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Resumen

La tuberculosis es una enfermedad infecto-contagiosa de transmisién aérea causada por el
complejo Mycobacterium tuberculosis. Es uno de los principales problemas de salud
mundial. Existen varios escenarios frente a una infeccién por M. tuberculosis, si el sistema
inmune de un individuo es competente puede eliminar a los bacilos, pero si esta
comprometido, puede desarrollarse la enfermedad activa, o bien, el bacilo pueden evadir
al sistema inmune y alojarse en el interior de las células del huésped sin causar dafio, dando
origen a un estado de infeccion latente. Este estadio de la enfermedad puede permanecer
en el individuo por largo tiempo pasando desapercibida, sin embargo, estas bacterias en
estado latente pueden reactivarse derivando una enfermedad activa. La informacién que
existe sobre este estadio de la enfermedad aun es limitada, debido a que los modelos
experimentales hasta ahora descritos no reproducen fielmente esta condicién en la
micobacteria. Por lo cual el objetivo de este trabajo fue estandarizar un modelo animal que
permita caracterizar los mecanismos moleculares e inmunolégicos de la latencia, brindando
oportunidades para buscar tratamientos que eviten la reactivacion de la enfermedad. Para
ello, ratones machos de la cepa BALB/C fueron inoculados via intratraqueal con UFC de la
cepa prototipo H37Rv de Mycobacterium tuberculosis, con dosis de 10, 100, 250 y 500
UFC. En tejido pulmonar se determiné la carga bacilar, y se realiz6 extraccion de RNA
micobacteriano, para la identificacion de biomarcadores de latencia. Los resultados
mostraron que la carga bacilar aumenta exponencialmente sobre el primer mes de
infeccion, disminuyendo de la misma manera hacia los siete meses de infeccion. La dosis
de 10 UFC fue la que mostré los mejores resultados, observando una tendencia hacia UFC
negativos en los miembros del grupo. En individuos UFC negativos, pudo ser corroborada
la presencia de la micobacterias viables en estado de latencia mediante técnicas
moleculares. Los resultados obtenidos hasta ahora, podrian indicar que el establecimiento

de un modelo de tuberculosis latente, es posible empleando dosis bajas de micobacterias.






Marco Teorico

1. Tuberculosis

1.1 Generalidades

La tuberculosis es una enfermedad infecto-contagiosa cuyo agente causal es
Mycobacterium tuberculosis, este pertenece al complejo M. tuberculosis, el cual
engloba a las especies M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti, M.
caprae, M. pinnipedii y M. canetti, siendo M. tuberculosis, la causante del mayor
porcentaje de esta enfermedad, afectando principalmente a los pulmones, sin
embargo, puede diseminarse a otros 6rganos, dando origen a tuberculosis

extrapulmonar (Caminero Luna, 2003; Palomino, 2007).

Los integrantes del complejo M. tuberculosis, taxonGmicamente se encuentran
dentro del orden Actinomycetales, conformando a la familia Mycobacteriaceae y el

género Mycobacterium (Caminero Luna, 2003).

1.2 Historia

La enfermedad ha estado presente desde hace cientos de afios, se tienen
descripciones de restos momificados en donde se han observado claros signos de
enfermedad tuberculosa, ademas existen descripciones médicas antiguas, en
donde se puede intuir la presencia de la enfermedad (Daniel, 2006). La enfermedad

ha estado presente en todos los continentes, sin embargo, es mas frecuente



encontrar indicios de la enfermedad en Europa antigua, en donde fue relacionada
incluso con maldiciones divinas o bien con estatus sociales altos. Esta enfermedad
alcanz6 su mayor apogeo a finales del siglo XVII y mitad del siglo XIX, erradicando

a poco mas del 25% de la poblacién europea (Saldarriaga-Cantillo, 2009).

Fue hasta el 24 de marzo de 1882, cuando Robert Koch, descubri6 el agente causal
de la tuberculosis, el bacilo de Koch, denominado asi en su honor (Caminero Luna,
2003). A partir de ese momento, se han realizado diversos estudios sobre esta
enfermedad, cuyo Unico objetivo ha sido lograr su erradicacién, y aunque esto aun
no se ha logrado, se han tenido grandes avances, entre ellos la vacuna BCG, la cual

ha disminuido considerablemente la alta tasa de mortalidad de la enfermedad.

1.3 Agente Causal

M. tuberculosis es un bacilo alargado, mide aproximadamente 0.85 ym de longitud
y 0.4 um de grosor (Figura 1a). Es un organismo intracelular, inmovil, requiere de
condiciones ambientales estrictas para un adecuado crecimiento, requiere una alta
concentracion de oxigeno, presién atmosférica de maximo 140 mm/Hg y un pH de
7.4, llevando acabo su replicacion cada 14 a 24 horas (Caminero Luna, 2003). Su
caracteristica principal es el alto porcentaje de lipidos 70-80% en su pared celular

(Palomino, 2007).
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Figura 1. Mycobacterium tuberculosis. a. Aspecto morfolégico de M. tuberculosis. b. Estructura

de la pared celular de M. tuberculosis. Tomadas de Todar, 2017; Gorocica et a.l, 2005.



La pared es el componente principal de la micobacteria, tiene una estructura
compleja y estd compuesta de cuatro capas (Figura 1b):

1. Peptidoglicano

2. Polimeros de arabinosa y galactosa

3. Acidos micolicos

4. Lipidos superficiales

Su alto contenido en lipidos es responsable de conferirles acido-alcohol-resistencia,
denominandolos bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR). Los lipidos de su pared
celular impiden que colorantes comunes, como los caracteristicos de la tincion Gram
penetren, por lo cual para tefiirlos se utiliza una tincidén especial (tincion Ziehl-
Neelsen). Ademas los lipidos le otorgan resistencia a un gran numero de
antibioticos, pues éstos actlan como barrera permeable Unicamente a solutos

hidrofilicos (Pumarola, et al., 2000; Quirés-Roldan et al., 2001; Palomino, 2007).

El género Mycobacterium se establecié hace miles de afos, por lo cual no es dificil
imaginar el nivel de evolucién que deben presentar estos microrganismos para ser
capaces de sobrevivir hasta nuestros dias, pues estan capacitados para sobrevivir
en diversos ambientes y afectar a diversas especies animales. Tampoco es dificil
imaginar la magnitud del dafio que han causado sobre la especie humana. Es bien
sabido que a lo largo de la historia, la TB ha tenido diversos puntos de apogeo,
causando epidemias mundiales que han conllevado a la muerte de un gran nimero
de personas, por lo cual estos patdgenos pueden catalogarse como “Los

microorganismos que mas muertes han causado en la historia” (Daniel, 2006).



1.4 Infeccion primaria

Se sabe que cantidades minimas, 1-10 bacilos, podrian ser suficientes para causar
una infeccion (Lewis, 2007), una gotita de fligge puede contener 1-400 bacilos, por
lo cual no se sabe exactamente la cantidad de bacilos que inician el proceso de
infeccion (Sakamoto, 2012). Una vez dentro del huésped, los bacilos logran
establecerse en el espacio alveolar, donde son detectados por el sistema inmune,
siendo fagocitados por macrofagos alveolares y células dendriticas, los cuales
secretan citocinas y quimiocinas, que atraen a otras células del sistema inmune,
como monocitos, neutrofilos y linfocitos, los cuales viajan al sitio de infeccion
primario, con el fin de contener la infeccion, esta respuesta inmune permanece de
2 a 8 semanas después de la infeccion (Sakamoto, 2012). M. tuberculosis también
es capaz de infectar células no fagociticas en el espacio alveolar, como células
endoteliales y neumocitos tipo | y tipo Il (Ahmad, 2011; Russel et al., 2009; Flynn et

al., 2011, Jordao y Vieira, 2011).

Durante la respuesta activa del sistema inmune, las células especializadas, como
linfocitos T activados, macrofagos, células dendriticas, asi como fibroblastos vy
células endoteliales, entre otras células, forman una estructura denominada
granuloma, caracteristica de ésta enfermedad (Figura 2), el cual tiene como objetivo
formar una barrera fisica e inmunoldgica para contener la infeccién, evitando su
diseminacién (Ahmad, 2011; Guirado y Schlesinger, 2013; Saunders y Britton,

2007).

1Las gotitas de Fliigge son particulas diminutas expelidas al hablar, toser, estornudar o respirar, que pueden transportar
gérmenes infecciosos de un individuo a otro. Estas particulas miden de 0.5 a 10 ym, y pueden permanecer hasta 30 minutos
en el aire en suspension (Murillo-Godinez, 2009).



Vasos sanquineos

Figura 2. Granuloma representativo de tuberculosis. lzquierda: imagen histolégica de un
granuloma de cobayo. Derecha: caricatura que ilustra los componentes principales de un granuloma.

Tomada y editada de: Guidado y Schelesinger, 2013.

Gracias a la eficiencia y rapidez con la que el sistema inmune actla, en la mayoria
de los casos, aproximadamente 90%, los bacilos pueden ser controlados, evitando
el desarrollo de la enfermedad activa, y aproximadamente en 10% de los casos
desarrollan la enfermedad activa, caracterizada por el crecimiento exponencial de
los bacilos (Ahmad, 2011). Cuando el sistema inmune logra un adecuado control
del crecimiento bacteriano, puede ser capaz de eliminar al bacilo, dando como
resultado ausencia de enfermedad, sin embargo, en algunas ocasiones los bacilos
logran evadir al sistema inmune; son capaces de resistir la eliminaciébn mediante
fagolisosomas de los macrofagos, ademas son capaces de soportar el
microambiente hostil del granuloma (hipoxia, pH acido, presencia de 6xido nitrico,

etc.), llegando a un punto de equilibrio entre la respuesta del sistema inmune y el



crecimiento bacilar. Los bacilos se alojan en el interior de las células del huésped
sin causar dafo, por un periodo prolongado de tiempo, dando origen a un estado de

infeccion latente (Ahmad, 2011; Ernst, 2012).

1.5 Epidemiologia

La TB es uno de los principales problemas de salud mundial, contabilizandose en
2015, 10.4 millones de nuevos casos, ademas de 1.8 millones de muertes (WHO,
2016). Esta enfermedad ha sido denominada como una “enfermedad de pobres”,
debido a que la mayor incidencia se encuentra en paises tercermundistas (Figura
3), en donde la desnutricion es un problema persistente. En Africa, son reportados
anualmente una gran cantidad de nuevos casos, viéndose afectada en mayor
proporcion la poblacion infantil. India, Indonesia, China, Pakistan, Nigeria y

Sudafrica albergan el 60% de los casos de TB (WHO, 2016).

En el caso de México, estadisticas de la base de datos de la OMS en 2016, reportan
un total de 22,294 casos notificados de TB en la poblacién, correspondiendo un 81%
a casos de TB pulmonar. La mayor incidencia se presenta en hombres mayores de
14 afios, contabilizandose un estimado de 2.1 muertes por cada 100,000 habitantes

a causa de este padecimiento.
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Figura 3. Incidencia mundial estimada de tuberculosis en 2015. Tomada del Reporte Global de
Tuberculosis-OMS, 2016.



2. Tuberculosis Latente

2.1 Latencia

Segun la Real Academia Espafiola, la latencia es un término empleado para definir
algo que se encuentra “oculto, escondido o aparentemente inactivo”. El término ha
sido utilizado ampliamente en Biologia, ya que en varios rubros de la naturaleza ha
sido empleado para definir lo que es llevado a cabo por diversos organismos, desde
animales y plantas, hasta pequefios microorganismos. En todos existe un mismo
fin: la supervivencia de la especie. En algunos animales, es bien sabido que su tasa
metabdlica disminuye considerablemente, frente a algn agente que pone en riesgo
su supervivencia, por ejemplo, la falta de agua o bien un cambio brusco de la
temperatura, el animal hace frente a esto manteniéndose a salvo hasta que las
condiciones ambientales adecuadas regresan (Hill et al., 2006). Un claro ejemplo
de esto se presenta en los tardigrados (Figura 4), invertebrados microscépicos que
ante factores exdgenos desfavorables presentan anhidrobiosis (disminucion de
actividad metabdlica ante ausencia en la disponibilidad de agua), anaxobiosis
(disminucion de actividad metabdlica ante baja concentracion de oxigeno),
criobiosis (disminucion de actividad metabdlica ante descenso extremo de
temperatura), la tasa metabolica disminuye llegando a niveles indetectables,
entrando en un estado de latencia denominado criptobiosis, en el cual pueden

permanecer por tiempo indefinido (Guidetti et al., 2011).



Figura 4. Tardigrado Bertolanius volubilis. a) ejemplar en condiciones normales. b) ejemplar ante

condiciones desfavorables. Tomada y editada de Guidetti et al., 2011.

En el caso de las plantas, las semillas son las que entran en este estado de latencia,
ya que después del periodo reproductivo viene una época de condiciones adversas
para la especie, lo cual impedira que las nuevas generaciones aparezcan
inmediatamente, es por esto que la semilla “duerme” por un periodo de tiempo,
durante el cual la semilla madura y se prepara para dar origen a un nuevo ejemplar
cuando las condiciones ambientales sean las adecuadas (Marquez et al., 2012). Lo
mismo ocurre con los microorganismos, la mayoria de ellos patégenos, quienes
buscan sobrevivir no afectando a su huésped, con el fin de lograr un mayor
porcentaje de infeccion. Algunos microorganismos emplean esto durante su ciclo de

vida, como diversos virus y algunas bacterias como M. tuberculosis.
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2.2 Latencia en M. tuberculosis

La Infeccion por Tuberculosis Latente (LTBI) se define clinicamente mediante una
prueba cutanea reactiva de la tuberculina (TST), indicando una respuesta positiva
de hipersensibilidad de tipo retardado (DTH), sin la presencia de sintomatologia de

enfermedad activa (Dutta y Karakousis, 2014).

Realmente existen muchos conceptos para definir. TL, ya que no existe un
consenso en el término, algunos autores mencionan que se define como la
persistencia durante muchos afios de M. tuberculosis en el hospedero, sin causar
enfermedad clinica (Jasmer et al., 2002; Dutta y Karakousis, 2014), otros mencionan
que el término latencia no es adecuado, sino que esta caracteristica de M.
tuberculosis, debe ser denominada “persistencia”, ya que engloba esa capacidad
de permanecer en el hospedero, asi como la facultad de evadir el tratamiento
farmacoldgico, pues durante el crecimiento bacteriano, existe una alta
heterogeneidad y variabilidad. EI modelo del Ying-Yang propone que en una
poblacién metabdlicamente activa susceptible a tratamiento farmacoldgico, existe
una pequefia fraccion que persiste a pesar del tratamiento, igualmente, en una
poblacién no replicante, existe una pequefia porcidon que revertira esta condicion
(Figura 5) (Dutta y Karakousis, 2014; Zhang, 2014). Por dultimo, este
comportamiento también se ha denominado “dormancia’, debido a que las
micobacterias son viables pero su actividad metabdlica disminuye entrando en un

periodo en donde la bacteria “duerme” (Dutta y Karakousis, 2014).

11



Poblacion persistente

Figura 5. Modelo del Ying-Yang. Heterogeneidad de la poblacion bacteriana. Tomada y editada de
Zhang, 2014

2.3 Epidemiologia

Se estima que un tercio de la poblacién mundial esta infectada con TL (WHO, 2016).
Este estadio de la enfermedad puede permanecer en el individuo por largo tiempo
pasando desapercibida, sin embargo, como consecuencia del envejecimiento,
reinfeccién, desnutricién, o bien, por inmunosupresion relacionada con otras
enfermedades (como VIH, diabetes mellitus, artritis reumatoide, etc.), estas
bacterias en estado latente pueden reactivarse derivando una enfermedad activa en
aproximadamente un 10% de los casos (Barrios-Payan, 2010). Se ha reportado la
presencia de bacilos latentes en granulomas pulmonares, células epiteliales, células
de tejido adiposo, tejido nervioso, tejido digestivo, rifibn, bazo, higado, etc.,

(Neyrolles et al., 2006; Barrios-Payan et al., 2012; Guirado y Schlesinger, 2013).

12



2.4 Diagnostico

El diagnostico oportuno de la enfermedad activa, es vital para controlar el
crecimiento y diseminacion de los bacilos, previniendo un aumento de la gravedad
de la enfermedad. Actualmente el diagndstico se basa en pruebas clinicas,
presencia de sintomatologia y estudios radiolégicos (Cascante et al., 2007). Existen
pruebas basicas, las cuales han sido empleadas desde afios posteriores al
descubrimiento de la enfermedad, las cuales se basan en el cultivo, tincion Ziehl-
Neelsen de la micobacteria, obtenidas de muestras de esputo, o de tejido
extrapulmonar y la prueba TST (Saltini, 2006; Leylabadlo et al., 2016). Sin embargo,
el diagnostico de la TL es incierto, debido a que las técnicas empleadas hasta la
fecha no han arrojado resultados positivos, pues de una u otra manera cuentan con

cierto margen de error en la distincion de TL y TB activa.

Los avances tecnolégicos de la actualidad, han permitido el desarrollo de nuevos
meétodos diagndsticos que han aumentado la sensibilidad de las pruebas. La prueba
mas empleada histéricamente es la prueba de la tuberculina y basadas en el
principio de ésta, se han desarrollado ensayos inmunolégicos (IGRAS), capaces de
distinguir entre enfermedad activa o enfermedad latente (Al-Orainey, 2009; Guillén,

2011).

2.4.1 Tuberculina

La técnica mas empleada en el mundo es la prueba de la tuberculina, entr6 en vigor

poco después del descubrimiento de la enfermedad (Jasmer, 2002). La prueba



consiste en la administracion intradérmica en el antebrazo de PPD, una mezcla de
antigenos micobacterianos, 48-72 horas después de la inoculacion se observa una
reaccion de hipersensibilidad retardada, la cual da como resultado una induracion.
El resultado positivo o negativo, dependera de los estandares de la regién, asi como
de la historia clinica del paciente. Un resultado positivo oscila entre los 5 mm hasta

los 15 mm (Kunst, 2006).

La falta de estandarizacién, la ausencia de antigenos especificos para
micobacterias patdégenas, la aparicion de falsos positivos derivados del contacto con
la vacuna BCG, asi como la incapacidad de discrepar entre enfermedad activa o
latente, impiden que la prueba de la tuberculina sea catalogada como método
diagnostico efectivo de la infeccion latente, lo cual ha llevado a la busqueda de
nuevas metodologias, no obstante, su uso sigue siendo elevado a nivel mundial,
principalmente, por el bajo costo que ésta tiene, por lo cual es altamente empleada

en paises en vias de desarrollo (Kunst, 2006).

2.4.2 Ensayos de interferon gamma (/GRA’S)

Con el fin de tener diagnosticos mas especificos, se han disefiado nuevas técnicas
de diagnoéstico basadas en ensayos inmunolégicos, capaces de distinguir entre los
dos estadios de la enfermedad. Estos ensayos basan su principio en la
cuantificacion de INF-y liberado por células T, en respuesta a antigenos
tuberculosos especificos (Kunst, 2006). A pesar de la notable mejoria que muestran

y de la facilidad y rapidez con la que son aplicadas, su eficacia aln no ha sido
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comprobada, pues en los estudios comparativos realizados, los resultados son muy
heterogéneos, por lo cual no se tiene una conclusion concreta sobre el rendimiento

de las pruebas (Talati et al., 2009; Person et al., 2013).

Las técnicas de diagndstico disponibles en el mercado son:

e QuantiFERON-TB

Es una técnica desarrollada por Cellestis®, Victoria, Australia, aprobada por la FDA
en 2001. A partir de ese afio se han desarrollado mejoras en la técnica, teniendo
actualmente disponible la tercera generacién (QuantiFERON-TB Gold in tube), la
cual emplea péptidos sintéticos que simulan antigenos tuberculosos especificos,
como el ESAT-6, CFP-10y el TB 7.7 (Pufial y Quero, 2010). ESAT-6 y CFP-10 estan
codificadas por la region RD-1 del genoma del M. tuberculosis, brindando una alta
especificidad, ya que estos antigenos se encuentran ausentes en la mayoria de las
micobacterias ambientales (Pufial y Quero, 2010).

La prueba consiste en la estimulacion de células mononucleares obtenidas de
sangre periférica, con los antigenos mencionados durante 72 horas, posteriormente
se cuantifica la cantidad de IFN-y liberado. El software proporcionado en el kit
determina si la prueba es positiva después de realizar una serie de algoritmos
tomando en cuenta los estandares de la regién (Pufial y Quiero, 2010; Kasprowicz

et al., 2011).

15



e T-SPOT TB

Es una técnica desarrollada por Oxford Immunotec®, Oxford, Reino Unido. El
principio de esta prueba es muy similar a la prueba del QuantiFERON-TB. De igual
manera se emplean células obtenidas de sangre periférica, el numero de células se
ajusta a 250.000 células/ml, las cuales son colocadas en una placa con pozos,
siendo estimuladas con los antigenos ESAT-6 y CFP-10, la placa se incuba durante
22 horas y posteriormente se realiza un inmunospot, con el cual se cuantifica el
namero de células productoras de INF-y. El kit cuenta con un software especifico,
el cual realizara los algoritmos necesarios, arrojando resultados positivos o
negativos dependiendo de la cantidad de puntos observados (Van Leeuwen et al.,

2007; Puial y Queiro, 2010).

2.5 Factores de riesgo de reactivacion

Alrededor del 10% de la poblacion infectada con tuberculosis latente, desarrollara
la enfermedad activa en algun punto de su vida (Divangahi, 2013), cada individuo
posee un determinado porcentaje de riesgo de reactivar la enfermedad. El riesgo
aumenta o disminuye dependiendo de diversos factores, entre ellos el lugar de
origen y de residencia, ya que, si existe incidencia de tuberculosis alta en la zona,
es mas probable que exista una infeccion o reinfeccion, lo que desencadenara la
enfermedad activa (Verver et al., 2004). Otros de los factores que aumentan la tasa
de riesgo son la desnutricion que afecta a mas de 1000 millones de personas,
coinfeccidn con VIH, que hasta ahora ha sido una de las mayores pandemias en el

mundo; tabaquismo, se sabe que existen mas de 1000 millones de fumadores, al

16



igual que personas que sufren alcoholismo, la diabetes se ha convertido en un grave
problema mundial existen méas de 200 millones de casos, el constante contacto con
personas enfermas (familiares o personal médico), las malas condiciones de vida
(como en centros de readaptacion social), la edad (individuos con edad mas
avanzada tienen mayor riesgo de reactivacion debido al desgaste inmunolégico),
etc., ya que todos estos factores aumentan la susceptibilidad del sistema inmune.
Cuando existe un deterioro en el sistema inmune, éste es incapaz de combatir
cualquier enfermedad, dando como resultado ventajas al bacilo, originando esta

pandemia de tuberculosis actual (Divangahi, 2013; WHO, 2016; Chaiear, 2016).

2.6 Marcadores de latencia

Debido a la problematica que representa la reactivacion de la tuberculosis latente y
la poca eficacia de los métodos de diagnéstico disponibles en el mercado, el estudio
de la latencia ha ido en aumento, con el fin de encontrar una estrategia eficaz para
detectar a los bacilos latentes. Una de ellas es la deteccion de biomarcadores
potenciales que permiten la diferenciacion entre TB activa 'y TL. Dos de ellos son la
proteina alfa cristalina y la enzima isocitrato liasa, ambas han sido relacionadas con
la capacidad de persistencia en el hospedero, ya que son las principales proteinas
sobre-expresadas durante el cambio de metabolismo activo a latencia (McKinney et

al., 2000; Talavera-Paulin et al., 2016).
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2.6.1 Alfa cristalina

Alfa cristalina (Acr), es una proteina de 16 kDa codificada por el gen Acr (Yuan et
al., 1998). Ha sido catalogada como la proteina predominante en los cultivos in vitro
en fase estacionaria de M. tuberculosis, durante la hipoxia y se encuentra en
elevados niveles dentro de macréfagos durante la infeccion. Se ha reportado que

regula la latencia atenuando crecimiento del bacilo (Pang & Howard, 2007).

Existen dos pequefias proteinas de choque térmico pertenecientes a la familia Alfa
cristalina, Acrl y Acr2, ambas se expresan después de la infeccibn con M.
tuberculosis en macréfagos y ratones, debido al ambiente hostil que el bacilo
enfrenta, ademas se relaciona con mecanismos de proteccion (Najafi-Mosleh et al.,
2005). Homoélogos de esta proteina se han relacionado con la formacion de esporas

en bacterias como Bacillus subtilis (O’'Toole et al., 2003).

2.6.2 Isocitrato Liasa

La isocitrato liasa (ICL), es una enzima esencial para el metabolismo de los
acidos grasos, esta implicada en el ciclo del glioxilato que es una via alternativa
para generar energia cuando el ciclo del acido tricarboxilico (TCA) se encuentra
alterado debido al agotamiento de oxigeno o nutrientes. La ICL se puede encontrar
en Arqueas, bacterias, hongos, nematodos, plantas y protistas (Vanni et al., 1990).
En plantas superiores juega un papel importante en la germinacion de semillas,

ademas ha sido asociada a patogenicidad microbiana y supervivencia, se ha
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encontrado en Aspergillus nidulans, M. tuberculosis, Escherichia coli, Burkholderia

pseudomallei, Brucella melitensis y Yersinia pestis (Vanni et al., 1990; Lee, 2015).

M. tuberculosis expresa dos enzimas ICL (ICL1 e ICL2), codificadas por los genes
icl (Rv0467) y AceA (Rv1915 / 6) (Zu Bentrup et al.,, 1999). La ICL ha sido
involucrada en la regulacion del crecimiento micobacteriano, virulencia y
persistencia dentro del huésped (Mufioz-Elias & McKinney, 2015). Se ha reportado
que la inhibicion de alguna de las dos enzimas no representa algun problema para
la persistencia de M. tuberculosis, sin embargo, la inhibicibn de ambas enzimas es
fatal para la micobacteria, pues su capacidad de emplear fuentes de carbono
alternas a carbohidratos es suprimida y por lo tanto su persistencia en cultivo en
fase estacionaria, asi como en macrofagos disminuye considerablemente (Lee et

al., 2015).
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. Antecedentes

1. Modelos de tuberculosis latente

Una de las herramientas empleadas que ha causado mayor impacto y ha permitido
notables avances, ha sido el desarrollo de modelos experimentales. En el caso de
la tuberculosis se han desarrollado modelos in vitro e in vivo, que han permitido el
reconocimiento de la patogenia y la respuesta inmunitaria ante una infeccién con M.
tuberculosis, dando un seguimiento a la progresion de la enfermedad, permitiendo
el estudio de agentes profilacticos. Sin embargo, el estudio de la latencia en
tuberculosis no ha sido tan explorada mediante el uso de modelos, ésto debido a la
complejidad de representar las condiciones estresantes que se enfrentan para llegar
a un periodo de latencia, no obstante, se han desarrollado algunos modelos, que
han permitido entender y prevenir algunos aspectos de la enfermedad, pero el

conocimiento de este estadio aln es muy escaso.

1.1 Modelos in vitro de tuberculosis latente

Se han desarrollado varios modelos de latencia in vitro los cuales han tenido como
principal objetivo simular las condiciones que las micobacterias enfrentan dentro del
granuloma. La mayoria de los modelos in vitro son adaptaciones del modelo de
Wayne, el primer modelo que permitio el estudio de la latencia en TB (Fitzgerald et

al., 2014).
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1.1.1 Modelo de Wayne

El modelo de Wayne se basa en la disminucion gradual de la concentracion de
oxigeno hasta llegar a una microanaerobiosis (Wayne & Hayer, 1996; Wayne &
Sohaskey, 2001). En este modelo se observan dos etapas de persistencia no
replicante:

e Persistencia No Replicativa 1 (NRP 1): Se observa cuando el nivel de O2
disuelto se encuentra en aproximadamente 1%. Esta etapa se caracteriza
por un lento aumento de la turbidez, por lo cual no se observa aumento en el
namero de UFC ni sintesis de ADN.

e Persistencia No Replicativa 2 (NRP 2): Se observa cuando el nivel de O2 se
encuentra por debajo del 0.06%. No se observa aumento de la turbidez, ya
que los bacilos se desplazan hacia una etapa anaerdbica, por lo cual su
capacidad de supervivencia depende de su capacidad de adaptacién durante

la NRP 1.

El modelo de Wayne fue el pionero en el estudio de los bacilos latentes, permite una
comprension de la latencia bacilar y nos da una idea sobre la adaptacion metabdlica
del organismo durante la fase estacionaria. Sin embargo, no permite una vision
general del estado de latencia en el hospedero, pues el constante control de las
condiciones ambientales durante el experimento no permite una vision del ambiente

latente natural.
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1.2 Modelos in vivo de tuberculosis latente

No existen animales que sean un reservorio natural de tuberculosis, por lo cual son
empleados animales susceptibles a la enfermedad. Los animales empleados con
mayor frecuencia son ratones, cobayos y conejos, debido a la facilidad en su
manipulacion y al bajo costo que representa su mantenimiento, sin embargo, existen
modelos en donde emplean pez cebra, cabras o primates no humanos
(Dharmadhikari & Nardell, 2008; Patel et al., 2011). Actualmente no existe un
modelo adecuado, ya que los modelos existentes no han logrado representar las
condiciones naturales de este periodo de la enfermedad, pues el estado latente es
inducido mediante la administracion de farmacos, las vias de infeccion no simulan
la natural, etc. EI mayor acercamiento hacia un modelo de tuberculosis latente ha
sido en primates no humanos, debido a la cercania genética con los humanos, sin
embargo, el elevado costo que representa su mantenimiento, no ha permitido que

estos estudios revelen los resultados esperados.

1.2.1 Modelos murinos

Los ratones son generalmente resistentes a la infeccion de TB cuando se comparan
con conejos o cobayos, pero, son los animales de mantenimiento de mas bajo costo,
facil manipulacion, asi como de respuesta inmunitaria similar a los humanos (Orme,
2003), lo que ha permitido el desarrollo de algunos modelos que a continuacion se

describen:
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++ Modelo de Cornell

El modelo de Cornell fue uno de los primeros modelos murinos propuestos. Fue

desarrollado por McCune y colaboradores, en la Universidad de Cornell en 1956.

Este modelo emplea ratones Webster suizos, los cuales fueron infectados por via
intravenosa con dosis altas (5 x 10°a 2 x 10%) de UFC de M. tuberculosis cepa
H37Rv. Después de la infeccidon, los ratones fueron tratados con isoniazida y
pirazinamida durante 3 meses, posteriormente se obtuvieron UFC negativas, en
todos los individuos. Para verificar la existencia de bacilos en estado latente
después de la administraciéon del tratamiento, los ratones fueron tratados con

cortisona, para inmunosuprimirlos, obteniendo reactivacion de la enfermedad.

El modelo de Cornell es uno de los mas aceptados y usados, ya que existen varios

modelos que emplean el mismo principio realizando algunas variaciones.

« Modelo de recrudescencia

Orme y colaboradores, en 1988 desarrollaron un modelo denominado “Modelo de
recrudescencia”, en el cual ratones hembra B6D2F1 (C57BL/6 x DBA/2) de 3 meses
de edad fueron expuestas mediante nebulizaciones a dosis de 5 a 10 UFC de M.
tuberculosis cepa Erdman. Inmediatamente después de la infeccion no se
obtuvieron bacilos cultivables, sin embargo, alrededor de los 6 meses postinfeccion
la carga bacilar oscil6 entre las 3000 y 4000 UFC y después de 18 meses, se

observéd que la enfermedad recrudece, es decir, de ser una enfermedad
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aparentemente controlada, aumenta progresivamente, esto debido a que los
ratones de 22 a 24 meses de edad, ya no tienen la capacidad de resistir ante una
reactivacion de la enfermedad. Confirmando que la edad avanzada es un factor de

riesgo de reactivacion de la enfermedad.

+ Modelo de Phyu

En 1998 Phyu y colaboradores, desarrollaron un modelo murino de TL, inoculando
ratones B6D2F1Bom de 17 semanas de edad, con dosis de 4 x 10 a 1 x 108 UFC
de M. tuberculosis H37Rv. En ratones infectados con una dosis baja, se observé
una cuantificaciéon de UFC constante a lo largo del experimento y no se observaron
signos clinicos de la enfermedad, sobreviviendo hasta 100 semanas después de la

infeccion.

A las 53 semanas postinfeccion, la mitad de los individuos fueron inmunosuprimidos
con corticosterona para reactivar la infeccion latente, encontrando un incremento

del conteo de UFC, asi como la presencia de sintomatologia clinica.

% Modelo de Arriaga

En 2002, Arriaga y colaboradores, establecieron un modelo experimental utilizando
ratones hibridos B6D2F1 (C57BL/6 x DBA/2). Los ratones fueron inoculados con
distintas dosis de bacterias: dosis bajas 4 x 102 UFC a dosis altas 1 x 10 UFC de
M. tuberculosis H37Rv por via intratraqueal. Después de 9 meses los animales

infectados con dosis baja presentaron 100% de sobrevida, incluso 2 afios después
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del inicio del experimento. Por otra parte, el conteo de UFC permanecio constante

durante todo el experimento, manteniéndose alrededor de las 100 000 UFC.

Este modelo logra establecer una infeccion controlada con conteo de UFC
constantes, sin observacion de reactivacion espontanea de la enfermedad, sin
embargo, los bacilos son cultivables durante todo el curso del experimento, por lo
cual, el estado de latencia no puede ser observado completamente.

*

% Modelo de tuberculosis latente para el desarrollo de vacunas

Suely Kashino y colaboradores (2006), propusieron el uso de una cepa mutante
denominada M. tuberculosis cepa 18b para el establecimiento de un modelo de
tuberculosis latente. Emplearon ratones cepa Balb/c los cuales fueron infectados
via intravenosa con 1 x 10° 0 2 x 108 UFC. Esta cepa de M. tuberculosis se
caracteriza por ser una mutante dependiente de estreptomicina, por lo cual ante la
ausencia del farmaco desarrolla un proceso infeccioso semejante a la TL,
observandose un aumento en la produccién de la proteina alfa cristalina, lo cual
mantiene viable a las bacterias mutantes. Cuando es administrada estreptomicina
al medio, se observa un aumento en la carga bacilar, es decir, la bacteria mutante,

logra salir de su estado de latencia.
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I[l. Justificacion

La informacién que existe sobre la latencia aun es limitada, debido a que los
modelos experimentales que existen no reproducen fielmente esta condicion en la
micobacteria, ya que la inducen a través de la administracion de terapia

farmacoldgica seguida de inmunosupresion con corticosteroides.

Esta situacion hace evidente la necesidad de implementar un modelo verdadero de
latencia, en el cual las bacterias no sean cultivables por métodos convencionales,
pero detectables por técnicas moleculares buscando la expresion de biomarcadores

como la Isocitrato Liasa y la a-cristalina.

Un modelo animal nos permitiria caracterizar los mecanismos moleculares e
inmunologicos de la latencia, brindando oportunidades para buscar tratamientos

gue eviten la reactivacion de la tuberculosis.
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Objetivos

1. Objetivo general

Establecer un modelo de tuberculosis latente, empleando dosis infectivas bajas de

M. tuberculosis H37RVv.

2. Obijetivos particulares

Determinar la dosis minima reproducible adecuada de micobacteria, que

favorezca el establecimiento de un modelo de latencia.

Identificar individuos con cultivo negativo a través de la determinacién de
carga bacilar durante una cinética en los dias 7, 14, 21, 28, 60, 150 y 210

post-infeccion.

Identificar biomarcadores de latencia mediante la extraccion de RNA
micobacteriano de los tejidos infectados, para la deteccion de animales con

TL.
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IV. Materiales y métodos

1. Modelo murino

1.1Infeccién animal

Grupos de 49 ratones machos de la cepa BALB/c de 8 semanas de edad, proporcionados
por el Departamento de Investigacion Experimental y Bioterio (DIEB) del Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ), fueron
anestesiados con sevoflurano (100 pL por ratén), e inoculados via intratraqueal con UFC
de la cepa prototipo H37Rv de M. tuberculosis, las dosis empleadas fueron 10, 100, 250
y 500 UFC, suspendidas en 100 ul de solucion salina estéril, realizando la respectiva
siembra (control de infeccidn) en placas de agar con medio 7H10 (Difco, Detroit, Ml USA)

adicionado con OADC (Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD).

Las bacterias empleadas para la infecciéon fueron crecidas en medio 7H9 con 0.5% de
glicerol y 0.05% de tween 80 (Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD) adicionado
con ADC (Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD), y extraidas en fase logaritmica
a una densidad Optica de 0.6 unidades de absorbancia a una longitud de onda de 600
nmy se corroboro la pureza mediante tincion Ziehl-Neelsen y se calculo la concentracion

del lote por determinacion de carga bacteriana como mas adelante se describe.
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Los ratones fueron mantenidos en grupos de 7 animales, en micro aisladores conectados
a un sistema de presion positiva (Allenton, USA), administrando agua y comida ad libitum.
Todos los procedimientos se realizaron en una campana de flujo laminar nivel de

bioseguridad IlI.

El protocolo y uso de animales fue aprobado por el Comité de Investigacion de Animales

(CINVA) del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran.

CINETICA RATONES RATONES

DOSIS DE POR DIA POR
SACRIFICIO DE GRUPO
SACRIFICIO
10 UFC
100 urc | 11424 7 49
28, 60, 150

H37Rv 210 dias
250 UFC | Y
500 UFC

Ratones totales del experimento: 196

Tabla 1. Distribucion de los animales del experimento.

1.2. Sacrificio

Grupos de 7 ratones de cada grupo fueron anestesiados con pentobarbital sédico por via
intraperitoneal con una dosis de 210 mg/kg y sacrificados por exanguinacion a los dias
7, 14, 21, 28, 60, 150 y 210 post-infecciéon (Tabla 1). De cada individuo se obtuvieron

ambos pulmones, bazo, sangre periférica y suero.
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Inmediatamente después de la exanguinacién, 100 pl de sangre fueron colocados en
aproximadamente 1cm? de papel filtrante cuantitativo grado 41 (Whatman), recomendado
para procedimiento analiticos con particulas espesas. El cual fue almacenado a -70°C,

para su posterior procesamiento.

El pulmén derecho de cada uno de los individuos fue congelado en nitrégeno liquido
inmediatamente, y guardado a -70°C hasta su procesamiento, para determinar la carga
bacilar. El pulmon izquierdo de 4 individuos fue tratado de la misma manera, para su
analisis molecular, y los 3 pulmones izquierdos restantes, fueron perfundidos via
intratraqueal con etanol y conservados en etanol absoluto para su posterior andlisis
histoldgico (Figura 6). El bazo y el suero, fueron congelados y almacenados en las

mismas condiciones.

R, UFC - BM
R, UFC - BM
R, UFC - BM
R, UFC - BM
R, UFC - Histologia
R UFC - Histologia

R7 UFC - Histologia

Figura 6. Distribucion del tejido pulmonar. Dénde: R: Raton, UFC: Unidades Formadoras de Colonias, BM:

Biologia Molecular.



2. Procesamiento de tejidos murinos

2.1 Determinaciéon de Unidades Formadoras de Colonias

En la determinacion de carga bacteriana, la micobacteria es cultivada en un medio
sélido especifico, mediante diluciones seriadas, teniendo como objetivo conocer el
namero de bacterias que hay en el pulmoén del ratén en cada uno de los tiempos

estudiados. Los resultados son expresados como miles de bacterias por pulmon.

El pulmén derecho destinado a la cuantificacion de UFC, fue homogenizado de
forma mecanica con perlas de zirconia en un homogeneizador de tejidos (Fast-Prep-
24 version 6004.3), sometiendo la muestra a 1 pulso de 4 m/s? durante 20 segundos,
enseguida se coloc6é 1 mL de PBS-Tween 80 al 0.05%, y se homogeneizd
nuevamente sometiendo a 3 pulsos mas. El material homogeneizado fue sonicado
durante 45 segundos (Ultrasonic Cleaner Cole Palmer), y se hicieron diluciones
seriadas (1:10) del material, sembrando por duplicado en cajas Petri con medio
Bacto Middlebrook 7H10 (Difco, Detroit, Ml USA), enriguecido con OADC (Becton,
Dickinson y Compainiia, Sparks, MD). Las placas fueron incubadas a 37°C y 5% de

CO:s.. El conteo de colonias se realizé a los 14 y 21 dias posteriores.

2.2 Preparacion del tejido murino para su estudio histolégico

Los pulmones destinados para su estudio histolégico, perfundidos y mantenidos con

etanol absoluto, fueron cortados por la regiébn parasagital, deshidratados y
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embebidos en parafina. Se realizaron cortes de 4 ym de espesor con un micrétomo
(Leica, Microtome, RM2145), los cuales fueron sometidos a una tincién con

hematoxilina-eosina para su posterior observacion.

2.3Técnicas moleculares

2.3.1 Extraccion de RNA

Para la extraccion de RNA fue empleado el kit Quick RNA mini prep (Zymo
Research, Irvine, USA). Los pulmones destinados para el aislamiento de RNA
fueron macerados en un mortero, manteniéndolos congelados usando nitrégeno
liquido. EI pulmon fue pulverizado perfectamente y colocado en 600 pl de RLT-B-
mercapto frio, centrifugados a 14 000 rpm durante cinco minutos, el RNA del
hospedero contenido en el sobrenadante fue almacenado a -70°C, mientras que el
RNA de la micobacteria contenido en el pellet siguié el proceso de extraccion
agregando buffer de lisis (incluido en el kit) centrifugando a 10 000 rpm por un
minuto en una columna para secuestrar el DNA, se agregaron 600 pl de ETOH al
100% al filtrado y se coloc6 en otra columna, previamente tratada con DNAsas,
siguiendo con un proceso de centrifugacion a 10 000 rpm por un minuto. Se descarto
el filtrado y fueron colocados 400 ul de prep-buffer centrifugando a 10 000 rpm
durante un minuto, siguiendo con una serie de lavados con 700 ul y 400 pl de wash
buffer, centrifugando a 10 000 rpm por un minuto y 14 000 rpm durante dos minutos,
por ultimo fueron agregados 35 pl de agua libre de RNAsas en el centro de la

columna y se sometié a un proceso de centrifugacioén a 14 000 rpm por dos minutos
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obteniendo el RNA puro. La calidad y cantidad del RNA obtenido, fue cuantificada
empleando un espectrofotdmetro de Microplaca Epoch 2 (BioTek Instruments, Inc,
USA).

2.3.2 RT-PCR

A partir del RNA obtenido fue sintetizado cDNA, usando el kit omniscript RT (Qiagen,
Hilden, Alemania), 100 ng de RNA y oligo dT (Promega corporation Madison W1).
De cada muestra se realizd un control negativo de reacciéon, empleando todos los
reactivos excepto la Omniscript Reverse Transcriptase, para descartar la presencia

de DNA gendmico (Tabla 2).

10X Buffer RT 2.5yl

dNTP Mix (5mM de cada

dNTP) 254l

Oligo dT Primer 2.5 ul

RNase inhibitor 1l

Omniscript Reverse

Transcriptase 1l

Agua libre de RNAsas Agua necesaria para un volumen final de 25 pl

Volumen necesario de RNA para una concentracion de 100ng/

RNA
Ml

Tabla 2. Volumen de reactivos del kit omniscript RT, para sintesis de cDNA.



2.3.3 PCR punto final

Se realizd6 PCR punto final para amplificar los transcritos de interés (Tabla 3),
empleando el kit HotStarTaq DNA Polymerase (Qiagen, Hilden, Alemania), bajo las
siguientes condiciones: Desnaturalizacién inicial 95°C por 15 minutos, seguido de
40 ciclos a 95°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos, 72°C por 60 segundos y

una extension final a 72°C por 10 minutos.

Master Mix Volumen por
reaccion
Hotstar 12.5 pl
Iniciador sentido 0.5yl
Iniciador antisentido 0.5 ul
cDNA 1 pl (100ng/ i)
Agua libre de 10.5 pl
RNAsas

Tabla 3. Volumen de reactivos del kit HotStarTag DNA Polymerase para PCR punto final.

Con el fin de analizar los productos de la amplificacion mediante electroforesis, se
prepararon geles de agarosa al 2%, se corrieron a 100 mV y se observaron

empleando un transiluminador con luz ultravioleta.
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2.3.4 PCR Tiempo real

Se realizé gPCR con el fin de identificar la presencia de material genético de M.
tuberculosis, ya que esta técnica permite la deteccion de cantidades minimas,
cuantificando hasta 1 copia del transcrito. Se utilizd6 Quantitect SYBR Green PCR
kit (Qiagen, USA) (Tabla 4). Se utilizé un equipo 7500 real time PCR system (Applied
Biosystems, USA). Las condiciones usadas fueron: Desnaturalizacion inicial 95°C
por 15 minutos, seguido de 40 ciclos a 95°C por 20 segundos, TM especifica de
cada primer empleado durante 20 segundos y por ultimo 72°C por 35 segundos. La
cuantificacion se realizé empleando curvas estandar, utilizando diluciones seriadas
de DNA de concentracion conocida, preparadas mediante la amplificacion por PCR.

La cuantificacién se realiz6 por duplicado.

Master Mix Volumen por
reaccion
SYBR Green® 12.5 pl
Iniciador sentido 0.5 ul
Iniciador antisentido 0.5 ul
cDNA 1 pl (100ng/ pl)
Agua libre de 10.5 pl
RNAsas

Tabla 4. Volumen de reactivos de la Quantitect SYBR Green PCR kit, empleado en gPCR.
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Los primers especificos fueron los siguientes:

Primer Secuencia Tm Tamafio Especificaciones
(°C)  (pb)
Componente
especifico del
complejo M.
SCCTGCGAGCGTAGGCGTCGG? tuberculosis, que se

IS 6110 SCTCGTCCAGCGCCGCTTCGG? 68 123 encuentra usualmente
repetido a lo largo del
cromosoma
bacteriano.

Amplifica una region
comin a todas las
especies del género
Mycobacterium,
codifica el RNA
SATGACGGCCTTCGGGTTGTA3 ribosémico, que
16S SCGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC? 66 120 constituyente del 80%
del contenido en RNA
de las bacterias.
Es el promotor mas
activo del operon
codificante para RNA

PCL1 STGTGTTTGGTGGTTTCACATT? 60 120 ribosémico de M.
SGGAAAAGGGAGCCAAAGGTAS tuberculosis. Solo hay
una copia por genoma

bacteriano.

Codifica para una
proteina implicada en
SGCAGCGACTTGGGCTTGTTC? la sintesis del septum
ftsZ SGGGTGAGCGGCGTCTTGTAC:? 62 71 bacteriano. Solo hay
una copia del gen por
cada genoma.
Codifica para la
proteina bacteriana a-
hspX SAGCAGAAGGACTTCGACGGTC? cristalina. Biomarcador
SGTGCGAACGAAGGAACCGTA:® 64 60 de latencia. Solo hay
una copia del gen por
cada genoma.
Codifica para la
enzima isocitrato liasa,

ICL STTCCTGCACTTCGACATACGS 58 146 implicada en el
SCCAAGTTCCAGAAGGAGCTG? metabolismo de acidos
grados.

Tabla 5. Primers empleados en gPCR. Tm: Temperatura de fusién. Pb: Pares de bases. (Cubero
etal., 2012)



3. Procesamiento de sangre periférica

Las muestras de sangre periférica en papel filtro, fueron empleadas para la
estandarizacion de la extraccion de acidos nucleicos, de acuerdo a la metodologia
empleada por Cubero et al, 2012. La regién del filtro con la muestra fue puesta en
contacto con glass beads (perlas de vidrio de 150-212mm) y 500 ul de buffer de lisis
(EDTA 0,2mM pH 8, Tris 10mM pH8, DTT 2mM y 800u/ml de inhibidor de
ribonucleasas). La lisis mecanica se realiz6 sometiendo la muestra a 7 pulsos de 4
m/s? durante 45 segundos en Fast Prep-24 version 6004.3, manteniendo la muestra
durante 5 minutos en hielo después de cada pulso. Los acidos nucleicos fueron
recolectados por centrifugacion a 12000 rpm durante 5 minutos y precipitados con
acetato de sodio 3 M pH 5.2 e isopropanol al 100% durante toda la noche. Al dia
siguiente, se centrifugaron durante 20 min a 12000 rpm, se lavaron con 500 yl de
etanol frio al 70%, y finalmente los &cidos nucleicos se resuspendieron en 40 pl de
H20O DEPC. La calidad y cantidad del RNA obtenido se cuantificO empleando un

espectrofotometro de Microplaca Epoch 2 (BioTek Instruments, Inc, USA).

37



V. Resultados

1. Determinacion de carga bacilar

La carga bacilar, fue determinada sembrando diferentes diluciones de los
homogenizados pulmonares y contando las UFC. Como muestra la grafica 1, las
cuatro dosis de bacterias presentaron carga bacilar a lo largo del experimento, las
dosis bajas de 10 UFC y 100 UFC mostraron una tendencia similar, manteniendo
un conteo de UFC bajo, observando un aumento de UFC en los primeros dias,
disminuyendo los dltimos dias del experimento, se observé un comportamiento

similar entre las dosis altas presentando un conteo de UFC mas elevado.

En las dosis bajas se observa un pico maximo en el conteo al dia 28, obteniendo un
conteo maximo de 36 000 UFC en la dosis de 10 UFC (Gréfica 2) y 160 000 UFC
para la dosis de 100 UFC (Gréfica 3), disminuyendo en los dias posteriores hasta
un conteo de 2 300 UFC y 10 000 UFC a los 7 meses respectivamente. Por otra
parte, las dosis altas, mostraron sus picos maximos a partir del dia 21,
contabilizandose 380 000 UFC y 400 000 UFC para las dosis de 250 y 500 UFC,
disminuyendo hasta las 65 000 UFC en la dosis de 500 UFC a los 7 meses (Gréfica

5), no se observo esta disminucion en el grupo infectado con 250 UFC (Gréfica 4).
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Gréfica 1. Unidades formadoras de colonias en pulmén. En la grafica se muestra la comparacion
de la carga bacilar entre los 4 grupos de estudio. Ratones infectados con 10, 100, 250 y 500 UFC de
M. tuberculosis H37Rv. Se muestra la media y desviacion estandar de los datos del grupo (n=7).
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Grafica 2. Unidades formadoras de colonias en pulmon de ratones infectados con 10 UFC. En
la grafica se muestra la carga bacilar de ratones infectados via intratraqueal con M. tuberculosis

H37Rv. Se muestra la media y desviacion estdndar de los datos del grupo (n=7).
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Gréfica 3. Unidades formadoras de colonias en pulmén de ratones infectados con 100 UFC.
En la gréfica se muestra la carga bacilar de ratones infectados via intratraqueal con M. tuberculosis

H37Rv. Se muestra la media y desviacion estandar de los datos del grupo (n=7).
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Gréfica 4. Unidades formadoras de colonias en pulmén de ratones infectados con 250 UFC.
En la gréfica se muestra la carga bacilar de ratones infectados via intratraqueal con M. tuberculosis

H37Rv. Se muestra la media y desviacion estdndar de los datos del grupo (n=7).
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Grafica 5. Unidades formadoras de colonias en pulmén de ratones infectados con 500 UFC.
En la gréfica se muestra la carga bacilar de ratones infectados via intratraqueal con M. tuberculosis

H37Rv. Se muestra la media y desviacion estandar de los datos del grupo (n=7).

Con respecto a los resultados obtenidos en el grupo infectado con 10 UFC (Gréfica
6), no se contabilizé crecimiento bacilar en los primeros dias del experimento (dia 7
y 14), sin embargo, al dia 28 se observa un considerable aumento en algunos
integrantes del grupo, los conteos fueron muy heterogéneos. El conteo de UFC a
los dias 21, 150 y 210 fue muy homogéneo, observando incluso algunos individuos
con resultado negativo en el conteo de UFC. Esta tendencia hacia UFC negativo
aumentoé con respecto al tiempo, contabilizando 4 individuos con UFC negativo a

los 210 dias (Tabla 6).
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Grafica 6. Unidades formadoras de colonias en pulmén de ratones infectados con 10 UFC
individual. En la grafica se muestra la carga bacilar de ratones infectados via intratraqueal con M.

tuberculosis H37Rv. Se muestra el conteo de UFC individual en cada tiempo de sacrificio (n=7).

R1 X X
R2 X X X v X v X
R3 X v v v v X v
R4 X X X v v v X
R5 X X v v v v v
R6 X X v X v v X
R7 X X X v v v v
R8 - - - - ; : N

Tabla 6. Resultados positivos y negativos durante el conteo de UFC de pulmones de ratones
infectados. Se muestran los resultados obtenidos a lo largo del experimento en el grupo infectado
con 10 UFC de M. tuberculosis H37Rv.

Doénde: X: Cultivo negativo.  : Cultivo positivo. -: No existe el individuo



2. Andlisis histolégico

Se analizaron los pulmones de los ratones infectados con las 4 dosis empleadas,
observando muy poco dafio tisular a lo largo del experimento. A los 210 dias se
observa dafo sin que éste sea significativo, ya que el espacio alveolar puede ser
observado con facilidad, en la mayoria de la superficie pulmonar, llamando la
atencion unas pequefas areas neumonicas (zonas con coloracién intensa) en los
pulmones de ratones infectados con 100, 250 y 500 UFC (Figura 7B, 7C y 7D), ésto
no es visible en ratones infectados con 10 UFC (Figura 7A). Se puede observar que
el dafio aumenta correlacionando con la dosis de UFC empleada, entre mayor dosis,

mayor es el dafio observado.
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Figura 7. Micrografias representativas de los pulmones de ratones infectados con las
diferentes dosis alos 210 dias post-infecciéon. 10 UFC (A), 100 UFC (B), 250 UFC (C) y 500 UFC
(D). Tincion H&E a 2.5x.
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3. Técnicas moleculares

3.1. Calidad del RNA

Aquellos individuos con resultado negativo en el cultivo de UFC (Tabla 5), fueron
sometidos a extraccion de acidos nucleicos. Se obtuvo RNA de buena calidad
(Tabla 7. Columna 4), necesario para la amplificacion de los marcadores de
metabolismo y latencia. La pureza del RNA fue medida empleando la relacion de
absorbancias A260/280, los acidos nucleicos tienen maximos de absorbancia a 260
nm, por lo cual, la relacion de este maximo de absorbancia y la absorbancia a 280
nm se ha utilizado como una medida de pureza. Un valor entre 2.0-2.2 indica un
RNA de pureza optima. Valores A260/280 > 1.7 corresponden a una muestra de
RNA con una pureza aceptable. Valores < 1.7 indicarian la presencia de
contaminantes con absorbancias cercanas a 280nm (Boletin técnico NanoDrop

Lite).

En las 16 muestras analizadas se obtuvo RNA de pureza éptima o aceptable,

asegurando resultados confiables en las siguientes metodologias.
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1 D7.1 Negativo 1.714
2 D7.2 Negativo 2.986
3 D7.3 Negativo 1.794
4 D14.2 Negativo 2.067
5 D14.4 Negativo 2.049
6 D21.2 Negativo 1.973
7 D21.4 Negativo 2.121
8 D60.1 5000 UFC 2.290
9 D60.2 Negativo 2.146
10 D60.3 3000 UFC 2.164
11 D60.4 6000 UFC 2.067
12 D150.3 Negativo 2.039
13 D210.1 Negativo 2.035
14 D210.2 Negativo 2.221
15 D210.4 Negativo 2.002

Tabla 7. Muestras con cultivo negativo y cultivo bajo en medio 7H10. Columna 1: nomenclatura
empleada para reconocer las muestras en las técnicas de biologia molecular. Columna 2: Muestra
analizada (Se indica el dia postinfeccion y el nimero de raton). Columna 3: Resultado del conteo de
UFC. Columna 4: Absorbancia 260/280, indica calidad del RNA.



3.2 PCR punto final

Mediante PCR punto final pudo ser identificado en todas las muestras analizadas la
secuencia 1S6110, un fragmento de 123 pb, presente en los miembros del complejo
M. tuberculosis, observando mayor intensidad en la imagen del fragmento
amplificado, de las muestras del dia 7, disminuyendo la intensidad gradualmente en

los dias posteriores de infeccion (Figura 8).

D60 D150 D210

Figura 8. Detecciéon de lasecuencialS6110 de lacepa H37Rv de M. tuberculosis por PCR punto
final. Electroforesis en gel de agarosa al 2%. MP: marcador de peso molecular, 1-15: muestras en
estudio, Ctrl+: control positivo (cultivo de M. tuberculosis H37Rv), Ctrl-: control negativo.

Una vez confirmada la presencia de DNA micobacteriano, mediante PCR punto final
se amplificé el segmento de 120 pb 16s, para identificar rRNA, indicativo de
viabilidad de la micobacteria. Como se observa en la Figura 9, en ninguna de las

muestras analizadas fue posible detectar rRNA.
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Figura 9. Deteccién de la secuencia 16s de rRNA de la cepa H37Rv de M. tuberculosis por PCR
punto final. Electroforesis en gel de agarosa al 2%. MP: marcador de peso molecular, 1-15:

muestras en estudio, Ctrl-: control negativo, Ctrl+: control positivo (cultivo de M. tuberculosis).

3.3 PCR tiempo real

Con el fin de determinar la presencia de M. tuberculosis, mediante qPCR se
cuantificaron las dianas moleculares empleadas en el experimento (Tabla 4).
Sabiendo que con esta técnica se podia realizar la cuantificacion absoluta de DNA

presente en la muestra.

Una vez determinada la presencia de M. tuberculosis en el total de las muestras, se
procedio a detectar las dianas implicadas en metabolismo activo: 16s, ftsZ y PCL1.
16s correspondiente a la presencia de rRNA, no fue detectada en ninguna de las
muestras en estudio, mientras que ftsZ y PCL1 sélo pudieron ser identificadas en
13 de 16 muestras y en 11 de 16 muestras respectivamente. Cuantificando hasta 5

copias a los 7 dias postinfeccion para ftsZ y 7 copias para PCL1 (Grafica 7A 'y 7B).
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Por otra parte, los resultados de los biomarcadores de latencia mostraron 11
muestras positivas para hspX, mientras que, ICL fue detectada en todas las
muestras. ICL mostré cuantificaciones minimas de 30 copias, llegando hasta las
330 a los 210 dias. hspX por su parte, pudo ser cuantificada en niveles de hasta 5

copias (Grafica 8A 'y 8B).

En la grafica 7A y 7B, correspondiente a la expresion de genes de metabolismo
activo: PCL1 y ftsZ, se observa el mayor punto de expresion al dia 7 en ambas
dianas, disminuyendo en los dias posteriores del experimento, ftsZ mostré una

ligera tendencia a aumentar sobre los ultimos dias del experimento.

Con respecto a los transcritos de biomarcadores de latencia (grafica 8A y 8B), se
puede observar mayor expresion en el dia 7 de hspX, disminuyendo en los dias
posteriores, manteniéndose durante todo el experimento. ICL por su parte, mostro
niveles elevados desde el dia 7, siendo notoria su tendencia al aumento sobre la
fase final del experimento, detectdndose hasta 10 veces mas cantidad de

transcritos.
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Grafica 7. Expresion de las dianas de metabolismo activo. Se muestra la cuantificacion de dianas
de metabolismo activo en cDNA de muestras pulmonares de animales infectados por via
intratraqueal con 10 UFC de la cepa tipo de M. tuberculosis H37Rv con cultivo negativo. A) Region

promotora PCL1, B) Gen Constitutivo ftsZ.
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Grafica 8. Expresion de biomarcadores de latencia. Se muestra la cuantificacion de
biomarcadores de latencia en cDNA de muestras pulmonares de animales infectados por via
intratraqueal con 10 UFC de la cepa tipo de M. tuberculosis H37Rv con cultivo negativo. A) Proteina

a cristalina (HspX), B) Enzima Isocitrato liasa (ICL).

50



3.4 Extraccion de acidos nucleicos a partir de sangre periférica

La extraccion de acidos nucleicos a partir de sangre periférica, no fue posible debido
a la presencia de abundantes proteinas sanguineas durante la extraccion, ya que el
papel filtro empleado, no poseia la cualidad de secuestrar estas proteinas,

permitiendo la contaminacion de los acidos nucleicos con ellas.
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VI. Discusion

La tuberculosis, es una enfermedad que actualmente destaca a nivel mundial, por
su alta prevalencia y la mortalidad que origina M. tuberculosis al no ser combatido
y erradicado por el sistema inmune o bien por agentes microbicidas. A pesar de los
avances de la ciencia y el desarrollo de productos bactericidas contra el bacilo, esta
enfermedad sigue siendo importante a nivel mundial. El éxito de esta bacteria se
debe a la capacidad de resistencia a antibidticos que ha desarrollado, y en mayor
proporcion al reservorio del bacilo en la poblacion mundial mediante el
establecimiento de infeccidn latente en aproximadamente 2.3 billones de individuos,
durante la cual, la micobacteria permanece viable en el hospedero por tiempo

indefinido (Houben & Dodd, 2016).

Se sabe que durante la infeccion primaria, la respuesta inmune innata del huésped,
es la encargada de combatir al agente invasor, principalmente por células
fagociticas, en las cuales la micobacteria se enfrentara a condiciones adversas
durante su proceso de eliminacion en el fagosoma y posteriormente durante la
formacioén del fagolisosoma (Deretic & Fratti, 1999). Por lo cual, M. tuberculosis, ha
desarrollado la capacidad de ajustarse a estas condiciones adversas en el ambiente
del huésped, mediante significativos cambios en su expresion genica (Salina et al.,

2009).
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Hasta la fecha, la infeccidén por tuberculosis latente, ha sido uno de las grandes
enigmas en la comunidad cientifica y representa uno de los mayores problemas a
los que se ha enfrentado la humanidad, pues no existe una via adecuada para
combatirla, por la falta de conocimiento sobre este estadio. Uno de los métodos
disefiados en el ambito médico para el estudio de enfermedades, es el
establecimiento de modelos experimentales para obtener datos que permitan el
desarrollo de estrategias para combatirlas. Los modelos de tuberculosis se han
enfocado en la fase activa de la enfermedad permitiendo el conocimiento de varios
aspectos de la enfermedad, asi como el desarrollo de antibiéticos y vacunas, lo cual

ha sido un gran avance contra la enfermedad (Pando et al., 2004).

Los modelos de tuberculosis latente han sido menos estudiados y se han enfocado
principalmente en el estudio in vitro de la enfermedad, sin embargo, ésto no permite
una correcta visién de los mecanismos empleados por la micobacteria durante la
infeccion latente, debido al amplio control que existe sobre el ambiente al que son
expuestas las micobacterias, exponiéndolas ante condiciones adversas, induciendo
el periodo de latencia principalmente por hipoxia, deplecibn de nutrientes,
disminucién del nivel de pH, presencia de ROS y RNS, etc., (Najafi-Mosleh et al.,
2005; Gordillo et al., 2006; Deb et al., 2009; Rustad et al., 2009; Alnimr, 2015). Por
otra parte, los modelos animales se han convertido en herramientas utiles para el
estudio de la tuberculosis, ya que permiten una vision completa sobre varios
aspectos de la enfermedad, al simular una infeccion, ademas, las micobacterias

deben enfrentarse a la respuesta inmune del hospedero, dandonos una vision mas
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cercana a la enfermedad en humanos, por lo cual éstos resultados a diferencia de

los obtenidos in vitro, pueden ser tomados con mayor valor.

El propdsito de esta tesis fue estandarizar un modelo murino de tuberculosis latente,
empleando la linea consanguinea de ratones de BALB/c, caracterizada por su
uniformidad fenotipica, igualdad y estabilidad genética, lo cual permite certificar que
no existe variabilidad en los parametros experimentales causados por factores

genéticos (Benavides & Guénet, 2003).

La dosis de infeccidn en el establecimiento de modelos animales, ha tomado gran
importancia debido a que de ésta depende la respuesta tanto del huésped como del
propio agente infeccioso, se ha reportado que la virulencia de un patégeno esta
determinada por su capacidad de crecimiento, por lo cual los estudios sobre el
efecto dosis/respuesta han ido en aumento principalmente en agentes con alta
prevalencia y persistencia, entre ellos M. tuberculosis, Bacillus anthacis, Virus de la

influenza tipo A, etc., (Caceres et al., 2012; Barnewall et al., 2012, Song et al., 2015).

En los modelos de tuberculosis, las dosis empleadas generalmente son elevadas,
dado que estos animales no son huéspedes naturales de las micobacterias
(Hernandez-Pando, 1995), aunque son medianamente susceptibles (North & Jung,
2004). Las dosis empleadas en este experimento fueron dosis bajas de 10, 100, 250
y 500 UFC, a pesar de ser dosis tan bajas se logra provocar enfermedad, como bien
muestra la grafica 1, en las cuatro dosis se observa conteo de UFC, comprobando

que la administracion de dosis bajas de bacterias, son capaces de producir
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enfermedad, como se ha observado en humanos (Lewis, 2007). La eficacia de estas
dosis, es debida a que la administracion de las micobacterias se realizd por via
intratraqueal, pues se ha establecido que ésta es la mas adecuada para simular la
via natural de infeccion (Pando et al., 2004), ya que a diferencia de la infeccién por
vias no naturales como la via intravenosa o intraperitoneal, permite un mejor control
de la dosis y garantiza que todas las bacterias se depositen directamente en el
pulmén, pues se ha visto que el uso de nebulizadores durante la simulacion de
infeccion por via natural con dosis bajas de bacterias puede favorecer la deglucién

de las bacterias (Arriaga et al., 2002).

Como se muestra en las gréficas 2, 3, 4 y 5, la carga bacilar aumenta
progresivamente, estableciéndose el punto critico de la enfermedad durante el
primer mes de enfermedad, después del cual la carga bacilar disminuye de la misma
manera, a diferencia de los modelos para el establecimiento de la enfermedad activa
(Hernandez-Pando et al., 1996), La dosis de 10 y 500 UFC muestran esta tendencia
a disminuir, mientras que, en la dosis de 100 UFC, la carga bacilar se mantiene, tal
como se ha reportado en otros estudios (Arriaga et al., 2002), finalmente, la dosis
de 250 UFC, muestra hacia el final del experimento un aumento considerable de la
carga bacilar, lo cual correlacionaria con lo observado por Orme y colaboradores
(1988), en donde, después de estar aparentemente controlada la enfermedad, ésta
recrudece, sin embargo, éstos datos muestran una desviacion estandar elevada,

por lo cual este resultado debe ser corroborado.
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El comportamiento de los ratones infectados con dosis de 10 UFC mostré los
conteos de UFC més bajos, como era esperado, ocasionando nula sintomatologia
de la enfermedad, lo cual puede ser corroborado con el analisis histologico, en
donde no es perceptible dafio en la imagen panoramica del pulmon, este dafio es
visible en las tres dosis restantes, incluso, como se ha mencionado anteriormente,
durante el proceso de contencion de la micobacteria, un paso vital es la formacion
del granuloma, en el tejido neumodnico de algunas muestras, se pudieron observar
estas pequefias estructuras, deduciendo que la micobacteria puede permanecer
viable en estado de latencia, esperando alguna falla del granuloma para reactivarse

(Saunders & Britton, 2007).

El hecho de que el conteo de UFC en algunos individuos infectados con dosis de 10
UFC, haya dado resultado negativo, podria ser un indicativo de que los ratones no
fueron infectados, esto pudo ser descartado durante los estudios moleculares
realizados, al encontrar la secuencia de insercion 1S6110 en el total de las muestras,
indicAndonos la presencia de la micobacteria; a pesar de que este fragmento se
encuentra en todos los miembros del complejo M. tuberculosis, en un namero
elevado de copias (Van Embden et al., 1993; Spositto et al., 2014), se puede afirmar
que el segmento no manifiesta la presencia de otra micobacteria, ya que a los
ratones les fue administrado directamente el bacilo M. tuberculosis, y la presencia
de otras micobacterias es poco probable debido a las condiciones controladas
durante el mantenimiento de los animales. Por lo tanto, este resultado indica que

los animales fueron infectados correctamente y al mismo tiempo nos revela la
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presencia de M. tuberculosis en la muestra, sin embargo, no indica si la bacteria es

viable o no.

Para verificar la viabilidad de la micobacteria, se buscé la diana rRNA 16S, el acido
ribonucleico ribosomal es el material mas abundante en los ribosomas y por lo tanto
el tipo de RNA mas abundante en la célula. El gen rRNA 16S es un componente de
la subunidad 30S de los ribosomas procariontes (Schluenzen et al., 2000). Como
mostraron los resultados obtenidos, la presencia de esta diana no fue determinada,
ya que ninguna de las dos técnicas empleadas fue capaz de detectarla, este
resultado podria llevar a la deduccién de la no viabilidad de la micobacteria, por lo
cual, para demostrar ésto se examino la presencia del promotor PCL1, el cual forma
parte del operon rrnA micobacteriano y toma un papel crucial durante la sintesis de

RNA (Gonzalez-y-Merchand et al., 1998).

Se sabe que las micobacterias son divididas en dos grupos, aquellas de crecimiento
rapido y las de crecimiento lento, M. tuberculosis se clasifica dentro del grupo de las
micobacterias de crecimiento lento (Goodfellow & Magee, 1998), ambos grupos
expresan operones implicados en la sintesis de RNA, las micobacterias de lento
crecimiento expresan un operon, mientras que, las bacterias de rapido crecimiento
expresan dos operones (Gonzalez-y-Merchand, 1997). En ambos grupos el
promotor PCL1 regula la expresion del operon rrnA, sin embargo, en micobacterias
de rapido crecimiento su importancia es minima, ya que la estimulacion de la
produccion de RNA por este promotor es baja, por lo cual se requieren promotores

eficaces para la produccion rapida de RNA, pues el evento duplicativo se lleva a
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cabo en alrededor de dos horas, por el contrario, en bacterias de lento crecimiento,
su importancia es elevada, ya que la division se lleva a cabo cada 14-24 horas, por

lo cual la produccién lenta de RNA es suficiente (Gonzalez-y-Merchand, 1997).

Los resultados obtenidos con respecto a esta diana, mostraron la presencia del
promotor en 11 muestras, llamando la atencion que en dos de las muestras con
cultivo positivo la diana no fue detectada. Durante el dia 7 la deteccion fue mayor,
pues en esta etapa la micobacteria no presenta cambios significativos en su
expresion génica, estos cambios se dan posteriormente, después de que la bacteria
es capaz de sensar las condiciones de su entorno respondiendo ante éstas, por lo
cual, se observo una disminucion en la expresion de PCL1 en los dias posteriores,
ya sea por disminucién de las bacterias presentes o bien por cambio de la expresion
génica. Cabe recalcar que la deteccion de PCL1 indica la sintesis de RNA, lo cual
contrasta con los resultados obtenidos en la deteccion de rRNA 16S, sugiriendo que
la técnica empleada no fue lo suficientemente sensible para la deteccion de RNA,
si bien, la deteccion de rRNA no necesariamente implica una situacion
metabdlicamente activa, implica una viabilidad reciente (Cubero de frutos, 2010), se
ha descrito que el crecimiento celular depende de la biosintesis de proteinas, para
lo cual es necesaria la sintesis de ribosomas y por lo tanto de RNA (Colston & Cox,
1999), si la micobacteria no se encuentra en un estado replicativo activo, la
presencia de RNA no es esencial, estos resultados deben ser corroborados en

estudios posteriores.
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El gen ftsZ codifica para la proteina FtsZ, una proteina homdloga a la tubulina
eucariota, que se ubica en el sitio de division celular, actuando como organizador
central en la citocinesis (Romberg & Levin, 2003; Gitai, 2005), su presencia nos
indica que existen células con division activa. La presencia de esta diana fue
detectada en 13 de las muestras estudiadas, obteniendo el mayor punto de

expresion al dia 7, correlaciondndose con los datos obtenidos de PCL1.

Comparando los resultados obtenidos con respecto a las dianas de metabolismo
activo, se puede observar una tendencia a la disminucién o mantenimiento de la
expresion de estos genes, no se observa un aumento excesivo en su expresion
durante la duracién del experimento, sugiriendo que la expresion génica de las
micobacterias presentes en la muestra no esta favorecida hacia el metabolismo

activo, es decir, el crecimiento de la poblacion micobacteriana no es prioridad.

Para determinar si la poblacion micobacteriana se encontraba en estado de latencia,
se determind la presencia o ausencia de dos de las principales proteinas
expresadas durante la latencia; la proteina alfa cristalina y la enzima isocitrato liasa.
Alfa cristalina fue detectada en 11 muestras, una de ellas con cultivo positivo,
mientras que isocitrato liasa se detect6 en las 16 muestras analizadas, dos de ellas

expresaron esta Unica diana, curiosamente una de ellas con cultivo positivo.

A pesar de que la proteina acr se ha reportado como una de las mas expresadas
por M. tuberculosis en condiciones estresantes, por lo cual ha sido empleada como

un biomarcador de latencia (Hu & Coates, 1999; Silva et al., 2014; Spratt et al.,
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2010; lona et al., 2016; Talavera-Paulin et al., 2016), ésto no fue observado en este
experimento. Este resultado es interesante, ya que se esperaba mayor expresion
de esta diana, durante todo el experimento, sin embargo, su comportamiento fue
muy similar a los genes de metabolismo activo, observando la mayor expresion al
dia 7 y la tendencia a disminuir en dias posteriores, se debe tomar en cuenta que
acr finalmente es una proteina de choque térmico, presente en pequefias
cantidades en todos los organismos, y que ante condiciones estresantes, su
expresion se ve elevada ejerciendo su funcion citoprotectora (Coronato et al., 2009),
por lo cual la expresién al dia 7 es l6gica, ya que la micobacteria se esta enfrentando
a un ambiente extrafio en el cual existe ataque hacia ella; ademas la acr es una
chaperona, y como bien se sabe, la funcién de las chaperonas es intervenir en el
plegamiento, ensamblaje y transporte de proteinas (Hartl, 1996), por lo cual, si no

existe sintesis de nuevas proteinas, su sobre-expresién no es necesaria.

Por otra parte, el resultado mas sorprendente, es el obtenido en la deteccion de ICL,
su expresion se ve elevada desde el dia 7, manteniéndose durante los dos meses
iniciales del experimento, aumentando considerablemente hacia el final, tal como se
esperaba, pues, como bien se mencioné anteriormente, ICL es una enzima
protagonista del ciclo del glioxilato, que convierte el isocitrato en succinato,
permitiendo el uso de acidos grasos como fuente de carbono para la generacion de
energia (Smith, 2003). La expresion de esta enzima se ha visto aumentada en
modelos in vitro, cuando las bacterias entran en fase estacionaria, relacionandose
con la necesidad de obtener fuentes alternas de carbono ante la disminucion de

nutrientes, estas observaciones también han sido relacionadas con el estado de
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latencia pues existen condiciones similares de inanicioén de nutrientes (Wayne & Lin,

1982; McKinney et al., 2000).

La sobre-expresion observada en los resultados, sugiere que la micobacteria se
esta enfrentando a esta falta de nutrientes, por lo cual basa la obtencion de su
energia en el metabolismo de acidos grasos. Se ha reportado que M. tuberculosis
se desplaza de un metabolismo de carbohidratos cuando crece in vitro a uno que
emplea acidos grasos cuando crece en el huésped infectado (Segal & Bloch, 1956;
Forrelad et al., 2014), pues muestra una predileccion al almacenamiento de lipidos
mediante la acumulacion de gotas lipidicas de triacilglicierol en su interior, las cuales
emplea posteriormente para favorecer su persistencia (Daniel et al., 2011), ademas
se ha observado que es capaz de emplear lipidos del huésped para este fin

(Rodriguez, et al., 2014).
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VIl.  Conclusidon

La infeccion con dosis bajas de micobacterias podria ser capaz de establecer
enfermedad en ratones. A pesar de que las cuatro dosis empleadas en el
experimento producen enfermedad, la dosis que mostré ser mas adecuada para el
establecimiento de un modelo de tuberculosis latente, es la dosis de 10 UFC, pues
los ratones a través del tiempo, son capaces de controlar la enfermedad,
observandose disminucién en la carga bacilar de los animales, llegando al punto en
donde el cultivo de la micobacteria no es posible. Todas las muestras con cultivo
negativo analizadas mediante técnicas moleculares, expresaron la presencia de
alguna diana implicada en metabolismo activo o asociada a latencia, exponiendo la
viabilidad de las micobacterias, sin embargo, el nimero de copias de transcritos
implicados en latencia fue mayor que los transcritos de metabolismo activo. La diana
detectada con mayor expresion fue ICL, indicandonos el estado metabdlico de las

micobacterias.

Los resultados obtenidos muestran que el establecimiento de un modelo de
tuberculosis latente, es posible empleando dosis bajas de micobacterias sin
necesidad de la administracion de antibioticos para inducir el periodo de latencia,
pues los individuos con cultivo negativo aumentan con respecto al tiempo,
esperando que en algin momento el total de individuos del grupo muestren cultivo
negativo, detectando micobacterias viables en estado de latencia mediante técnicas

moleculares.

62



La prolongacion del experimento, asi como la evaluacion de cepas provenientes de
aislados clinicos de casos de reactivacion de la enfermedad, favorecera el

establecimiento del modelo.
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VIII.

Perspectivas

Evaluar el comportamiento de cepas provenientes de aislados clinicos con
informe de reactivacion de la enfermedad, para establecer un adecuado
modelo de tuberculosis latente.

Prolongar la duracion del experimento, para observar si la tendencia hacia
un resultado negativo en el conteo de UFC se presenta en el total de
individuos del grupo.

Administrar cortisona hacia el final del experimento, con el fin de observar
reactivacion de la enfermedad.

Evaluar la presencia de tuberculosis extrapulmonar en los individuos UFC
negativos.

Utilizar un protocolo adecuado para la extraccion de acidos nucleicos

micobacterianos a partir de sangre.
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