UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA PRODUCCION Y DE LA SALUD ANIMAL

Cinética de produccién de IL-17 e IL-23 inducida por cepas de
Mycobacterium bovis y Mycobacterium tuberculosis en un modelo murino de

tuberculosis pulmonar

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTRA EN CIENCIAS

PRESENTA:
YADIRA ROCIO RODRIGUEZ MIGUEZ

TUTORES
DR. JOSE ANGEL G. GUTIERREZ PABELLO-FMVZ

DR. ROGELIO HERNANDEZ PANDO-INCMNSZ

COMITE TUTOR
DR. EDUARDO GARCIA ZEPEDA-IIB

MEXICO, D. F. MAYO 2013



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



A mi Mama por el apoyo incondicional, la confianza, por mostrarme que existe un
camino repleto de cosas que explorar, por las palabras de aliento, por creer en mi

y recordarme cada dia lo fuerte que puedo ser, infinitas gracias.

A mi Hermana por la sabiduria y las criticas compartidas, por las multiples

aventuras y por ayudarme durante ésta travesia, mil gracias.

A Victor, por tu admiracion, tu confianza, tu amor, por entenderme y por estar ahi

cuando te necesito, gracias.

Por ultimo, a ti que sigues mis pasos y guias mi alma aun sin estar presente.

Simplemente, les quiero...



Agradecimientos

Al Dr. Rogelio Hernandez Pando por abrirme las puertas de su grupo de trabajo,
por hacerme participe de éste proyecto de investigacién, asi como por su apoyo y

confianza.

Al Dr. José Angel Gutiérrez Pabello por su tiempo, sus criticas y su objetividad

durante la realizacion de este proyecto.

Al Dr. Eduardo Garcia Zepeda por los consejos y conocimientos compartidos,

gracias.

A las doctoras Sara Huerta y Guillermina Baay por la asesoria en la utilizacién de

técnicas de Patologia Digital, tecnologia clave para el desarrollo de esta tesis.

A Brenda Marquina por su interés durante el desarrollo de éste trabajo de

investigacion.

A todos mis compafieros del laboratorio de Patologia Experimental del INCMNSZ
por el intercambio de cultura y conocimientos, por las palabras de aliento y el

apoyo durante el desarrollo y culminaciéon de este proyecto.

Por ultimo, a mi Hermana por el tiempo y la disposicion de revisar y proponer los

altimos ajustes de redaccion de esta tesis.



indice

Yo ot R I
S r= W o [ o U = Lo | {0 TP 1]
LISt € FIQUIAS.....ceiiiiiiiiiiiiiie et [l
F Y oL Y= LU = PR Vv
RESUMEN .. e e e e e e e e e s VI
ADSITACT. ... IX
IR 1o o (U oo o o 1
O I I o7 o U] [0 1 £ RSRRN 1
I 1T ] (o o | - S USPPPRRN 6
R - 1 (o To [T o |- P SSPSPRN 7
1.4 Respuesta iNMUNOIOQICA ........ooiieiiiiiiiiee e 7
1.4.1 Respuesta iNMUNE INNALA. ..........uuuummmiiiiiiiiiiiiiiii e 7
1.4.2 Respuesta inmune adaptativa ..............cceeevieeeiiieiiiiiiiieee e 9

1.5 Modelo experimental de tuberculosis pulmonar progresiva................c.cc...... 10
1.6 LinfOCItOS T COOPEIAUOIES .......uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibeeeesaesneennnne 16
1.6.1 Diferenciacion de linfocitos T COOPeradores........ccccoevvvviiiiiiiieeeeeeannnns 17

3 G2 I o Yo | (o XS N 0 19
1.6.3 Balance de larespuesta ThL7 ...........oiiiiiiiiiiiiiiice e 22

1.7 INEEIIEUCINA 23 ... ittt sssssnsnsnnnnnnnnes 23
RS |1 (=T (=0 o = U SRR 24
1.9 Relacién de la tuberculosis con la respuesta inmunoldgica Thl7 ................ 27
P22 18311 o= Tox o ] o 1 34
G 11010 (=S £ SPPPPPPPRN 35
4. ODJEIIVOS ..o 35
4.1 ODJEtiVO gENETAL ....coiiiiiiiiiiiiiie 35
4.2 ODbJetiVOS PArtiCUIAIES .........uiieiiiii e 36
5. MaterialeS Y MELOUOS ........coovviiiii e e e e e e e e e e e eanans 37
S 00 o[> T o o SRR 37



5.2 Cepas de Mycobacterium SPP ....ccovvieviiiiii e e e e 37

5.3 Preparacion de iNOCUIOS ..........cooiiiiiiiiiiiiiieee e 37
5.4 Modelo murino de tuberculosis pulmonar progresiva.........ccccccceeeeiieeeeeeeennn, 38
5.5 Determinacion de la carga bacilar en pulmoén por conteo de UFC ............... 38
5.6 Histopatologia y morfometria .........cuuveeiiiiiiiiiee e 39
5.7 Andlisis de citocinas por Inmunohistoquimica (IHQ) ...........ccceeeeeeeieeeeeeeeen. 39
5.8 Andlisis de citocinas por PCR-Tiempo Real...........cccooooeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeein, 41
5.9 ANAIISIS €StadiStiCO......cceeeeeeeee e 42
6. RESUITATOS ......ceeeeeeieii e e e e e ettt e e e e e e e e e eestenn e s e e eeeeeennnes 43
6.1 Mycobacterium bovis cepas 303 Y 534. ......cooiiiiiiiiiiii e 43

6.1.1 Evaluacion del nivel de virulencia en el modelo murino de tuberculosis
PUIMONAY PrOGIESIVA. .. . ccceiiiieiiiiie e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ae e e e aeeeeeennes 43

6.1.2 Evaluacion de la expresion de citocinas mediante RT-PCR en Tiempo

6.1.3 Evaluacion de la produccion de IL-17 e IL-23 mediante

INMUNONISTOQUIIMICA ....vveiiice e e e e 48
6.2 Mycobacterium tuberculosis cepas H37RV Y 48p........cccoevvviiiiiiiiiiieeeeeeeenan, 51
6.2.1 Evaluacion del nivel de virulencia.............cccccceeeii e, 51

6.2.3 Evaluacion de la produccion de IL-17 e IL-23 mediante

INMUNONISTOQUIMICA .....eeeiieiee e e s 55
74 1o 1= o ) o 60
S O T 11 ] o] = 68
9. PEISPECLIVAS ....coevviiiiiie e e e ettt e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e st e e e e eeeeeanans 68
O =T o1 To o | =1 = 69



Lista de cuadros

Cuadro 1.

Secuencia de cebadores utilizados en la PCR-TR

Lista de figuras

Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.
Figura 9.

Figura 10.
Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Tasa de incidencia de la tuberculosis mundial en el 2011
Mapa situacional de la tuberculosis bovina en el mundo
Mapa situacional de la tuberculosis bovina en México
Ciclo de vida de Mycobacterium tuberculosis
Caracteristicas fundamentales del modelo murino de la
TB pulmonar progresiva

Caracteristicas de la infeccion con M. bovis en el modelo
murino de TB pulmonar progresiva

Expresion de citocinas por PCR-TR en pulmones de
ratones BALB/c infectados con diferentes cepas de M.
bovis

Diferenciacién y regulacion de células T cooperadoras
Diferenciacion de células T virgenes

Diferenciacién de Linfocitos Th17

IL-17 y células Thl7 juegan un papel central en la
infeccion por tuberculosis

Virulencia de las cepas de M. bovis 534 (baja virulencia)
y 303 (alta virulencia) en el modelo de tuberculosis
pulmonar progresiva

Caracteristicas histolégicas de pulmones de ratones
infectados con M. bovis 534 y 303

42

11

12

15

16

18

19

21

30

44

45



Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Figura 17.

Figura 18.

Figura 19.

Figura 20.

Figura 21.

Expresion de citocinas por RT-PCR en Tiempo Real
durante la infeccion con M. bovis

Expresion de IL-17 por IHQ durante la infeccién con M.
bovis

Cuantificacion de la intensidad de expresion de IL-17
durante la infeccion con M. bovis

Virulencia de las cepas de M. tuberculosis H37Rv y 48p
en el modelo de tuberculosis pulmonar progresiva
Caracteristicas histolégicas de pulmones de ratones
infectados con M. tuberculosis H37Rv 'y 48p

Expresion de citocinas por RT-PCR en Tiempo Real
durante la infeccién con M. tuberculosis

Expresion de IL-17 por IHQ durante la infecciébn con M.
tuberculosis

Cuantificacion de la intensidad de expresion de IL-17

durante la infeccién con M. tuberculosis

a7

49

50

52

54

56

57

59



Abreviaturas

ARN Acido ribonucleico
ARNmM Acido ribonucleico mensajero
BALB/c Cepa de raton de la especie Mus musculus utilizada para la

investigacion cientifica
BCG Bacilo Calmette-Guérin
C57BL/6 Cepa de raton de la especie Mus musculus utilizada para la

investigacion cientifica

CD Células dendriticas

cDNA Acido desoxirribonucleico complementario
CPA Células presentadoras de antigenos

EAE Encefalomielitis autoinmune experimental
EDTA Acido etilen-diamino-tetra-acético

ETOH Etanol

Foxp3 Factor de transcripcion de linfocitos Treg
GAPDH Deshidrogenasa gliceraldehido 3 fosfato
G-CSF Factor estimulante de colonias de granulocitos
GM-CSF Factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos
HIF Factor inducible de hipoxia

ICAM-1 Molécula de adhesion intercelular de tipo 1
IHQ Inmunohistoquimica

IL Interleucina

IL-23R Receptor de interleucina 23

IFN-y Interfer6n gamma

iINOS Oxido nitrico sintasa inducible

Ip Intensidad total de células positivas

Isp Intensidad fuerte total de células positivas
KO “Knock out”

LAM Lipoarabinomanano



LAM
Lyd

M. bovis
M. th
MDR/MFR
MHC |
MHC I
MIP-2
MTBC
NF-kB
NK

nm
NOD
OIE
OMS
ON
PAMPs
PBS
PCR
PCR-TR
PMN
RORyt
rpm
RPMI
PRRs
RT-PCR
SENASICA
SIDA
STAT
B

Familia Latino-Americano Mediterraneo

Linfocitos gamma delta

Mycobacterium bovis

Mycobacterium tuberculosis

Multifarmacorresistente

Moléculas de histocompatibilidad tipo |

Moléculas de histocompatibilidad tipo Il

“Macrophage inflammatory protein 2”

Complejo Mycobacterium tuberculosis

Factor nuclear kappa B

Células “natural killer”

Nanometros

Receptor tipo Nod

Oficina Internacional de Epizootias

Organizacion Mundial de la Salud

Oxido nitrico

Patrones moleculares asociados a patdégenos

Solucién amortiguadora de fosfatos

Reaccidén en cadena de la polimerasa

Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
Polimorfonucleares

Receptor gamma t huérfano relacionado con &cido retinoico
Revoluciones por minuto

Medio Roswell Park Memorial Institute

Receptores de reconocimiento a patrones

Transcripcion reversa-reaccion en cadena de la polimerasa
Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida

Transductor de sefiales y activador de la transcripcion

Tuberculosis

VI



TCD4+ Linfocitos TCD4

TCD8+ Linfocitos TCD8

TCR Receptor de células T

Thl Linfocitos T cooperadores de tipo 1
Th2 Linfocitos T cooperadores de tipo 2
Th9 Linfocitos T cooperadores de tipo 9
Thl7 Linfocitos T cooperadores de tipo 17
Th22 Linfocitos T cooperadores de tipo 22
TLR Receptor tipo toll

TGF-B Factor de crecimiento transformante tipo beta
TNF-a Factor de necrosis tumoral alfa

Treg Linfocitos T reguladores

UFC Unidades formadoras de colonia

VIH Virus de la Inmunodeficiencia Humana
WHO “World Health Organization”

VIl



Resumen

La tuberculosis causada por M. bovis es una enfermedad zoonoética, mientras que
la causada por M. tuberculosis es un problema re-emergente de salud publica a
nivel mundial. Se ha reportado que la respuesta inmune celular juega un papel
importante en la resolucion de la infeccion causada por micobacterias, los
linfocitos Th17 productores de IL-17 asi como la IL-23, estan relacionados con el
reclutamiento celular y el control de infecciones micobacterianas. El objetivo de
este trabajo fue determinar la cinética de expresion génica y proteica de la IL-17 y
la IL-23 inducida por cepas de baja e intermedia virulencia (M. bovis 534 o M.
tuberculosis H37RVv), y cepas de elevada virulencia (M. bovis 303 o M. tuberculosis
48p) en un modelo murino de tuberculosis. Se evalué la sobrevida de los ratones,
y el tejido pulmonar fue analizado para la determinacion de la carga bacilar, el
porcentaje de necrosis, y la expresion génica y proteica de IL-17 e IL-23 mediante
PCR-TR e IHQ, respectivamente. Los animales infectados con M. tuberculosis 48p
o con M. bovis 303 mostraron 100% de mortalidad a los dias 28 y 21 pos-
infeccion, respectivamente; los pulmones presentaron alta carga bacilar y necrosis
extensa. En contraste, los animales infectados con M. tuberculosis H37Rv o M.
bovis 534 mostraron una sobrevida del 80% y 100% al dia 120 pos-infeccidn,
menor carga bacilar y neumonia sin la presencia de necrosis. La expresion génica
de IL-17 e IL-23 fue similar en los animales infectados con M. bovis, mientras que
en los infectados con M. tuberculosis H37Rv se indujo una mayor expresion de las
citocinas comparado con los infectados con la cepa de M. tuberculosis 48p. Tanto
el epitelio como el endotelio pulmonar mostraron inmunotincién positiva durante la
infeccion temprana. Existe una expresion similar de IL-17 e IL-23 en pulmén
durante la infeccién temprana por cepas de M. bovis, mientras que la cepa H37Rv
induce una mayor expresion que la cepa de alta virulencia de M. tuberculosis, lo
que sugiere que ambas citocinas podrian correlacionar con un reclutamiento
celular y control de crecimiento bacteriano, dirigido quizas con el inicio de una
respuesta innata y una posterior induccién de la respuesta adaptativa.

Palabras clave: Tuberculosis IL-17, IL-23, M. tuberculosis, M. bovis.

VI



Abstract

Tuberculosis caused by M. bovis is a worldwide zoonotic disease, while caused by
M. tuberculosis is a re-emergent worldwide public health problem. It has been
reported that the cellular immune response plays an important role in the resolution
of mycobacterial infection, Th17 lymphocytes producing IL-17 and IL-23, are
related to cell recruitment and control of mycobacterial infections. The aim of this
work was to determine the kinetics of gene and protein expression of IL-17 and IL-
23 induced by low and intermediate virulence strains (M. bovis 534 or M.
tuberculosis H37Rv) and highly virulent strains (M. bovis 303 or M. tuberculosis
48p) in a murine model of pulmonary tuberculosis. Survival was assessed in mice,
and lung tissue was analyzed for determination of the bacterial load, the
percentage of necrosis, the gene and protein expression of IL-17 and IL-23 by RT-
PCR and IHC, respectively. Animals infected with M. tuberculosis 48p or M. bovis
303 showed 100% mortality at 28 and 21 after infection, respectively, the lungs
showed high bacterial load and extensive necrosis. In contrast, the animals
infected with M. tuberculosis H37Rv or M. bovis 534 showed a survival of 80% and
100% at day 120 post-infection, low bacilli burdens and lesser pneumonia without
necrosis. The gene expression of IL-17 and IL-23 was similar in animals infected
with either M. bovis strains, while those infected with M. tuberculosis
H37Rv induced increased expression of cytokines compared to those infected with
M. tuberculosis 48p strain. Both the pulmonary epithelium and endothelium
showed strong immunostaining during early infection. There is a similar expression
of IL-17 and IL-23 in the lung during early infection by strains of M. bovis, while
H37Rv strain induced higher expression than hypervirulent M. tuberculosis strain;
suggesting that the two cytokines may correlate with cell recruitment and control
bacterial growth, perhaps led to the start of an innate response and subsequent
induction of the adaptive response.

Key words: Tuberculosis, IL-17, IL-23, M. tuberculosis, M. bovis.



Cinética de produccioén de IL-17 e IL-23 inducida por cepas de
Mycobacterium bovis y Mycobacterium tuberculosis en un modelo murino de

tuberculosis pulmonar

1. Introduccién

1.1 Tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa crénica y progresiva de
distribucion mundial, causada por bacterias del complejo Mycobacterium, que
afecta a un amplio espectro de hospederos [1]. La TB humana es causada
principalmente por el patégeno intracelular facultativo Mycobacterium tuberculosis,
el cual puede producir tanto enfermedad progresiva, como infeccion latente

asintomatica.

De acuerdo con la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), la TB es la
segunda causa mundial de mortalidad por un agente infeccioso después del
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) [2]. En el 2011 se presentaron
8,7 millones de nuevos casos y 1,4 millones de muertes por TB, estimando una
tasa de incidencia de 125 casos por cada 100 000 habitantes (Figura 1); los
factores que contribuyen al incremento de estos numeros son: la pobreza, el
hacinamiento, la desnutricion y el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH). En
México la incidencia de TB sigue siendo relativamente baja; en el 2011 se
estimaron 15 casos nuevos por cada 100,000 habitantes [2], sin embargo los
datos anteriores sobre la incidencia mundial y del pais pueden estar

subestimados, debido a que muchos casos no son reportados.

Alrededor de un tercio de la poblacién mundial esta infectada, sin embargo,

solo 5% de los infectados desarrollan la enfermedad durante los primeros afios de



ocurrir la exposicién [2]. Se ha estimado que la dosis minima infectante para
contraer la enfermedad es de una bacteria [3]. La primo-infeccion puede
evolucionar a TB pulmonar, o puede diseminarse via linfo-hematégena y causar
TB miliar, genitourinaria, osteoarticular u otras formas extra-pulmonares, de las

cuales la meningea es una de las mas importantes [4].
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Figura 1. Tasa de incidencia de la tuberculosis mundial en el 2011. Representacion
del numero estimado de casos nuevos de tuberculosis humana en cada pais del mundo,

reporte de la Organizacién Mundial de la Salud (Reporte 2012, WHO).

En el humano la infeccién es causada principalmente por M. tuberculosis;
sin embargo, la TB bovina causada por Mycobacterium bovis es considerada una
zoonosis importante [5]. M. bovis es el agente responsable del 5-10% de los casos
totales de TB humana [6]. La transmision de M. bovis a humanos, ocurre por



contacto directo entre personas que estdn bajo exposicibn constante con el
patbgeno, como veterinarios, trabajadores de la industria de la carne, frigorificos,
establecimientos lecheros y todos los que manipulan animales y visceras bovinas
potencialmente contaminadas [4]. M. bovis es causa de TB primaria
(frecuentemente extra-pulmonar) en nifios, principalmente por la ingestion de

leche y subproductos no pasteurizados [7].

La importancia de la infeccion por M. bovis en las personas principalmente
en paises desarrollados, ha reducido desde principios del siglo XX [5], debido a la
practica de procesos de pasteurizacion de la leche y al éxito en la implementacién
de campafias de identificacion y eliminacién de animales positivos a M. bovis, lo
cual ha disminuido la incidencia de animales reactores a la tuberculina e incluso la

presentacion clinica de la enfermedad [8]

En el afio 2012, ante la Oficina Internacional de Epizootias (OIE)
actualmente llamada Organizacion Mundial de Sanidad Animal, México
presentaba el estado de “enfermedad limitada a una o varias zonas” (Figura 2) [9].
La TB bovina en el pais es importante: la prevalencia en la regién norte se ha
estimado en 2.1% para el ganado lechero y en 0.1% para el ganado productor de
carne; en comparacion con el centro y sur del pais donde se han reportado
prevalencias mayores al 25%. La consecuencia de estas cifras elevadas se
reflejan en pérdidas econdmicas por la reduccién de la exportacion de ganado y
productos lacteos, disminucién de la produccion, desecho prematuro y muerte de

animales, sin olvidar el riesgo latente de infeccion para el humano [10].

La TB bovina en el ganado es dificil de controlar, incluso en paises
desarrollados, debido a que los animales silvestres infectados con M. bovis actian
como reservorios, por lo que se consideran fuentes potenciales de infeccién [11].
En México, el riesgo de la TB humana causada por M. bovis se explica por la

elevada prevalencia de la enfermedad en el ganado lechero, la falta de



participacion de los establos en campafias de erradicacion y el hecho de que el 30
al 40% de la leche que se produce no se pasteuriza [12].

En 1995 se publico la Norma Oficial Mexicana NOM-031-ZO0O-1995,
“Campana Nacional Contra la Tuberculosis Bovina (Mycobacterium bovis)”, la cual
permanece vigente, y bajo su aplicacion se han logrado mantener territorios
principalmente del norte de la republica con muy bajas prevalencias de la
enfermedad. A partir de su ejecucion, se ha avanzado considerablemente;
actualmente, existen 25 regiones en el pais en estado de erradicacion con

prevalencias menores al 0.5% (Figura 3) [13].
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Figura 2. Mapa situacional de la tuberculosis bovina en el mundo. Representacion de

la situacién de la tuberculosis bovina de cada pais del mundo. Datos obtenidos de la OIE

(semestre julio-diciembre 2012).



En los Ultimos afios la TB se ha establecido como un problema re-
emergente, debido a la aparicion de cepas multifarmacorresistentes (MDR/MFR)
a los farmacos de primera linea para el tratamiento de la TB humana, la aparicion
del VIH, el establecimiento de reservorios silvestres y la persistencia de la
enfermedad en el ganado domeéstico. El esfuerzo conjunto de los sistemas de
salud publica y de sanidad animal, el mejoramiento del diagndstico y el desarrollo
de vacunas mas efectivas para la prevencion de la infeccién son las principales
estrategias que se pretenden poner en practica para el control de esta enfermedad
[5, 8].

4 ,"cAMPArjwe NACIONAL CONTRA LA TUBERCULOSIS, BOVINA:
LY e " NOM-031-200-1995 ¥
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Figura 3. Mapa situacional de la tuberculosis bovina en México. Representacion de la
situacion de la tuberculosis bovina en los estados de la Republica Mexicana segun la

Camparfa Nacional contra la Tuberculosis Bovina NOM-03-ZO0-1995. Datos obtenidos

de SENASICA-SAGARPA (2013).



1.2 Etiologia

Las bacterias del genero Mycobacterium son bacilos rectos o ligeramente
curvados, miden entre 0.2-0.6 um por 1-10 pm, no flagelados. Usualmente
presentan un alto contenido de guanina y citocina en su ADN, asi como un alto
contenido de lipidos en su pared celular, los cuales, contribuyen a la extrema
hidrofobicidad de la bacteria y a la resistencia a dafios fisicos. Como caracteristica
distintiva presentan gran cantidad de acidos micolicos en su pared celular [14], se
piensa que pueden funcionar como factores de virulencia para modificar la

respuesta inmune encabezada por las células del hospedero [15].

La mayoria de las micobacterias, viven y se replican de forma libre en la
naturaleza y pocas veces causan enfermedades; s6lo algunas son patdgenos
exitosos de mamiferos. Por lo que éstas ultimas se denominan patégenas y
habitan de forma intracelular en fagocitos mononucleares. Las mas importantes
son los miembros del complejo M. tuberculosis (MTBC) [16]. El MTBC se refiere a
un grupo de especies (M. tuberculosis, Mycobacterium canettii, Mycobacterium
africanum, Mycobacterium microti, M. bovis, Mycobacterium caprae vy

Mycobacterium pinnipedii) genéticamente similares.

Los genomas de M. bovis y de M. tuberculosis son idénticos en un 99.95%
a nivel de nucledtidos [17]. Ambas bacterias presentan un mejor crecimiento en
tejidos con altas concentraciones de oxigeno, como en los pulmones. En
condiciones favorables pueden dividirse en rangos de tiempo de entre 12 y 24
horas [16, 18]. Para su diferenciacion se utilizan pruebas bioquimicas como la
reduccion de nitratos y acumulacion la de niacina, siendo M. tuberculosis positivo

en ambas, a diferencia de M. bovis [19].



1.3 Patogenia

La infeccion con M. tuberculosis sigue ciertos patrones que se han establecido a
partir de los modelos en animales, asi como de la observacion de la TB humana
[20, 21].

Estudios experimentales sugieren que la transmision se realiza por via
aérea y comienza con la inhalacion de aerosoles (gotitas de 1 a 2 micras) que
contienen al bacilo y que fueron producidas por un individuo o animal enfermo.
Una vez alojado el bacilo en los alveolos, comienza la propagacién a otros tejidos,

la formacion de lesiones y la destruccion del sitio afectado.

En el ganado bovino, la progresion ha alcanzado sus ultimas etapas cuando
existe propagacion a nodulos linfaticos u otros 6rganos, por lo que pueden estar
liberando bacterias a través de expectoraciones. La transmisibn se da
principalmente de bovino a bovino, aunque en el ciclo también suelen intervenir
animales silvestres que sirven de reservorio. La severidad de las lesiones y la
progresion de la enfermedad dependen de la dosis infectante: a mayor cantidad

de bacilos inoculados mayor severidad [8].

1.4 Respuesta inmunoldgica

El pulmén es el sitio principal de infeccion por M. tuberculosis y por lo tanto es un
organo critico, por esta razon, el que se establezca una respuesta inmune no

controlada facilmente puede interrumpir su funcion fisiolégica esencial [22].
1.4.1 Respuestainmune innata

La infeccion por micobacterias es el ejemplo clasico de una respuesta inmune
mediada por células contra un parasito intracelular. Su fagocitosis por macréfagos

alveolares es el primer evento en la relacion patégeno-huésped. El reconocimiento



de los patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPS) por receptores de
reconocimiento a patégenos (PRRs) es central en el inicio y coordinacién de la
respuesta inmune innata en el hospedero [23] . En este punto, la destruccion del
agente dependera de la capacidad bactericida de los macrofagos del huésped y

de la virulencia de la bacteria [24].

Para su establecimiento, las micobacterias utilizan diferentes vias de
entrada a las células fagociticas; los receptores que intervienen en la fagocitosis
estan presentes en la superficie de dichas células: 1) receptores para porcion Fc
de las inmunoglobulinas, 2) receptores de complemento como CR1 y CR3/CR4, 3)
receptores de manosa, 4) receptores carrofieros (scavenger) 5) receptores a
fibronectina y 6) receptores para la proteina surfactante A5, en el caso de

macrofagos alveolares [25, 26].

Se ha propuesto que la via de entrada de la micobacteria determina su
destino dentro de los macrofagos. En el interior de las células fagociticas, las
bacterias son capaces de evadir la respuesta humoral y mantener viabilidad por
largos periodos de tiempo [27]. Esto lo llevan a cabo modulando la activaciéon de
dichas células para evitar ser eliminadas; por ejemplo: la internalizacion de la
micobacteria opsonizada a través de los receptores Fc, induce la produccion de
intermediarios de oxigeno y favorece la fusién fagosoma-lisosoma necesaria para
la eliminacion de la bacteria, mientras que su entrada a través de receptores de
complemento como CR3 inhibe el estallido respiratorio y evita la maduracién de
los fagosomas y por consecuencia evita su eliminacion [26]. Otros estudios han
demostrado que el lipoarabinomanano (LAM) puede inducir por un lado
quimiotaxis y por otro la inhibicién de la actividad fagocitica de macrofagos al
interaccionar con receptores celulares de manosa. Todos estos mecanismos se
traducen en la sobrevivencia de la micobacteria dentro de los macréfagos [14, 15,
28].



Lipoproteinas y glicoproteinas de la bacteria, al unirse al receptor tipo toll
(TLR) 2 de los macréfagos alveolares inducen la produccion de moléculas como
interleucina-1 (IL-1), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y 6xido nitrico (ON),
gue estimulan sefales intracelulares para la produccion de proteinas involucradas
en la respuesta inmune. Este mecanismo activa vias de sefializacion que tienen
en comun el factor nuclear kB (NF-kB), induciéndose la expresion de citocinas y
moléculas involucradas en la polarizacion hacia una respuesta inmune
encabezada por linfocitos T cooperadores de perfil Thl pro-inflamatorios [24], lo
que trae como consecuencia el reclutamiento de células mononucleares de los
vasos sanguineos vecinos. Estas células son los principales constituyentes de los
granulomas, los cuales son estructuras consolidadas constituidas por macréfagos,
rodeados por linfocitos activados y una capa de fibrina, con la funcién de contener
a las micobacterias, dicha conformacion se considera la caracteristica diagndstica
de esta enfermedad (Figura 4) [3, 29, 30].

1.4.2 Respuesta inmune adaptativa

Las células dendriticas (CD) en los pulmones o en las vias respiratorias también
fagocitan micobacterias y migran a los ndodulos linfaticos, donde son las
encargadas de estimular una respuesta de linfocitos T [31]. Tanto los macréfagos
como las CD actian como células presentadoras de antigenos (CPA) a linfocitos T
CD4" acoplados a moléculas de histocompatibilidad tipo Il (MHC 11), o a linfocitos T
CD8" acoplados a moléculas de histocompatibilidad tipo | (MHC 1), que
contribuyen a la secrecion de IL-2 e interferon gamma (IFN-y) para inducir la
activacion de macroéfagos [30, 32].

Con el desarrollo de una respuesta inmune especifica de tipo Thl, se
establece una respuesta de hipersensibilidad retardada tipo 1V, la que colabora a
que el granuloma adquiera una estructura organizada y estratificada [3, 31]. Esta
respuesta estd mediada por IL-1, IL-12, por linfocitos T CD4+ y la secrecion de IL-



2 e IFN-y. La respuesta inmune controla, pero no elimina al patégeno, por lo que,

la falta de una respuesta apropiada da como resultado una TB aguda [27].

1.5 Modelo experimental de tuberculosis pulmonar progresiva

El modelo experimental de tuberculosis pulmonar progresiva desarrollado por el
grupo de investigacion del Dr. Hernandez-Pando, se fundamenta en el uso de una
cepa de ratones genéticamente idénticos (BALB/c) de 6 a 8 semanas de edad,
gue son infectados via intra-traqueal con bacterias vivas y virulentas de la cepa

prototipo de M. tuberculosis H37Rv a una dosis elevada de 2.5x10° bacterias.

Se caracteriza por el establecimiento de dos fases principales durante el
desarrollo de la enfermedad. La primera fase es la etapa temprana, la cual
corresponde al primer mes de infeccion y se representa histoldgicamente por la
presencia en pulmon de infiltrado inflamatorio constituido por linfocitos y
macrofagos en el intersticio alveolo-capilar, alrededor de vénulas y bronquios, y la
formacion de granulomas en la segunda semana de infeccidn, constituidos
principalmente por el acumulamiento de linfocitos y macréfagos, organizados en

estructuras redondas u ovoides de limites precisos para contener a las bacterias.

Dichos granulomas estan constituidos principalmente por linfocitos T CD4"
productores de citocinas tales como IFN-y e IL-2 y macrofagos activados
productores de TNF-a, IL-1 y gran cantidad de iINOS. En el modelo, el dia clave
qgue corresponde al climax de una respuesta protectora es el dia 21, cuando los

granulomas alcanzan su plena madurez (Figura 5).
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Figura 4. Ciclo de vida de Mycobacterium tuberculosis. La infeccion por micobacterias
inicia cuando la bacteria es fagocitada por macréfagos alveolares, desencadenando una
respuesta pro-inflamatoria, representada por el reclutamiento celular para la formacion de
granulomas con el propdsito del aislamiento del patégeno. Estas estructuras bajo ciertas
circunstancias pueden colapsar y las bacterias quedan libres en pulmén, lo que conlleva a
la progresion de la enfermedad (Tomado de Russel, et al., 2010).
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Figura 5. Caracteristicas fundamentales del modelo murino de la TB pulmonar
progresiva. (A) Imagenes histolégicas representativas de la fase temprana (parte
superior) y de la fase progresiva (parte inferior). (B) Morfometria automatizada del tamafio
de los granulomas y el porcentaje de neumonia. (C) Determinacion de unidades
formadoras de colonia bacterianas en homogenizados pulmonares. (D) Curva prototipo de
la sobrevida de los animales (Tomado de Hernandez-Pando et al., 2004).

La segunda fase de la enfermedad corresponde a la etapa avanzada o
progresiva, la cual se caracteriza por un gran incremento en el numero de
bacterias vivas a nivel pulmonar, asi como por areas de consolidacion neumonica

con focos de necrosis y extensa fibrosis intersticial. Durante esta fase se
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incrementa significativamente la presencia y actividad de los linfocitos T
cooperadores de tipo 2 (Th2), que se caracterizan por producir las interleucinas 4,
5,6,10y 13.

En particular, la IL-4 es una citocina fundamental en la induccién de la
diferenciacion de los linfocitos B productores de anticuerpos; ademas, la IL-4 al
igual que la IL-10 y la IL-13 son eficientes antagonistas de las células Thl y de
esta manera se desvia la inmunidad celular hacia la inmunidad humoral,

contribuyendo asi a favorecer la progresion de la enfermedad.

Los macrofagos disminuyen significativamente la produccion de TNF-a, IL-1
e INOS, e incrementan notablemente su capacidad productora de potentes
citocinas anti-inflamatorias y supresoras de la inmunidad celular, como el factor de
transformante beta (TGF-B) y la IL-10. El TGF-3 es también una eficiente citocina
inductora de la proliferacion fibroblastica y de la sintesis de colagena,
contribuyendo asi a generar fibrosis. Estas alteraciones inmunoldgicas permiten
que la enfermedad progrese generando extensa consolidacion neumonica y

muerte de los ratones por insuficiencia respiratoria (Figura 5) [33, 34].

En éste modelo se han reportado diferentes niveles de virulencia en cepas y
aislados de M. tuberculosis, con diferentes porcentajes de sobrevida, dafio
pulmonar y expresion de citocinas [35-38]. Estudios previos han mostrado que
algunas cepas de la familia Beijing son sumamente patégenas y ademas éstas
correlacionan con aislados humanos con alta tasa de transmisibilidad, esto en
base a indicadores epidemiol6gicos, mientras que otras cepas mostraron
crecimiento reducido y baja incidencia de mortalidad en los ratones, siendo éstas
correspondientes a los aislados humanos reportados epidemiolégicamente sin

transmision entre la poblacion [35].

En un estudio mas se caracterizaron cepas de la familia Beijing, donde
relacionaron la produccion de grandes areas de neumonia con la expresion

temprana pero efimera de TNF-a e iINOS a nivel pulmonar y la elevada mortalidad
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de los ratones; de esta forma se clasificaron como hipervirulentas por
desencadenar una respuesta no protectora en comparacion con lo previamente
reportado con H37Rv [36].

En cuanto a M. bovis existe un estudio con diferentes aislados provenientes
de Argentina, los cuales fueron probados en el modelo murino de TB pulmonar
progresiva [34]. Se utilizaron diversas cepas, tanto virulentas como poco
virulentas. M. bovis AN5 (cepa tipo) se caracteriz6 por tener una virulencia
intermedia produciendo 50% de mortalidad después de 4 meses de infeccion y
una moderada carga bacilar a nivel pulmonar. Después de dos semanas de
infecciobn esta cepa induce una fuerte respuesta inflamatoria con numerosa
produccion de granulomas y neumonia progresiva, afectando mas del 60% de la
superficie pulmonar (Figuras 6 y 7). En cambio los ratones infectados con la cepa
04-303, un aislado de jabali proveniente de La Pampa, Argentina, presentaron
elevada mortalidad, empezando a sucumbir a partir de la tercera semana pos-
infeccion y para la sexta semana todos los animales habian muerto; de igual forma
presentaron dos veces mas unidades formadoras de colonia (UFC), en
comparacién con la cepa de referencia (Figura 6), con una respuesta inflamatoria
moderada en la primera y segunda semana pos-infeccion, seguida de una
repentina consolidacion pulmonar con necrosis extensa. De la misma manera, se
detectaron niveles bajos de citocinas pro-inflamatorias como de IFN-y TNF-a e IL-
4 (Figura 7).

En el mismo estudio, las cepas provenientes de aislados de ganado bovino
fueron menos virulentas (534, V2 y 02-2B), lo cual permitié el 100% de sobrevida
de los ratones después de 4 meses de infeccidn. Los pulmones presentaron baja
carga bacilar y pequefios parches de neumonia que afectaron menos del 20% de
la superficie pulmonar y exhibieron poco desarrollo de granulomas en

comparacion con la cepa de referencia AN5 (Figura 6) [39].
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Estos estudios muestran que en este modelo, algunos aislados de M. bovis
se comportan como cepas altamente virulentas, ademas de que presentan un
balance en el perfil Th1/Th2 durante todo el experimento en comparacion con lo
observado previamente con M. tuberculosis. Las cepas de M. bovis aisladas de
animales salvajes demostraron ser mas virulentas y provocar una repuesta
inflamatoria no protectora, mientras que las aisladas de humanos o ganado
exhibieron menor virulencia, mostrando un perfil Th1/Th2 al inicio de la infeccion y

en la etapa tardia un perfil Thl [39].
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Figura 6. Caracteristicas de la infeccion con M. bovis en el modelo murino de TB
pulmonar progresiva. Sobrevida, carga bacilar pulmonar y morfometria (porcentaje de
superficie pulmonar afectada con neumonia y tamafio de granulomas) en ratones BALB/c

infectados con diferentes cepas de M. bovis. (Tomado de Aguilar et al., 2009).
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Figura 7. Expresion de citocinas por PCR-TR en pulmones de ratones BALB/c
infectados con diferentes cepas de M. bovis. Determinacion de la expresion del
mensajero de las citocinas pro-inflamatorias TNF-a, IFN-y e iNOS y de anti-inflamatorias

como IL-4, durante la infeccion con diferentes cepas de M. bovis en un modelo murino.

(Tomado de Aguilar et al., 2009).

1.6 Linfocitos T cooperadores

El sistema inmune es capaz de atacar una variedad de patdgenos invasores. A
pesar de que muchos tipos celulares participan en el control y eliminacion de las
infecciones, las células TCD4+ son las que dirigen la respuesta inmune contra
microrganismos intracelulares. También son conocidas como células Th o T
cooperadoras [40]. Ayudan a las células B a producir anticuerpos, al cambio de
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clase de los mismos y a la maduracion de afinidad, reclutan y activan células
TCD8+, macrofagos, neutrdfilos, eosinofilos, basofilos y otras células efectoras.
También actian directamente sobre varios tipos celulares, incluyendo células
epiteliales y células de la mucosa, durante el proceso de eliminacion de
patégenos. Las diversas funciones de las células TCD4+ estan determinadas por
sus patrones de secrecion de citocinas y sus tejidos de localizacion [41].

1.6.1 Diferenciacion de linfocitos T cooperadores

La fuente inicial de factores de diferenciacion para células Thl y Th2 son células
del sistema inmune innato que responden a antigenos microbianos; sin embargo,
las citocinas efectoras que son subsecuentemente producidas por estas células
pueden potencializar (alimentando y amplificando) la diferenciacién del respectivo
grupo de células T. Dependiendo el perfil de citocinas en el ambiente las células

se polarizan para diferenciarse en grupos especificos de células efectoras [42].

La diferenciacion de las células T cooperadoras es iniciada por sefales
combinadas que activan cascadas de sefializacién a través de receptores de
citocinas y el receptor de células T (TCR). Estas sefiales inducen y activan
factores de transcripcién responsables de la expresién de genes especificos de
linajes y citocinas caracteristicas de una poblacion celular [42].

Se pensaba que las células TCD4+ virgenes, también llamadas ThO, solo
se diferenciaban en dos subpoblaciones celulares con funciones diferentes,
tradicionalmente denominadas Thl y Th2, determinadas por la forma de induccion,

los patrones de citocinas que producen y sus mecanismos efectores.

Para su diferenciacion, las células Thl necesitan la presencia de estimulos
que favorezcan la produccién de IL-12 por parte de las CPA. Los organismos
intracelulares activan vias de sefializaciéon donde intervienen STAT1 (del inglés

Signal Transducer and Activator of Transcription) y STAT4 que a su vez estimulan
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al factor de transcripcion T-bet para la induccion de la produccion de IFN-y y la
inhibicién del desarrollo de una respuesta de tipo Th2.

Por el contrario, la diferenciacion de las células Th2 depende de estimulos
que lleven a la produccion de IL-4, como los que brindan los parasitos y los
alérgenos, que bajo el control de STAT®6, activan el factor de transcripcion GATA-
3, llevando a la produccién de un patrén de citocinas caracterizado por IL-4, IL-5 e
IL-13 que inhiben el desarrollo de las células de tipo Thl (Figura 8).
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Figura 8. Diferenciaciéon y regulacion de células T cooperadoras. Las flechas verdes
indican la regulacién positiva, mientras que las lineas rojas indican inhibicion. Los factores
de transcripcion de los linajes particulares se encuentran en el nicleo de las células
(Tomado de Steinman, 2007).

El anterior paradigma ha sido alterado por hallazgos que sugieren la
existencia de diferentes tipos de células TCD4+ efectoras que producen una gama
de diversas citocinas por lo que constituyen linajes diferentes [43]. Hoy en dia se
han caracterizado varias subpoblaciones de linfocitos TCD4" efectores, dentro de
las cuales se incluyen los linfocitos Thl, Th2, T reguladores (Treg), Thl7, Th22,
Th9 (Figura 9) [43-49].
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1.6.2 Linfocitos Th17

Los linfocitos Th1l7 constituyen una reciente subpoblacién del sistema inmune
adaptativo; su funcién no esta totalmente dilucidada, pero datos sugieren que este
tipo celular esta encargado de la liquidacion de patégenos, principalmente
extracelulares que requieren una respuesta inflamatoria masiva y que no se

eliminan eficazmente bajo la accion de las células Th1/Th2 [45, 50].
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Figura 9. Diferenciacion de células T virgenes. Dependiendo de los estimulos
desencadenados por el antigeno y el microambiente de citocinas, las células T virgenes
se pueden diferenciar en Thl, Th2, Th9, Thl7, Th22, entre otros tipos, con base en
perfiles especificos de citocinas e interaccion con otras células. Estos subconjuntos de
células promueven diferentes tipos de respuestas inflamatorias (Tomado de Jutel y Akdis,
2011).
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En un principio las células Thl7 y la Interleucina 17 (IL-17), principal
citocina que produce esta poblacion celular, se relacionaron con la respuesta
inmune protectora a bacterias extracelulares en pulmoéon y mucosa intestinal,
asociandolas con el reclutamiento de neutrofilos y reparacion tisular; actualmente
también se vinculan con una respuesta inflamatoria protectora anti-fungica [41, 42,
49, 51].

Las células Th17 no sdlo producen IL-17A (comunmente llamada IL-17), si
no también IL-17F, IL-22 e IL-21. Estas interleucinas tienen efectos en diversos
tipos celulares e inducen la producciobn de citocinas y quimiocinas pro-
inflamatorias para la movilizacién de neutrofilos [42, 51], particularmente a la

mucosa en el intestino y pulmén [52].

Al ser potentes inductores de inflamacion de tejidos, las células Th17, han
sido asociadas con la patogenia de condiciones inflamatorias como dermatitis
(eczema), psoriasis, enfermedad inflamatoria del intestino y sobre todo con
enfermedades autoinmunes, especialmente durante el desarrollo de artritis
reumatoide, miocarditis y encefalitis autoinmune experimental en modelos
murinos. Los mecanismos por los que las células Thl7 causan cambios
patolégicos en estos modelos de ratones autoinmunes sOlo se conocen
parcialmente. Uno de estos se le atribuye a la IL-17, porque con la neutralizacién
de esta citocina in vivo se obtiene un efecto significativo y en la mayoria de las
veces beneficioso al disminuir la inflamacion [53, 54]. Una respuesta de tipo Th17
es la teoria mas reciente para explicar estos fendbmenos de dafio a los tejidos

mediado por células T [55].

Para su diferenciacién, los linfocitos Th1l7 requieren cantidades bajas de
TGF-B en combinaciéon con otras citocinas como interleucina-6 (IL-6), IL-1B e
interleucina-23 (IL-23). En este caso, TGF-B es totalmente necesario para inducir
un receptor nuclear de tipo esteroideo RORyt (receptor gamma t huérfano

relacionado con &cido retinoico), mediante la via de STAT3 en ratones, para
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inducir la transcripcion de genes codificantes de IL-17 y otros factores pro-
inflamatorios [56]. La expresidon de RORyt sucede solamente con una sefal
adicional de IL-6 o interleucina 21 (IL-21); de esta manera el factor nuclear se
libera de la represion y promueve el programa transcripcional Th17 para mantener

la sefial de diferenciacion (Figura 10) [57, 58].
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Figura 10. Diferenciacion de Linfocitos Th1l7. Factores como TGF-B e IL-6 son
necesarios para la diferenciacion de los linfocitos Th17; por su parte, la IL-23 mantiene
una respuesta de este tipo (Modificado de Korn et. al., 2008).

Varios estudios han demostrado que TGF-B es indispensable para la
diferenciacion de las células Th17 humanas, no siendo asi para las células TCD4+
virgenes de ratdn, sugiriendo que los requerimientos para su polarizacion hacia
Th17 son diferentes tanto en el ratdbn como en el humano. Por otra parte, TGF-3
es absolutamente necesario para la induccion inicial de IL-17 en células TCD4+

virgenes y para la induccién del receptor de IL-23, el cual potencializa la
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diferenciacion a Th17 al ser capaces las células de responder a IL-23, y asi

promover su maduracion [42].
1.6.3 Balance de larespuesta Th17

Existe poca informacion sobre la regulacion de la respuesta Th1l7, pero se sabe
que puede ser controlada eficazmente por las células Treg. Un método propuesto
es que a través de grandes cantidades de TGF-B se induce el factor de
transcripcion Foxp3 para la proliferacion de los linfocitos Treg y asi la inhibicion de
las células Th17. IL-10, es un factor de crecimiento para las células Treg; asi que

en grandes cantidades inhibe la generacion de células Th17 [42].

Un componente mas que frena su diferenciacion es el acido retinoico,
debido a que éste actia directamente sobre las células T virgenes, incrementando
las vias de sefializaciéon de TGF- e inhibiendo la sefializacién de IL-6. De forma
contraria, la presencia de IL-6 inhibe la diferenciacion de las células Treg y
promueve una respuesta tipo Th17 [52].

La interleucina-27 (IL-27) es otra citocina que forma parte de la familia de la
IL-12; se relaciona con la inhibicion de la diferenciacion de células Th17, con el fin
de limitar la produccion de inflamacion de origen infeccioso o autoinmune. IL-10 e
IL-27 pueden servir como citocinas reguladoras para prevenir inmunopatologias

extensas manteniendo una respuesta celular controlada [51].

Recientemente también se ha descrito que el Factor Inducible de Hipoxia
(HIF) regula ambas poblaciones Th1l7 y Treg. Dependiendo del microambiente
externo, HIF promueve el desarrollo Th17 mediante la activacion directa de RORyt
y la colaboracién con el mismo para activar genes caracteristicos de los linfocitos
Th17, como el gen de la IL-17. De forma contraria, HIF inhibe la diferenciacion de
linfocitos Treg mediante un mecanismo diferente y no transcripcional. HIF marca a
Foxp3 para su ubiquitinacion y degradacion dentro del proteosoma, usando su
propio sistema de ubiquitina ligasa responsable de su degradacion. Estos

22



mecanismos se activan dependiendo el ambiente metabdlico de la célula, siendo

capaz ésta de elegir su destino pro-inflamatorio o regulador [57].

1.7 Interleucina 23

La IL-23 es miembro de la familia de la IL-12. Fue descrita por primera vez en el
afilo 2000 como un heterodimero compuesto por dos subunidades p19 y p40; esta
Gltima es compartida con la IL-12. No esta involucrada en la polarizacion inicial de
células Th1l7, pero es necesaria para sustentar una completa diferenciacioén, por lo

gue expande y estabiliza las respuestas tipo Th17 [42].

Es producida por macrofagos, células dendriticas, células T, células
endoteliales [59]; su receptor es expresado en células NK, macréfagos, CD de
meédula 6sea, linfocitos TCD4+ activados y linfocitos TCD4+ de memoria, y no en
células T virgenes. En intestino es producida por células del sistema inmune

innato, como CD y macréfagos [60].

Se ha reportado que la IL-23 promueve la produccion de IL-17 en linfocitos
TCD8+ y TCD4+ de memoria. Dicha actividad esta mediada por la activacién de la
via JAK/STAT después de unirse a su receptor. Actia sobre CD mieloides
incrementando su produccion de IFN-y. Actualmente se desea determinar si tiene
un efecto inmunorregulador, disminuyendo la produccién de IL-12 y, por lo tanto,

sus funciones [60].

Suprime la produccién de citocinas anti-inflamatorias como IL-10 e induce la
produccion de IL-17, IL-1, TNF-a e IL-6 en células del sistema inmune innato. Se
necesita una concentracion sostenida para que se mantenga un respuesta Thl7,
por lo que se podria llamar como un factor determinante de una respuesta inmune
inflamatoria de tipo Thl7. Ademas de que actla como puente entre las células de

la respuesta inmune innata y la respuesta adaptativa Th17 [42].
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En psoriasis, las células extraidas de lesiones de piel muestran
predominantemente un fenotipo Th1l7 [42]. En 2003, se descubrié que ratones
deficientes de la subunidad pl9 de IL-23 eran resistentes al desarrollo de
encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) y poseian muy pocas células

capaces de secretar IL-17 [59].

1.8 Interleucina 17

La familia de citocinas a la que pertenece la IL-17 es un grupo de 6 miembros
recientemente descubierto, que incluye a la IL-17A, B, C, D, IL-17E (o0 IL-25) y la
IL-17F. IL-17 (IL-17A) es el miembro original de esta familia. La IL-25 es producida
principalmente por las células Th2, mientras que los linfocitos Th17, los linfocitos

gamma delta (Lyd), las células NK y neutroéfilos son productores de IL-17F [45].

Hasta la fecha, la mayoria de los reportes se han centrado en tres citocinas
dicha familia: IL-17A, IL-17E y la IL-17F. La funcion principal de estos 3 miembros
es el reclutamiento de diferentes tipos de células a través de la induccion de otras
citocinas y quimiocinas. IL-25 (IL-17E) induce la expresion de citocinas de tipo
Th2, por lo que participa durante las respuestas alérgicas de tipo Th2 [3]. Tanto la
IL-17A como la IL-17F tienen propiedades pro-inflamatorias, promueven la
migracion de neutrdéfilos y actian sobre una amplia gama de tipos de células para

inducir la expresién de factores inflamatorios [45].

La IL-17 fue clonada en 1993 y se limitd en gran medida a la expresion de
células TCD4+ de memoria. Sus actividades biologicas inicialmente eran
atribuidas a la diferenciacion de progenitores de granulocitos mediante la
estimulacién de la produccion del factor estimulante de colonias de granulocitos

(G-CSF) y la secrecién de IL-3 en las células estromales de médula 6sea [61].
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La IL-17 es producida por varios tipos celulares, incluyendo Lyd [62], células
NK, neutrofilos, eosindfilos y CD (Langerhans) [63] tanto en la respuesta inmune
innata como adaptativa, por lo que funciona como una conexion entre ambas [64].
Es una citocina clave para el reclutamiento, activacion y migracion de neutrofilos
[54]. Tiene propiedades pro-inflamatorias, induce la expresion de citocinas (TNF-a,
IL-1B), factores estimulantes de colonias (GM-CSF, G-CSF), quimiocinas (CXCL1,
CXCL8, CXCL10) y metaloproteasas que median la destruccion del tejido [42, 60,
65].

Se le ha relacionado con la proteccion contra agentes patdogenos
extracelulares induciendo una respuesta inmune innata epitelial, promoviendo la
movilizacion de células del sistema inmune mediante la induccién de quimiocinas
en células epiteliales y la regeneracién de tejido. Se piensa que otro mecanismo
probable en el que puede estar participando es en la estimulacion de la produccién
de péptidos antimicrobianos, como [(-defensinas en las células epiteliales de la
piel, los pulmones y el sistema gastrointestinal. En general, la IL-17, induce una
fuerte reaccién pro-inflamatoria y refuerza la respuesta inmune Thl citotdxica
mediante el aumento de la molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1) para el

contacto celular dependiente de células T y los queratinocitos [53].

También existe evidencia de que induce la produccion de ON y aumenta los
niveles de &cido ribonucleico mensajero (ARNm) de la INOS en condrocitos de
cartilago osteoartritico, llevando al dafio y destrucciéon de la matriz extracelular,

contribuyendo a una reduccién total de la funcién articular.

La unién de IL-17 a su receptor da como resultado la activacion del factor
de transcripcién nuclear NF-kB con la ayuda de la proteina adaptadora ACT1 y la
proteina de union TRAF6 [42, 53]. Ademas de los efectos directos sobre la
expresion génica en las células diana, IL-17 funciona como estabilizador del TNF-
a. También activa otros factores de transcripcion como TNFR (Receptor del TNF),

que junto con NF-kB, regulan positivamente la expresion de citocinas pro-
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inflamatorias como IL-1, IL-6, IL-17F, IL-8, TNF-a, factores de crecimiento y
quimiocinas. Estos eventos parecen promover efectos inflamatorios y movilizacion
de neutrofilos al sitio de la infeccion aguda [43]. IL-17 actla para regular la

homeostasis de granulocitos [66].

En general, induce una respuesta tisular, encabezada por neutrofilos, sin
embargo, si la produccién de esta citocina no es controlada, se corre el riesgo de
causar dafio inmunopatologico severo [42]. Ratones knock out (KO) para el
receptor de IL-17 muestran en sangre periférica nimeros de neutrofilos circulantes
casi normales, pero son mucho mas susceptibles a la radiacion gamma sub-letal y

manifiestan una reducida recuperacion de neutrdfilos [61].

En infecciones bacterianas intracelulares el papel de IL-17 no esta bien
comprendido. Estudios recientes sugieren que esta citocina aumenta la inmunidad
contra algunos patdgenos intracelulares; sin embargo, el efecto no es tan
dramético como en infecciones bacterianas extracelulares. IL-17 es necesaria para
la proteccion contra la neumonia por Chlamydia muridarum [67], Klebsiella,
Citrobacter rodentium, Candida albicans y Mycoplasma pulmonis [64, 66, 68].
Finalmente, IL-17 ha sido ampliamente implicado como mediador de

enfermedades autoinmunes [66].

Algunos estudios han demostrado que las citocinas IL-18 e IL-18,
promueven la produccién innata de IL-17 por Lyd y por células TCD4+ durante
enfermedades autoinmunes experimentales inducidas por la inmunizacion de auto-
antigenos en el adyuvante completo de Freund's (siendo M. tuberculosis su
componente inmunomodulador). M. tuberculosis activa la via del inflamosoma
induciendo el procesamiento de pro-IL-13 e IL-18 en citocinas maduras, las cuales
a su vez inducen la producciéon de IL-17. Por lo anterior, la IL-1B ha sido
considerada blanco de farmacos importante para las enfermedades autoinmunes,
porque esta implicada en el desarrollo de la patologia local, asociada a la

activacion de células T y de sus productos pro-inflamatorios [62]. En el Vitiligo se
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ha visto el mismo acontecimiento: antigenos estimulan a las células dendriticas
para la produccion de interleucina IL-1B que a su vez interviene en la polarizacion

hacia una respuesta Th17 [69].

En modelos de infeccion con Salmonella entérica y Listeria monocytogenes,
ratones deficientes en la produccion de IL-17 presentaron una disminucion en el
reclutamiento de neutrdéfilos, asociado con un aumento de susceptibilidad a la
infeccion; sin embargo, no se sabe si es el Unico mecanismo por el cual IL-17
incrementa la inmunidad contra estos patégenos [70, 71]. Ademas del defectuoso
reclutamiento de neutréfilos en respuesta a la infeccibn de bacterias, la
administracion local de IL-17 en el pulmdn o en el espacio sinovial [72] resulta en
una significativa acumulacion de neutrofilos en estos compartimentos de tejido in
vivo [61].

1.9 Relacion de la tuberculosis con la respuesta inmunoldgica Th17

La importancia de las células Thl7 y la produccion de citocinas durante el
combate de infecciones y el mantenimiento de la homeostasis de las superficies
mucosas se contrastan con su capacidad para participar en la destruccion de
tejido. Por lo que el potencial de IL-17 de mediar la patologia inmune, como se ha
visto en diversos modelos de infeccién y enfermedades autoinmunes, sugiere que
podria tener un efecto perjudicial en infecciones bacterianas crénicas como TB
[51].

La respuesta Th1l7 recientemente estudiada en infecciones con patégenos
intracelulares, se relaciona con la funcion de promover el reclutamiento y
supervivencia eficiente de neutrofilos. Lo anterior podria ser un mecanismo por el
cual la integridad de los granulomas se mantenga, independientemente de la

respuesta protectora Thl, durante las infecciones por micobacterias.
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La IL-23 se considera capaz de inducir la produccion de IFN-y en las células
Thl [47, 73]; del mismo modo, es crucial para la diferenciacién de células Th17,
las cuales, mediante la produccion IL-17, inducen mediadores inflamatorios que

favorecen el reclutamiento celular y la formacion del granuloma [53]

IL-17 estd relacionada con la induccion de programas inflamatorios
asociados a secrecion de quimiocinas y el reclutamiento de polimorfonucleares
(PMN). No es sorprendente que la ausencia de esta citocina no signifique un gran
impacto en la habilidad de controlar la infeccidén por TB. Sin embargo, su presencia
puede facilitar el reclutamiento de células protectoras y la organizacion de focos
inflamatorios en pulmén, por lo que se le vincula con la formacion temprana de

granulomas [74], siendo los Lyd la fuente principal de esta citocina [75-77].

Por otro lado, la excesiva produccién de IL-23 e IL-17 puede causar
inmunopatologia por un reclutamiento celular indiscriminado. Por lo anterior, cabe
mencionar, que el fino balance entre las repuestas Thl y Thl7 es central para
definir el resultado de la infeccidon por M. tuberculosis [51, 78], por lo que una
respuesta Thl7 puede proveer una proteccion independiente de IFN-y, que
contribuye al control temprano de la infeccion, pero a su vez, este efecto esta
asociado con el incremento de infiltrado por neutréfilos y dafio al tejido infectado
[79, 80].

El grupo de trabajo de la Dra. Cooper propuso un esquema general de la
respuesta Th1l7 en TB, en el cual consideran que citocinas especificas en el sitio
de inflamacién producidas por células infectadas por micobacterias son cruciales
para el balance de una respuesta Thl/ Th1l7. También analizaron la expresion de
IL-12p40 en CPA en respuesta a M. tuberculosis, demostrando que se determina
el perfil de la respuesta inmune dependiendo el estimulo de citocinas como la IL-
12 o la IL-23. Esta induccion esta asociada al tipo de receptores que reconocen la
bacteria, tales como los TLRs, NOD (del inglés Nod-like receptors) y lectina tipo C.

Los TLRs son importantes inductores de IL-12p40 (subunidad que comparten IL-
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12 e IL-23). En dosis bajas de infeccién con M. tuberculosis, el TLR9 es requerido
para la induccion de IL-12p40 in vivo, mientras que TLR2 es necesario in vitro.Otro
receptor intracelular implicado en el reconocimiento de M. tuberculosis es
NOD/CARDL15, el cual reconoce especificamente de peptidoglicanos de la pared

celular y de esta forma se inducex a la produccion de IL-12p40. [51].

En un estudio en CD demostraron que IL-23 fue preferentemente producida
de manera dependiente de TLR2 en ausencia de IFN-y, mientras que en presencia
del estimulo de IFN-y se produjeron ambas citocinas tanto IL-12 como IL-23,
sugiriendo que antes de la expresion de IFN-y, las principales células efectoras
son productoras de IL-17, pero después, durante la infeccion ambas citocinas son
inducidas [51]. De igual forma, han asociado al TLR4 y a Dectina-1 (principal
receptor de beta-glucano de la familia lectina-C) en la induccion de la produccién
de IL-17 bajo estimulo de M. tuberculosis. Este proceso es completamente
dependiente de IL-1B enddgena [81]. Con estos estudios se corrobora que M.
tuberculosis es reconocido por distintos receptores y es capaz de inducir tanto IL-
12 como IL-23, las cuales se encargaran de diferenciar la respuesta en Thl o

Th17 respectivamente.

Es probable que IL-23 actiue tanto en el tejido como en los nddulos
linfaticos, primero para conducir la respuesta adquirida y posteriormente para
promover la expresion de un fenotipo celular encargado de la infiltracion de
linfocitos durante el desarrollo de la inflamacion cronica del tejido pulmonar. Como
IL-23 se produce tempranamente por macrofagos alveolares, esta en condiciones
de conducir una pronta respuesta de IL-17 a partir de células innatas en el pulmén,

las cuales son importantes para el control de infecciones bacterianas agudas [22].
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Figura 11. IL-17 y células Th17 juegan un papel central en la infeccién por
tuberculosis. Durante las etapas iniciales de la infeccion IL-17 es producida por células
innatas; actia promoviendo la secrecion de péptidos antimicrobianos, G-CSF vy
guimiocinas. Cuando las CD migran al ganglio linfatico, se polarizan tanto linfocitos Thl
como Thl7. La produccion de quimiocinas promueve el reclutamiento celular y la
formacion de granulomas. Un aumento constante de citocinas pro-inflamatorias ocasiona
acumulacion celular excesiva y desarrollo de dafio patolégico (Tomado de Torrado y
Cooper, 2010).
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IL-17 puede tener efectos tempranos benéficos, como el reclutamiento de
neutrofilos y la promocion de la secrecion de quimiocinas especificas de tejido
(CXCL9, CXCL10 y CXCL11), pero una exposicion prolongada de los neutrdfilos a
IL-17 o IL-23 puede hacer que las células sobrevivan mas tiempo y cambien su
fenotipo provocando dafio tisular (Figura 11) [51]. Se ha demostrado que IL-17
induce en fibroblastos y células epiteliales humanas la expresion de factores

reclutadores de neutrofilos como IL-8 y G-CSF [82].

En estudios recientes, se ha determinado la importancia de las funciones de
IL-17 e IL-23 en la respuesta inmune principalmente contra M. tuberculosis y M.
bovis [66, 74, 78, 82, 83].

Ratones deficientes de IL-23 infectados con M. tuberculosis mostraron muy
poca induccion del ARNm de IL-17 en pulmén junto con una respuesta
granulomatosa alterada en su modelo. En este sentido, la falta de una respuesta
temprana de IL-17 se ha visto en ratones infectados con TB deficientes de Lyd
[66].

Okamoto y colaboradores en el 2010 demostraron que la ausencia de IL-23
o IL-17 no causa gran impacto en la capacidad de los ratones para controlar la
infeccion por M. tuberculosis en una dosis baja; pero ante una dosis alta, los

ratones deficientes a IL-17 son incapaces de controlar la infeccion [74].

Cruz y colaboradores en el 2010 demostraron que una vacunacion
repetitiva por via subcutanea con BCG en ratones infectados con M. tuberculosis,
resulta en una elevada respuesta tipo Th17 comparada con el raton control. Junto
con el incremento en el numero de células productoras de IL-17 también se vio un
incremento en la expresion de citocinas pro-inflamatorias como TNF-q, IL-6 y MIP-
2, coincidiendo con un aumento en el nimero de neutrofilos en pulmén. También
determinaron que la acumulacion de células productoras de IL-17 es dependiente
de la expresion local de IL-23, concluyendo que esta respuesta es altamente

patolégica y causa dafio tisular extenso [78].
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En un estudio del 2011 donde co-infectaron ratones con M. bovis y
Strongyloides venezuelensis, helminto intestinal, describieron una respuesta
inmune deficiente para controlar la infeccidbn por micobacterias, basada en una
reduccion de la produccion de IL-17 por las células pulmonares y aumento de la
carga bacteriana, concluyendo que una co-infeccion con helmintos intestinales
altera la susceptibilidad de los individuos a infecciones micobacterianas y
desarrollo de TB [83].

Al comparar células de sangre periférica de individuos sanos y de personas
con TB activa, en este ultimo grupo se describieron 2 poblaciones de linfocitos T
de memoria con perfil pro-inflamatorio, los productores de IL-17 y los productores
de IL-22, estirpes totalmente diferentes a los Thl, que contribuyen a la proteccion
montando una respuesta inmune adaptativa contra la infeccion. En este mismo
estudio reportaron que, antigenos especificos de M. tuberculosis inducen la
producciéon de IL-17 en células mononucleares de individuos sanos. También
reportaron que existe menor expresion de estas citocinas en sangre periférica que
en lavados bronquio-alveolares, sugiriendo que, en el sitio de infeccién, es decir, el
pulmon, la expresion de IL-17 en pacientes tuberculosos podria ser diferente que
la expresion en sangre periférica [82].

Una reduccion de la repuesta Thl7 por la regulacion de la expresion
negativa del receptor de IL-6 puede estar asociada con la evolucién clinica de la
infeccion por M. tuberculosis, por lo que puede ser un mecanismo importante en el

desarrollo de la TB activa [84].

En 2012, Basile y colaboradores reportaron que las cepas MDR/MFR son
fuertes inductoras de IL-17 en comparacién con las cepas susceptibles a
antibioticos de la familia Harlem y familia LAM. Los pacientes con TB MDR/MFR
mostraron la mas alta expresion de IL-17. Estos autores concluyeron que las
células productoras de IL-17 podrian desempefiar un papel inmunopatolégico en la

TB MDR/MFR, promoviendo dafio severo del tejido que puede estar asociado con
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la baja eficacia de los farmacos de segunda linea empleados en el tratamiento
convencional [85].

La regulacion de la inmunopatologia durante la infeccion crénica por TB es
esencial para la sobrevivencia del huésped; la IL-23, la IL-17 y las células Th17
juegan un papel importante mediante mecanismos que incluyen el reclutamiento
de neutrofilos y la organizacion del granuloma; sin embargo, estos eventos
necesitan ser regulados, porque grandes cantidades de neutroéfilos en el pulmén,

estan asociados con un incremento en la patologia y un mal prondstico.

33



2. Justificacion

La TB es considerada una enfermedad muy compleja en la que participan diversos
factores del huésped (constitucion génica, respuesta inmunoldgica), del patdgeno
(genes y factores de virulencia) y del ambiente (pobreza, desnutricion,
hacinamiento). Es importante el desarrollo de modelos animales de infeccion con
micobacterias que colaboren a la caracterizacion de los mecanismos
inmunolégicos que contribuyan a la proteccidon contra cepas de M. bovis y M.
tuberculosis de baja e intermedia Vvirulencia, y de los mecanismos
inmunopatol6gicos mediados por cepas de alta virulencia que participan en el

proceso de dafio tisular y progresion de la enfermedad.

En los ultimos afios se ha descrito una nueva poblacion celular denominada
Th17, linfocitos que con ayuda de otra citocinas como IL-23 e IL-17 son capaces
de desarrollar una respuesta inmune pro-inflamatoria benéfica contra diversos
patdgenos, entre ellos, micobacterias. Por otro lado, estas citocinas también se
han relacionado como parte efectora del desarrollo de respuestas
inmunopatoélogicas, participando en la estimulacion excesiva de la respuesta

inflamatoria y el consecuente dafio tisular.

Por esta razdn, es importante estudiar la cinética de produccion de citocinas
como IL-17 e IL-23 durante el desarrollo de la respuesta inmune tras la infeccién
con cepas de baja, intermedia y alta virulencia para identificar su participacion
como una via alterna de proteccién o de desarrollo patologico de la enfermedad, lo
cual ayudarad a tener un mayor conocimiento de la respuesta inmune frente a

micobacterias.
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3. Hipotesis

La cinética de expresion génica y la producciéon de IL-17 e I1L-23 depende del nivel
de virulencia de la cepa infectante de M. bovis y M. tuberculosis en el modelo

murino de tuberculosis pulmonar progresiva.

4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Determinar la cinética de expresion de IL-17 e IL-23 en pulmones de ratones
infectados con cepas de M. bovis y M. tuberculosis de virulencia diferente

utilizando el modelo murino de tuberculosis pulmonar progresiva.
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4.2 Objetivos particulares

1. Determinar el nivel de virulencia de las cepas de M. bovis (534 y 303) y M.
tuberculosis (H37Rv y 48p) durante la infeccion de ratones en el modelo
experimental de tuberculosis pulmonar progresiva mediante la evaluacion de
sobrevida, dafio tisular (porcentaje de neumonia y necrosis) y carga bacilar

pulmonar.

2. ldentificar la cinética de expresion de IL-17 e 1L-23 utilizando la técnica de PCR-
Tiempo Real a lo largo del modelo experimental de tuberculosis pulmonar
progresiva.

3. Estudiar mediante inmunohistoquimica (IHQ) la expresion a nivel de proteina y
la fuente celular de IL-17 en zonas de inflamacioén perivascular, intersticial y
peribronquial, granulomas y neumonia durante la infeccion en el modelo murino de

tuberculosis pulmonar progresiva.
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5. Materiales y métodos

5.1 Ubicacioén

La parte experimental del presente trabajo se llevé a cabo en el laboratorio de
Patologia Experimental del Departamento de Patologia del Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran” (INCMNSZ).

5.2 Cepas de Mycobacterium spp.

Para la infeccion con M. tuberculosis, se utilizo la cepa prototipo H37Rv y la cepa
Beijing 48p; esta ultima es un aislado clinico proveniente de Sudafrica que fue
inoculado y recuperado de un ratén vacunado con BCG Phipps. Para M. bovis se
emplearon las cepas 534 de baja virulencia, aislada de ganado y la cepa 04-303

de alta virulencia, aislada de jabali, ambas provenientes de Argentina [39] .

5.3 Preparacion de inéculos

Las cepas se crecieron en medio 7H9 Middlebrook (Difco) enriquecido con ADC
(albumina, dextrosa y catalasa; Becton Dickinson) a 37°C en agitacion constante
por aproximadamente 21 dias. El crecimiento bacteriano fue monitoreado por
densitometria (600 nm) hasta alcanzar la fase de crecimiento exponencial. Una
vez en esta etapa, las bacterias fueron cosechadas y almacenadas en alicuotas a
-70°C. Para su ajuste a 2.5 X 10° células viables en 100ul de solucién salina, las
alicuotas fueron descongeladas y las suspensiones bacterianas fueron contadas
por microscopia mediante la incorporacion de diacetato de fluoresceina [86]. Una
vez obtenida la concentracién deseada, los indculos se ocuparon inmediatamente

para la infeccion.
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5.4 Modelo murino de tuberculosis pulmonar progresiva

El modelo murino de tuberculosis pulmonar progresiva ha sido previamente
descrito [33, 87]. Brevemente, en este experimento por cada cepa se anestesiaron
con sevoflurano (Sevorane) y se inocularon via intra-traqueal 48 ratones
singénicos BALB/c machos de 6-8 semanas de edad con 2.5X10° bacterias
suspendidas en 100 ul se solucion salina; los animales se mantuvieron en posicion
vertical hasta su recuperacion (presencia de reflejos y contraccion muscular);
después fueron albergados en grupos de 10 animales en cajas de policarbonato
(microaisladores) almacenadas dentro de un sistema de micro-ventilacion

individual positiva (Allentown).

Durante todo el experimento se monitored la sobrevida. Se sacrificaron 6
ratones por cepa y por tiempo de sacrificio en los dias 1, 3, 7, 14, 21, 28, 60 y 120
pos-infeccion mediante exanguinacion a través del corte del plexo branquial. Se
recuperaron 6 pulmones derechos y 3 pulmones izquierdos, los cuales fueron
congelados en nitrégeno liquido para la determinacion de UFC y para estudios de
biologia molecular respectivamente. Los 3 pulmones izquierdos restantes fueron

perfundidos con etanol absoluto (ETOH) para estudios histolégicos.

Todos los procedimientos de infeccién y sacrificio se realizaron en una
campana de seguridad bioldgica tipo 3. El uso de animales fue aprobado por el
comité de ética del INCMNZS y por el Subcomité Institucional para el Cuidado y
Uso de Animales Experimentales del Programa de Maestria y Doctorado en
Ciencias de la Produccion y de la Salud Animal (SICUAE).

5.5 Determinacién de la carga bacilar en pulmoén por conteo de UFC

Seis pulmones (I6bulo derecho) por tiempo de sacrificio fueron homogenizados

con ayuda de un politrén (Kinematica, Luzern) en tubos estériles con 1 ml de
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solucién PBS-tween 0.05%. Cuatro diluciones de cada homogenizado fueron
sembradas por duplicado en cajas con agar Middlebrook 7H10 (Difco) enriquecido
con OADC (acido oleico, albumina, dextrosa y catalasa, Becton Dickinson), las
cuales fueron incubadas a 37°C con 5% de dioxido de carbono. El numero de

colonias fueron contadas 14 y 21 dias después de la siembra.

5.6 Histopatologia y morfometria

Para el andlisis histopatolégico, los pulmones perfundidos y almacenados por 24
horas minimo en etanol absoluto, fueron divididos sagitalmente a través del hilio
pulmonar, deshidratados y embebidos en parafina para después ser cortados en
secciones de 4 micras y tefidos con hematoxilina-eosina. El analisis del
porcentaje de necrosis se determiné mediante la medicion de las areas afectadas
en micras cuadradas utilizando el sistema de analisis de imagenes Leica Q500/W
(Leica, Milton Keynes), reportando la media y desviacion estandar (DE),

considerando 3 pulmones por tiempo de sacrificio.

5.7 Andlisis de citocinas por Inmunohistoquimica (IHQ)

De los pulmones embebidos previamente en parafina de 3 ratones diferentes por
tiempo de sacrificio se tomaron secciones histolégicas de 4um; se procedid a
desparafinar por 20 minutos a 60°C para después colocar las muestras en un tren
de hidratacion comenzando por xileno, pasando por alcoholes en concentraciones
decrecientes hasta agua destilada. Se utilizé el kit comercial PolyDetector HRP
(Bio SB), asi como sus recomendaciones [88]. Una vez rehidratadas las muestras,
se sumergieron en buffer de citrato de sodio al 10mM (20X ImmunoDNA Retriever
with Citrate, Bio SB) y fueron autoclaveadas por 20 minutos en una olla de presion

para exponer los epitopos y/o cambiar la estructura conformacional de las
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proteinas (desenmascaramiento del antigeno). Luego se realizé un lavado con
PBS pH 7.6 y los cortes se trataron con un bloqueador de peroxidasa endogena
(Peroxidase/AP Blocker, Bio SB) por 10 min y durante 5 minutos mas con un
bloqueador de proteinas universal (Background Sniper). Después de otro lavado,
las muestras se incubaron por 45 minutos con los anticuerpos primarios anti-1L-17
(Abcam ab79056) a una dilucién 1:50 o anti-IL-23 (Abcam ab45420) a una dilucién
1:400. Los anticuerpos fueron previamente diluidos (ImmunoDetector Protein
Blocker/Antibody Diluent, Bio SB). Se continué con el lavado del anticuerpo
primario y con la colocacion del anticuerpo secundario biotinilado (PolyDetector
HRP Label, Bio BS), el cual se incubdé durante 40 minutos; se realizd un lavado
mas y se reveld con diaminobencidina (PolyDetector DAB, Bio SB) bajo el
microscopio para visualizar el cambio de coloracion de la reaccion de la enzima
con el sustrato. Finalmente los cortes fueron contrateiiidos con hematoxilina,
seguido de un tren de deshidratacion por alcoholes en concentraciones crecientes
hasta xileno para culminar con el montaje de la muestra y su interpretacién al

microscopio.

Para el estudio de las inmunohistoquimicas, se procedié con el escaneo de
laminillas utilizando el equipo de patologia digital Aperio (ePathology Solutions) y
para el andlisis de intensidad total de marcaje positivo de IL-17 en pulmén se usé
el software ImageScope. Se escane0 cada laminilla teniendo 3 ratones por tiempo
de sacrificio por cada zona del pulmén a estudiar, es decir, areas neumonicas,
granulomas y zonas de inflamacion perivascular, intersticial y peribronquial. Se
seleccionaron 3 areas de un promedio de micras cuadradas similar. De dichas
areas el equipo midi6 la intensidad total de células positivas (Ip) y la intensidad de
tincion fuerte total de células positivas (Isp). Con estos dos valores (Ip e Isp) se
determind el promedio de cada zona y a su vez se obtuvo la media y la DE de las
3 zonas por pulmon y de los 3 pulmones por tiempo. El resultado se expresé como

Intensidad Total de Expresioén.
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5.8 Andlisis de citocinas por PCR-Tiempo Real

De tres ratones por tiempo de sacrificio se extrajo ARN. Cada pulmon fue
colocado en 1 ml de medio RPMI (Gibco) adicionado con 0.5mg/ml de colagenasa
(Sigma) e incubado por 1 hora a 37°C. Después el pulmén fue macerado con
ayuda de un émbolo de jeringa y pasado por un filtro celular de 70 micras (BD,
Bio). Las células obtenidas fueron centrifugadas a 3000 rpm (1620 gravedades) a
4°C. Posteriormente se decanto el sobrenadante y se adicionaron 1.5 ml de buffer
de lisis (cloruro de amonio 0.34M y EDTA 0.12mM, pH 7.2) para romper las
células rojas. Se procedié con un lavado con 1 ml de medio RPMI y se centrifugé
bajo las condiciones anteriormente mencionadas. Una vez decantado el
sobrenadante, la extraccion prosiguié conforme a las especificaciones del Kit Mini

RNeasy (Qiagen).

El ARN obtenido se cuantificé por espectrofotometria (A260/280) y se
analizé su calidad mediante geles de agarosa. Se ocuparon 100 ng de ARN para
la produccion de cDNA mediante una reaccion de retro-transcripcion (RT)
siguiendo las indicaciones del kit Omniscript (Qiagen). Con el producto se realizo
una Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) punto final para amplificar el gen
constitutivo de la Deshidrogenasa Gliceraldehido 3-fosfato (GAPDH), bajo las
siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 95°C por 15 min, seguido de 40
ciclos a 95°C por 30s, 60°C por 30s, 72°C por 60s y extension final a 72°C por 10

min.

Para la PCR en Tiempo Real (PCR-TR) se utiliz6 el sistema PCR-TR 7500
(Applied Biosystems), y el kit Quantitect SYBR Green Mastermix (Qiagen),
incluyendo en cada corrida las curvas estandar generadas a partir de diluciones
seriadas de productos de PCR cuantificados de cada una de las citocinas, asi
como un control negativo. Cebadores especificos (Invitrogen) se disefiaron con el
programa BLAST (Pubmed) para los blancos mostrados en la Tabla 1. El nimero

de copias de cada citocina fue normalizado con un millén de copias de ARNm que
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codifica para el gen GAPDH. La reaccion se efectio con un paso inicial de
desnaturalizaciéon a 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos a 95°C por 20s,
60°C por 20s, 72°C por 35s.

Citocina Cebador sentido Cebador antisentido
GAPDH 5-CATTGTGGAAGGGCTATGA-3 5-GGAAGGCCATGCCAGTGAGC-3’
IL-17 5-CACCAGCTGATCAGGACGCGC-3’ 5-GGACCCCAACAGCTGGAATAGAGC-3’
IL-23 5-CGGGGGTGATCCTCTGGCTGAAAG-3’ 5-GGACTCAGCCAACTCCTCCAGGT-3'
TNF-a 5-GCCGAGAAAGGCTGCTTG-3 5-TGTGGCTTCGACCTCTACCTC-3

Cuadro 1. Secuencia de cebadores utilizados en la PCR-TR.

5.9 Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 mediante el programa GraphPad Prism version
5.0. Para las curvas de sobrevida se utilizo la prueba de Log Rank y Kaplan-Meier.
Entre cepas del mismo género, el analisis de varianza de medias del nimero de
UFC'’s, porcentaje de necrosis y expresion de citocinas por PCR-TR e IHQ fue
realizado mediante la prueba t de Student. Las diferencias se consideraron
significativas cuando p<0.05.

42




6. Resultados

Tomando como referencia el modelo murino de TB pulmonar progresiva
anteriormente descrito, se infectaron 2 grupos de ratones con cepas de M.
tuberculosis y 2 grupos mas con cepas de M. bovis. A continuacién se muestran
los resultados obtenidos por cada especie de Mycobacterium en apartados

diferentes.

6.1 Mycobacterium bovis cepas 303 y 534.

6.1.1 Evaluacién del nivel de virulencia en el modelo murino de tuberculosis

pulmonar progresiva

Mediante el procedimiento previamente descrito en material y métodos, se
infectaron via intra-traqueal 2 grupos de ratones con 2.5x10° bacterias de las
cepas M. bovis de baja virulencia 534 y de alta virulencia 303. Para corroborar
virulencia se monitored la sobrevida, se determiné la carga bacilar en pulmones y
se valoré el dafio histologico pulmonar mediante la estimacion del porcentaje de

necrosis.

Los animales infectados con la cepa 534 mostraron el 100% de sobrevida
durante todo el experimento (4 meses). En comparacion, la cepa 303 ocasioné la
muerte temprana de todos los animales al dia 21 pos-infeccién. Al analizar ambas
curvas de sobrevida con la prueba de Kaplan-Meier, éstas fueron estadisticamente
diferentes (Figura 12 A). En cuanto al niumero de UFC’s en pulmon, los animales
infectados con la cepa 534 mantuvieron una carga constante de bacterias desde el
dia 1 hasta el dia 28; para el resto del experimento (dia 60 y 120) ya no fue
detectable crecimiento bacteriano alguno. Los ratones infectados con la cepa 303

evolucionaron de forma diferente; el numero de UFC’s aumento exponencialmente
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a partir del dia 3 pos-infeccién alcanzando para el dia 21 mas de 4.5 billones de
bacterias en el pulmén (Figura 12 B).
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Figura 12. Virulencia de las cepas de M. bovis 534 (baja virulencia) y 303 (alta
virulencia) en el modelo de tuberculosis pulmonar progresiva. (A) Curva de sobrevida
de los animales durante el curso de la enfermedad. (B) Determinacién de la carga bacilar
en homogenizados pulmonares de ratones infectados. Los asteriscos representan

diferencia estadistica significativa (*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001) en la comparacién
entre cepas.

En cuanto a la apreciacion del dafio histolégico pulmonar, en los animales
infectados con la cepa 534 fue indetectable durante todo el experimento. Durante

los primeros dias pos-infeccibn se mantuvo la estructura pulmonar con escaso
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infiltrado intersticial (Figura 13 A). En comparacion, los pulmones de los ratones
infectados con la cepa 303 no evidenciaron presencia de infiltrado celular hasta el
dia 14 pos-infeccion, manifestando la formacion de granulomas escasos, un
limitado infiltrado inflamatorio alrededor de vasos y de bronquios, Yy
aproximadamente 2% de dafio pulmonar ocasionado por necrosis celular. El
cambio histopatoldgico fue extremo en el dia 21 pos-infeccion, donde el 40% del
area pulmonar present6 necrosis con abundante infiltrado perivascular, intersticial

y peribronquial, asi como diversas zonas neumonicas (Figura 13 A, B).
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Figura 13. Caracteristicas histolégicas de pulmones de ratones infectados con M.
bovis 534 y 303. (A) Micrografias representativas del pulmoén en el dia 21 posterior a la
infeccibn con la cepa 534 (imagen izquierda) con escaso infiltrado perivascular e
intersticial, e infeccion con la cepa 303 (imagen derecha) que muestra necrosis extensa y
pérdida de la estructura pulmonar. (B) Determinacion del porcentaje de superficie

pulmonar con dafio tisular provocado por necrosis a lo largo de la enfermedad en ratones

infectados con la cepa 303.
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6.1.2 Evaluacion de la expresion de citocinas mediante RT-PCR en Tiempo
Real

La valoracion de la respuesta inmune a nivel pulmonar se hizo comparando la
expresion de IL-17 e IL-23 entre animales infectados con ambas cepas utilizando
la técnica de PCR-TR. Cabe mencionar que se determind TNF-a para tener un
control interno de expresion en el modelo, ademas de que se ha reportado
previamente como una citocina pro-inflamatoria, cuyo aumento de expresion esta
asociado con la fase protectora de la enfermedad principalmente con la activacion
de macréfagos y la estimulacion de la produccion de IL-2, con el propdsito de

mantener bajo control el nimero de micobacterias [34].

La expresion de IL-17 e IL-23 aumentd tras la infeccion con ambas cepas.
Los pulmones de ratones infectados con M. bovis 534 mostraron el maximo nivel
de expresion de IL-17 al dia 28 pos-infeccidén regresando a niveles basales en la
etapa tardia de la infeccién. En cuanto a IL-23, se definieron varios incrementos
pronunciados de expresion en los dias 7, 21 y 28 pos-infeccion y dichos valores
disminuyeron considerablemente durante la fase avanzada de la enfermedad
(Figura 14 A, B).

La IL-17 tuvo un incremento de expresion en los dias 1 y 21 durante la
infeccion con M. bovis 303, sosteniendo una meseta de expresion desde el dia 3
hasta el 14, mientras que para la IL-23 la expresion fue variable con la presencia
de dos momentos de maxima expresion en los dias 7 y 14 pos-infeccion,

disminuyendo notablemente para el dia 21 (Figura 14 A, B).

Al comparar la cinética de expresion de IL-17 tras la infeccién con ambas
cepas, observamos que fue similar durante todo el experimento, pero cabe
destacar que con la infeccion con M. bovis 303 se obtuvieron mayores niveles en
el dia 1 y el 21. En comparacion con lo encontrado con IL-23 donde la expresion

fue inconstante y muy diferente en ambas cepas.
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Figura 14. Expresién de citocinas por RT-PCR en Tiempo Real durante la infeccién
con M. bovis. En pulmones de ratones infectados con las cepas 534 y 303 se determiné
la expresion de ARNm de A) IL-17, B) IL-23 y C) TNFa. Los asteriscos representan
diferencia estadistica significativa (*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001) en la comparacion

entre cepas.

Durante la infeccién con la cepa 534 aumentd la expresion génica en
pulmén de TNF-a desde el primer dia pos-infeccion y se mantuvo constante
durante toda la fase temprana del modelo (del dia 1 al dia 28) para disminuir
durante la etapa avanzada. Tras la infeccion con la cepa 303 se evidenciaron
niveles altos de la expresion de TNF-a al dia 1 y al dia 14 para después reducir en
el dia 21. Al comparar las cepas de M. bovis se observé una produccién mucho
mas elevada de TNF-a por la cepa de baja virulenta que por la de alta virulenta

durante todo el experimento (Figura 14 C).
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6.1.3 Evaluacion de la produccion de IL-17 e IL-23 mediante

Inmunohistoquimica

Durante los dias de sacrificio preestablecidos en el modelo tras la infeccion con
ambas cepas, la IL-23 mostré una expresion similar a la IL-17 a nivel pulmonar. La
IL-23 se evidencio desde los primeros dias pos-infecciobn en epitelio bronquial,
siendo caracteristico también el marcaje de macréfagos en infiltrado intersticial y
vascular. Por otro lado, una gama mas extensa de células resultaron positivas a
IL-17 en el citoplasma o en la membrana celular. Las células que mostraron fuerte
inmunomarcaje fueron macréfagos, linfocitos, neutrdfilos, células endoteliales,

células epiteliales e incluso adipocitos (Figura 15 B).

En los pulmones de ratones infectados con M. bovis 303 se observé que
tanto el epitelio bronquial como el infiltrado inflamatorio perivascular fueron
positivos durante todos los dias de sacrificio hasta el dia 21 cuando se observo
disminucién del marcaje; las células positivas predominantes fueron granulocitos,
linfocitos y macréfagos activados durante los primeros dias del experimento, para
después disminuir la positividad de éstos y encontrar algunos macrofagos

vacuolados con citoplasma positivo (Figura 15 B).

Mientras que, tras la infeccion con la cepa 534 se observé marcaje positivo
en todos los tiempos de sacrificio principalmente en el infiltrado perivascular,
intersticial y el epitelio bronquial (Figura 15). Cabe mencionar que, debido a que
hubo menor infiltrado inflamatorio crénico, la mayoria de marcaje existio en
granulocitos y macréfagos en los primeros dias, mientras que las células

epiteliales se mantuvieron positivas durante todo el desarrollo del experimento.

Haciendo mas especifico el estudio de la expresion y comportamiento de
IL-17 en el modelo, se realizdé la cuantificacion de la intensidad del marcaje
utilizando patologia digital y siguiendo el procedimiento previamente redactado en
material y métodos. Se obtuvo la cinética de expresion de IL-17 en pulmon durante
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los dias de sacrificio en infiltrado intersticial, peribronquial, perivascular, neumonia
y granulomas (Figura 16).
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Figura 15. Expresién de IL-17 por IHQ durante la infeccién con M. bovis. Micrografias
representativas de pulmones de ratones infectados con las cepas 534 y 303 en los cuales
se identifico IL-17 mediante IHQ durante la progresién de la enfermedad. A) Expresion
basal IL-17 en un ratén sano. B) Expresion de IL-17 en los dias 1, 7, 14, 21 y 120 pos-

infeccion con las cepas 303 y 534 en la parte superior e inferior respectivamente.

Los pulmones de ratones sanos mostraron una expresion basal de IL-17 en
epitelio bronquial, en infiltrado intersticial principalmente de macréfagos y marcaje
reducido en el endotelio vascular (Figura 15 A y 16). En cuanto a la infeccion con
M. bovis 534, los pulmones presentaron un aumento de intensidad positiva en el

infiltrado intersticial y perivascular desde el dia 1 hasta el 60, disminuyendo para el
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120 (Figura 16 A, B); en cambio, el epitelio bronquial mantuvo niveles

positividad estables durante todo el experimento (Figura 16 C).
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Figura 16. Cuantificacién de la intensidad de expresion de IL-17 durante la infeccion

con M. bovis. Utilizando el programa de patologia digital ImageScope, se cuantificé el

grado de expresion de IL-17 en pulmones durante el curso de la enfermedad,

determinando intensidad total de expresion de marcaje positivo en A) infiltrado intersticial

(IN), B) infiltrado perivascular (PV), C) infiltrado peribronquial (PB), D) granulomas (G) y E)

neumonia (N). Los asteriscos representan diferencia estadistica significativa (*p<0.05,

**p<0.005, ***p<0.001) en la comparacion entre cepas.
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Los pulmones de animales retados con la cepa 303 tuvieron una cinética de
expresion un poco diferente. Se presentd un aumento de marcaje en células de
infiltrado inflamatorio intersticial asi como en el epitelio bronquial desde el dia 1
hasta el 14 pos-infeccion principalmente de macréfagos y granulocitos en los
primeros dias y de macrofagos linfocitos al dia 14 pos-infeccion, reduciendo dicha
positividad notablemente para el dia 21 (Figura 16 A, C). El endotelio vascular y
las células inflamatorias mostraron positividad desde el primer dia pos-infeccion
con un incremento maximo al dia 14 para disminuir 8 dias después (Figura 16 B).
En granulomas (Figura 16 D) la intensidad fue mucho mayor al dia 14 que al dia
21. Se inspeccion6 de igual forma la expresion de IL-17 en zonas neumonicas
(Figura 16 E), donde soOlo escaso numero de macréfagos y linfocitos fueron

positivos.

6.2 Mycobacterium tuberculosis cepas H37Rv y 48p
6.2.1 Evaluacién del nivel de virulencia

Utilizando el modelo murino de TB pulmonar progresiva previamente descrito en
material y métodos, se infectaron 2 grupos de ratones con las cepas M.
tuberculosis H37Rv de virulencia intermedia y 48p de alta virulenta. Se monitore6
la sobrevida, se determiné la carga bacilar en pulmones (UFC) y se valoro el dafio

histol6gico pulmonar a través de la evaluacién del porcentaje de necrosis.

El grupo experimental de ratones retado con la cepa tipo (H37Rv) mostro
sobrevida del 80% al finalizar el experimento en comparacion con el grupo
infectado con la cepa 48p, la cual causo la muerte de todos los animales al dia 28
pos-infeccion (Figura 17 A). Los ratones infectados con la cepa H37Rv exhibieron
una disminucién de la carga bacilar en pulmén en los primeros dias de la infeccion
seguido del aumento constante y sostenido de entre 20 y 28 millones de UFC

desde el dia 14 hasta el 120. Los sujetos experimentales retados con M.
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tuberculosis 48p evolucionaron de diferente forma; durante los primeros dias de la
infeccion el numero de colonias bacterianas fue minimo pero se elevd
exponencialmente desde el dia 14 pos-infeccion alcanzando para el dia 28 casi

300 millones de UFC en homogenizados pulmonares (Figura 17 B).
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Figura 17. Virulencia de las cepas de M. tuberculosis H37Rv y 48p en el modelo de
tuberculosis pulmonar progresiva. (A) Curva de sobrevida de los animales durante el
curso de la enfermedad. (B) Determinacion de la carga bacilar en homogenizados
pulmonares de ratones infectados. Los asteriscos representan diferencia estadistica

significativa (*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001) en la comparacién entre cepas.
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El dafio histolégico en pulmoén causado por H37Rv durante el experimento
coincidié con lo previamente reportado [87]. Durante los primeros dias de infeccién
se observd poco infiltrado intersticial siendo hasta el dia 14 cuando hubo un
aumento en el volumen celular y fue el inicio de la formacion de estructuras
granulomatosas, las cuales aumentaron en nimero y tamafio para el dia 21 y 28
pos-infeccion. En la etapa progresiva de la enfermedad se observd una
acumulacion considerable de células inflamatorias, produciendo parches de
neumonia abarcando areas extensas del pulmon; esto principalmente en el dia

120 pos-infeccion (Figura 18 A).

En contraparte, los pulmones de animales retados con la cepa 48p
manifestaron presencia de infiltrado inflamatorio hasta el dia 14 pos-infeccién,
siendo visibles granulomas y escaso flujo de células inflamatorias en las
inmediaciones de vasos y de bronquios. Siete dias después, la morfologia mostro
un cambio dramatico, caracterizado por focos de necrosis que abarcaron mas del
10% del area pulmonar, abundantes células inflamatorias proximas a vasos
sanguineos, bronquios e intersticio y el comienzo de la formacion de zonas
neumonicas que para el dia 28 pos-infeccion se convirtieron en su gran mayoria

en &reas necroticas abarcando mas del 20% del pulmén (Figura 18 A, B).

6.2.2 Evaluacion de la expresion de citocinas mediante RT-PCR en Tiempo

Real

Se compard a nivel pulmonar la expresion de IL-17, IL-23 y TNF-a después de la
infeccion de ratones con ambas cepas obteniendo los siguientes resultados. De la
misma forma que lo observado durante la infeccion con M. bovis, tras la infeccién
con las cepas H37Rv y 48p aumento la expresion del ARNm tanto de IL-17 como
de IL-23.

Durante la infeccién con M. tuberculosis H37Rv, se incrementd la expresion
de IL-17 desde el primer dia hasta el dia 28, disminuyendo considerablemente

para el dia 60 e incrementando nuevamente en el dia 120. IL-23 tuvo un
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comportamiento similar, con expresion maxima en los dias pos-infeccion 14, 21y
28; al dia 60 los niveles se redujeron para volver a elevarse al dia 120. En cuanto
a la expresion pulmonar tras el reto con M. tuberculosis 48p, IL-17 sostuvo una
sefal constante desde el dia 3 hasta el dia 28 de la infeccion. Se observaron dos
picos de maxima expresion de IL-23 en los dias 14 y 21 de la infeccion para

después disminuir en el dia 28 (Figura 19 A, B).
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Figura 18. Caracteristicas histolégicas de pulmones de ratones infectados con M.
tuberculosis H37Rv y 48p. (A) Imagenes histolégicas representativas del dia 21
posterior a la infeccion con la cepa H37Rv (imagen izquierda) que muestra predominio de
granulomas e infiltrado intersticial y con la cepa 48p (imagen derecha) con areas de
necrosis extensa y pérdida de la estructura pulmonar. (B) Determinacion del porcentaje de
superficie pulmonar con dafio tisular provocado por necrosis a lo largo de la enfermedad

en ratones infectados con la cepa 48p.
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Si comparamos la cinética de expresion pulmonar de IL-17 después del reto
con ambas cepas, observamos similitudes durante casi todo el experimento,
encontrando diferencias estadisticamente significativas al dia 14 y al dia 3 tras la
infeccion con M. tuberculosis H37Rv y 48p, respectivamente. Por otra parte, la
infeccion con H37Rv indujo la elevacion de IL-23 en los dias 14, 21 y 28 en
comparacién con los niveles observados tras la infeccion con la cepa 48p (Figura
19 A, B).

La infeccion con la cepa H37Rv indujo el aumento de la expresion de TNF-a
a nivel pulmonar desde el primer dia pos-infeccion y se mantuvo durante todos los
tiempos de sacrificio. En cambio tras el reto con la cepa 48p, se determinaron
mayores niveles a los dias 14, 21 y 28 después de la infeccién, no siendo asi en
los primeros dias del experimento. Al comparar la produccién de esta citocina tras
la infeccion con las 2 cepas, se detectaron niveles mucho mas elevados tras el

reto con H37Rv que con la cepa 48p (Figura 19 C).

6.2.3 Evaluacion de Ila produccion de IL-17 e IL-23 mediante

Inmunohistoquimica

La infeccidn con cepas de M. tuberculosis mostré una expresion similar de I1L-17
(Figura 20 A, B) e IL-23 en tejido pulmonar. Particularmente durante la infeccién
con H37Rv se observo positividad a IL-23 durante todo el experimento en epitelio
bronquial. Durante la etapa temprana el infiltrado intersticial, infiltrado perivascular
y zonas granulomatosas fueron positivos, siendo principalmente macrofagos y
granulocitos las células marcadas positivamente en estas zonas, mientras que en
la fase progresiva disminuyd la positividad especialmente en macréfagos
vacuolados. En cuanto a IL-17 durante la fase temprana se observaron neutrofilos,
macrofagos, adipocitos, células endoteliales y epiteliales positivas. Cabe
mencionar que en los dias de maxima expresion de la respuesta inmune en el

modelo se encontraron positivos macrofagos y linfocitos principalmente formando
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la estructura de los granulomas; para la fase progresiva se mantuvo el marcaje de

epitelio y endotelio asi como de macréfagos espumosos.
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Figura 19. Expresién de citocinas por RT-PCR en Tiempo Real durante la infeccion
con M. tuberculosis. De pulmones de ratones infectados con las cepas H37Rv y 48p se
determind la expresion de ARNm de A) IL-17, B) IL-23 y C) TNF-a. Los asteriscos
representan diferencia estadistica significativa (*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001) en la

comparacion entre cepas.

Durante la cinética de infeccion con M. tuberculosis 48p los mismos grupos
celulares se observaron positivos en pulmén para IL-23. Es importante mencionar
gue esta expresion disminuy6 progresivamente del dia 14 al 28, cuando el epitelio

bronquial se tornd totalmente negativo. IL-17 siguid el mismo curso: en los
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primeros dias se notd marcaje principalmente de granulocitos y macréfagos para
después encontrar linfocitos positivos, pero para el dia 28, en su mayoria, dichos

tipos celulares se convirtieron negativos.

Respecto al analisis del tejido pulmonar, aplicando la metodologia de
medicion de intensidad de expresibn mediante la aplicacion del programa
ImageScope de Patologia Digital, se determiné la expresion de IL-17, siguiendo el

procedimiento previamente redactado en material y métodos.

48p

H37Rv

Figura 20. Expresiéon de IL-17 por IHQ durante la infeccién con M. tuberculosis.
Micrografias representativas de pulmones de ratones infectados con las cepas H37Rv y
48p, en los cuales se identifico IL-17 mediante IHQ durante la progresién de la
enfermedad. A) Expresion basal IL-17 en un raton sano. B) Expresion de IL-17 en los dias
1, 7, 14, 28 y 120 pos-infeccién con las cepas H37Rv y 48p, parte superior e inferior,

respectivamente.
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Los pulmones de ratones retados con la cepa tipo de M. tuberculosis
presentaron un incremento de expresion de IL-17 en el infiltrado intersticial desde
el dia 1, siendo mas elevado en los dias 14, 21 y 28 pos-infeccion
correspondientes a la fase temprana del modelo (Figura 21 A). En cambio, el
marcaje positivo fue tanto intensificandose en el infiltrado perivascular y en el
peribronquial conforme avanzaba el experimento, alcanzando los niveles
superiores de expresion al dia 120 pos-infeccion (Figura 21 B, C). En granulomas
la mayor positividad se encontré en los dias 21 y 28 que conforman parte de la
etapa protectora de la enfermedad; de igual forma, durante la fase tardia se
detectd marcaje positivo en zonas neumonicas (Figura 20 y Figura 21D, E).

Los ratones infectados con la cepa 48p presentaron a nivel pulmonar un
aumento sostenido de marcaje positivo en células de infiltrado intersticial. En
cambio, en el epitelio bronquial y en el endotelio vascular la expresion fue
incrementando paulatinamente con el transcurso de la enfermedad, observandose
niveles superiores en el dia 28 pos-infecciéon (Figura 21 A-C). El marcaje en
células formadoras de granulomas fue mayor al dia 14 que a los dias 21 y 28.
Cabe mencionar que en zonas neumonicas se encontré6 muy poca participacion de

la citocina de interés (Figura 21 D, E).

Al comparar la cinética de expresion en los animales infectados con ambas
cepas observamos una distribucion diferente de IL-17. Los pulmones de ratones
retados con H37Rv muestran mayores concentraciones de IL-17 en zonas de
acumulacion celular intersticial, perivascular, granulomas y neumonia, en

comparacion con los pulmones de ratones retados con la cepa 48p (Figura 21).
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Figura 21. Cuantificacién de la intensidad de expresion de IL-17 durante la infeccion
con M. tuberculosis. Utilizando el programa de patologia digital ImageScope, se
determiné el grado de expresion de IL-17 en pulmones durante el curso de la enfermedad,
determinando la intensidad total de expresiébn de marcaje positivo en A) infiltrado
intersticial (IN), B) infiltrado perivascular (PV), C) infiltrado perobronquial (PB), D)
granulomas (G) y E) neumonia (N). Los asteriscos representan diferencia estadistica

significativa (*p<0.05, **p<0.005, **p<0.001) en la comparacion entre cepas.
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7. Discusién

Para controlar y contener la infeccion provocada por microorganismos
intracelulares como M. tuberculosis y M. bovis, se requiere de la participacién de
linfocitos y citocinas de perfil Thl. Se sabe que una respuesta Th1l7 no es tan
indispensable en la proteccién contra infecciones por patdégenos intracelulares
como lo es para las infecciones de bacterias extracelulares. De hecho en los
altimos afos se ha reportado que el eje de produccién de IL-23 e IL-17 no parece
ser esencial para el control primario de M. tuberculosis [77], pero se ha
involucrado con el reclutamiento eficiente de células y la supervivencia de
neutrofilos, mecanismo por el cual se mantiene la integridad de los granulomas
[74]. En parte, este efecto es mediado por la liberacion de quimiocinas que
reclutan células protectoras a los focos de infeccion. Sin embargo, la produccién
excesiva de IL-23 y IL-17 puede causar inmunopatologia debido a un excesivo
reclutamiento particularmente de neutréfilos que al degranularse producen

necrosis [78].

Debido a que la inmunopatologia es una caracteristica central de la
infeccion pulmonar por M. tuberculosis y su regulacion durante la fase avanzada
es esencial para la sobrevida del huésped, se piensa que la IL-17 y las células
Th17 participan en la induccioén del reclutamiento y la activacion de PMN, asi como
desencadenando la produccién de citocinas pro-inflamatorias y quimiocinas [89].
Por otro lado, estudios recientes en modelos animales han demostrado que IL-17
es esencial para el desarrollo de la respuesta protectora durante la infeccion por

micobacterias [74, 77].

Por lo que es crucial dilucidar los mecanismos de proteccién y de dafio
tisular asociados con la produccion de IL-17, y de esta manera utilizar este
conocimiento para generar estrategias que promuevan una respuesta inmune

adquirida equilibrada que coexista con dafio colateral minimo.
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Con base en lo anterior, durante la realizacion de este estudio experimental
se seleccionaron 2 cepas de M. bovis y 2 de M. tuberculosis para ser utilizadas en
el modelo murino experimental de TB pulmonar progresiva [33, 87]. Se
consideraron diferentes niveles de virulencia con el fin de relacionar su
participacion con el desarrollo de una respuesta protectora o inmunopatoldgica
mediada por IL-23 e IL-17, siendo estas Ultimas inductoras de mediadores pro-

inflamatorios que regulan principalmente el reclutamiento celular.

En cuanto a la diferencia entre especies, cabe recalcar que aunque haya un
99.95% de similitud genética entre M. tuberculosis y M. bovis [17], la respuesta
inmune que desarrollan los ratones después de la infeccion es sumamente
diferente. Ese porcentaje tan reducido de diferencias a nivel génico es el
responsable de la variedad en la virulencia y del tipo de respuesta inmune en los
hospederos. En el mismo modelo murino de tuberculosis pulmonar progresiva se
demostré que M. bovis activa en la fase temprana un perfil de citocinas tanto Thl
como Th2, el cual se define en la fase progresiva donde linfocitos Thl favorecen a
la resolucion de la enfermedad, mientras que una polarizacién de linfocitos hacia
Th2 es caracteristico de las cepas altamente virulentas, las cuales parecen
asociarse a al desarrollo de dafio pulmonar extenso y muerte del animal [39].
Hasta ahora son muchos los factores que estan participando en el montaje de una
respuesta inmune y la eliminacion del patbégeno, pero la existencia de una
diversidad dentro de estas micobacterias hace que el estudio de las mismas sea

cada vez mas complejo e interesante.

La infeccion con la cepa 534 de M. bovis se caracterizé por una cuenta baja
de bacterias en pulmén, sobrevida del 100% durante todo el experimento y escaso
infiltrado celular en cortes histolégicos de pulmén, mostrando baja virulencia y
niveles altos de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a, como fue previamente
reportado [39]. Los patrones de expresion génica y proteica de IL-17 e IL-23
fueron mayores durante la fase temprana del modelo; los niveles de expresion

mas alta durante los primeros dias probablemente indican el inicio del
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reclutamiento temprano de células de la inmunidad innata como PMN vy
macréfagos para la eliminaciéon de la bacteria y asi evitar la progresion de la
enfermedad. De igual forma, la ausencia de bacterias en pulmon durante la etapa
progresiva se podria relacionar con la disminucién de las citocinas a nivel de
ARNmM y de proteina; lo anterior ha sido previamente reportado por Umemura y
colaboradores [77], donde observaron que los niveles de IL-17 e IL-23 son
similares principalmente durante la fase temprana de la infeccion con M. bovis

BCG en un modelo in vivo utilizando ratones de la cepa C57BL/6.

Se confirmo6 que M. bovis 303 es una cepa de alta virulencia, y que causa el
100% de mortalidad al dia 23 pos-infeccion, un incremento constante y
significativo de bacterias en pulmon; de igual forma, en cortes histolégicos se
observdé pérdida de la estructura pulmonar, causada primordialmente por
abundantes lesiones inflamatorias, parches neumoénicos y zonas de necrosis,
como fue anteriormente reportado [39], en asociacién con un perfil bajo de

citocinas antiinflamatorias como IFN-y, TNF-a e iNOS.

Al determinar la expresion génica de IL-17 durante el experimento, se
obtuvieron dos momentos de maxima expresion al dia 1 y al dia 21 pos-infeccion,
mientras que a nivel de proteina la expresion se vio disminuida al dia 21. Esto
sugiere un mecanismo de regulaciébn pos-traduccional, donde quizas estén
involucradas citocinas de perfil regulatorio como IL-10 o IL-27, las cuales se han
relacionado con la inhibicion de la diferenciacion de células Th17 que a su vez son
fuente productora de IL-17 [51]. Existe un reporte mas en donde asocian el
microambiente externo y la expresion de HIF con la regulacion a la baja de las
células Treg a través de la destruccién de su factor de transcripcion (Foxp3) y
activando directamente el factor RORyt (factor de transcripciéon de células Th17) y
por consecuencia células productoras de IL-17 [57].

Al comparar los niveles de IL-17 tras la infeccion con ambas cepas de M.

bovis, se observd que en los pulmones de los ratones infectados con la cepa de
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alta virulencia, los niveles de ARNm de IL-17 fueron mayores y a nivel de proteina
la expresion se mantuvo similar durante casi todo el experimento. De forma
contraria, la expresion de IL-17 durante la infeccidon con la cepa de alta virulencia
fue mayor en etapas tempranas para luego decaer tanto a nivel génico como

proteico para el dia 21 pos-infeccion.

Por otra parte, a nivel pulmonar se encontr6 marcaje positivo basal tanto de
IL-23 como de IL-17 en epitelio bronquial y en células de infiltrado intersticial. El
sistema de sefalizacion de IL-17 ha sido previamente reportado en pulmon, al
igual que en un numero importante de tejidos como cartilago articular, huesos,
cerebro, tejido hematopoyético, rifidn, piel e intestino [65]. Su presencia en forma
constitutiva podria reflejar su actividad sobre células de la respuesta inmune

innata, mediante la estimulacién de la produccién de péptidos antimicrobianos.

Especificamente IL-23 se encontré en células epiteliales, endoteliales y
macréfagos, siendo éstos actores de la inmunidad innata previamente reportados
tanto en TB [51] como durante la infeccidn con otros patdégenos [60]. Su presencia
en etapas tempranas podria reflejar su actividad sobre células de la respuesta
inmune innata, mediante la estimulacibn de la produccion de citocinas
inflamatorias como IL-17, IL-1, TNF-a e IL-6 [42]. En cambio, IL-17 se encontr6 en
células tanto de respuesta innata como adaptativa. Durante la fase temprana tras
el estimulo de las cepas 303 y 534 se manifestaron positivos a nivel pulmonar
macrofagos, células epiteliales y endoteliales, asi como algunos PMN; estos tipos
celulares han sido previamente reportados como productores de IL-17 por
diversos autores [42, 47, 53, 54, 60, 62, 65, 66].

La cepa prototipo de M. tuberculosis H37Rv se caracterizd por tener una
virulencia intermedia, basada en sobrevida del 85% de los ratones al final del
experimento, una disminucién de bacterias en pulmén durante los primeros dias
de la infeccidon, para después aumentar y mantenerse tras el curso de la

enfermedad. Histolégicamente observamos lo previamente reportado por
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Herndndez-Pando y colaboradores [33, 34, 87]. Durante los primeros dias la
estructura pulmonar se caracterizd por presencia de infiltrado inflamatorio en
intersticio y espacio perivascular, asi como la formacion de granulomas desde el
dia 14; en cambio para la fase progresiva se detectaron parches neumonicos y
fibrosis intersticial. La expresion génica pulmonar de IL-23 e IL-17 durante la
infeccion con la cepa H37Rv nos muestra niveles sostenidos durante la fase
temprana para decaer al dia 60 pos-infeccion; los datos anteriores corresponden
con lo previamente reportado por Umemura y colaboradores [77]. A nivel de
proteina la expresion de IL-17 en la fase temprana fue positiva en infiltrado
intersticial al igual que células que conformaron granulomas, principalmente
macrofagos y linfocitos, para decaer en la fase progresiva. Esto sugiere que IL-17
esta colaborando en la formacion y mantenimiento de los granulomas como lo ha
sugerido Okamoto y colaboradores [74]. En este estudio, ratones C57BL/6
deficientes de IL-17 mostraron una disminucién en la formacién de granulomas
tras la infeccion con M. bovis y M. tuberculosis, relacionando a dicha citocina con
el mantenimiento y reclutamiento celular para el desarrollo de granulomas que

contengan a la micobacteria.

En comparacion M. tuberculosis 48p se comportd como una cepa de alta
virulencia, produciendo el 100% de mortalidad de los ratones en el dia 29 pos-
infeccion, mismos que presentaron incremento significativo y exacerbado de
bacterias desde el dia 14 hasta el dia 28 pos-infeccion Los cortes histolégicos de
pulmén mostraron lesiones inflamatorias abundantes a partir del dia 21,
caracterizadas por zonas extensas de necrosis y parches neumonicos, que
conllevaron a la pérdida de la estructura pulmonar y por consiguiente a la falla
pulmonar y muerte del animal por insuficiencia respiratoria. En estudios
experimentales con ratones BALB/c utilizando el mismo modelo, se ha observado
que algunas bacterias del genotipo Beijing (como la 48p utilizada durante la
realizacion de este trabajo) estan asociadas a un fenotipo altamente virulento,

caracterizado por extenso dafo tisular y muerte temprana de los animales [36, 37].
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Por otra parte, algunos trabajos han reportado in vivo que IL-17 esta relacionada
con el desarrollo de inmunopatologia por el exceso de reclutamiento celular
especialmente de PMN en enfermedades autoinmunes [62, 63, 69]. En un estudio
de Cruz y colaboradores se demostr0 que una vacunacion repetitiva por via
subcutanea con BCG en ratones C57BL/6 infectados con M. tuberculosis H37Rv,
resultd en una elevada respuesta de tipo Thl7 caracterizada por un elevado
namero de células productoras de IL-17 dependientes de la expresion local de IL-
23; dicha respuesta se relaciond con reclutamiento celular masivo que produjo

dafo tisular extenso [78].

La infeccion con la cepa 48p provoc6 un aumento sostenido de la expresion
génica de IL-23 e IL-17 durante el transcurso de la enfermedad. A nivel de
proteina se observo un cambio en la positividad del dia 21 al dia 28 pos-infeccién
con menor intensidad de marca en este ultimo dia de sacrificio, durante el cual la
inmunotincion de esta citocina disminuyd considerablemente en el infiltrado
intersticial y perivascular. Cabe mencionar que los macrofagos vacuolados fueron
negativos en la fase final de la infeccion, de la misma forma que el epitelio
bronquial. Quizas se podria correlacionar el numero elevado de UFC en pulmén
de ratones infectados con la cepa 48p con una exposicion repetida de antigenos,
debido a la cantidad excesiva de microorganismos en la fase progresiva de la
enfermedad y que de cierta forma podria corresponder con lo reportado por Cruz y
colaboradores [78]. En este estudio se propone que una exposicion repetida del
antigeno desencadena una respuesta Thl7 exacerbada que conlleva al dafio
inmunopatologico. Debido a que encontramos lo opuesto, es decir niveles
elevados de IL-17 a nivel génico pero baja en la positividad proteica durante la
tltima fase de la infeccion, se podria sugerir que quizas exista un mecanismo
alterno relacionado con la regulacién de la produccion de IL-17 y no de otras
citocinas proinflamatorias y quimiocinas, y que sean estas ultimas y no IL-17 las
encargadas del reclutamiento celular masivo y del desarrollo de necrosis que

ocasione el dafio tisular extenso.
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Cuando se compard la cinética de expresion de IL-17 e IL-23 tras la
infeccion con ambas cepas de M. tuberculosis, se observé una tendencia
totalmente diferente. La cepa de alta virulencia indujo niveles de IL-23 e IL-17
mucho menores que la cepa prototipo tanto a nivel de ARNm como de proteina
durante el experimento, ademas de que durante la fase progresiva de la infeccién
con H37Rv se mostraron positivos para IL-17 algunos macrofagos vacuolados,
mientras que para el dia 28 pos-infeccion, ultimo dia de sacrificio de los ratones
infectados con la cepa 48p, este tipo celular fue completamente negativo para IL-
17. Lo anterior nos muestra que variaciones minimas del nivel de virulencia entre
cepas de la misma especie pueden delimitar y/o dirigir la respuesta inmune del

hospedador.

Trabajos previos en este modelo murino de tuberculosis pulmonar
progresiva han relacionado la virulencia de aislados clinicos con el tipo de
respuesta inmune desarrollada en los ratones. En el 2009 Marquina-Castillo y
colaboradores reportaron fenotipos distintos de virulencia dentro de un grupo de
aislados de M. tuberculosis de la familia LAM, considerando virulencia, respuesta
inmune y transmisibilidad dentro del modelo; el fenotipo 1 correspondia a cepas
hipervirulentas que proveian al hospedero una respuesta no protectora, dafio
pulmonar extenso y una alta tasa de transmisibilidad. El fenotipo 2 por otra parte,
se caracterizaba por bacterias altamente virulentas pero productoras de niveles
elevados de citocinas pro-inflamatorias, que provocaban la muerte de los animales
por exceso de inflamacién. El fenotipo 1 del trabajo previamente descrito se
relaciona con lo encontrado durante la realizacion de este trabajo con la cepa de
M. tuberculosis 48p, la cual muestra ser una cepa de alta virulencia productora de
bajos niveles de IL-17, IL-23 y TNF-a y dafio pulmonar caracterizado por el
desarrollo de parches necréticos que causan la muerte de los animales, en

comparacion con lo observado tras la infeccion con H37Ruv.

En general se podria sugerir que la expresion de IL-23 e IL-17 durante la

fase temprana de la infeccién corresponde con lo previamente reportado en la
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literatura donde principalmente se relaciona con la induccion de factores pro-
inflamatorios, ademas de que se conoce que tienen efectos directos sobre la
expresion génica de factores de transcripcion pro-inflamatorios como NF-kB en
células de respuesta innata, tales como células epiteliales y endoteliales, las
cuales producen a su vez citocinas inflamatorias y factores estimulantes de
colonias para la atraccion de las primeras células de defensa, asi como la
formacion de péptidos antimicrobianos principalmente defensinas [90], que
desempeiian un papel importante en la primera linea de defensa durante el
montaje de la respuesta innata para la eliminacion del bacilo y asi dar tiempo a
gue se active y desarrolle la inmunidad adaptativa.

En el mismo modelo de tuberculosis pulmonar con ratones BALB/c Rivas-
Santiago y colaboradores demostraron que existe una rapida expresiéon de B-
defensinas en las células epiteliales del tracto respiratorio y que ademas
correlacionaba con el control bacteriano; pero en cuanto la enfermedad
progresaba la expresion disminuia [91]. Por otra parte, se sabe que IL-17
promueve el reclutamiento y la sobrevida de neutréfilos [49], los cuales son
elementos importantes durante la fase protectora de la infeccion, puesto que al
eliminarlos durante la fase temprana se produce una deficiente activacién de la

respuesta inmune innata y adquirida con falla en el control de la enfermedad [92].

Basado en lo anterior, IL-17 podria tener efectos benéficos en etapas
tempranas de la infeccion, quizas a través del reclutamiento de PMN vy la

estimulacion de la secrecion de quimiocinas especificas de tejido.
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8. Conclusiones

Los niveles de expresion génica de IL-23 e IL-17 inducidos por la infeccion con
cepas de la misma especie difieren, siendo mayor en la infeccion con cepas de
virulencia baja o intermedia. De manera similar durante el transcurso de la
infeccion, la expresion de IL-17 a nivel de proteina es menor durante la etapa
progresiva en los animales infectados con cepas altamente virulentas, lo cual
sugiere que esos niveles podrian correlacionar con una respuesta protectora
temprana vinculada con el reclutamiento celular y control de crecimiento
bacteriano, dirigido quizas con el inicio de una respuesta innata y una posterior

induccion de la respuesta adaptativa.

9. Perspectivas

Para corroborar la funcion sugerida en etapas tempranas de IL-17 e IL-23 es
esencial la supresion de las mismas y asi caracterizar con mas detalle su
participacion en el modelo murino de tuberculosis pulmonar progresiva, tras la

infeccién con cepas de M. tuberculosis y M. bovis de diferente virulencia.
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