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.  ABREVIATURAS
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Il. RESUMEN

La tuberculosis pulmonar (TB) es una infeccidn bacteriana de salud publica a nivel mundial.
Actualmente el manejo inadecuado de los antibidticos y el incumplimiento de los
tratamientos han provocado resistencia bacteriana a farmacos de primera linea, ante esta
problematica nosotros estudiamos el efecto protector del betaglicano soluble recombinante
y un inhibidor de la COX-2 en un modelo experimental de tuberculosis pulmonar, para ello
se utilizaron 46 ratones machos BALB/c de 8 semanas y se administré a cada ratén por
via intratraqueal 90,000 bacterias MDR, cuarenta dias post-infeccion los ratones fueron
tratados con AN, SSI, BGSR, después de uno y dos meses de tratamiento, 6 ratones de
cada grupo fueron anestesiados con éter etilico anhidro y sacrificados por exanguinacion,
el pulmén derecho de cada ratén fue perfundido con alcohol absoluto (MACRON USA)
para el analisis histopatolégico y morfométrico el pulmén izquierdo fue congelado en
nitrdgeno y almacenado a -70 °C para la determinacion de carga bacilar. Se determiné la
sobrevida de los ratones, el porcentaje de area pulmonar afectada por neumonia y el area
de granulomas en los diferentes grupos mediante un analizador de imagenes
automatizado (Leica Q500/W Version 4.3 Milton Keynes, UK). Los resultaron sugieren que
al adicionar BGSR se podria inhibir la activacion alternativa del macrofago, el cual se
asociaria a una disminucién del crecimiento intracelular de Mtb invirtiendo el patrén de
respuesta de Th2 a Th1, lo anterior apoya el concepto que el utilizar terapias clinicas
basadas en la modulacion de esta citocina mediante BGSR representaria una nueva

estrategia terapéutica para el tratamiento de micobacterias resistentes a antibioticos.




lll. INTRODUCCION

La tuberculosis humana (TB) es una enfermedad infecto-contagiosa que se origina por la
inhalacion de aerosoles que portan al patdgeno M. tuberculosis provenientes de una
persona infectada, afectando principalmente a los pulmones, pero puede afectar otros
sitios también (TB extra pulmonar). Causa anualmente alrededor de tres millones de
muertes e infecta de manera latente a dos billones de personas, por lo que sigue siendo
un importante problema sanitario a escala mundial, ya que es una de las enfermedades
infecciosas curables que registra mas muertes en el mundo; se considera que actualmente

la tercera parte de la poblacion mundial esta infectada’. La tasa de incidencia varia entre

los paises, la mayor parte de los nuevos casos se produjeron en Asia (58%), la Region de
Africa (27%), la Regioén del Mediterraneo Oriental (8%), la Regién de Europa (4%) vy el
Region de las Américas (3%)2. Los cinco paises con el mayor numero de casos incidentes

fueron la India (2,0 millones-2,4 millones), China (0.900.000 a 1.100.000), Sudafrica (0,4
millones-0,6 millones), Indonesia (0,4 millones hasta 0,5 millones) y Pakistan (0,3 millones
a 0,5 millones)3.

Recientemente, cepas resistentes y multifarmacoresistentes (MDR) del bacilo de TB han

2,45

llegado a ser preocupantes en nuestro pais como en el mundo“ ™, por eso es de suma

importancia el estudio y desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas, que permitan

disminuir el tiempo de los tratamientos para cepas MDR, permitiendo asi un mejor control
de la infeccion &7. Se ha descrito que las proteinas PGE's y el TGF- son moduladoras de
la respuesta inmunolégica en el proceso inflamatorio® y fibrotico® de la TB pulmonar, por

lo que en este estudio nos propusimos evaluar la actividad y el efecto protector en la




administracion del betaglicano soluble recombinante (BGSR) y un inhibidor de COX-2

(Acido Niflumico) durante el desarrollo de la TB progresiva con una cepa MDR.




IV. MARCO TEORICO
1.TUBERCULOSIS

La TB es una de las enfermedades mas antiguas de la humanidad que aun afecta a diversas
poblaciones'®!, fue descubierta el 24 de marzo del afio de 1882 por Robert Koch en la
Sociedad de Fisiologia de Berlin por lo que en honor a su descubridor también es conocido
con el nombre de bacilo de Koch'?, es una enfermedad multifactorial, en la que participan

factores del huésped (constitucion genética, respuesta inmunoldgica), de la bacteria (genes
y factores de virulencia) y del medio ambiente (pobreza, desnutricion, etc.), ha sido

estudiada mediante el empleo de cultivo de células, principalmente macréfagos y

13,14 15,16

recientemente células dendriticas y neumocitos , asi también como en modelos

animales. Aunque el cultivo de células es mas facil de trabajar y ofrece resultados mas
rapidos, solamente se limita a describir las etapas tempranas de la enfermedad, mientras
que los modelos animales permiten el estudio de todos los estadios. Los ratones son los
animales mas utilizados gracias a la existencia de lineas puras y algunas que poseen
mutaciones en el sistema inmunoldgico®”.

1.1 GENERALIDADES DE LA TUBERCULOSIS

En el complejo Mycobacterium tuberculosis se engloban las especies M. tuberculosis,
Mycobacterium africanum, Mycobacterium bovis, Mycobacterium bovis-Calmette y Guérin,

Mycobacterium microti, Mycobacterium caprae, Mycobacterium pinnipedii y Mycobacterium

canettii. Estas especies son las causantes de la TB en humanos y animales™®.




1.2 CLASIFICACION

El género Mycobacterium fue propuesto por Lehmann y Neumann en 1896 para agrupar

Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium leprae’g. Posteriormente, el género

Mycobacterium se clasificd dentro de la familia Mycobacteriaceae, orden Actinomycetales,
clase Actinomycetes??. Esta divisidn inicial estaba basada en dos caracteristicas presentes
en todos y cada uno de los miembros del género: la morfologia (bacilos, inmoviles) y la acido-
alcohol resistencia®. En la actualidad, los requisitos minimos necesarios para la inclusion de

una especie dentro del género Mycobacterium son la acido-alcohol resistencia, la presencia

de acidos micdlicos con 60-90 atomos de carbono de longitud y un 61-71% de GC en su

genoma?'.

1.3 CARACTERISTICAS MICOBACTERIANAS
El género Mycobacterium esta conformado por bacilos curvos delgados de 0.85 p de longitud
y de 0.2-0.6 p de grosor, intracelulares, inmdviles y aerobios estrictos, aunque algunos

crecen en baja concentracion de oxigeno (M. bovis) 2223,

La acido alcohol resistencia (BAAR) que presentan es la propiedad que poseen algunas
micobacterias de incorporar ciertos colorantes y retenerlos resistiendo la decoloracion al
someterlas a la acciéon de acidos fuertes y alcohol, y esta determinada por la presencia de
acidos micolicos que son acidos grasos de cadenas ramificadas de alto peso molecular (de
60 a 70 atomos de carbono) y se observan de color rojo al ser tefidos con los colorantes de
Ziehl-Neelsen, mientras que otras bacterias y células toman distintos tonos de azul debido al

azul de metileno que se utiliza como colorante de contraste?4-26,




1.4 CONSTITUYENTES DE LA MICOBACTERIA

La envoltura de Mtb es una estructura compleja, constituida por capsula, pared celular y
membrana plasmatica®”-

1.41 CAPSULA

La capsula es la capa externa de la envoltura de las micobacterias tiene un grosor de 70 a

100 nm?8, y tiene una interaccién directa con los elementos de la respuesta inmune?®, sus

caracteristicas y composicion varian en las diferentes especies y cepas de micobacterias,
entre los principales componentes se encuentran el acido micalico, glicolipidos, y dimicolato

de trehalosa. Los glicolipidos junto con algunas proteinas son responsables de las

30,31 o] dimicolato de trehalosa es el lipido mas

caracteristicas antigénicas de la bacteria
estudiado de la capsula, ya que contiene acidos micdlicos del mismo tipo que los que se
encuentran localizados en la pared celular®?.

1.4.2 PARED CELULAR
La pared micobacteriana se localiza por debajo de la capsula separada por un espacio

periplasmico, posee un elevado contenido en lipidos (50-60%) que le proporcionan un
caracter hidrofobico y la hace refractaria al ataque por hidrdlisis enzimatica33, le confiere
ventajas frente a condiciones de estrés, choque osmotico, desecacion y baja permeabilidad
celular®*. Esta conformada por una matriz insoluble compuesta de 3 macromoléculas

unidas de forma covalente: el péptidoglicano, el arabinogalactano y los acidos micolicos®®

36 ¢l complejo acido micodlico-arabinolactano-péptidoglucano es una barrera frente a

muchos de los agentes antimicrobianos convencionales®’. Los acidos micélicos son acidos

grasos complejos de gran importancia taxondmica para micobacterias y bacterias de




géneros relacionados como Nocardia y Corinebacterium; en el caso de las micobacterias,
los acidos micolicos tienen de 70-80 carbonos y se les atribuye el caracter hidrofébico de

la envoltura®!.

1.4.3 MEMBRANA CELULAR
Tiene las caracteristicas biolégicas y bioquimicas de cualquier membrana, y tiene como

principal funcion la proteccibn osmatica y el transporte de iones y moléculas®’. Esta

constituida por una bicapa lipidica a la que se asocian proteinas y algunos lipopolisacaridos
como lipoarabinomanano (LAM) y lipomanano (LM) que tienen un papel fundamental en la

patogénesis de la TB como la inactivacién de macréfagos a través de la disminucion de

IFN-y3839(Fig.1).

(A) Membrana citoplasmatica
(B) Peptidoglicano
(C) Arabinogalactano

(D) Lipoarabinomananos

(E) Proteinas
(F) Acidos micolicos

(G) Glicolipidos

Fig 1. Representacion esquematica de la pared celular de M. tuberculosis. La bacteria esta dentro de una
membrana citoplasmatica debajo del péptidoglicano (PG), existen proteinas que se encuentran en asociacion
con PG y entre la membrana, los PG y algunas de ellas pueden ser inmunogénicas .




1.5 REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES PARA SU CRECIMIENTO, CULTIVO Y
AISLAMIENTO
Las micobacterias son microorganismos aerobios estrictos y quimioorganotrofos, catalasa

041, 42

positivos, oxidan la glucosa y el glicerol a CO2 y H2 , utilizan el glicerol como fuente

de carbono y energia, a excepcion de M. bovis que es glicerofobico y utiliza piruvato. Como
fuente de nitrégeno pueden utilizar asparagina, glutamato y amonio. Las micobacterias son

prototrofas para todos los aminoacidos, purinas y pirimidinas y vitaminas del complejo B43,

Crecen en medios de cultivo especiales con base de huevo, como Lowenstein Jensen,
Ogawa kudoh o medios con base agar como Middlebrook 7H10 o 7H11. A los medios de
cultivo se les suelen agregar suplementos tales como: acido oleico, albumina dextrosa o

micobactina. También crecen en medios liquidos como Dubos Tween Albumina,
Middlebrook 7H9, etc.4445,

Las micobacterias pueden ser asignadas a 2 grupos taxondmicos, basados en la velocidad
de crecimiento de diferentes especies:

a) Micobacterias de crecimiento lento: Agrupa a las especies que tardan mas de 7 dias
en dar colonias visibles en medios de cultivo soélidos. Las micobacterias patdgenas
pertenecen en general a este grupo.

b) Micobacterias de crecimiento rapido: Agrupa a las especies que tardan menos de 7

dias en dar colonias visibles en medios de cultivo solidos. La mayor parte de las

micobacterias saprofitas pertenecen a este grupo‘”.

10



1.6 PROCESO DE INFECCION

La infeccion por Mtb se inicia cuando un individuo con TB pulmonar activa expele aerosoles
al estornudar, toser o hablar cargados con micobacterias viables*®, que al ser inhalados,

entran al tracto respiratorio y al llegar al pulmén son fagocitados por los macrofagos
alveolares, los cuales en individuos inmunocompetentes controlan eficazmente la infeccion
evitando la proliferacion del bacilo, una vez que se da el inicio de la respuesta inmune
celular, las bacterias disminuyen y se desarrollan agregados redondos u ovoides de limites
precisos denominados granulomas, conformados principalmente de macréfagos que estan
rodeados de linfocitos y, a veces, de células plasmaticas, estos agregados son

considerados como las estructuras fundamentales para contener a las micobacterias*’48.

Por otro lado en individuos inmunocomprometidos al no poder controlar la infeccion la
bacteria crece rapidamente dentro de los macréfagos, progresando hacia una TB primaria
activa la cual es asintomatica, y una vez que las bacterias son liberadas puede haber
diseminacion linfohematégena produciendo la enfermedad, la cual es diseminada
afectando a otros érganos como el bazo, higado, riidn y cerebro (TB extra pulmonar)49 de

preferencia en un sistema reticulo endotelial abundante y con alta tension de oxigeno*6-°°.

1.7 TUBERCULOSIS MDR Y TRATAMIENTO

Una complicacion creciente del manejo inadecuado de farmacos antituberculosis es la
multifarmacoresistencia (MDR) de Mtb, lo que significa que la cepa es resistente a todos
los antibiéticos de primera linea como son isoniazida, rifampicina, pirazinamida y etambutol
51,52 | a resistencia a estos farmacos puede deberse a fracasos en los programas de

53, 54

control, fallas en la supervisién del tratamiento o incumplimiento de mismo , Y puede

11



clasificarse como primaria cuando la infeccion es por una cepa resistente en un paciente

que nunca ha recibido tratamiento, o adquirida cuando se desarrolla en pacientes que han
recibido terapia antituberculosa previamente®* %°. Para curar la TB MDR, los profesionales

de salud deben recurrir a una combinacion de medicamentos de segunda linea, varios de
los cuales se muestran aqui (Tabla 1), estos farmacos pueden tener mas efectos
secundarios, el tratamiento puede durar mucho mas tiempo, y el costo puede ser hasta 100

veces mas que la terapia de primera linea. Estas cepas también pueden volverse

resistentes a los medicamentos de segunda linea, lo que complica aun mas el tratamiento.5®

Tabla 1 Farmacos antituberculosos de segunda linea

Dosis diaria
4 b tacis Adultos Nifios Dosis R . d
armaco resentacion Mg/Kg peso | Mg/Kg peso | Maxima eacciones adversas
Kenamicina (Kn) Fco. Amp. 1g 15-20 10-15 1g Nefrotoxicidad, vértigo, hipoacusia, rara vez
Amikacina (Am) Fco. Amp. 0.5g 15-30 bloqueo neuromuscular reversible.
Capreomicina (Cm) | Fco. Amp. 0.5g 15-20
Ciprofloxacino (Cfx) | Tab. 250y 500mg | 7.5-15 30 1.5g Nausea, vomito, gastritis, artralgias y cefaleas.
Ofloxacino (Ofx) Tab. 400mg 7.5-15 20 800mg | Nausea, vomito, gastritis, artralgias y cefaleas.
Levofloxacino (Lfx) | Tab. 400mg 7.5-15 10-15 1.5 N&dusea, vomito, gastritis, artralgias, cefaleas y
Tab. 750mg mareo.
Moxifloxacino Tab. 400mg 3-7 3-10 800mg | Precausiones: evitar si hay hipokalemia o historia
(Mfx) de arritmias. Nausea 7%, mareo 3% vy diarrea 6%.
Protionamida (Pth) | Tab. 250mg 10-15 15-20 1g Gastritis, neuropatia periférica, depresion, crisis
Etionamida (Eth) 15-20 convulsivas, hepatitis e hipoglucemia e
| hipotiroidismo.
Cicloserina Tab. 250mg 10-15 10-20 1g Cambios de personalidad y psicosis, crisis
| convulsivas, exantemas.
Acido Sobres o tabletas | 200y 300 200y 300 10-12g | Alteraciones gastrointestinales, hepatitis e
Paraaminosalicilico | de 3g hipersensibilidad.
(PAS)

Tabla. 1 Esquema de tratamiento y reacciones adversas de TB MDR%6-57,
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1.8 DIAGNOSTICO

El diagnéstico preciso y temprano de la TB pulmonar activa es fundamental para controlar
la transmision de la enfermedad. El diagndéstico incluye estudios radioldgicos, la evaluacion
de manifestaciones clinicas como son tos, sudoracion, fiebre nocturna o vespertina, pérdida

de peso etc.?!. A nivel de laboratorio, los cultivos, la prueba cutanea de PPD (Derivado de

la Proteina Purificada) y la baciloscopia mediante la tincion de Ziehl-Neelsen, practicada en
muestras de esputo que permite diagnosticar y evaluar la progresion de la TB pulmonar
bajo tratamiento, ademas de las pruebas de susceptibilidad a farmacos DST (del inglés

Drug Susceptibility Testing) de 1a. y 2a. linea®® %°.

2. FUNCIONES, ISOFORMAS, RECEPTORES DE TGF-
El TGF-B es el miembro de una familia de factores de crecimiento celular, ubicuos,
multifuncionales y esenciales para la sobrevivencia, que tienen un papel importante en el
desarrollo embrionario, quimiotaxis, proliferacion e inhibicion celular, inflamacién,

reparacion de tejidos y la respuesta inmunolégicaG°’61. Es considerado como una citocina

multifuncional (pleiotrépica) debido a los efectos que tiene sobre los diferentes tipos
celulares dependiendo del tejido en el que actuen, de la concentracidn local de esta citocina,
del equilibrio de expresion de otras citocinas y del grado de diferenciacion de las células

blanco. La produccion y activaciéon excesiva del TGF- se ha relacionado con
inmunosupresion en diversas enfermedades autoinmunes, neoplasicas e infecciosas®?.

Estos factores son clasificados en subfamilias dependiendo de su homologia estructural y
funcional. En los mamiferos, la familia TGF- esta dividida en tres subfamilias: TGF-s,

Activinas/Inhibinas y BMP’s/GDF’s (Bone Morphogenetic Proteins/Growth Dlfferentation

factors)®3. Se han descrito tres tipos de receptores para que el TGF-B lleve a cabo su

13



senalizacion (TGF-BRI o ALK Activin-Receptor Like Kinases, TGF-BRII y TGF-BRIII).

Receptores TGF-B: R1 y R2 son receptores transmembrana de tipo serina/treonina kinasa
que son criticos para su activacion®. Por otro lado, el receptor tipo Ill, también llamado B-

glicano, mas abundante que R1 y R2 no tiene dominio de sefalizacion intracelular y puede
ser anclado a la membrana o secretado en forma soluble cuya funcién es captar la sefal
TGF-B y transferirla, regulando los ligandos a los receptores R1y R2, lo que hace que hace

que estos dos ultimos receptores tengan el papel mas importante en la via de

sefalizacion®?.

Existen tres isoformas TGF-B, los precursores TGF-B (--B1, B2 y --B3)%* y se sintetizan

inicialmente como homodiméricos inactivos grandes. Todos ellos son procesados en el

interior de aparato de Golgi por proteasas tipo furina®’.

2.1 RUTA DE SENALIZACION DEL TGF-8

Normalmente, el TGF-B es almacenado en forma latente dentro de la célula como un
homodimero, el cual se encuentra en un complejo latente (LLC: Large Latent Complex)
unido en forma no covalente con la proteina asociada a latencia (LAP) y a la proteina de
unién al TGF-B (LTBP). En el complejo latente el TGF-B carece de actividad,
presumiblemente porque su asociacién con el LAP le impide unirse a su receptor y la unién
de la citocina a su receptor requiere la remocién de LAP, proceso que es catalizado in vivo
por plasmina, trombospondina, furina e in vitro puede ser inducida por cambios en el pH o
la temperatura® €. La liberacion también depende de muchos otros factores que actian
como activadores de TGF-B, entre los que se han descrito las integrinas, las proteasas, los

cambios del pH de la célula, las especies reactivas de oxigeno, o incluso los cambios en la
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matriz extracelular, de ellos dependera también los niveles de TGF-f liberados, asi como
la respuesta celular a éstos’.

Los dimeros de TGF-B bioactivos inducen la activacion de proteinas G (proteinas
reguladoras heterotrimericas ligadas a GTP) y se unen a los receptores de tipo | y tipo Il
formando un complejo heterotetramérico en la superficie celular®, compuesto por el TGF-
B dimérico, dos receptores tipo Il y dos receptores tipo I. El receptor tipo |l fosforila y activa
al receptor tipo I, el cual fosforila a los R-Smads (del inglés: Receptor-regulated Mothers
Against Decapentaplegics “SMADs”). Esta fosforilaciéon en el receptor tipo | activa a las
cinasas en residuos de tirosina que fosforilan a los factores de transcripcion Smad2 y

Smad37%73 |a actividad de estas esta modulada por proteinas adaptadoras como SARA

(del inglés Smad anchor for receptor activation) que los mantiene secuestrados en el
citoplasma pero que tras activacién facilitan la interaccién de los Smad 2/3 con el receptor
de TGF-B activado’®’®, una vez fosforilados, forman un complejo de dimerizacién con
Smad 4 para trasladarse del citoplasma hacia el nucleo, donde se uniran a los SBE (del
inglés: Smad binding elements) de los genes diana junto con una serie de co-factores y
factores de transcripcion (FT) que al unirse al ADN y regulan la expresion de genes
especificos para inducir la actividad requerida’®.

Ciertas |I-Smad, principalmente las tipo Smad-6 y Smad-7, que carecen de la regidn
normalmente fosforilada por el receptor TGF-BRI interfieren con la fosforilaciéon de Smad-2

d73’77-79

o Smad-3, regulando su activida , lo cual sugiere que hay un mecanismo de

autorregulacion negativa intracelular que regula la sefial del TGF-p8081.
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Hay evidencia de que el TGF-B es capaz de activar otras vias de transduccion,
independientes y en paralelo a las Smad, como son por ejemplo la via clasica de las MAPKs
y la via de PI3K, entre otras, lo que parece tener un efecto mas importante en la regulacion

de la matriz extracelular®2-85,

Dada la importancia que tiene la via del TGF-3 en la regulacion de diversos procesos como
son el crecimiento, desarrollo, la homeostasis y muerte celular entre otros, se ha observado
que las alteraciones en esta via de transduccién llevan al desarrollo de diferentes patologias

como son el cancer, fibrosis, enfermedades del sistema inmune, inflamaciones crénicas y
otras®.

2.2 BETAGLICANO RECOMBINANTE

Betaglicano soluble recombinante baculoviral (BGSR) es un homodimero formado por dos
mondémeros de 110 kDa asociados por enlaces no covalentes que inhiben las acciones del
TGF-B, es preparado como una proteina recombinante usando el sistema de expresion de

baculovirus en células de insecto®®. EI BGSR, al igual que el betaglicano soluble natural,

tiene una alta afinidad por las 3 isoformas del TGF- 3, con rangos constantes de disociacion
(Kd) que van de 3.5 nM para el TGF-31, hasta de aproximadamente 0.5 nM para el TGF-
B2, esta selectividad relativa de isoforma refleja con precision las afinidades mostradas por
el receptor silvestre, lo cual indica que el betaglicano recombinante tiene propiedades que
podrian ser utilizadas para el tratamiento de enfermedades como la enfermedad renal
cronica, angiogénesis tumoral, pacientes que cursan fibrosis, entre otras, en el que el

exceso de TGF-B desempefia un papel fisiopatologico central®”-89.
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2.3 ACCION DEL ACIDO NIFLUMICO COMO INHIBIDOR DE PROSTAGLANDINAS EN
TUBERCULOSIS

Un factor que afecta la inmunidad protectora en la TB es la produccion de prostaglandinas,
las cuales son potentes mediadores de la inflamaciéon en particular la PGE-2%2. La

participacion de las PGE en la proteccion y progresion de la TB pulmonar depende de las
concentraciones, altas concentraciones tienen un efecto en la disminucion de la
proliferacion linfocitaria T, células natural killer y expresién del complejo mayor de
histocompatibilidad clase Il (MHCII), ademas de inhibir la produccion de citocinas de
linfocitos cooperadores tipo 1 (Th1) y regular negativamente la activacion de macrofagos,
bajas concentraciones producen un aumento en la inflamacion y mayor expresion de TNF-
a, IFN-y e INOS90-96.

La inhibicion farmacologica de PGE mediante la administracion de AN, un farmaco que
bloquea a la enzima ciclooxigenasa-2 durante la fase tardia de la infeccion por TB,
promueve la expresion de genes como IL-1a, TNFa e IFN-y y una regulacion negativa en
la expresion de iINOS, lo que se sugiere que las PGE's participan en la disminucién de la

proteccion de la respuesta celular contribuyendo al desarrollo de la enfermedad®.
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V. PLANTEMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente la incidencia de los casos de TB en los ultimos afios ha ido en aumento, por
lo que sigue siendo un problema de salud publica tanto en México como en el mundo. El
manejo inadecuado de los antibiéticos asi como los tratamientos no supervisados, han
provocado el surgimiento de cepas multiresistentes a los farmacos de primera linea, por lo
que la accidn terapéutica requiere su uso prolongado para alcanzar la curacion, ademas

de tener efectos toxicos en el organismo y un costo elevado.

Es por ello que es necesario la implementacion y desarrollo de nuevas estrategias con
acciones terapéuticas mas eficaces, que ayuden a disminuir el tiempo del tratamiento y los

efectos secundarios para el control de esta enfermedad.
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VI. HIPOTESIS

Siendo el TGF- una citocina Th2 y las prostaglandinas moduladoras de la respuesta
inmunolégica en el proceso inflamatorio de la TB pulmonar la administracion de Acido
Niflumico y Betaglicano Soluble Recombinante conferira proteccién durante la etapa

cronica de la infeccion revirtiendo el patron de Th2 a Th1.
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VIl. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto protector de la administracién del betaglicano recombinante (BGSR)
y un inhibidor de COX-2 (Acido Niflimico) durante el desarrollo de la TB progresiva con

una cepa multidrogoresistente.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Determinar el efecto protector de los tratamientos (AN, BGSR) en el modelo de TB.
2. Analizar el efecto terapéutico de cada inhibidor especifico “in vivo” como posible

tratamiento para la TB progresiva.
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VIIl. MATERIAL Y METODOS

A. Tipo de estudio:
Experimental-Prospectivo-Longitudinal-Comparativo.
= Criterios de inclusion:
Ratones singénicos Balb/c machos de 8 semanas y 22 gramos de peso.
= Criterios de exclusion:
Ratones singénicos Balb/c hembras y machos menores a 8 semanas o mayores a
10 semanas y con peso menor a 22 gramos.
= Criterios de eliminacién:
Ratones singénicos Balb/c muertos.

B. Universo
46 ratones singénicos Balb/c machos de 8 semanas.

C. Variables
= Dependiente: efecto terapéutico en los ratones infectados.

» |ndependiente: tratamientos.
D. Técnicas
1. MODELO EXPERIMENTAL DE TUBERCULOSIS PULMONAR PROGRESIVA EN
RATONES BALB/C
El modelo se caracteriza por usar animales genéticamente idénticos (cepa singénica
Balb/c) de 8 semanas de edad y 22 gramos de peso, los cuales se infectan por via
intratraqueal con bacterias vivas y virulentas (cepa prototipo H37Rv). La dosis empleada
para infectar a los ratones es elevada (1x10°, 2.5x10°), puesto que estos animales no
son hospederos naturales de estos microorganismos97 y se caracteriza por el

establecimiento de dos fases principales durante el desarrollo de la enfermedad.
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La primera fase, es la etapa aguda, que corresponde al primer mes de infeccidon y se
caracteriza histolégicamente por la presencia de infiltrado inflamatorio constituido por
linfocitos y macrofagos en el intersticio alveolo-capilar, alrededor de vénulas y bronquios,
en la segunda y tercera semana de infeccion, hay presencia de granulomas que estan
constituidos principalmente por macréfagos, linfocitos Th1 y una elevada produccion de
IFN-y que activa a los macréfagos, estimulandolos a producir iINOS generando asi 6xido
nitrico que al reaccionar con radicales libres de oxigeno forman peroxinitrilos los cuales
contribuyen a la muerte celular. Los macréfagos activados en los granulomas producen
IL-1, citocina que al igual que el TNF-a contribuyen a la activacién celular y estimulan la
produccion de IL-2 incrementando la poblacion linfocitaria para mantener el control

temporal de la enfermedad®®.

La segunda etapa de la enfermedad corresponde a la fase cronica o progresiva, que se
caracteriza por un incremento en el numero de bacterias vivas en los pulmones, asi como

areas progresivas de consolidacién neumaonica con focos de necrosis y extensa fibrosis
intersticial, que en conjunto conduce a la muerte debido a hipoxia®®. En esta fase se

incrementa significativamente la presencia y actividad de los linfocitos T cooperadores
de tipo 2 (Th-2) los cuales se caracterizan por producir interleucinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-
10, IL-1. La IL-4 que es importante en la induccidn de la diferenciacion de los linfocitos B
productores de anticuerpos considerados no protectores en la TB, ademas que la IL-4,
IL-10, y la IL-13 son eficientes antagonistas de las células Th1, de manera que al haber
estos cambios en la produccion de citocinas, los macréfagos sufren modificaciones
morfo-funcionales como vacuolas que contienen lipidos bacterianos como la

lipoarabinomanano el cual los inactiva y disminuye significativamente su produccion de
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TNF-a, IL-1 e INOS, e incrementando la produccion de citocinas antiinflamatorias y

supresoras de la inmunidad celular, como el factor de crecimiento tumoral beta (TGF-33)
y la IL-10%9%% En este estudio se utilizd una infeccién de 9x10% micobacterias

Multidrogoresistente.

1.1DISENO EXPERIMENTAL

Para este trabajo se utilizaron 46 ratones machos de la cepa Balb/c de 8 semanas de
edad y 22 gramos de peso, fueron anestesiados con sevoflurano (Laboratorios Pisa S.A.
de C. V.) e infectados via intratraqueal con 90,000 micobacterias viables MDR, fueron
mantenidos en grupos de 13 y 11 ratones (4 grupos) en micro aisladores conectados a
un sistema de presion positiva (Allenton, USA). Todos los procedimientos se realizaron
en un gabinete de flujo laminar con nivel de bioseguridad Ill. El protocolo y los
procedimientos para la manipulacién y almacenaje de los animales empleados fue
aprobado por el Comité de Investigacion de Animales (CINVA) del Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion en México.

Cuarenta dias post-infeccion iniciaron los tratamientos, al grupo uno se le administraron
100 uL de SSI dos veces por semana via i.p, al grupo dos 30 pg de BGSR dos veces por
semana i.p., el grupo 3 recibié 500 ug de AN dos veces al dia, cinco dias a la semana
via i.g. con ayuda de una canula (Cadense Science, catalogo 7901 curved calibre
22Gx1.0"w/ 1.25 mm ball) mas 30 pg de BGSR dos veces por semana i.p. y finalmente
al grupo 4 le fueron administrados 500 pg de acido niflumico dos veces al dia, cinco dias
ala semanai.g. (Tabla 2). Después de uno y dos meses post-tratamiento se sacrificaron

6 ratones de cada grupo para tomar muestras de suero, pulmones y bazo (Fig. 2).
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Tabla 2. Esquema de tratamiento, via de administracion, dosis de los farmacos y dias de tratamiento.

100 uL i.p.
BGSR 30 pg en 100 pL i.p. 2/1
BGSR + AN 30 ugen 100 pLi.p.+500 2/1 +5/2

ug en100 pL i.g.

AN 500 ug en100 pL i.g. 5/2

Fig.2 REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL DISENO EXPERIMENTAL UTILIZADO

Ratones BALB/c 6-8 semanas -
/ 1 90,000 bacterias MDR
B) BGSR ¢) AC. NIFLUMICO D) B-GLICANO +AC.
- _ NIFLUMICO
n=M1 n=1 n=11

Y ;
B
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1.2 PREPARACION DE CEPA MULTIDROGORESISTENTE (MDR)

La cepa fue manipulada en un gabinete de flujo laminar de clase Il (Forma Class I, A2
Biological Safety Cabinet modelo 128c) en medio Lowestein Jensen, cultivada en botellas
de 25 cm? con 8mL y escalada en botellas de 75 cm? con 60 mL del medio Middlebrook 7H9
(Difco, Detroit, Ml USA) enriquecido con ADC (albumina, catalasa y dextrosa, Becton-
Dickinson, Sparks, MD) e incubados a 37 °C en agitacién constante (170 rpm) durante 21

dias hasta alcanzar la fase exponencial del crecimiento bacteriano (DO 600 nm=0.6).

1.3COSECHA DE MICOBACTERIAS

Los procedimientos se realizaron dentro de un gabinete de flujo laminar de clase Ill (Forma
Class I, A2 Biological Safety Cabinet modelo 128c). Cincuenta mL del cultivo con DO=0.6
se transfirid a un tubo Corning de 50 mL y mediante centrifugacién a 3000 rpm/10°/4 °C se
recupero el pellet, posteriormente al pellet se le agregaron perlas de vidrio de 3 mm, 15 mL
de PBS- tween y se dieron 5 ciclos de agitacién-descanso en vortex, después, se centrifugo
a 1500 rpm /10min / 4 °C, se recupero el sobrenadante por decantacion (aproximadamente
15 mL) transfiriendo el sobrenadante a un tubo de 50mL Corning para su lavado con 30 mL
de PBS 1X, se agité en vortex durante un min y centrifugacion a 2500rpm/10min/4 °C, el
pellet obtenido se resuspendié en 10 mL de SSI y se transfirié a un tubo nuevo Corning de
50 mL denominado pool, donde se agregan todos los pellets resuspendidos. Finalmente el
tubo denominado pool se centrifugd a 2500 rpm / 10min / 4 °C se descarto el sobrenadante
y se llevé a un volumen de 45 mL con SSI, se agité en vortex durante un min y se hicieron

alicuotas de 1.5 mL en criotubos Corning de 2 mL (aprox. 29 crioviales) y etiquetando el tubo
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inicial, intermedio y final para la posterior determinacion del titulo de carga bacteriana, las

alicuotas fueron vaciadas a nitrégeno y almacenados a -70 °C hasta su uso.

1.4DETERMINACION DE CARGA BACILAR Y PREPARACION DEL INOCULO PARA LA
INFECCION DE ANIMALES.

Tomando en cuenta la infeccion de 100 uL de suspensién bacteriana para cada raton Balb/c
se realizaron calculos para 60 ratones, 22 dias previos a la infeccidén se hicieron diluciones
seriadas de -1 a -3 para determinar |la cantidad de bacteria a utilizar, las diluciones se
realizaron por duplicado en tubos ependorff de 1.5 mL con 900 uL de medio 7H9 enriquecido
con ADC (Becton, Dickinson y Compafiy Sparks, MD) para ello de tomaron 100 uL de una
suspension realizada con 631 uL de suspension de micobacterias MDR en 5370 pL de SSlI,
se tomaron 10 yL de cada dilucion y se sembraron en cajas de Petri con agar 7H10 / OADC.

Preparacioén del inéculo:

1 dosis = 10.51 uL de bacteria MDR + 89.5 uL de SSI

60 dosis = 631 pL de bacteria MDR + 8950 pL de SSI

La siguiente férmula muestra el célculo para el numero total de bacterias:

(Promedio del conteo de bacterias de la dilucién) (Factor de dilucion)= # de bacterias

en 10 pL.

4+ TiTULO BACTERIANO MDR

Dilucién -1 | -2 -2 -3 Promedio

dilucién -2
Factor de diluciéon | 10 | 100 100 1000

Num. de UFC’S I/l | 93/84 88/95 | 17/16 |90

Nota: | corresponde a un num. incontable de bacterias.

Tabla 4. Numero de Unidades Formadoras de Colonia (UFC’S) crecidas en placas de agar 7H10 de cada
dilucion.
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Ecuaciones para calcular el numero total de bacterias:

(90) (100)= 9000 bacterias esto en 10 pyL de suspension

Realizando en calculo por cada 100 uL de la suspension:

9,000 bacterias — 10 pL de suspension

X=90,000 bacterias - 100 uL de suspension

Un dia antes de la infeccion se paso un vial de micobacteria MDR de -70 °C a -20 °C para
descongelarlo lentamente, después se transfirid a 4 °C, una vez descongelado se agité en
vortex durante 10 seg, se aseguro la pureza del vial mediante una tincién de Ziehl-Nielssen
y se sembr6 una asada en agar sangre, después se procede a hacer la suspension para

el inéculo.

1.5 DETERMINACION DE UFC’'S EN PULMONES INFECTADOS

El pulmén derecho de los ratones se utilizé para la determinacién de carga bacilar por el
conteo de UFC’S. Los pulmones se homogenizaron 3 ocasiones, durante 20 seg con 1 mL
de PBS-Tween 80 al 0.05% en un Fast Prep-24 version 6004.3, se sonicaron durante 45
seg (Ultrasonic Cleaner Cole Palmer), se hicieron diluciones de cada uno de los
homogenizados y se sembraron por duplicado en placas de agar Bacto Meddlebrook 7H10
(Difco, Detroit, Ml USA) enriquecido con OADC (Becton, Dickinson y Compafia, Sparks,

MD), se incubaron a 37 °C y en una atmosfera al 5% de CO,, el numero de colonias fue

contado a los 14 y 21 dias después del sembrado19%:101,
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1.6 PREPARACION DEL TEJIDO PARA EL ESTUDIO HISTOPATOLOGICO Y

MORFOMETRICO

Para el estudio histologico tres pulmones izquierdos fueron perfundidos intratraquealmente
con un 1 mL de etanol absoluto (J.T. USA) y se dejaron fijar por 72 horas, se cortaron por
la region parasagital de cada pulmon y se continuo su deshidratacion en etanol absoluto,
posteriormente se elimind el alcohol residual a través de bafos de 1 hora en xileno (J.T.
Baker, U.S.A.) y finalmente fueron embebidos en parafina (SAKURA FINETEK U.S.A.
INC.). Los tejidos se incluyeron en parafina y se realizaron cortes de 4 ym con un
micrétomo (Leica RM2135) de cada pulmén obtenido y fueron tefidos con hematoxilina-
eosina. El porcentaje del area de cada pulmén afectado por neumonia fue determinado
con un analizador de imagenes con el software Leica Q500/W versién 4.2 (Milton Keynes,

UK) y el area de los granulomas fue medido en micras?.

IX. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizé usando el software IBM SPSS Statistics version 21
utilizando la prueba de Kaplan-Meier para las curvas de sobrevida y un analisis de varianza
tipo ANOVA y una t de Student con los cuales se compararon los analisis morfométricos,
las determinaciones de UFC’'S de los ratones infectados con o sin tratamiento

considerando una diferencia significativa de p<0.05.
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X. RESULTADOS
A. Determinacion de sobrevida
Para la determinacion de sobrevida se utilizaron 4 grupos de ratones Balb/c, 13 para el
control y 11 para los restantes grupos respectivamente. Los ratones a lo largo del tiempo
presentaron pérdida de fuerza y peso corporal y macroscopicamente se observo
adinamia, piloereccion, cianosis y dificultad para respirar.
El grupo con menor tasa de sobrevida es el grupo control con 42% y el de mayor tasa de
sobrevida es el grupo tratado con acido niflumico con 55% (Fig.3 A).
B. Determinacion de carga bacilar
Para la determinacion de carga bacilar se utilizé la técnica de conteo de colonias por
UFC’s de tal manera que los resultados indican que a los 30 dias post-tratamiento la
carga bacilar de cada grupo en estudio fue muy similar, a excepcion del BGSR que esta
aumentada. A los 60 dias post-tratamiento se aprecia que el grupo CTRL y el BGSR
presentan menor carga bacilar que AN, AN-BGSR y comparando la cantidad de
micobacterias del grupo CTRL y el BGSR del dia 60 con los grupos del dia 30 la cantidad

es menor. En ningun grupo se presentaron diferencias significativas (Fig. 3 B).
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Fig. 3. Porcentaje de sobrevida y determinacion de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC’S) en
ratones BALB/c infectados por i.t. a lo largo del experimento. A) Sobrevida de cada grupo expresado en
porcentaje. B) Carga bacilar a los 30 y 60 dias post-tratamiento, expresada en millones de UFC’S por
pulmoén. En las graficas se presentan la media y la desviacion estandar de los datos. Diferencias significativas
con un valor de p< 0.05.
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C. Determinacién del porcentaje de neumonia

Para determinar el area afectada por neumonia se analizaron tres pulmones de cada
grupo por tiempo de sacrificio. Los resultados indican que los porcentajes de neumonia
aumentan con casi todos los tratamientos en los dias 30 y 60 excepto en el grupo control
del dia 60. Dichos porcentajes van desde 14% hasta un 55% en el primer mes y de un
25% a un 61% para el segundo mes dependiendo del tratamiento administrado. También
se observo que el tratamiento AN-BGSR en el segundo mes favorece su disminucion, ya
que fue el unico tratamiento que no aumento hasta tres veces o0 menos su neumonia

comparado con el primer mes (Fig. 4 C).

D. Promedio del area de los granulomas

Para calcular el promedio de granulomas se medieron al menos diez en cada corte
histolégico. Durante su formacién se observa que el crecimiento es progresivo a lo largo
de los tratamientos CTRL, AN, AN-BGSR a excepcion del BGSR que disminuye en el

segundo mes (Fig. 4 D). En los datos no se muestra ninguna diferencia significativa.
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Fig. 4. Analisis morfométrico en pulmones infectados con la cepa MDR tratados con AN, BGSR, SSI,
BGSR+AN determinado con un analizador de imagenes con el software Leica Q500/W versién 4.2 (Milton
Keynes, UK). C) Area de pulmén afectada por neumonia, expresado en porcentaje. D) Area promedio en
um? de los granulomas encontrados en cada tratamiento + DE. En las graficas se presentan la media y la
desviacion estandar de los datos.
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H

Fig. 5 Microfotografias representativas de los pulmones de ratones infectados con la cepa MDR sin
tratamiento CTRL (A, B) y tratados con AN (C, D), BGSR (E, F), BGSR+AN (G, H) al mes (izquierda) y dos
meses (derecha) post-tratamiento Tincion H&E a 10x.
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Xl. ANALISIS DE RESULTADOS.

En este trabajo se analiz6 el proceso inmunopatoldgico del efecto del bloqueo de TGF-B y
COX-2 durante la fase progresiva de la infeccién. Los datos arrojados por este estudio
mostraron que dependiendo de los diferentes farmacos administrados a los grupos de
infeccion, la tasa de sobrevida aumentaba o disminuia debido al grado de proteccion que
otorgaban, de tal manera que el grupo al que se le administré el antiinflamatorio AN fue el
mas beneficiado en este sentido, debido a que esta enfermedad-infecto contagiosa
produce aumento en la inflamacion conforme progresa la enfermedad sin embargo no
reduce la carga bacilar, al inhibir la COX-2 no hay produccion de PGE y por tanto la

inflamacion disminuye. En algunos modelos con Mycobacterium tuberculosis H37Rv y

102,103

otros trabajos se ha descrito que el empleo de antiinflamatorios como inhibidores de

la COX-2 como el meloxicam, acido mefenamico y la nimesulida, incrementan la tasa de
sobrevida de los ratones infectados (86-100%), y reduce significativamente la carga bacilar
en pulmones con tiempos de post-tratamientos iguales a los ocupados en este trabajo, lo
resultados arrojados en este estudio mostraron que al utilizar el mismo tratamiento AN

pero en una bateria MDR no hay disminucién de la carga bacilar.

También se observa que existe en los grupos una relacion directa, entre la carga
bacteriana y el nivel de neumonia e indirecta en el porcentaje de sobrevida y el tamafo de
granulomas, a excepcion del grupo AN, debido que al haber mayor cantidad bacteriana
existe mayor porcentaje del tejido pulmonar afectado por neumonia y disminuye la
sobrevida y el tamano de granulomas, de tal manera que la muerte se da por dificultad

respiratoria, ocasionada por la neumonia causada por Mtb 104,
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En el grupo CTRL se observa que el porcentaje de sobrevida es menor debido a que a
este grupo no se le administré ningun tratamiento?%% 196 Con respecto a la carga bacilar

en los primeros 30 dias de tratamiento las UFC’S son muy similares en todos los grupos
a excepcion del BGSR que la tiene ligeramente aumentada. A los 60 dias de tratamiento
el grupo CTRL y BGSR presentan menor carga bacilar. La disminucién y el aumento de
carga bacilar del grupo BGSR en el segundo y primer mes puede ser debido a que en el
modelo murino de TB se sabe que las concentraciones de TGF- aumentan conforme
progresa la enfermedad, existiendo dos fases; una pro-inflamatoria, en la que la
concentracion de TGF-B es menor y otra anti-inflamatoria la cual, la concentracion es
mayor. Por otra parte estudios recientes mencionan que la regulacion de la citocina esta
dada por dos diferentes vias de activacion de los receptores mediada por invaginaciones:
internalizacion por endocitosis via clatrina la cual regula positivamente la regulacion de la
esta citocina mediante la sefalizacion de SARA y por ende promueve que los endosomas
faciliten la activacion de SMAD Y R-SMAD o internalizacion por endocitosis via caveolas
la cual tiene un efecto inhibitorio mediante la disminucion de la sefalizacién de smad 2/3
y degradacion del receptor por ubiquitinacion mediante smurf 1/2. La sintesis de SMADs
inhibitorias (SMAD 6 Y 7) es inducida por el TFG-f3, lo cual sugiere que hay un mecanismo

de autoregulacion negativa intracelular que regula la sefial TFG-p197- 108,

De este modo al estar agregando el BGSR la cantidad de citocina disminuye a través del
tiempo de tal manera que se revierte la sefal anti-inflamatoria a una pro-inflamatoria. La
disminucién de la citocina estimula que el receptor se internalice via clatrina, regulando
positivamente la sefializacién (Dia 60) y provocando la activacion clasica del macréfago

(Th1), esto se relaciona con otros modelos, como la malaria en los que proponen que los

35



macréfagos tienen gran cantidad de receptores TGF-B y son muy sensibles a
concentraciones bajas de la citocina, lo que los hace mas susceptibles a la activacion por
IFN-y de tal manera que disminuye la carga bacilar por dicha activacion. No asi en el dia 30
donde la cantidad de la citocina es mayor en comparacion al dia 60 donde el macréfago
necesita inhibir la sefial por tanto sobreestimulo inducido por la citocina, regulando
negativamente la sefalizacion provocando que el receptor se internalice via caveolas, ya
que se ha determinado que la interaccién de CAV-1 (proteina constitutiva de las balsas
lipidicas) con moléculas de transduccion pude causar la inhibicion de la ruta de sefializacion,

como la interaccion de CAV-1 inhibiendo la transduccién de eNOS (endotelial nitric oxide

synthase) y disminuyendo iNOS (inducible nitric oxide synthase)1°9’"°’111.

La regulaciéon negativa estimula que el macréfago se active alternativamente (Th2) y provoca
aumento de proteinas derivados de la ornitina como las poliaminas y la prolina que
promueven el crecimiento intracelular del parasito, la produccion de colageno y la reparacion
del tejido dafado por la neumonia. Ademas también se ha demostrado que el incremento

de TGF-B puede disminuir la produccién de radicales libres de oxigeno y nitrdgeno en

macréfagos disminuyendo la produccion de IFN-y112 113,114

Aunado a esto la micobacteria tiene propiedades que hacen el uso directo de la via de

senalizacion del TGF-B en el huésped, lo que sugiere que la M. tuberculosis activa la via

para facilitar su entrada a las células y con ello la carga bacilar aumenta'%®.

En base a todo esta informacion se puede decir que es posible revertir un senal
antiinflamatoria a una proinflamatoria mediante la utilizacion de BGSR, ya que la disminucién

endégena del TGF-B provocada por su administracion promueve la disminucion de la
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afinidad de SARA sobre Smad 2/3, activandolas y facilitando su transporte hacia el nucleo
para la formacion de procesos transcripcionales de union al ADN para posteriormente activar
macrofagos por la via clasica e inducir la expresion y produccion de TNF-a y IFN-y para la

eliminacion de patdgenos intracelulares.

El analisis morfométrico mostré que el papel del TGF-B en la formacién de los granulomas
es ambiguo, aun cuando numerosos reportes han descrito altos niveles de expresion de
esta citocina en diferentes tipos de lesiones granulomatosas, como en la esquistosomiasis
hepatica (S. mansoni) que es el mejor ejemplo de este proceso. El TGF- producido por
las células en los granulomas inducidos por el huevo del parasito parece ser el principal
inductor de fibrosis, a través de la estimulacion de la produccién de heparan sulfato,
proteoglicanos, colagena y otros componentes de matriz extracelular, asi como un inductor
de la proliferacion de fibroblastos. En este sentido, la citocina TGF-B producida por

macrofagos activados, promueve el depédsito de colageno y favorece la quimiotaxis de
otros macrofagos, teniendo una actividad permisiva en la formacién del granuloma115, por
otra parte granulomas pequefios en los pulmones infectados son el resultado de la alta
estimulacion de IL-10 y IL-4 por células Th2'", lo cual concuerda con nuestro modelo y

con los resultados mostrados (Fig. 4 D tamafio de granuloma) ya que se observa que el
grupo con el tratamiento BGSR es el que tiene mayor tamano de granulomas tanto en los
30 y 60 dias post-tratamiento sugiriendo un mejor control de la infeccién.

Con respecto a los niveles de neumonia, se ha apreciado en el modelo de TB pulmonar in
vivo que la infeccion de Mtb produce aumento en los niveles plasmaticos de PGEZ2,
estimulando la actividad de arginasa y ornitina, que eleva la produccién de poliaminas y

desfavorece la produccion de NO en el macréfago (activacion alternativa) produciendo
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aumento en el crecimiento bacteriano dentro del macréfago incluyendo la supresion de IL-

1280.96,116 hestros resultados muestran (Fig. 4 C) una disminucién del nivel de neumonia

en el grupo BGSR en los primeros 30 dias post-tratamiento y un aumento de carga bacilar

con respecto al CTRL, esto debido al efecto que tiene TGF-B regulando PGE2117:118

y al
haber menor concentracion de la citocina por la administracién del receptor BGSR produce
menor inflamacion.

Por ultimo la eficacia se midié como la habilidad de un farmaco para producir un efecto y
no como el efecto maximo de un farmaco, observando el efecto producido en la
disminucién de carga bacilar, disminucidn de los niveles de neumonia, mayor tasa de

sobrevida por lo que el BGSR tiene mayor eficacia y mayor efecto terapéutico solo, en

comparacion con los otros tratamientos.
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Xll. CONCLUSIONES

Dada la importancia que tiene la via del TGF-f3 en la regulacion de diversos procesos como
son el equilibrio de expresidon de otras citocinas, crecimiento, desarrollo, homeostasis y
muerte celular entre otros, se ha observado que las alteraciones en el incremento de esta
via de transduccion llevan al desarrollo de diferentes patologias inflamatorias graves.
Nuestros datos sugieren que la participacion del TGF- en la progresion de la TB depende
de la concentracion ya que es un regulador importante de la inflamacion, porque en
concentraciones bajas la promueve (pro-inflamatorio) o la inhibe en concentraciones altas
(anti-inflamatorio). Es muy probable que todas estas respuestas tengan lugar en caveolas,
por lo que determinar el papel que juega cada uno de estos componentes ayudara a
comprender mejor cOmo una misma citoquina puede ejercer funciones tan diferentes en

una misma célula.

En las infecciones cronicas como la tuberculosis es crucial que el sistema inmune tenga la
capacidad de contener al patdgeno y prevenir su diseminacion o proliferacion, pero sin
causar una patologia excesiva. Por este motivo, el TGF-B puede ser importante para
mantener el balance entre el control y eliminacion de organismos infecciosos, como es el
caso de parasitos intracelulares, y por otra parte, en la prevencién de patologias mediadas

inmunoldégicamente como la enfermedad de chagas y leishmaniosis.

Todo lo anterior sugiere utilizar terapias clinicas basadas en la modulacion de esta citocina
mediante BGSR lo que representaria una nueva estrategia terapéutica para el tratamiento
de desdrdenes en la funcion inmune, ya que el TGF- administrado solo o en combinacion

con otros medicamentos puede constituir un nuevo tipo de inmunoterapia, que contribuiria
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a la disminucion del tiempo de tratamiento, permitiendo un mejor control de la enfermedad

producida por microorganismos resistentes a antibidticos.
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XIll. PRESPECTIVAS

v Determinacién de citocinas como iNOS, TNF-a, IFN-y, IL-12 ya que se ha visto
pueden modular positiva o negativamente la respuesta de TGF-[3.

v' Evaluar los mismos tratamientos con una misma y una menor carga bacilar de
Micobacterium tuberculosis MDR para determinar si las tendencias de los datos son
las mismas.

v Evaluar los tratamientos comparando con antibioticos.

v Debido a que se ha demostrado que un gran nimero de patdgenos utiliza como via
de entrada a las balsas lipidicas/caveolas presentes en la membrana plasmatica
seria bueno identificar si CAV-1 y otras moléculas presentes en macréfagos

interaccionan con micobacterias para su internalizacion.
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ANEXO

o Preparacion de medio 7H9 con 0.5% de glicerol y tween 80 al 0.05%

Pesar 4.7 g del polvo en 900 ml de agua bidestilada y en constante agitacion adicionar 5ml
de glicerol anhidro y 0.5 ml de tween 80. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 10 min

a 15 libras de presién y dejar enfriar a temperatura ambiente.

Posteriormente dentro de una campana de flujo laminar de bioseguridad nivel Il limpia y
esterilizada durante 10 min con luz UV adicionar 100ml de ADC (albumina, catalasa y
dextrosa Becton, Dickinson y Comparfy, Sparks, MD), homogenizar y colocarlo en una

incubadora a 37°C, con 5% de CO, durante tres dias para prueba de esterilidad.

o Plaqueado y preparaciéon de medio 7H10 con glicerol al 0.5%

Pesar 19 g de polvo en 900 ml de agua bidestilada y en constante agitacion adicionar 5 mi
de glicerol anhidro. Calentar hasta que hierva durante un minuto (o cambio de vire en el
medio). Esterilizar en autoclave a 121°C durante 10 min a 15 libras de presién y dejar

enfriar a temperatura ambiente durante 15 min.

Posteriormente dentro de una campana de flujo laminar de bioseguridad nivel Il limpia y
esterilizada durante 10 min con luz UV adicionar 100ml de OADC (acido oleico, albumina,
catalasa y dextrosa Becton, Dickinson y Company, Sparks, MD), homogenizar y adicionar
en caliente 15 ml del medio en cajas Petri estériles desechables de 100X15mm, envolver
en paquetes de 10 cajas en bolsas de plastico e incubar todas las cajas (alrededor de 66

cajas) a 37°C, con 5% de CO, durante tres dias para prueba de esterilidad.
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o Preparacion PBS-TWEEN 80 al 0.05%
Disolver en 800 ml de agua bidestilada:
0.2g de KCI

0.12G de K; HPO,

8g de NaCl

1.13 g de Na,HPO,

Ajustar a Ph de 7.4 con HCI, completar a 1 L con agua bidestilada y adicionar 0.5 mL de
Tween 80. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 10 min a 15 libras de presion y dejar

enfriar a temperatura ambiente.
o Preparacién de 1000 dosis de Acido Niflimico concentraciéon 500ug/100pL

Pesar 0.5 g de Acido Niflimico (AN) y transferirlo en un vaso de precipitados de 100 mL.
Posteriormente adicionar 40 m L de agua inyectable estéril y colocar en agitacion
constante, agregar solucion de NaOH(c) hasta solubilizacion del AN (pH=12.4). Enseguida
adicionar solucién de HCI(c) hasta que el AN comience a insolubilizarse y adicionar de 10
a 20 mL de agua estéril (leer pH). Finalmente repetir el paso anterior cuantas veces sea
posible (Nota: el pH debe ir disminuyendo) ajustando a un pH= 7.4 y aforando a 100 mL.

Guardar a -4 °C en un frasco ambar lejos de la luz.
o Preparacion de 33 dosis de betaglicano recombinante concentraciéon 30ug/100uL

Hidratar 1 mg de betaglicano recombinante en 3.3 m L de agua inyectable estéril.
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o Imagenes

Fig. 6 Infeccion intratraqueal Fig. 7 Pool de animales infectados

Fig. 8 Administracién via intraperitoneal Fig. 9 Administracién via intragastrica
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