedero. En
un individuo inmunocompetente que no ha tenido contacto previo con el
bacilo, la patogénesis se basa en el desarrollo de la inmunidad celular
especifica que confiere resistencia al organismo y resulta en la
hipersensibilidad del tejido a los antigenos de la micobacteria. Las
caracteristicas patoldgicas de la tuberculosis como los granulomas y la
cavitacion son el resultado de la hipersensibilidad destructiva del tejido
que es parte de la respuesta inmune del hospedero. Debido a que
ambos procesos son regulados por las mismas células efectoras, la
apariciéon de hipersensibilidad en el tejido, también significa la
adquisicion de inmunidad del hospedero.

El desarrollo de la tuberculosis en el humano, comienza una vez que la
micobacteria ha sido fagocitada por los macréfagos, a través de la
interaccién del receptor de manosa del macrofago y los receptores del
complemento que reconocen diversos componentes de la pared de M.
tuberculosis. En el endosoma M. tuberculosis es capaz de manipular el
pH endosomal y arrestar su maduracion, impidiendo la formacion del
fagolisosoma y permitiendo asi la proliferacion de la micobacteria. Esta
fase primaria de la enfermedad es caracterizada por la proliferacion

bacilar en los macrofagos alveolares y espacios aéreos. A pesar de la
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bacteremia, muchos pacientes permanecen asintomaticos o tienen
sintomas moderados parecidos a la gripe comun.

El desarrollo de la inmunidad celular ocurre aproximadamente 3
semanas después de la exposicion. Los antigenos procesados son
llevados hacia los ganglios linfaticos y son presentados a través del MHC
IT (Major Histocompatibility Complex II, de sus siglas en ingles) por las
células dendriticas a los linfocitos T CD4". Bajo la influencia de los
macrdéfagos productores de IL-12, los linfocitos T CD4% secretan
citocinas proinflamatorias Thl, como IFN-y que a su vez facilita la
activacion de macroéfagos.

Los macrofagos también secretan citocinas reguladoras como TNF, para
reclutar monocitos y formar el granuloma, ademas los macréfagos
expresan la enzima iNOS (inducible Nitric Oxyde Synthase), que es la
responsable del aumento de los niveles de éxido nitrico y otras especies
reactivas de oxigeno en el sitio de la infeccion. En consecuencia, el
desarrollo de una respuesta celular tipo Thl es esencial para la
protecciéon del hospedero. Por lo tanto, la infeccion primaria con M.
tuberculosis induce hipersensibilidad y resistencia, ademas de cicatrices
gue pueden contener bacilos viables por mucho tiempo, quizas el tiempo

de vida del hospedero [19, 21].
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1.9 MODELO MURINO DE INFECCION CON TUBERCULOSIS.

En el campo cientifico existen diferentes modelos animales para evaluar
la respuesta inmune en contra de la infeccidon con tuberculosis, como la
infeccion experimental en ratones, conejos y cobayos. Actualmente el
empleo de ratones de la cepa BALBc ha sido una herramienta
importante en el estudio de esta enfermedad infecciosa debido a la poca
variabilidad en la respuesta inmune y de la variacidn genética de la
cepa. La via de infeccion también puede influir en el tipo de respuesta
inmune, por lo que la infeccion intratraqueal asegura que la mayoria de
las micobacterias queden depositadas en el pulmén. Por otro lado, para
asegurar la infeccidn y el desarrollo de la tuberculosis, se emplean dosis
altas de micobacterias 1X10° y 2.5X10°, esto debido a que el ratén no
es un hospedero natural de las micobacterias.

El modelo de infeccion experimental con tuberculosis en el ratdon, se
caracteriza por tener dos fases: la primera o fase temprana en la que
predomina la respuesta celular tipo Thl y la segunda o fase tardia en la
que la respuesta celular se caracteriza por la presencia de linfocitos Th2

[21, 22].
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1.9.1. Fase temprana.

La fase temprana de la infeccién se caracteriza por la presencia de
infiltrado inflamatorio en la zona peribronquial y perivascular de los
pulmones. El infiltrado inflamatorio estd formado principalmente por
macrofagos y linfocitos. El cdmulo de macréfagos y linfocitos T forman
una estructura ovoide o circular denominada granuloma, caracteristica
de la histopatologia de la tuberculosis, esta estructura es la encargada
de delimitar el crecimiento de la micobacteria en los pulmones. Los
granulomas aparecen a partir de la segunda semana de infeccion y en el
dia 21 alcanzan su maxima madurez.

Durante la fase temprana de la infeccién, los linfocitos T secretan
citocinas proinflamatorias como IFN-y e IL-2 caracteristicas de la
respuesta celular tipo Thl. La secrecion de IFN-y activa los macréfagos e
induce la produccion de la enzima iNOS, que es importante para la
destruccién de las micobacterias, mientras que IL-2 induce Ila
proliferacion linfocitaria lo que permite el control temporal de la
infeccion. Por otro lado los macréfagos producen IL-1 y TNF-a que en
conjunto estimulan la expresion de IL-2 y su receptor, ademas de la
activacion de macrofagos, permitiendo el control temporal de la

infeccion [21].
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1.9.2. Fase avanzada o progresiva.
Esta fase se presenta a partir de la octava semana de infeccién y se
caracteriza por el incremento de micobacterias, asi como de las areas
neumonicas, necrosis y fibrosis intersticial. En esta fase de la infeccidn,
los linfocitos T secretan citocinas tipo Th2 como las interleucinas 4, 5, 6,
10 y 13. La secrecién de IL-4 induce la diferenciacion de linfocitos B
productores de anticuerpos, que no se consideran protectores, mientras
que en conjunto con IL-10 y la IL-13, neutraliza la respuesta
inflamatoria Th1. Debido a la aparicion de los linfocitos Th2 se considera
que el efecto protector de los linfocitos Thl es disminuido y por lo tanto
hay una desviacién de la respuesta celular hacia una respuesta humoral,
contribuyendo al progreso de la enfermedad. A su vez, los macréfagos
sufren cambios morfoldgicos que afectan su respuesta debido a la gran
cantidad de micobacterias que fagocitan y a la presencia de vacuolas
con material bacteriano, principalmente lipoarabinomanano, un
constituyente de la pared celular de las micobacterias, que es muy
eficiente en la inactivacién de los macréfagos. Ademas los macréfagos
vacuolados disminuyen la produccion de IL-1, TNF-a y de la iNOS, asi
como incrementan la produccién de citocinas antiinflamatorias como la
IL-10 y el TGF-B, este ultimo induce la proliferacidon de fibroblastos y la

sintesis de colageno, lo que genera fibrosis en el pulmén.
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La inclinacion de la respuesta celular hacia una respuesta Th2 favorece
el desarrollo de areas neumonicas en el pulmdn y culmina con la muerte

del ratén debido a una insuficiencia respiratoria [21].

1.10 LAS QUIMIOCINAS Y LA TUBERCULOSIS.

Como se ha descrito anteriormente, cuando el pulmén es infectado por
Mycobacterium tuberculosis, diversas células del sistema inmune migran
en el pulmén hacia el sitio donde ocurre la infeccién para formar el
granuloma. El granuloma es una estructura que se encarga de delimitar
la infecciébn y la propagacién del bacilo, pero en la actualidad se
desconoce el mecanismo preciso por el cual se forma o se mantiene, sin
embargo, se ha descrito que las quimiocinas juegan un papel importante
en el reclutamiento celular.

En este sentido, sabemos que el trafico leucocitario, es un proceso
comprendido por diferentes pasos incluyendo el rodamiento, adhesion y
migracion a través del endotelio hacia los tejidos. Este proceso, es
regulado por diferentes moléculas como las adhesinas, integrinas,
selectinas, las quimiocinas y sus receptores. Las quimiocinas son una
familia de moléculas que actuan como sefales constitutivas para la

formacion de tejidos, asi como actlan de manera inducible, en
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respuesta al estrés fisioldgico como el estimulo inflamatorio, como

podria ser una infeccion.

Diversos estudios se han centrado en analizar la participacién de las
qguimiocinas y sus receptores en la tuberculosis, se ha encontrado que
en los macréfagos alveolares de pacientes enfermos de tuberculosis hay
una elevada expresiéon de CCL2, CCL3 y CCL5, comparado con la
expresion en monocitos de sangre periférica de estos pacientes. Por otra
parte, en el modelo murino se ha reportado la expresion de CCL2, CCL3,
CCL7, CCL12, CXCL2 y CXCL10 en el pulmdn de ratones infectados, asi
como en cultivos de macréfagos estimulados con diferentes cepas
virulentas de M. tuberculosis. También se ha demostrado la expresion
de CXCL8 y CCL2 en infecciones in vitro de la linea celular A549 (células
del endotelio alto de pulmén). Las células murinas pleurales del
mesotelio, estimuladas con BCG e IFN-y recombinante, expresan CCL2 y
CCL4 en una manera dosis dependiente. Los granulocitos obtenidos de
sangre de pacientes con tuberculosis producen CXCL8 y CXCL1 en
respuesta al lipidoarabinomanano de M. tuberculosis. En células
epiteliales bronquiales de pacientes con tuberculosis IFN-y, estimula la
expresion y produccion de CXCL9, CXCL10 y CXCL11. En la
caracterizaciéon de la expresion in vivo de las quimiocinas, se ha

demostrado que en lavados bronquioalveolares hay niveles elevados de

44



CCL2, CCL5, CCL7, CCL12, CXCL8 y CXCL10 en pacientes con
tuberculosis, y la sobre-expresiéon de CCL5 puede estar relacionada con

el numero de células presentes en los lavados bronquioalveolares.

La coinfeccion de M. tuberculosis y VIH incrementa la expresion en
monocitos de CCR5 y CXCR4 en respuesta a M. tuberculosis. Asi mismo,
se cree que esto incrementa la infeccion por el virus. En estudios en los
que se estimula sangre completa con lipidoarabinomanano de M.
tuberculosis la expresion de CCR5 y CXCR4 aumenta. Por otro lado, la
coinfeccién con VIH disminuye la produccion de CCL3 y CCL5 en PBMC
(monocitos de sangre periférica, de sus siglas en inglés), aumentando el
numero de receptores libres, lo que permite al virus unirse a la célula e
interferir en el reclutamiento leucocitario necesario para la formacién del

granuloma y el control del crecimiento de la micobacteria [23].
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2. ANTECEDENTES.

En el laboratorio donde se desarrollo este trabajo, se lleva a cabo el
estudio de la biologia de las quimiocinas, particularmente se estudia a la
quimiocina CCL13, denominada originalmente MCP-4 (de sus siglas en
inglés, Monocyte Chemoattractant Protein 4). La quimiocina CCL13 esta
conformada por 75 aminodacidos y tiene un peso molecular de 8.6 kDa
aproximadamente; tiene afinidad sobre los receptores CCR1, CCR2 y
CCR3. Ejerce su actividad quimioatrayente sobre linfocitos T activados,
monocitos, eosindfilos y basofilos [24].

Para definir las secuencias de péptidos involucradas en la funcién de
CCL13, se sintetizaron diferentes péptidos a partir de su estructura
primaria. Con base a que CCL13 ha sido relacionada con enfermedades
alérgicas inflamatorias como el asma vy la rinitis alérgica, se probaron los
diferentes péptidos sintéticos, con el fin de caracterizar su papel en la
modulacién de las funciones mediadas por quimiocinas in vivo e in vitro.
Los resultados de este trabajo demostraron que un péptido denominado
CDIP-2 (de sus siglas en inglés, Chemokine Derived Inhibitory Peptide
2) tiene actividad antagonista de la quimiotaxis in vitro utilizando lineas
celulares monociticas. Ademas CDIP-2 redujo el infiltrado perivascular y

peribronquial, y la sobreproduccion de moco en un modelo murino de
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inflamacién alérgica pulmonar inducido por ovoalbuUmina. Asi mismo
tiene efecto antagonista de la inflamacion en otros modelos de ratdn,
como el de peritonitis y el de bolsa de aire [25].

Por otra parte, se ha demostrado que las quimiocinas tienen actividad
antimicrobiana, y CCL13 es el Unico miembro de la subfamilia de las
guimiocinas MCP que ha demostrado tener dicha propiedad. Por lo que,
para determinar los residuos de aminodacidos involucrados en la
actividad antimicrobiana de CCL13, se probaron los diferentes péptidos
sintéticos, contra diferentes cepas bacterianas incluyendo Pseudomonas
aeruginosa. Como resultado de este trabajo se observd que un péptido
denominado CDAP-4 (de sus siglas en inglés, Chemokine Derived
Antimicrobial Peptide 4), disminuyo la viabilidad P. aeruginosa in vitro,
utilizando el método de cuantificaciéon de ATP, por luminiscencia y el
numero de unidades formadores de colonias (UFCs). Ademas, mediante
microscopia electronica de transmision, se observaron disrupciones en la
pared celular y vaciamiento del contenido intracelular de las bacterias,
después de ser tratadas con el péptido. Mediante estudios de
modelacion por computadora, se observd que CDAP-4 tiene una
distribucion de carga positiva, una caracteristica determinante para la

actividad microbicida de los péptidos antimicrobianos naturales[26].
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La evidencia anterior sugiere que CDIP-2, y CDAP-4 pueden emplearse
como agentes terapéuticos en procesos inflamatorios asociados a

infeccion.

3. JUSTIFICACION.

La resistencia a los diferentes farmacos disponibles en el mercado para
el tratamiento de la tuberculosis, los efectos adversos derivados del uso
prolongado de los mismos y el aumento en la susceptibilidad de los
pacientes inmunosuprimidos para desarrollar la enfermedad, ha
provocado que la tuberculosis resurja como una enfermedad de
importancia mundial. Por otro lado, en la patologia de la tuberculosis la
neumonia es una de sus principales complicaciones, que puede llegar a
ser mortal. Asi mismo, la aparicion de cepas resistentes a los farmacos
de primera y segunda linea, ha llevado a la comunidad cientifica al
desarrollo de nuevos agentes terapéuticos para el tratamiento de la
tuberculosis [19-21].

En este trabajo se plantea la utilizacion del péptido inhibitorio CDIP-2,
para disminuir el infiltrado inflamatorio asociado a la infeccion por M.
tuberculosis, en combinacidon con el péptido antimicrobiano CDAP-4 para
controlar el crecimiento de la micobacteria en el pulmén, en un modelo

murino de infeccidon con tuberculosis.
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4. HIPOTESIS.
La administracion combinada de los péptidos CDIP-2 y CDAP-4 en un
modelo murino de infeccidn con Mycobacterium tuberculosis disminuira

el infiltrado inflamatorio y el nUmero de micobacterias viables.

5. OBJETIVO GENERAL.
Estudiar el efecto producido por la administracion de los péptidos CDIP-
2 y CDAP-4 en un modelo murino de infeccion con Mycobacterium
tuberculosis.
5.1 Objetivos particulares.

a) Evaluar el efecto en la sobrevivencia de los ratones
infectados con la cepa experimental Mycobacterium
tuberculosis H37Rv, tratados con CDIP-2 y CDAP-4.

b) Evaluar el efecto en la sobrevivencia de los ratones
infectados con la cepa resistente a farmacos Mycobacterium
tuberculosis MDR, tratados con CDIP-2 y CDAP-4.

c) Determinar el efecto de la administracion de CDIP-2 vy
CDAP-4 sobre el numero de UFCs en el pulmén de los

ratones infectados con Mycobacterium tuberculosis H37Rv.
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d)

f)

9)

h)

Determinar el efecto de la administracién de CDIP-2 vy
CDAP-4 sobre el niumero de UFCs en el pulmén de los
ratones infectados con Mycobacterium tuberculosis MDR.
Evaluar el efecto de la administracién de CDIP-2 y CDAP-4,
en el infiltrado inflamatorio del pulmén de ratén infectado
con Mycobacterium tuberculosis H37Ruv.

Evaluar el efecto de la administracién de CDIP-2 y CDAP-4,
en el infiltrado inflamatorio del pulmdén de ratdon infectado
con Mycobacterium tuberculosis MDR.

Cuantificar la citocina tipo Th1l IFN-y, y la citocina tipo Th2
IL-4, en el suero de los ratones infectados con
Mycobacterium tuberculosis H37Rv.

Cuantificar la citocina tipo Th1l IFN-y, y la citocina tipo Th2
IL-4, en el suero de los ratones infectados con

Mycobacterium tuberculosis MDR.
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6. METODOLOGIA.

6.1 Preparacion de las micobacterias.
Se utilizaron micobacterias congeladas a -70°C. Para reactivarlas se
disgregaron y suspendieron en medio de cultivo Middlebrook liquido y se
incubaron en agitacion durante 14 dias a 37°C, de acuerdo a los
procedimientos de seguridad del laboratorio de patologia experimental
del Instituto Nacional de Nutricion. Después de haber crecido las
micobacterias, se contaron, y se realizd el ajuste necesario para
obtener 250,000 bacterias en 100uL de vehiculo. Las cepas de
Mycobacterium tuberculosis H37Rv y MDR fueron porporcionadas por el
laboratorio del Dr. Rogelio Hernandez del Instituto Nacional de Nutricidon

Salvador Zubiran.

6.2 Infeccion pulmonar murina con Mycobacterium tuberculosis
H37Rv y MDR.

El procedimiento de infeccidn se llevo a cabo en el bioterio del Instituto

Nacional de Nutricién, de acuerdo a los procedimientos de seguridad del

mismo. Antes de la infeccidon, los ratones fueron sedados con un

anestésico inhalatorio comercial (Sevorane, Laboratorios Abbott ®). Una

vez sedado el raton, se le introdujo una canula a través de la traquea
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para depositar la suspensidn micobacteriana en los pulmones. Cada

raton fue infectado con 100uL de una suspensién con 2500 UFCs/pL.

6.3 Disefio experimental.

El modelo animal utilizado en este trabajo, se caracteriza por presentar
dos fases de la enfermedad: la primera o fase temprana en que la
inflamacion induce la formacion de granulomas y la segunda o fase
avanzada que difiere por la presencia de neumonia en todo el tejido.
Para realizar este experimento, se utilizaron 80 ratones machos, de 4-6
semanas de edad, de la cepa BALBc obtenidos del Instituto Nacional de
Nutricion. La mitad de los ratones fueron infectados con Mycobacterium
tuberculosis H37Rv y el resto fueron infectados con Mycobacterium
tuberculosis MDR. De cada uno de los grupos de ratones, 10 fueron
tratados Unicamente con el vehiculo (solucién salina), 10 fueron
tratados con CDIP-2 a una concentracion de 50ug/uL, a otros 10 se les
administré CDAP-4 a una concentracion de 50pg/uL, y otros 10 fueron
tratados con una combinacién de los péptidos CDIP-2 y CDAP-4, a una
concentracion de 50ug/pL cada uno.

A cada raton le fueron administradas 5 dosis del tratamiento
correspondiente cada 72 horas durante 12 dias por la via intratraqueal
(IT). Al final del tratamiento los ratones fueron sacrificados y disectados

para llevar a cabo el analisis experimental correspondiente. Todas las
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muestras de tejidos y sangre fueron almacenadas a -70°C, excepto
aquellos utilizados para histologia. Todos los ratones fueron tratados
bajo condiciones de esterilidad y seguridad, en el bioterio del Instituto
Nacional de Nutricidn. En el siguiente esquema se resume el protocolo

empleado para el desarrollo de este trabajo:

Dia
30
Balb/c -
Dia .
4-6 semanas L 1 1% Dosis de
1. tratamientoIT:

" l. Solucién salina o .
InfeccionIT (250,000 UFC): » I. CDIP-2 2" Dosis del
M. tuberculosis H3TRV Il. CDAP-4 tratamiento
M. tuberculosis MDR IV. CDIP-2+CDAP-4

3% Dosis del

5% Dosis del 4° Dosis del
‘ ‘ tratamiento

tratamiento tratamiento

P> Histologia de pulmoén, tincién H/E

P Homogenizadode pulmén, UFCs

P> Cuantificacion de citocinas, ELISA

P> Analisis del efecto protector de los péptidos, Curva de sobrevida

Figura 6.1 Esquema resumido de la estrategia experimental. En el
primer dia los ratones fueron infectados con la cepa H37Rv o MDR; 30
dias después se inicio el tratamiento via IT con CDIP-2, CDAP-4 o
Solucién Salina. El tratamiento se administré cada tercer dia, y en el dia
15 los ratones fueron sacrificados para el analisis experimental.
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6.4 Analisis histoldgico del pulmén de ratén.
Para evaluar el efecto de los péptidos sobre el infiltrado inflamatorio
debido a la infeccion con Mycobacterium tuberculosis, después de
sacrificado el raton, se extrajo un pulmén y se preservdé en
paraformaldéhido al 4%, posteriormente fue embebido en parafina para
hacer los cortes en el microtomo. La tincién utilizada para el analisis
histologico fue Hematoxilina-Eosina (HE). Después de realizados los
cortes se realizd el analisis morfométrico mediante microscopia simple y
la herramienta “Measure” del programa de cémputo Imagel v.1.44®. El
analisis morfométrico consistio en medir la superficie total del corte
histologico de pulmodn, el cual se considero como el 100% del area,
posteriormente el corte fue dividido en cuadrantes del mismo tamafio y
en cada uno se midié la superficie de las dreas neumodnicas, es decir, las
areas del tejido afectadas por la inflamacion severa debida a la
tuberculosis. Finalmente se sumaron las superficies neumonicas, se hizo
la relacién de estas respecto al total de la superficie del corte histoldgico

y esto se considero como el porciento de drea neumaonica.
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6.5 Cuantificacién de IFN-y e IL-4 en suero.
La cuantificacién de las citocinas IL-4 e IFN-y, fue realizada mediante un
ensayo de ELISA tipo sandwich utilizando kits comerciales de la marca
BioLegend. Cada ensayo fue estandarizado de acuerdo a la curva de
calibracion indicada en el inserto del kit comercial. Cada una de las

muestras fue determinada por duplicado.

6.6 Curva de sobrevivencia de los ratones.
Esta curva se realizd registrando el deceso de los ratones cada dia
durante el periodo de administracion del tratamiento con CDIP-2 y

CDAP-4.

6.7 Cuantificacion de Unidades Formadoras de Colonias en
pulmon.

Para determinar el efecto sobre las UFCs de pulmédn, se tomo una parte
del pulmdn congelado y se disgrego en 2mL de PBS con Tween al 10%
de concentracién. A partir de este tubo homogenizado (concentrado) se
tomaron 50uL de muestra y se realizaron 4 diluciones seriadas de 1 en
10 partes. Posteriormente se pusieron 10uL de cada concentrado y cada
dilucidn, sobre placas con medio Middlebrook solidificado con agar como

se muestra en la figura 6.2. Cada concentrado y dilucion de cada
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muestra se plaqueo por duplicado. Finalmente las placas fueron
incubadas a 37°C durante 14 dias, tiempo después del cual se realizé el

conteo de UFC’s con un microscopio simple.

10uL
A0 C 1
3 2
2mL ) : 5
450pL
Dilucién Concentrado 1:10 1:100 1:1000 1:10,000
Fl:?i‘ifl?:?ﬁdne 100 10 102 | 103 | 102

Figura 6.2 Esquema del procedimiento para la preparacion de las
diluciones del homogenizado de pulmoén para la cuantificacion de UFCs.

Para determinar el nUmero de UFCs, se utilizd el método de conteo en
placa, y el siguiente algoritmo:

UFCStotal = NO. Coloniaspiaca X 10° x Factor de dilucidn x 2 pulmones
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7. RESULTADOS
7.1 La administracidon de la combinacion de los péptidos CDIP-2
y CDAP-4 tiene un efecto en la sobrevivencia del ratén
infectado con Mycobacterium tuberculosis H37Ruv.
Para determinar si la administracion de CDIP-2 o CDAP-4 mejora la
resistencia y sobrevivencia de los ratones, se registré el numero de
ratones muertos durante el tratamiento con los péptidos y se realizé una

curva con el porciento de sobrevivencia.

100-
% H37Rv+SS
80 = H37Rv4+CDIP-2
= - H37Rv+CDAP-4
2 60- —l = H37Rv+CDIP-2+CDAP-4
5 ‘
40+
ES
20+
0 . T T T r .
30 33 36 39 42 45 48

Dias

Figura 7.1 Curva de sobrevivencia de los ratones infectados con
la cepa H37Rv de M. tuberculosis. Resultados representativos de un
experimento. El andlisis estadistico se realiz6 mediante la prueba Chi

cuadrada (X?).
En la figura 7.1 se puede observar que sobrevivio el 44% de los ratones

tratados con la combinacién de CDIP-2 y CDAP-4, al igual que los

57



ratones tratados con CDAP-4, respecto al grupo control del cual
sobrevivié el 33% al final del experimento. Ademas se observd que solo

sobrevivio un 22% de los ratones tratados con CDIP-2.

7.2 La administracién de CDIP-2 y CDAP-4 disminuye el niumero
de UFCs en los pulmones del ratdon infectado con
Mycobacterium tuberculosis H37Rv.

Para evaluar el efecto antimicrobiano de CDIP-2 y CDAP-4, en las UFCs
de los pulmones de ratén infectados con M. tuberculosis H37Rv, se
homogenizaron los pulmones infectados y mediante la técnica de conteo

en placa se determiné el nUmero de UFCs.

6.0x10%8 -
5.0x109% -
4.0x109 -

3.0x109% +

2.0x109 -

H37Rv UFC/pulmon

1.0x10 98 -

0.0-

Figura 7.2 UFCs totales de pulmoén infectado con M. tuberculosis
H37Rv. Grafico representativo de un experimento, cada muestra se
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sembré por duplicado. El analisis estadistico se realizd mediante una
prueba de ANOVA, con una p<0.05.

En la figura 7.2 se puede observar, que los ratones tratados con la
combinacién de CDIP-2 y CDAP-4, hay un crecimiento de 2X10’ UFCs,
en comparaciéon a los ratones tratados con solucion salina, en los cuales
el crecimiento fue aproximadamente de 1.98x10® UFCs, lo que
representa una disminucién en el nUmero de micobacterias viables. Por
otro lado, en los ratones tratados con CDAP-4 no hubo diferencia en el
numero de UFCs respecto a los ratones del grupo control, y en los

ratones tratados con CDIP-2 hay un aumento en el numero de UFCs.

7.3 La administracion de CDIP-2 y CDAP-4 disminuye el
infiltrado inflamatorio en los pulmones del ratéon infectado con
Mycobacterium tuberculosis H37Rv.

Para evaluar el efecto de CDIP-2 y CDAP-4 en el infiltrado inflamatorio
de los pulmones de ratén infectados con M. tuberculosis H37Rv se
realizaron cortes histoldgicos de pulmon y se tifieron por la técnica de
Hematoxilina-Eosina, posteriormente los tejidos fueron analizados
mediante el software Imajel v.1.44® para estimar el porcentaje de

tejido afectado por la neumonia.

59



H37Rv +

A E A
- ia 5

0
V3]
+
=
o
P~
m
I -/

4x z e 10x

5 100+

E'I\I .B A <. gmea S I I —
o 3 80 e
fa Eg
: . N
= “’E
& 7 AAN G ke 82 4 i
{ i A o g

4% M 10x | - g %

T . ey , i - 204

ol < G e (TN
o T T T
4
< <
[ &)
+
=
=
M . Ky
a5 4x - - 10x é\q'
Y P H
| »
<
0
L)
+
s
& i .
0 £ Bt
O _' % L, AN S ‘, 10x

Figura 7.3 CDIP-2 y CDAP-4 tienen un efecto sobre el infiltrado
inflamatorio del pulmoén infectado con M. tuberculosis H37Rv.
Micrografias representativas de un experimento, vistas con el objetivo
4x (A, B, C, D) y 10x (E, F, G, H). El porcentaje de tejido afectado por
neumonia se obtuvo del promedio de n=4 para SS, CDIP2+CDAP-4;
n=3 para CDIP-2 y CDAP-4. El analisis estadistico se realizd6 mediante
una prueba de ANOVA con una P<0.05.

En la figura 7.3 A, B, C y D se puede observar que en los pulmones de
los ratones tratados con la combinacion de CDIP-2 y CDAP-4 hay una
menor proporcidn de tejido afectado con neumonia, en comparacion con

el grupo de ratones tratados con solucién salina. Esto se pudo
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corroborar al hacer el grafico del por ciento de areas neumodnicas de
cada grupo; en dicho grafico se puede observar que los ratones tratados
con la combinacion de CDIP-2 y CDAP-4 tienen un 4.7% de afectacién
por neumonia a diferencia de los ratones tratados con solucion salina,
en los que el por ciento de drea neumonica es del 80%. En cuanto a los
ratones tratados con CDIP-2 y los ratones tratados con CDAP-4 no se
observo una diferencia significativa en la disminucion del infiltrado

inflamatorio respecto al grupo control.

7.4 El tratamiento con los péptidos CDIP-2 y CDAP-4 no
modifico la produccién de las citocinas IFN-y e IL-4 en el suero
de ratones infectados con Mycobacterium tuberculosis H37Rv.

Para determinar si la administraciéon de CDIP-2 y CDAP-4 tienen efecto
en la produccién de las citocinas IL-4 e IFN-y, se utilizd el ensayo de
ELISA para cuantificar estas citocinas en el suero de los ratones

infectados con M. tuberculosis H37Rv.
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Figura 7.4 Efecto de la aplicacion de CDIP-2 y CDAP-4 en la
produccion de las citocinas IFN-y e IL-4. Grafico de los resultados
representativos de un experimento. A) Concentracion sérica de IL-4, B)
Concentracion sérica IFN-y. El analisis estadistico se realiz6 mediante la
prueba de ANOVA y una p<0.05, la linea horizontal roja, representa el
limite de deteccidon para cada citocina (ver apéndice I).

En la figura 7.4 se puede observar que para los ratones tratados con la
combinacién de CDIP-2 y CDAP-4, los tratados con CDIP-2, los tratados
con CDAP-4, no se encontré una diferencia significativa respecto de los
ratones tratados con solucidn salina, debido a que el método utilizado no
fue lo suficientemente sensible para determinarla. Por otro lado, se pudo
cuantificar IFN-y en el suero de los ratones infectados con H37Rv, sin

embargo, no se detectaron diferencias entre los ratones tratados con la

combinacion de CDIP-2 y CDAP-4, los tratados con CDIP-2 y los que

62



recibieron CDAP-4 como tratamiento, con respecto al grupo de ratones

gue Unicamente se les administré solucién salina.

7.5 La administracién de la combinacién de los péptidos CDIP-2

y CDAP-4 tiene un efecto en la sobrevivencia del ratdén
infectado con Mycobacterium tuberculosis MDR.

Al igual que en los ratones infectados con M. tuberculosis H37Rv, se

registré el niumero de ratones muertos debido a la infeccién con M.

tuberculosis MDR durante la administracion de los diferentes

tratamientos y hasta la conclusién de los mismos.

100
l l -+ MDR+SS

30- | = MDR4+CDIP-2
s - -+ MDR+CDAP-4
g 60 — -+ MDR4+CDIP-24CDAP-4
°
@ 40-
xR

204

0

30 33 36 39 42 45 48

Dias
Figura 7.5 Curva de sobrevivencia de los ratones infectados con
la cepa H37Rv de M. tuberculosis. Resultados representativos de un

experimento. El analisis estadistico se realizé mediante la prueba Chi
cuadrada (X?).
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En la figura 7.5 se puede observar que al final del experimento
sobrevivié el 88% de los ratones tratados con CDIP-2 y CDAP-4,
mientras que del grupo control sobrevivio el 75%. Respecto a los
ratones tratados con CDIP-2 y los tratados con CDAP-4 sobrevivid el

56%.

7.6 La administracion conjunta de CDIP-2 Y CDAP-4 disminuye
el nimero de UFCs en los pulmones del ratén infectado con
Mycobacterium tuberculosis MDR.

El nimero de micobacterias viables se determind utilizando el método
de conteo en placa de UFCs de la misma manera que se utilizé para
determinar las UFCs viables de los ratones infectados con M.

tuberculosis H37Rv.
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Figura 7.6 UFCs totales de pulmoén infectado con M. tuberculosis
H37Rv.Grafico representativo de un experimento, cada muestra se
sembré por duplicado. El analisis estadistico se realizd mediante una
prueba de ANOVA, con una p<0.05.
En la figura 7.6 se puede observar que los ratones tratados con la
combinacién de CDIP-2 y CDAP-4, y los tratados Unicamente con CDAP-
4 tienen 3.6X107 y 1.3X10’ UFCs respectivamente, en comparacidén con
los ratones tratados con solucidn salina cuyo numero de UFCs fue
cercano a 9.1X10’. Por otro lado, crecieron 1.9X10® UFCs en el
homogenizado de pulmén de los ratones tratados con CDIP-2, es decir,
el doble de los ratones tratados con solucidn salina.

7.7 La administracion de CDIP-2 Y CDAP-4 disminuye el

infiltrado inflamatorio en los pulmones de ratédn infectado con

Mycobacterium tuberculosis MDR.
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Se realizd la tincion de Hematoxilina-Eosina para analizar los cortes
histolégicos del pulmén con tuberculosis, posteriormente mediante el
programa de coémputo Imajel v.1.44® se determind el porcentaje de

area neumonica.
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Figura 7.7 CDIP-2 y CDAP-4 tienen un efecto sobre el infiltrado
inflamatorio del pulmén infectado con M. tuberculosis MDR.
Micrografias representativas de un experimento, vistas con el objetivo
4x (A, B, C, D) y 10x (E, F, G, H). El porcentaje de tejido afectado por
neumonia, se obtuvo del promedio de n=4 para CDAP-4 y CDIP-2 +
CDAP-4; n=5 para CDIP-2 y SS. El andlisis estadistico se realizd
mediante una prueba de ANOVA y una P<0.05.

En la figura 7.7 A, B, C y D se puede observar que el tejido de pulmodn

afectado por la neumonia, dentro de los cuadros azules y en la
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ampliacidon de 10X se puede observar la inflamacién peribronquial en los
diferentes tratamientos, por lo que se realizd el andlisis morfométrico
para poder comparar el efecto de los péptidos en el infiltrado
inflamatorio. En el grafico de la figura 7.7 se puede observar que los
ratones tratados con la combinacién de los péptidos CDIP-2 y CDAP-4 y
los ratones tratados solamente con CDAP-4 presentan 30 y 20 % de
areas neumonicas, respectivamente, 2 veces menos en comparacion con
el grupo control que presentéd un 90% de areas neumonicas. El péptido
CDIP-2 presentd aproximadamente un 90% de areas neumonicas en el

tejido.

7.8 La aplicacidon de la combinacion de los péptidos CDIP-2 vy

CDAP-4 no tiene efecto en la produccién de las citocinas IFN-y e

IL-4 en el suero de ratones infectados con Mycobacterium
tuberculosis MDR.

Para determinar el efecto en la produccién de las citocinas IL-4 e IFN-y

en los ratones infectados con M. tuberculosis MDR, se realizd la

cuantificacion de estas citocinas en suero.
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Figura 7.8 Efecto de la aplicacion de CDIP-2 y CDAP-4 en la
produccion de las citocinas IFN-y e IL-4. Grafico de los resultados
representativos de un experimento. A) Concentracion sérica de IL-4, B)
Concentracidn sérica IFN-y. El andlisis estadistico se realizd mediante la
prueba de ANOVA y una p<0.05.

En la figura 7.8 A y B se puede observar que no existe una diferencia
significativa en la produccién de IL-4 e IFN-y (ver apéndice I) en los
ratones infectados, muy probablemente, porque el método de
cuantificacién no fue lo suficientemente sensible para poder determinar
una diferencia en la produccidon de estas citocinas, en los ratones

tratados con CDIP-2 y CDAP-4, respecto a los tratados con solucidn

salina.
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8. DISCUSION

La produccion de mediadores inflamatorios en la infeccién por M.
tuberculosis, en ocasiones resulta en la exacerbacion de la inflamacién y
se produce neumonia, que puede llegar a ser mortal [22], por ello es
importante el desarrollo de nuevas terapias, que por un lado ayuden a
disminuir el infiltrado inflamatorio en los pacientes con neumonia, y por
otro ayuden a disminuir el nUmero de micobacterias viables.

En el presente trabajo se analizaron dos modelos de infeccién para
evaluar el efecto de la administracién de la combinacion de CDIP-2 y
CDAP-4, un grupo de ratones infectados con la cepa experimental M.
tuberculosis H37Rv y otro grupo de ratones infectados con la cepa
resistente a farmacos M. tuberculosis MDR obtenida de un aislado
clinico. Inicialmente, en los resultados obtenidos para el grupo de
ratones tratados con el péptido CDIP-2, infectados con la cepa H37Rv y
los infectados con la cepa MDR, no hubo diferencias significativas en la
cantidad de infiltrado inflamatorio respecto a los ratones tratados con
solucién salina. En experimentos previos se demostré que CDIP-2 tiene
actividad antagonista en la inflamacion [25], por lo que los resultados
de este trabajo sugieren que la actividad antagonista CDIP-2 sobre
receptores de quimiocina como CCR1 CCR2 y CCR3, pudiera disminuir el

reclutamiento de los linfocitos T o monocitos al sitio donde ocurre la
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infeccidon. El resultado de esta inhibicion, afectaria la maduracion del
granuloma y por lo tanto, el control sobre el crecimiento de las
micobacterias; intrinsecamente se observd un aumento en el nimero de
UFCs en los ratones infectados con la cepa H37Rv y en los infectados
con la cepa MDR.

En los ratones infectados con la cepa MDR y tratados con CDAP-4, se
obtuvieron aproximadamente la mitad del nimero de UFCs respecto al
grupo control, y en el caso de los ratones infectados con la cepa H37Rv
el numero de UFCs fue casi 10 veces menos comparado con el grupo
control. En experimentos previos realizados en el laboratorio, se
describié la actividad antimicrobiana in vitro de CDAP-4 con cepas
experimentales y cepas obtenidas de aislados clinicos de Pseudomonas
aeruginosa [26]. Cabe mencionar que en el presente trabajo, se evallo
por primera vez la actividad antimicrobiana de CDAP-4 en un modelo in
vivo, por lo que resulta interesante que en los resultados obtenidos, se
observa que CDAP-4, conserva su actividad en el modelo experimental
utilizado en este trabajo. También es importante mencionar, que
Mycobacterium tuberculosis es un patdgeno cuya pared celular esta
compuesta principalmente por lipidoarabinomanano y acidos micdlicos,
que hacen hidrofoba a la pared celular de la micobacteria, lo que tendria
un efecto sobre la actividad antimicrobiana de CDAP-4, cuya actividad

antimicrobiana esta ligada a su carga catidnica [26, 27].
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Por otra parte, se observo que los ratones infectados con la cepa MDR
tienen un 20% de neumonia, comparado con el 80% del grupo control,
sin embargo, en los ratones infectados con la cepa H37Rv no se
observaron diferencias significativas en el infiltrado inflamatorio respecto
al grupo control, esto sugiere que a pesar de la actividad antimicrobiana
de CDAP-4, la inflamacion persiste en el pulmoén, quizds debido a la
presencia de antigenos micobacterianos que pudieran estimular la
respuesta inmune vy favorecer un microambiente de mediadores
proinflamatorios, tales como citocinas y quimiocinas que activan y
reclutan a los leucocitos.

Por otro lado, se ha descrito que las cepas resistentes a farmacos anti-
tuberculosis se generan debido a mutaciones aleatorias en su genoma,
debido principalmente a la aplicacion inadecuada de las terapias
farmacoldgicas. Estas mutaciones, proporcionan alteraciones en las
proteinas blanco de los farmacos, disminuyendo o anulando el efecto de
estos [27, 28]. Los resultados de este trabajo, demuestran que las
diferencias existentes entre la cepa H37Rv y la cepa MDR, influyen en la
susceptibilidad de cada una al tratamiento con CDAP-4, ya que se
observd que el nUmero de UFCs de la cepa MDR es 16 veces menor, en
comparacion con las UFCs obtenidas de la cepa H37Rv. Esto sugiere que

alguna de las moléculas que componen la pared celular de M.
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tuberculosis MDR, es el blanco para que el efecto antimicrobiano de
CDAP-4 sea mas potente, en comparacién con la cepa H37Rv.

En los ratones tratados con la combinaciéon de CDIP-2 y CDAP-4,
observamos que para los ratones infectados con la cepa H37Rv la
inflamacion es del 4.6% en comparacion con el 80.3% de inflamacion en
pulmén de los ratones tratados con solucién salina. Mientras que, en los
ratones infectados con la cepa MDR, el infiltrado inflamatorio fue del
28% respecto al 87.2% de los ratones del grupo control. El niumero de
UFCs en los ratones infectados con la cepa H37Rv fue 2.12x10’, casi 10
veces menos respecto al grupo control en el que se obtuvieron
1.98x108, mientras que en los ratones infectados con la cepa MDR se
obtuvieron 3.6x10” UFCs, dos veces menos respecto al grupo control, en
el que se observd un crecimiento de 9.1x10’ UFCs. Los resultados
obtenidos, sugieren que el tratamiento con la combinacion de CDIP-2 vy
CDAP-4 tiene un efecto sinérgico que favorece la disminucidon del
infiltrado y la eliminacién de las micobacterias, es decir, si CDAP-4
disminuye la carga bacilar debido a su efecto antimicrobiano, habria una
menor proliferacion de las micobacterias, y la activacidon del sistema
inmune seria menor. Por otro lado, el efecto de CDIP-2 pudiera evitar la
exacerbacion de la respuesta inflamatoria, previniendo la neumonia y el
progreso de la tuberculosis a través de una accién antagonista sobre

receptores de quimiocina como CCR1, 2 o 3.
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La neumonia es una condicidn patolégica que puede ser mortal en la
tuberculosis. En este trabajo se observd que los ratones tratados con
solucién salina e infectados con la cepa H37Rv vy los infectados con la
cepa MDR de M. tuberculosis, presentaron neumonia al final del
experimento, es decir, después de los 30 dias post-infeccion y 15 dias
post-tratamiento. Durante el desarrollo de este experimento, se observo
una diferencia en la sobrevivencia de los ratones del grupo control,
tratados con solucion salina, respecto a los tratados con la combinacion
de CDIP-2 y CDAP-4, puesto que en los ratones infectados con la cepa
H37Rv sobrevivieron un 33% respecto al 44% que sobrevivid con la
combinacion, mientras que, en el caso de los ratones infectados con la
cepa MDR, sobrevivid el 75% del grupo control comparado con el 88%
de los ratones que sobrevivieron debido al tratamiento con Ila
combinacion de CDIP-2 y CDAP-4. Estos resultados sugieren que la
sobrevivencia de los ratones se puede relacionar con la disminucién en
el infiltrado inflamatorio y disminucién en el numero de UFCs
observados en el pulmodn, y en consecuencia disminuye la posibilidad de
desarrollar neumonia y la mortalidad de los individuos infectados.

En cuanto a la sobrevivencia de los ratones tratados con CDIP-2 o
CDAP-4, solo para el caso de los ratones infectados con la cepa H37Rv y
tratados Unicamente con CDAP-4, se observd una sobrevivencia del

44%, de manera similar a lo observado en el grupo tratado con CDIP-2
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y CDAP-4, lo que correlaciona con la disminucion en la inflamacién que
se observo en los cortes histoldgicos de estos ratones y la accion directa
de CDAP-4 contra M. tuberculosis.

La produccién de citocinas Thl como IFN-y favorece la activacion de
macrofagos y a su vez la produccién de ROS, asi como la formacién del
granuloma, controlando el crecimiento de las micobacterias, mientras
que la produccién de citocinas Th2 como IL-4, favorecen la respuesta
humoral no protectora contra la tuberculosis [22]. Por esta razon,
evaluamos el efecto de la administracion de CDIP-2 y CDAP-4 en la
produccion de IFN-y e IL-4, en el suero de los ratones infectados con la
cepa H37Rv y los infectados con la cepa MDR. Sin embargo, en los
resultados obtenidos, no se observaron diferencias significativas en la
produccion de estas citocinas, pero no podemos descartar que la
produccion de estas citocinas, pudiera estar modulada localmente,
debido a que la administracion del tratamiento fue via intratraqueal, por
lo que en experimentos futuros seria necesario evaluar la produccion de
estas citocinas en el pulmon.

Entre los péptidos antimicrobianos naturales, las defensinas juegan un
papel importante en el control del crecimiento de M. tuberculosis en el
pulmén, como es el caso de la B-defensina humana 2 (hBD2, de sus
siglas en inglés), que incluso se ha caracterizado por tener actividad

quimioatrayente [29] . Los resultados de este trabajo sugieren que el
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péptido antimicrobiano CDAP-4, pudiera regular el crecimiento de la
micobacteria de manera similar a la defensina hBD2 durante la infeccion
con Mycobacterium tuberculosis. Por otro lado, en los resultados de este
trabajo, se observd que CDIP-2, en combinacion con CDAP-4
disminuyen la inflamacién en el pulmdn, no asi, en los ratones tratados
Unicamente con CDIP-2. Esto sugiere que la accion antagonista de
CDIP-2 en la inflamacion a través de los receptores de quimiocina,
pudiera estar afectando a una poblacidén leucocitaria necesaria en el
control de la inflamacién, a diferencia de la accidon quimioatrayente de
hBD2, que estaria favoreciendo el reclutamiento de linfocitos T, debido a
esto, seria necesario hacer un conteo diferencial de las células presentes
en el infiltrado inflamatorio de los ratones tratados con CDIP-2 y CDAP-

4.
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9. CONCLUSIONES

Se pudo comprobar que la administracién de CDIP-2 y CDAP-4 tiene un

efecto en el infiltrado inflamatorio y antimicrobiano de ratones

infectados con Mycobacterium tuberculosis, obteniendo los siguientes

resultados:

I.

IT.

III.

IV.

En los ratones infectados con M. tuberculosis H37RV vy los
infectados con la cepa MDR, la administracién de CDIP-2 y CDAP-4
disminuyé el infiltrado inflamatorio en comparacion con los grupos
control.

El tratamiento con CDIP-2 y CDAP-4 también disminuye el nimero
de micobacterias viables en los ratones infectados con M.
tuberculosis H37RV y los infectados con la cepa MDR, respecto a
los grupos control.

Adicionalmente se observd que la administracion de CDIP-2 vy
CDAP-4 tiene un efecto en la sobrevivencia en los ratones
infectados con M. tuberculosis H37RV y los infectados con la cepa
MDR debido a que al final del experimento fue mayor el porcentaje
de ratones que sobrevivieron cuando fueron tratados con ambos
péptidos.

No se pudo encontrar algun efecto de CDIP-2 y CDAP-4 sobre la

produccidon de las citocinas IL-4 e IFN-y en el suero de la sangre
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de los ratones infectados con M. tuberculosis H37Rv, asi como
para los infectados con M. tuberculosis MDR.

Por otra parte, al comparar el nimero de UFCs para ambos
modelos de infeccién, los resultados sugieren que la cepa MDR,
fue mas susceptible al tratamiento con la combinacién de CDIP-2

y CDAP-4, respecto a la cepa H37Rv.
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10. PERSPECTIVAS
Es necesario determinar por medio de la técnica de ELISA o PCR la
expresion de las citocinas Thl y Th2, como IFN-y e IL-4, en el pulmdn
del raton ya que estas son las principales mediadoras de la formacién
del granuloma y de la neumonia. Asi mismo, seria necesario evaluar
diferentes dosis de administracion de los péptidos y ampliar el niumero

de animales empleado en cada experimento.
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APENDICE I. METODOLOGIAS EXPERIMENTALES

Determinacion de IL-4

El ensayo de ELISA para cuantificar IL-4 en el suero de los ratones, se
realizo, utilizando el kit de la marca BioLegend (Cat. 431102) y placas
NUNC Maxisorp de 96 pozos con fondo plano. El procedimiento fue el
siguiente:

1. Se fijé el anticuerpo de captura colocando 100uL de una dilucién
1:200 del anticuerpo, en bufer de carbonatos (CBS, ver apéndice
IT). Se incubd la placa toda la noche.

2. Se lavo la placa 4 veces, con una disolucion de Tween al 0.05% en
PBS (PBS-Tween, ver Apéndice II).

3. Posteriormente, se agregaron 200uL del bufer de ensayo (Ver
apéndice II). Se sell6 la placa y se incubé por 1 hora a
temperatura ambiente, en agitacién constante (200rpm).

4. Se preparé la curva de calibracion del ensayo utilizando el
estandar de IL-4 provisto en el Kit. Las concentraciones fueron las
siguientes: 125, 62.5, 31.3, 15.6, 7.8, 3.9, 2.0 pg/mL. Las
diluciones se hicieron en el bufer de ensayo.

5. Antes de agregar las muestras de suero y las diluciones del

estandar, se lavo la placa 4 veces con la disolucidn de PBS-Tween.
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6. Se agregaron 100uL de la dilucion del estandar en cada pozo. Para
la concentracién de 2.0pg/uL de IL-4, se agregaron 100uL del
bufer de ensayo. Se agregaron 10uL de cada muestra en 90uL de
bufer de ensayo, en cada pozo.

7. Se selld la placa y se incubé durante 2 horas a temperatura
ambiente.

8. Se lavd la placa 4 veces con PBS-Tween y se agregaron 100uL del
anticuerpo de deteccion diluido 1:200 en bufer de ensayo, se sell
la placa y se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente.

9. Se lavé la placa 4 veces con PBS-Tween.

10. Se agregaron 100puL de la solucidon Avidina-HRP (Ver Apéndice
IT), en cada pozo. Se sellé la placa y se incubé por 30min a
temperatura ambiente, en agitacion.

11. Se lavo la placa 5 veces con PBS-Tween.

12. Se agregaron 100uL del sustrato TMB y se incubd la placa
durante 30 minutos a temperatura ambiente, en la oscuridad.

13. La reaccién se pard con 100uL de H,SO4 2N.

14. La placa se leyd a 450nm después de 10 minutos de haber

parado la reaccién.
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Figura A.I.1 Curva de calibracién para el ensayo de ELISA para
cuantificacion de IL-4 en suero sanguineo de ratén. R°=0.9992

Determinacion de IFN-y

El ensayo de ELISA para cuantificar IFN-y en el suero de los ratones, se
realizd utilizando el kit de la marca BioLegend (Cat. 430802) y placas
NUNC Maxisorp de 96 pozos con fondo plano. El procedimiento fue el
siguiente:

1. Se fijo el anticuerpo de captura colocando 100uL de una dilucién
1:200 del anticuerpo, en bufer de carbonatos (CBS). Se incubo la
placa toda la noche.

2. Se lavé la placa 4 veces, con una disolucion de Tween al 0.05% en

PBS (PBS-Tween).
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9.

. Posteriormente, se agregaron 200uL del bufer de ensayo. Se selld

la placa y se incubd por 1 hora a temperatura ambiente, en
agitacién constante (200rpm).

Se preparé la curva de calibracion del ensayo utilizando el
estandar de IFN-y provisto en el Kit. Las concentraciones fueron
las siguientes: 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.3, 15.6 pg/mL. Las

diluciones se hicieron en el bufer de ensayo.

. Antes de agregar las muestras de suero y las diluciones del

estandar, se lavé la placa 4 veces con la disolucién de PBS-Tween.

. Se agregaron 100puL de la dilucién del estandar en cada pozo. Para

la concentracién de 15.6pg/uL de IFN-y, se agregaron 100uL del
bufer de ensayo. Se agregaron 10uL de cada muestra en 90uL de

bufer de ensayo, en cada pozo.

. Se selld la placa y se incubé durante 2 horas a temperatura

ambiente.

. Se lavd la placa 4 veces con PBS-Tween y se agregaron 100uL del

anticuerpo de deteccion diluido 1:200 en bufer de ensayo, se selld
la placa y se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente.

Se lavo la placa 4 veces con PBS-Tween.

10. Se agregaron 100puL de la solucion Avidina-HRP en cada pozo. Se

selld la placa y se incubd por 30 minutos a temperatura ambiente,

en agitacion.
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11. Se lavo la placa 5 veces con PBS-Tween.

12. Se agregaron 100uL del sustrato TMB y se incubd la placa
durante 30 minutos a temperatura ambiente, en la oscuridad.

13. La reaccién se pard con 100uL de H,SO4 2N.

14. La placa se leyd a 450nm después de 10 minutos de haber

parado la reaccion.
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Figura A.I.2 Curva de calibracién para el ensayo de ELISA para
cuantificacion de IFN-y en suero sanguineo de ratén. R>=0.9954
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APENDICE II. REACTIVOS Y SOLUCIONES

CDIP-2 y CDAP-4

Los péptidos utilizados para la realizacion de este trabajo fueron
sintetizados vy liofilizados por la empresa Genscript, en New Jersey, USA.
CDIP-2: Estda compuesto por 19 aminoacidos, su secuencia comprende
del aminoacido 19 al 37, de CCL13: KISLQRLKSYVITTSRCPQ.

CDAP-4: Estda compuesto por 19 aminoacidos, su secuencia comprende
del aminoacido 56 al 75, de CCL13: KWVQNYMKHLGRKAHTLKT.

Ambos péptidos fueron suspendidos en agua inyectable para ser
almacenados a -70°C. (Las dosis a administrar fueron diluidas en

Solucién Salina Isoténica).

PBS 1X

En 1L de agua destilada, disolver: 8.0g NaCl, 1.16g Na;HPO4, 0.2g

KH,PO4, 0.2g KCI. Ajustar pH a 7.4

CBS 1X

En 1L de agua destilada, disolver: 8.4g NaHCOs, 3.56g Na,COs. Ajustar

pH a 9.5
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Bufer de ensayo

Preparar una disolucién al 1% de BSA (Bovine Serum Albumin) en PBS,

disolviendo 1g de BSA en 100mL de PBS 1X.

PBS-Tween

Preparar una disolucién al 0.05% de Tween 20, disolviendo 50mL de

Tween 20 en 1L de PBS 1X.

Disolucién Avidina-HRP

Para una placa, diluir 12uL del concentrado de Avidina-HRP 1:1000 en

11.99mL de bufer de ensayo.
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