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Resumen

Mycobacterium abscessus es una bacteria de crecimiento rapido considerada como patdgena
oportunista en humanos, que tiene la capacidad de generar infecciones puntuales en distintos
organos del cuerpo, asi como infecciones diseminadas. Estas patologias son sumamente
dificiles de tratar debido a la alta resistencia de estas bacterias a los tratamientos con
farmacos. Si bien, los datos epidemiolégicos son sumamente restringidos, se sabe que la tasa
de infeccién de esta bacteria ha ido en aumento en los Ultimos afios y ademas se indica que
las infecciones mas comunes en humanos son aquellas en la cual la infeccion se desarrolla
via subdérmica. Generalmente la mayoria de estas infecciones se contraen durante cirugias
plasticas, al hacerse tatuajes o perforaciones, asi como en inoculaciones accidentales.

En la actualidad hay muy poca investigacion que utilice a Mycobacterium abscessus como
modelo de la infeccion subdérmica, por lo que el estudio y por consiguiente control de la
enfermedad no se ha sido dilucidado a fondo.

Por resultante este estudio tiene como objetivo recrear un modelo de infecciéon subdérmica en
cojinetes plantares de ratones BALB/c. Donde se evalle la importancia del gen mmpL4b en la
capacidad histopatogénica de M. abscessus, ya que se ha visto que la presencia de este gen
esta asociado a la produccion de glicolipopéptidos (GLP), un conjunto de proteinas
transmembranales cuya presencia en fenotipos lisos se ha visto que actia como mecanismo
de evasioén de la bacteria al sistema inmune en ensayos in vitro, contrariamente a lo que se ha
estudiado en las cepas rugosas carentes de la expresion de este gen.

En este estudio se utilizaron cinco cepas diferentes; T1 y T2 como las cepas silvestres lisa oy
rugosa respectivamente, asi como a las cepas T3 rugosa (con el gen mmpL4b eliminado), la
cepa T4 lisa (complementada con el gen) y H37Rv (lisa) como control positivo.

Se concluye que tras la inoculacion subcutanea de cepas de M. abscessus y M. tuberculosis
(H37Rv), se genera una inflamacién cronica extensa a pesar de carecer de carga bacilar, que
se mantiene Unicamente en el sitio de inoculaciéon, Donde las cepas lisas T1 y T4 se
comportan histopatoldégicamente de la misma manera, produciendo un area fibrotica extensa
con infiltrado inflamatorio considerable; mientras que la cepa rugosa silvestre T2, genera un
patrén contrario, elemento de acuerdo a lo propuesto en la hipétesis. Sin embargo, la cepa
T3, a pesar de poseer una morfologia rugosa, generé los niveles mas bajos de infiltrado
celular inflamatorio, asi como de un area fibrética minima en comparacion a las demas cepas.
Estas evidencias sugieren que la presencia del gen mmpL4b de M. abscessus podria actuar
de forma diferencial de acuerdo a la transcripcion, siendo este un mecanismo de M.
abscessus para evadir el reconocimiento de esta bacteria por el sistema inmune. Ademas, la
presencia transcripcionalmente activa contribuye de forma significativa en la produccion de
fibrosis, la ausencia de la transcripcion genera un mayor reconocimiento del sistema inmune,
ocasionando un infiltrado celular inflamatorio exacerbado y produccion menor de fibrosis.



Capitulo |

Introduccion
1. Generalidades
a. Género Mycobacterium

El género Mycobacterium se encuentra fenotipicamente relacionado con otros
microorganismos pertenecientes a los géneros Nocardia, Rhodococcus y
Corynebacterium (Garcia y Garcia; 2011). Actualmente, incluye mas de 150
especies (Jhonson y Odell; 2014), las cuales pueden tener diversas relaciones
ecolégicas, como simbiontes, saprofitos, parésitos obligados y parasitos
oportunistas (Valdés y Sid; 2004). Adicionalmente, este género incluye a
numerosas especies de importancia médica que han influido fuertemente en la
morbilidad y mortalidad a lo largo de la historia humana. El ejemplo mas ilustrativo
corresponde al complejo Mycobacterium tuberculosis, quien es el agente etioldgico
de la tuberculosis. Esta ha generado diversas epidemias a nivel mundial, inclusive
hoy en dia, la OMS estima que un tercio de la poblacién mundial esté infectada
por esta micobacteria (Saviola y Mishau; 2017).

El género Mycobacterium, de acuerdo a Lehmann and Neumann 1896 (Winslow et
al., 1917) es clasificado de acuerdo de la siguiente manera:

e Dominio - Bacteria
o Filo 2Actinobacteria
= Orden - Actinomycetales
e Suborden =2 Corynebacterineae
o Familia *Mycobacteriaceae
= Género >Mycobacterium.



M. fortuitum

[—'_I: M. farcinogenes

A M senegalense
M. peregrinum
M. neosurum
S— r e M diemhoferi
- M. abscessus
[ M. chiao GA chelonae
M: fallax
: M. obuense
—F M. chubuense
L Maurum Micobacterias de
M vaccae L ..
_J_L— M. confluentis crecimiento rapido
M. madagascariense
M. flavescens
M smegmatis _ 2
M. thermoresistibile
M. phiei
""""""""""""""""""""""" M iriviale

{——mm genavense Micobacterias de
M. interfectum

crecimiento lento

M. intermedium

M. terrae
M. hiberniae
— M. nonchromogenicum
M. cookii
L M. xenopi
on —' .
he|i: M. celatum
M gordonae
e M. asiaticum
—: M. tuberculosis complex
M. marinum
—ee M. lgprae
M scrofulacoum
M gastri/M. kansasii
M szulgai
M. malmoense
M. intracellulare
M. avium

M. paratuberculosis

Figura 23 Filogenia del género Mycobacterium segln la secuenciacion con base en el gen 16S rRNA,
tomado Rastogi et al., 2001. Esta clasificacion muestra las relaciones filogenéticas existentes entre las especies
que comprenden al género Mycobacterium. Se observa una separacion entre micobacterias de crecimiento rapido
(A) y especies de crecimiento rapido (B)

Si bien, la filogenia del género Mycobacterium se basé inicialmente en las
caracteristicas fenotipicas, similitudes DNA-DNA vy andlisis de acidos grasos por
cromatografia, en la actualidad se utilizan técnicas de secuenciacion basadas en
la comparacion de las secuencias del 16S rRNA (ver figura 1), que brindan una
identificacion bastante efectiva de las especies que comprenden en este género
(Garcia y Garcia; 2011).

En 1882 Robert Koch aisla a M. bovis, M. tuberculosis y M. leprae, agentes
etiologicos de la TB y la lepra, las cuales en conjunto acapararon los estudios de
las micobacterias. Sin embargo, con el paso del tiempo y con la innovacién



biotecnoldgica, se comenzaron a aislar otros tipos de micobacterias del ambiente,
que aparentemente no eran consideradas patégenas para el humano. Tras estos
hallazgos, varios investigadores coincidieron que era necesario distinguirlas de las
micobacterias que generaban lesiones tuberculosas (Ingen et al., 2009). Esto
marcO el punto de referencia con respecto a la distincibn entre micobacterias
tipicas y atipicas (o no tuberculosas) (Ortegon et al., 1996).

i. Caracteristicas del género

Generalmente las micobacterias poseen un metabolismo de tipo aerobio, no
presentan movimiento flagelar (son inmoviles), conforma de bacilo curvado en los
extremos, tienen un tamafio que oscila de 0.2 a 0.6 micrébmetros de longitud
(Jorgensen et al; 2015). Dentro de las particularidades que identifican a este
género, una de las mas relevantes corresponde a la composicion morfolégica de
su membrana celular. Esta posee un alto contenido de G+C en el DNA, que llega
a ser cercano al 70% (a excepcion de M. leprae con 55%). (Jorgensen et al; 2015).

La morfologia de las colonias varia de acuerdo a la especie en cuestion, pero el
rango va de liso (S) a rugoso (R). También producen (o no) pigmentos que van de
amarillo a rojo. Adicionalmente algunas son fotocromdgenas, escotocromogenas y
no cromoégenas (Jorgensen et al; 2015).

Estas bacterias son consideradas de tipo Gram-positivas con propiedades de
acido alcohol resistencia, propiciadas por las cualidades especificas de su singular
membrana celular (ver figura 2). La composicion de ésta, es dominada por la
presencia de péptidoglicolipidos, quienes contienen acido glutamico, alanina,
glucosamina, acido muramico, arabinosa y galactosa, entre otros (Jorgensen et al;
2015). Entre sus otros componentes hay &cidos micdlicos y lipidos libres
conforman una membrana sumamente hidrofébica poco permeable (Jorgensen et
al; 2015). Esta cualidad le confiere resistencia y proteccion a numerosos agentes
bioldgicos, quimicos y fisicos. La resistencia a antibidticos por parte de las
micobacterias atipicas, se debe en parte a que tienen una estructura Unica en la
membrana que bloquea su efecto. También permite la sobrevivencia en células
fagociticas y el cambio rapido en la expresién génica (Hall y Lappin; 1998).
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Figura 24 Componentes de la pared celular del género Mycobacterium. Tomado de Hett y Rubin., 2011.
En esta imagen se puede observar el arreglo espacial de los componentes basicos de la membrana celular de
las micobacterias, peptidoglicano (PG), arabinogalactano (AG) y acidos micoélicos unidos al complejo PG-AG.
b. Micobacterias atipicas
i. Caracteristicas

Particularmente, las micobacterias atipicas (también llamadas no tuberculosas),
pueden crecer en un amplio intervalo de temperaturas, niveles de pH, de salinidad
y de tension de oxigeno, e inclusive tienen la capacidad de resistir a metales
pesados y oxianiones. En conjunto esto propicia que puedan ser encontradas en
una diversidad de ecosistemas (Falkinham IIl; 1996), como es el caso de
ecosistemas acuaticos, mixtos y terrestres. Pueden hallarse en agua, suelo,
comida, polvo y diversidad de aerosoles (Le et al., 2002).

Las micobacterias atipicas incluyen a saprofitos, comensales, simbiontes y
patdgenos oportunistas (Medjahed et al., 2009). Actualmente existe un aumento
en la incidencia de micobacterias atipicas que son patdégenos oportunistas (Valdés
y Sid; 2004). Estas llegan a infectar al humano, y causar una gran diversidad de
patologias (Le et al., 2002), dificiles de diagnosticar y tratar (Ingen et al., 2009)
como es el caso de M. smegmatis. M. avium, M. intracellularie, M chelonae, entre
otras (Falkinham III; 1996).

Al igual que las micobacterias que causan tuberculosis, presentan metabolismo
aerobio, son moviles y acido-alcohol resistentes. De forma particular, cuenta con
una membrana celular rica en lipidos sumamente hidrofébica muy poco permeable
y considerablemente mas gruesa que otras bacterias tipicas y atipicas dentro del



mismo género, lo que les brinda una importante resistencia a antibiéticos (Hall y
Lappin; 1998).

ii. Clasificacion

Tras su separacion de las micobacterias tipicas, los estudiosos se refirieron a ellas
con diversos nombres. Muller las denominé “bacilos pseudotuberculosos”, Pinner
les llamo “bacilo paratuberculoso” y Timple y Ruyon las designaron “micobacterias
atipicas” el cual es el nombre mas conocido. También han recibido otras
denominaciones como ‘micobacterias comensales”, ‘saprofitas” o
“seudotuberculosas”, aunque aun no se llega a un consenso para referirse a ellas
(Valdés y Cid; 2004).

La primera clasificacion no natural de las micobacterias atipicas fue la que realiz6
Ruyon en 1957. El las catalogd en cuatro grupos de acuerdo al tiempo de
crecimiento y al tipo de produccién de pigmento (ver Tabla 1). El primer grupo
corresponde a las bacterias fotocromdgenas, que son de crecimiento lento (mayor
a 7 dias) con pigmentacion amarilla-roja cuando son expuestas a la luz. El
segundo grupo son las escotocromoOgenas, que son de crecimiento lento y
producen pigmento en ausencia de luz. El tercer grupo es el no cromégeno de
crecimiento lento; y el ultimo grupo es el de crecimiento rapido (menor a 7 dias)
con bacterias que pueden ser tanto foto, escoto y no cromogenas (Ortegon et al.,
1996).

Grupo Especie

Grupo | FotocromoOgenas de crecimiento | M. marinum, M. kansasii, M. simiae
lento

Grupo Il Escotocromégenas de crecimiento | M. szulggai, M. scrofulaceum
lento

Grupo Il No cromégenas de crecimiento | M. avium, M.  xenopi, M.
lento intracellulare
Grupo IV Crecimiento rapido M. chleonae, M. abscessus

M. fortuitum, M. smegmatis

Tabla 2 Clasificacion de Ruyon de micobacterias atipicas. Modificado de Ortegon et al; 1996. Esta tabla
ejemplifica a las bacterias correspondientes a cada grupo de micobacterias atipicas.

c. Micobacterias de crecimiento lento (MCL)

Se consideran micobacterias de crecimiento lento a aquellas que tardan mas de 7
dias en ser observables en cajas Petri con morfologias lisas o rugosas (Medjahed
et al., 2009) o con una tasa de division celular mayor a 20 horas. Dentro de esta
clasificacion encontramos a especies como M. avium, Mycobacterium




intracellulare, Mycobacterium kansasii, Mycobacterium marinum, Mycobacterium
xenopi, Mycobacterium malmoense, entre otras.

Estas bacterias difieren de las de crecimiento rapido debido a cambios intrinsecos
(genéticos, metabdlicos y estructurales) y extrinsecos (estimulos fisicos, quimicos
y biolégicos) que ocasionan una menor velocidad de crecimiento de estas
bacterias (Hett y Rubin; 2008).

Algunas MCL tienen la capacidad de producir agentes como proteinas, pigmentos,
o polisacaridos, que funcionan como antagonistas de los antibidticos,
confiriéendoles de esta manera una forma de proteccion ante la quimioterapia
(Falkinham I11; 1996).

d. Micobacterias de crecimiento rapido (MCR)

Las micobacterias de crecimiento rapido se caracterizan por ser visibles en cajas
Petri en menos de 7 dias. Algunas de las especies mas relevantes de este género
son: Mycobacterium abscessus, Mycobacterium chelonae, Mycobacterium
fortuitum, entre otras.

Existen ciertos tipos de MCR capaces de estimular el crecimiento bacteriano por
medio de metabolizar y transformar diversos sustratos de forma rapida. Algunos
de estos sustratos son contaminantes ambientales, productos de la ignicion de
combustibles fésiles y actividad volcanica, que pueden tener efectos mutagénicos,
carcinogénicos sobre otros organismos, otros sustratos son: la acetona, alcanos,
bencenos, fenoles, dioxano, etileno, nitropireno, acidos fulvicos y humicos,
morfolina, parafina, hidrocarbonos aromaticos policiclicos, propano, pireno, entre
otros (Falkinham IlI; 1996). Por lo que de esta manera, se examina que un
prometedor potencial biotecnoldgico importante en cuanto a la reduccion de la
contaminacion ambiental (Ingen et al., 2009).

Recientemente, las MCR han recibido atencion especial, debido a que poseen una
alta resistencia a antibioticos y pueden generar diversas patologias en el humano
cuya incidencia ha aumentado significativamente durante los Ultimos afios,
ocasionando asi efectos que pueden llegar a ser muy graves en varios tipos de
pacientes (Ingen et al., 2009).

2. Mycobacterium abscessus sensu lato o complejo Mycobacterium abscessus
(CMA)



a. Filogenia

SGM La filogenia en general de las
M. fortuitum micobacterias atipicas es
M. immunogenum compleja y ha tenido una serie
M. abscessus e :
M.chelonae - RGM c!e modificaciones a lo largo del
M. cosmeticum tiempo. El caso de M. abscessus
M. smegmatis no es la excepcion. En el arbol
e filogenéetico (Ver figura 3) se

, > — - puede observar  que M.
Figura 25 Representacion esquematica del arbol
filogenético de M. abscesus. Tomado de Medjahed et al., @DSCessus se encuentra en el

2009 grupo de las micobacterias de
crecimiento rapido y que esta
emparentado mas cercanamente a
M. chelonae.

Esta micobacteria fue aislada en 1953 por Moore y Frerichs (Cortes et al., 2010)
de un absceso subcutaneo de rodilla (Lee et al., 2015), sin embargo anteriormente
M. abscessus era clasificada

como parte del complejo de M.

chelonae (Ortegon et al., 1996).

1992 2006 2011 2013
Posteriormente en 1992 se M ehscessus M. abscessus
ifi M. abscessus subsp. subsp.
reclasifica a M. abscessus como ‘ “ }— ab;’ces%us }—' absoossus

especie independiente y se

descubren las subespecies (Lee B M. abscessus| (M. abscessus
, M. abscessus M. massiliense subsp. subsp.
et al, 2015). Ademas se bolletii massiliense

reconoce como patégeno
oportunista del humano
responsable de un amplio
espectro de patologias (Nessar
et al., 2012).

M. abscessus
subsp.,
bolletii

M. boltetii

o Figura 26 Cambios en la nomenclatura de M. abscessus de
Tras la secuenciacion del genoma en 1992 al 2013. Recuperado de Lee et al., 2015

2009 por Ripoll et al., en 2009, se ha

analizado que existe recombinacidon homoéloga y transferencia horizontal de genes
(HGT) entre las diferentes micobacterias atipicas y otros tipos de bacterias; por
medio de la cual se adicionan genes (también llamados genes accesorios
(Miranda-CasolLuengo et al., 2016) que permiten sobrevivir en diferentes nichos y
gue impactan en la patogenicidad de la micobacteria (Sapriel et al., 2016). Se
encontré que tiene genes muy conservados con M. tuberculosis, M. smegmatis



(Deshayes et al; 2010) y algunos compartidos con Streptomyces y Pseudomonas,
gue de igual manera sugiere HGT con M. marinum (Medjahed et al., 2009).

Actualmente el complejo CMA incluye a un grupo de micobacterias de crecimiento
rapido, multidrogorresistentes, patdégenas oportunistas, responsables de varias
afecciones, donde se reconocen 3 subespecies M.abscessus abscessus,
M.abscessus masiliense y M.abscessus bolleti (Lee et al., 2015), con base en su
secuencia rpoB (Nessar et al., 2012) y por los patrones de expresion del gen erm
que da resistencia a macrolidos (Nash et al; 2009).

Adicionalmente cabe recalcar que otro de los problemas con la filogenia de este
complejo esta implicito en la complejidad del genoma (Miranda-CasoLuengo et al.,
2016) y el mosaismo génico que presenta, ya que tiene implicaciones en la
evolucion y epidemiologia, como se puede observar en la figura 4, se han
generado varios cambios en la nomenclatura (Sapriel et al., 2016), de lo cual, adn
se siguen discutiendo y estudiando.

b. Distribucion

La fisiologia bacteriana es un determinante para su ecologia y distribucion
geografica (Falkinham l1ll; 1996). La membrana hidrofébica que los caracteriza
ayuda a la micobacteria a sobrevivir en ambientes sumamente hostiles y bajo un
amplio rango de estrés (como es el caso de la desecacion y exposicion a
antibioticos), lo cual les da la facultad de colonizar una variedad de nichos
(Medjahed et al., 2009). Debido a este suceso, la distribucion de estas se
considera cosmopolita (Ingen et al., 2009), lo cual aumenta potencialmente las
probabilidades de que cause enfermedad.

Existen diversos estudios a nivel mundial que indican la presencia de MCR en
nichos cuya composicion es variable, como es el caso de cuerpos de agua dulce o
salada (fuentes naturales como océano, lagos, rios, agua subterranea; asi como
artificiales, por ejemplo: tuberias, cisternas, depésitos), asi como distintos tipos de
suelo (Ingen et al., 2009).

En condiciones de laboratorio, es cultivable en medios liquidos y soélidos
preferentemente en Middlebrook 7H9, 7H10 y 7H11 adicionados con OADC vy
glicerol, aunque también puede cultivarse en medio LB, M63, M9, Sauton y
Mueller-Hinton (Cortes et al., 2010). Tras la inoculacién, esta bacteria forma
colonias en un promedio de 3 a 5 dias a una temperatura ideal de 28° C a 37 °C
(Cortes et al., 2010). Tiene la tendencia de formar largos agregados en cultivos
liguidos y en solidos se identifican colonias con morfologias distintas. Se
recomienda el uso de Tween 80 para reducir la conglomeracion y evitar



contaminacion; ya que la presencia de este detergente inhibe el crecimiento de
otras bacterias en el medio (Cortes et al., 2010).

En suma, son pocos los estudios epidemiolégicos realizados a la fecha. Sin
embargo, en el mapa de la
figura 5, se puede
observar que  existen
minimos reportes sobre
esta micobacteria atipica,
por lo que la distribuciéon
real permanece
desconocida. En el caso
de M. abscessus, se
puede relacionar a que la
mayor  incidencia  de
infecciones ocasionadas,
fue en paises del oeste de
Europa como en el Reino
de los Paises Bajos y en
Oceania, esto puede ser Figura 27 Distribuciéon en 62 centros de salud en 30 paises de M.
debido a que en estos abscessus en aislados de muestras pulmonares en 2008. Tomado y
lugares, se han realizado la modificado de Hoefsloot, et al,. 2013. En azul se muestra a los paises cuya

, ) ; ) incidencia es del 0-2%, en verde del 2-4%, en amarillo 4-6%, en naranja de
mayoria de Investigaciones 6-8%, en rojo mas del 8% y finalmente en blanco, los paises sin datos

con esta micobacteria. disponibles.

c. Epidemiologia

La epidemiologia de estas micobacterias es complicada, debido a que los casos
clinicos no son obligados a reportarse o se tienen bases de datos concretas sobre
los casos validos (Valdés y Sid; 2004), por ende no hay mapas epidemiol6gicos
concretos que realice la Organizacion Mundial de la Salud. Asimismo,
anteriormente eran poco estudiadas por ser consideradas como no patégenas
para el hombre, por lo que la informacion es limitada. En suma, existia un dominio
de estudio de las micobacterias tipicas de gran importancia médica como la
tuberculosis y lepra (Ortegén et al., 1996), lo que lleva a que muchos grupos de
investigaciéon solo se dediquen al estudio de estas micobacterias. Sin embargo, el
aumento de la eficiencia de los laboratorios para aislar, identificar y crecer a este
tipo de bacterias, junto con el aumento del nimero de individuos imunosuprimidos
(a causa de la epidemia del SIDA principalmente), asi como la sobrevida de
individuos con enfermedades debilitantes (como cancer, diabetes, transplantes,
afecciones inmunes, y cirugias y procesos estéticos), han ocasionado que el



namero de casos donde M. abscessus es el agente etiologico aumente en su
incidencia (Crespo et al., 1997).

De los datos epidemiologicos a gran escala publicados, se tiene que para el afio
2015 en EUA, las infecciones causadas por M. abscessus-M. chelonae eran
solamente secundarias a las infecciones causadas por el complejo MAC de M.
avium, donde la prevalencia de M. abscessus-M. chelonae es menor a 1 en
100,000 personas pero ha ido en aumento (Lee et al., 2015). Adicionalmente en el
este de Asia es muy prevalente, particularmente en Taiwan donde 17.2% de todos
los aislados clinicos de bacterias atipicas corresponden a M. abscessus-M.
chelonae, que corresponde a 1.7 casos por cada 100,000 habitantes (Lee et al.,
2015). En el caso de México, no se tiene un registro detallado sobre los datos
epidemioldgicos causados por esta bacteria.

d. Patogenia
i. Factores de riesgo
a) Dependientes del hospedero

La exposicion ante estas micobacterias es inevitable; sin embargo, personas que
estan constantemente en contacto con agua o0 suelos contaminados, uso de
equipo médico y material de cirugia, plantas o animales (Falkinham III; 1996)
poseen un mayor riesgo de infectarse.

La mayor tendencia a desarrollar infeccion cutanea son aquellas personas que
trabajan expuestos a estos ambientes naturales de la bacteria, como son los
trabajos de jardineria, agricultura, pescaderia, plomeria (entre otros), o que se
inyectan con frecuencia, incluyendo vacunas y drogas, anestésicos locales,
insulina, penicilina, histamina, etcétera, que pueden servir como vehiculos para la
infeccién (Ortegodn et al., 1996). Por otro lado se incrementa el riesgo al llevarse a
cabo procesos estéticos como es el caso de mesoterapia cosmética (del Solar et
al., 2005), acupuntura (Rizzo et al.,, 2013), tatuajes (Pereira et al., 2015),
laparoscopia y piercing (Cortes et al; 2011)

Otros factores de riesgos directos del hospedero a padecer enfermedad pulmonar,
yacen en la susceptibilidad de infeccibn dado estado inmune, tabaquismo,
(Ortegdn et al., 1996), alcoholismo (Falkinham 11I; 2009) o a afecciones cronicas
como es el caso de la fibrosis quistica, bronquiostasis y vomito crénico (Falkinham
[ll; 1996), asi como enfermedades pulmonares previas como es el caso de
tuberculosis, alteraciones en la arquitectura del pecho y mutaciones asociadas a
enfermedades pulmonares (Falkinham 11I; 2009).

En el caso de las infecciones diseminadas, aumenta el riesgo de infeccion en
personas con traumas 0 cirugias recientes, como mamoplastia de aumento,



esternotomia medial, catéter percutaneo, laminectomia, varicetomia, dilataciones
uretrales y rinoplastia (Ortegén et al.,, 1996); asi como en personas con
transplantes, enfermedades vasculares, terapia con corticoesteroles, falla renal
cronica, cancer (Falkinham IlI; 2009) y estado inmune (inmunocomprometidos e
inmunodeprimidos) (Falkinham III; 1996).

A su vez en los ultimos afos se ha demostrado una asociacion entre infeccion con
M. abscessus y pacientes con HIV, SLE y diabetes miellitus, asi como en
pacientes sanos con autoanticuerpos de INF-y, defecto genético en la via genética
Thl (Phoompoung et al; 2017), que a su vez también se presenta en infecciones
causadas por Salmonelosis notifoidal, otras NTM, VZV, infecciones fangicas y
melioidosis.

b) Dependientes de la bacteria

Los factores de virulencia de la bacteria incluyen el tipo de cepa, el tipo de colonia
(R/S), capacidad de prevencién de la acidificacién de las vesiculas fagociticas y de
la fusion con el lisosoma, resistencia a constituyentes inhibitorios del suero,
respuesta de citocinas, habilidad de reclutamiento, interaccion y replicacion en
células accesorias (Falkinham 111; 1996).

c) Dependientes del ambiente

La temperatura, hidratacién, pH, incidencia ultravioleta, presencia de minerales,
vegetacion y reservorios animales. (Ortegon et al., 1996).

e. Caracteristicas de Mycobacterium abscessus

M. abscessus es una micobacteria de crecimiento rapido, no flagelada (Cortes et
al., 2010), considerada como Gram-positiva en forma de bacilo curvada
ligeramente en las extremidades (Cortes et al., 2010), no cromdgena, que posee
propiedades de acido-alcohol resistencia (Ortegon et al., 1996). Mide de 1 a 0.6
micrémetros de largo y de 0.2 a 0.5 micrometros de ancho (Cortes et al., 2010). En
los cultivos se pueden distinguir colonias que presentan morfologias lisas vy
rugosas con un color blanco grisaceo (Ortegén et al., 1996). Ademas esta bacteria
tiene un genoma con un tamafio aproximado de 5 Mb con un alto contenido de
G+C (64.1%), 81 Kb de longitud total de profago y 5 elementos IS (secuencias de
insercion). Ademas posee un plasmido de resistencia a mercurio de 23 Kb
(probablemente adquirido por HGT) (Ortegon et al., 1996), lo que ayudo en parte a
su clasificacion actual.



i. Membrana celular
a) Estructura

Las membranas poseen un alto contenido lipidico, que corresponde al 60% del
peso en seco de la micobacteria (Nessar et al., 2012). Particularmente los
glicopeptidolipidos (GPL) son clases de glicolipidos producidos por micobacterias
atipicas, requeridos para mantener la integridad de la membrana celular,
formacion de biofilms, sliding motility, influencian la agregacion de bacterias,
liberacion de prostagladinas E2, y de lo mas destacado es que induce la
interaccion entre la bacteria y células de la respuesta inmune como monocitos y
macrofagos (Ripoll et al; 2007).

Estan compuestos por una base de lipopéptidos glicosilados modificados por O-
metilacion y O-acetilacion. Estos GLP contienen una cadena acidos grasos de 3-
hidroxi o 3-metoxi C26-C33 unida a una base de alcohol-amino-tripéptido,
principalmente hecha de D-fenilalanina-D-alo-treonina-D-alanina-L-alaninol; el cual
es glicosilado con la alo-treonina unida a 6-deoxitalosa y alaninol terminal unido a
ramnosa (ver figura 6).
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Figura 28 Estructura basica de nsGPL. Recuperado de Schorey y Sweet; 2008

Los GLP también se encuentran presentes en diferentes especies de
micobacterias, sin embargo las diferencias entre estos GLP en las diferentes
especies son las modificaciones dadas por acetilacion, metilaciéon en diferentes
posiciones (ver Tabla 2) causadas por cambios en la biosintesis de estas
moléculas (Schorey y Sweet; 2008).



Especie GPLs no GPLs polares GPLs serotipo
especificos especifico
M. avium Aol: Rha (3,4-OMe2 Varias Aol: 3,4-OMe2Rha
M. intracellulare o} modificaciones T: 6dTal extendido
3-OMe) con oligosacaridos
T: 6dTal (3-OMe or
No metilado
M. abscessus Aol: Rha (2,3,4- Aol: 3,4-OMe2Rha N/A
M. chelonae OMe3 0 (1—2)3,40Me2Rha
M. smegmatis 3,4-OMe2) T: 3,4-OAc26dTal
T: 3,4-OAc26dTal
M. peregrinum Aol: 3,40Me2Rha Aol: 3,4-OMe2Rha N/A
M. porcinum T: 3-OMeRha (1—2)Rha (metilado
M. senegalense 0 no metilado)
T: 3-OMeRha

Tabla 3 Diferencias entre GLPs producidos por diferentes especies de micobacterias modificada de
Schorey y Sweet; 2008. Estas especies producen GPLs con el mismo esqueleto lipidico; sin embargo varian
en la metilacién, glicosilacion y acetilacion. Generalmente una ramnosa metilada (Rha) es glicosilada y unida
al esqueleto polipeptidico en la porcion del alaninol (Aol) y en una 6-deoxitalosa (6dTal) O-metilada (OMc) u
O-acetilada (OAc) unida a la allo-treonina.

Los analisis de GLP producidos por M, abscessus, M.chelonae y M. smegmatis
por medio de la combinacién de técnicas de TLC-MALDI-TOF arrojan similitudes,
producen GLPs diglicosilados en cantidades similares. Sin embargo los GLPs
triglicosilados fueron producidos mayormente en M, abscessus y M.chelonae
(Ripoll et al; 2007).

ii. Morfologia de las colonias

Las bacterias con cambios en la biosintesis y produccion de GLPs generan
alteraciones en la morfologia de las colonias, que pueden ser de lisas a rugosas
(Schorey y Sweet; 2008).

a) Fenotipo S

El fenotipo S (Smooth) o liso (ver figura 7), se
encuentra mayormente en aislados ambientales, este
se caracteriza por poseer en su membrana una alta
cantidad de GLPs, lo que le permite tener la capacidad
de formar biofiims mediante sliding motility. En el

Figura 29 Colonia lisa. Crecida en
medio 7H11 sdlido a los 7 dias
Tomado y modificado de Howard et
al., 2015

miscroscopio se observan de color blanco-beige con



una textura brillosa, humeda y lisa (Llorens-Fons et al; 2017).

La formacion de biofiims es el proceso en donde los GLPs localizados en la
membrana celular exponen sus colas hidrofobicas, creando asi un ambiente
hidrofébico que disminuye la friccion entre la bacteria y la superficie, permitiendo
asi la adhesion fuerte a superficies, facilitando la formacién de biofilms (Schorey y
Sweet; 2008), los cuales son comunidades microbianas que se adhieren una a la
otra y a superficies produciendo una matriz extracelular de substancias
poliméricas para su mantenimiento, que a su vez confieren una mayor resistencia
a agentes antimicrobianos (Ingen et al., 2009), y también aumentan la resistencia
a desinfectantes comparada con su estado plancténico (es decir, cuando se
dispersan en el agua sin encontrarse agregados, donde son capaces de ser
arrastrados por el agua) (Falkinham IlI; 2009). Esta formacién de biofilms permite
que puedan crecer en cuerpos de agua en movimiento, asi como en estructuras
artificiales, siendo asi la fuente de infeccion mas comun (Ingen et al., 2009).

Por otro lado, la variante S es parte vital de la colonizacion en el cuerpo,
particularmente en las infecciones pulmonares (Greendyke y Byrd; 2008), donde
se hipotetiza que la formacién de biofilms por parte de este fenotipo permite una
facilitada colonizacién facilitada de las vias aéreas, especialmente en casos cuya
morfologia pulmonar este alterada (Rhoades et al., 2015). Esto debido a que a
pesar de que el fenotipo S permite la multiplicacion en macréfagos (Rhoades et
al., 2009), el acomodo de los GLP del fenotipo S, no permiten la liberacion de
TNF-alfa por parte de los macréfagos bajo la via de TLR2, por lo que pasa
desapercibido por la respuesta inmune innata (Rhoades et al., 2015) y favorece la
colonizacion del tejido en cuestion.

b) Fenotipo R

Las variantes de M. abscessus tienen la capacidad
de cambiar su fenotipo de liso a rugoso y viceversa
en condiciones in vivo e in vitro (Greendyke y Byrd,
2008). En el microscopio estas colonias estan
caracterizadas por una textura creada por una
superficie seca de forma irregular con arrugas y
crestas (Llorens-Fons et al; 2017).

, , Figura 30 Colonia rugosa. Crecida
Ademas pueden estar presentes ambas morfologias e, medio sslido 7H11 a los 7 dias

en un paciente. La pérdida espontanea de la expresién Tomado y modificado de Howard et
de GLP, remocidn fisica o manipulacién de los GLPs ol 2013

conlleva a la alteracion de las propiedades fisicas de

la superficie de la membrana (Rhoades et al., 2015), lo



gue ocasiona un cambio en la morfologia de esta y consiguientemente en la forma
de la colonia que cambia al fenotipo R (ver figura 8).

El fenotipo R (Rough) o rugoso, es mas frecuente de encontrarse en aislados
clinicos a diferencia del S (Rhoades et al., 2015). Posee en su membrana una baja
o nula cantidad de GLPs, por lo que de manera general son mas virulentas que las
micobacterias que presentan un fenotipo S, debido a que se permite la liberacion
de TNF-alfa por parte de los macréfagos bajo la via de TLR2 (Rhoades et al.,
2015), lo que corresponde con la habilidad de la cepa R de activar la respuesta
inmune de manera eficiente.

Tampoco presentan sliding motility o movilidad por deslazamiento, ni forman
biofilms (Schorey y Sweet; 2008). Sin embargo estos son capaces de invadir
macrofagos y causar infeccion persistente (Greendyke y Byrd; 2008).

Adicionalmente la exposicion de GLPs dada por el fenotipo R, al igual que en M.
tuberculosis, tiene el efecto de formar agregados largos llamadas aglomeraciones,
compuestas de bacilos sumamente agregados que forman estructuras en forma
de serpientes, quienes después de ser fagocitadas ocasionan la muerte de los
macrofagos (Llorens-Fons et al; 2017). En M. tuberculosis estas aglomeraciones
fueron el primer factor de virulencia descrito por Robert Koch en 1882 vy
comprobado por Middlebrook en 1947 (Llorens-Fons et al; 2017).

c. Resistencia a drogas

Las caracteristicas fisiologicas y fenotipicas de las micobacterias atipicas,
permiten que exista una barrera ante diversos estimulos que pueden ser nocivos
para la bacteria, como es el caso de agentes toxicos o antibiéticos (Nessar et al.,
2012). Por otro lado, se considera que M. abscessus es una de las micobacterias
atipicas de crecimiento rapido mas resistentes a antibioticos (Cortes et al., 2010)
por lo que hasta la actualidad, no existe un tratamiento estandar establecido para
tratar infecciones causadas por este patégeno (Raminki et al; 2017).

La composicion lipidica de estas micobacterias brinda una composicién
hidrofébica de la superficie celular, asi como de la permeabilidad de esta, que
impactan de manera positiva en la resistencia a quimioterapia (Falkinham I,
1996). Se ha observado que la composicién de GLPs puede afectar la eficacia de
antibioticos (Schorey y Sweet; 2008). Las cepas mas susceptibles a estas drogas
poseen pocos GLP polares, mientras que las resistentes poseen en su mayoria
nsGLP. Esto da como resultado que mientras mas hidrofébicos sean los GLPs se
tendra menos permeabilidad a antibidticos (Schorey y Sweet; 2008).
Conjuntamente hay una correlacion entre la morfologia de la colonia, la



composicion de GLPs, la resistencia a antibioticos, asi como del rol de estos en la
respuesta inmune, de lo cual se detallara mas adelante.

Adicionalmente la falta de permeabilidad de la membrana celular contribuye en la
resistencia a alcaloides y acidos, asi como a antibiéticos como B-lactaminicos. En
el caso de este ultimo, al no dejar entrar el sustrato de esta enzima a la célula,
ocasiona una baja actividad de la enzima de [B-lactamasa y contribuye a la
sobrevivencia de la bacteria (Nessar et al., 2012). También la poca permeabilidad
de la membrana en sinergia con la actividad de enzimas modificadoras de
aminoglicosidasa que promueven la resistencia a antibiéticos aminoglicosilados
(Nessar et al., 2011).

Por otro parte, cuando se llegan a internalizar algunos antibiéticos, la membrana
celular actia sinérgicamente con sistemas internos inducibles conocidos como
“resistoma interno” tras una senal (proveniente de antibioticos), actuan de manera
agonista a la funcion del antibiético. Estos sistemas pueden ser bombas de flujo,
enzimas modificadoras de la actividad de antibidticos, enzimas modificadoras del
blanco y activacion de genes que confieran resistencia a metales y otros
antibioticos (Nessar et al., 2012), como es el caso del gen erm quien confiere una
resistencia inducible a macrolidos (Nash et al; 2008)

Tras varios estudios, se sugiere que el tratamiento consista en la administraciéon
oral de macrélidos como claritromicina o0 azitromicina para aislados clinicos
susceptibles a estos compuestos, asi como amikacina intravenosa en combinacién
con un antibiético beta-lactano como cefoxitina o imipenem (Rominski et al; 2017).

3. Desarrollo de la enfermedad por M. abscessus
a. Transmision

La transmisién de estas micobacterias atipicas al humano no ha sido del todo
elucidada; pero hasta el momento no existe evidencia de transmision de persona a
persona (Falkinham III; 2009), sin embargo aln se investiga esta posible relacion.
Existen casos en donde la fuente de infeccién principal es el agua y suelos
contaminados con esta micobacteria (Ingen et al., 2009).

La via de entrada al organismo sucede en su mayoria por medio de traumas
localizados en cualquier sitio de la piel causados por la inoculacién de la bacteria
al organismo, como lo es el caso de heridas con agujas, cuchillos, espinas,
rascarse tras picaduras, cortadas de pezufas, puas, alambres; asi como material
quirtrgico infectado, cateterismo, cirugias (mamoplastia y baypass gastrico
(Falkinham I11; 1996) y procesos estéticos invasivos (Ortegén et al., 1996)



Otras formas descritas de transmisiéon son por medio de ingestion o contacto de
plantas (Primm et al., 2004) o animales infectados (Falkinham IlI; 2009), asi como
la respiracién de aerosoles con el bacilo infeccioso.

Figura 31 Vias de transmision
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b. Sistema inmune
i. Sistema inmune innato

El sistema inmune innato comprende a la primera linea del organismo que protege
contra de algun agente potencialmente patégeno a través de la combinacion de
barreras fisicas, biolégicas y quimicas. De manera general, esta se caracteriza por
tener un tiempo de respuesta rapida, previene la infeccién y puede eliminar
agentes agresores, falta de memoria a largo plazo, es especifica para moléculas y
patrones moleculares asociados con agentes patdgenos asi como de células
muertas o dafiadas, posee un numero limitado de receptores codificados por la
linea germinal y se caracteriza por células como macréfagos, monocitos,
neutrofilos, NK, leucocitos, células epiteliales y endoteliales (Owen et al; 2013).

Las barreras de la infeccion en primera instancia incluyen a la temperatura y pH
corporal, asi como la piel, mucosas y glandulas que revisten el tracto respiratorio,
gastrointestinal, quienes en conjunto tratan de evitar el paso a través del agente al
interior del organismo y Organos respectivamente. Las mucosas contienen
sustancias antibioticas y antivirales, ademas de glandulas secretoras, como las
salivales que contienen enzimas y sustancias capaces de eliminar al patégeno,
por ejemplo proteinas y péptidos con efectos antimicrobianos (Owen et al; 2013).

Otra linea de defensa en el caso de las infecciones pulmonares es la mucosidad
del aparato respiratorio, la cual esta alterada en pacientes con fibrosis quistica
(CF) y otras afecciones pulmonares, lo que predispone a la colonizacién por medio
del fenotipo S y la formacién de biofilms (Rhoades et al., 2015).



Cuando estas barreras principales son vencidas y el patdgeno ingresa al
organismo y comienza su ciclo de vida en el hospedero, inicia el reclutamiento
celular al sitio de la infeccion, la produccion de citocinas (Owen et al; 2013).

Por otro lado, los GLPs modulan directamente la respuesta inmune innata de tipo
proinflamatoria, favoreciendo la liberacion de TNF- q, IL-8, IL-6 e IL-1 por medio
principalmente del TLR2 (Schorey y Sweet; 2008). En contraste, la liberacion de
TNF-alfa es dependiente de la estructura de los GLPs, lo cual indica que un
cambio minimo de conformacion puede cambiar la forma en que éste interactla
con el hospedero (Schorey vy

Sweet; 2008).

Los TLR (Toll Like Receptors por o e

sus siglas en inglés o Receptores
Tipo Toll (ver figura 10), son
receptores proteinicos que se mn
encuentran en la membrana de las
células como macréfagos
alveolares, células dendriticas,
células epiteliales y mucosas,
entre otras (Rhoades et al., 2009),
asi como en la membrana de los ;4 B Box1 A =
endosomas Yy lisosomas , que o WS A A
comparten una estructura en TIR domain
comun en la regidon extracelular,
llamadas repeticiones ricas en
leucina (LRR), las cuales se
encargan de constituir el dominio
de uni6n a ligando extracelular en Figura 32 Estructura basica de los TLR. Rescatado de
Owen et al., 2013
forma de herradura en la cadena
polipeptidica de los TLR. Cada TLR tiene un repertorio de especificidades para
ligandos sumamente conservados; es por ello que cuando se unen los TLR a sus
ligandos son inducidos a dimerizar consigo mismos y formar pares con otros TLR,
activando diferentes cascadas de sefializacion en la célula, como es el caso de la
produccion de citosinas (como NFk-B, IFN e interlecinas) y diversos compuestos
(Owen et al., 2013).
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Estos TLR reconocen al patégeno por medio de patrones moleculares, que son
motivos conservados expresados por una gran variedad de microorganismos, pero
no de eucariotas (Rhoades et al., 2009). Los ligandos de estos TLR son residuos
de fosfatidil-1-mio-inositolmanosidos conocidos como (PIMs) que se encuentran
en las estructuras de los GLPs de las micobacterias (Rhoades et al., 2009).



En el caso de M. abscessus, se teoriza que las variantes R al contrario de las
variantes S, permiten el reconocimiento del patégeno via TLR2 en monocitos y
macrofagos en experimentos in vitro (Rhoades et al., 2015)

En suma, se ha visto que las células epiteliales (en el caso de la enfermedad
pulmonar) juegan un papel esencial en la vigilancia y en la respuesta inmune
innata. En este punto, las células epiteliales comienzan la secrecion de IL-8, la
cual tiene la funcidén de reclutar a los neutrdfilos circundantes por medio de la
activacion de los TLR (Davidson et al., 2011). Sin embargo los TLR no reconocen
los fenotipos que generan alta cantidad de GPL, es decir el fenotipo S, lo que
conlleva a que la infeccibn se pueda expandir y evadir la respuesta inmune
(Davidson et al., 2011).

Los neutréfilos son componentes esenciales de la respuesta inmune, sin embargo
también depende de la liberacion de IL-8 y TNF-alfa, dada por células epiteliales y
macrofagos. Por su parte, se sabe que mantener los niveles de TNF-alfa es
necesario para controlar la enfermedad (Rottman et al; 2007). Malcom et al., 2013
encontré6 que en el caso de pacientes con CF u otras formas de patologias
pulmonares, citocinas como IL-8 o TNF son abundantes cuando el patégeno
invade las vias aéreas, donde la infeccidn inicial es causada principalmente por el
fenotipo S (el cual es mas predominante en el ambiente). Esto ocasiona que se
modifique la respuesta por parte de los neutrofilos, ya que estos no reconocen a la
bacteria y en vez de controlar la infeccion, crean un ambiente propicio para ella, lo
gue conlleva a la perpetuacion de la inflamacién y a la sobrevivencia de la bacteria
(Malcom et al., 2013). Adicionalmente pueden producir mas quimioatrayentes de
neutrdéfilos asi como IL-8, lo que es consistente con la histologia donde se puede
observar un ambiente rico en este estirpe celular en las infecciones (Malcom et al.,
2013).

Adicionalmente cabe recalcar que la funcion inicial del neutréfilo incluye la
liberacion de aniones superoxidos con el fin de matar a la micobacteria (Owen et
al; 2013). Pero en estudios se sugiere que M. abscessus puede poseer
mecanismos para evadir la acumulacién de estas especies reactivas con el fin de
evitar ser destruida. A parte promueve el crecimiento de esta micobacteria y la
liberacion de estos agentes por parte de los neutrofilos puede llevar a la
inflamacion local y dafio tisular, que conlleva a que se recluten mas neutroéfilos y
por ello se pueden observar ampliamente en las muestras histopatoldgicas
(Malcom et al., 2013).

Por otro lado, se han dilucidado patrones de GLPs que forman una barrera e
inhiben o disminuyen la velocidad de la fusion del lisosoma con el fagosoma para
la creacion de fagolisosomas (Roux et al., 2016), lo cual actia como otro



mecanismo de evasion a la respuesta inmune (Schorey y Sweet; 2008) y
mecanismo de supervivencia bacteriana. Este mecanismo al interferir la formacion
de los fagolisosomas es debido a la manipulacion de la sefial de transduccion del
huésped para que se lleve a cabo este proceso (Roux et al., 2016). Se observa
que las variantes S residen dentro de los fagosomas inmaduros que son
incapaces de fusionarse debido al secuestro de la proteina Rab5 en la membrana
de estos organelos (Roux et al., 2016). Diferente es el caso de la variante R, ya
que esta en la infeccion temprana presenta una tendencia formar cuerdas o
grandes grupos que de manera general, permanecen en copas fagociticas en
lugar de ser internalizadas, y como resultado de esto, las células contienen menos
fagosomas pero con multiples bacterias (Roux et al., 2016).
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Figura 33 Principales etapas de infeccidon por M. asbcessus en modelo de pez Zebra. Tomado de Bernut et al; 2017.
Tras la superacion de las barreras fisicas, M. abscessus es capaz de ser fagocitada por macréfagos, quienes dependiendo
del tipo de colonia S o R se alojaran en diversos fagosomas. Esto puede llevar a 2 caminos, el primero, si se tiene la
morfologia S se genera una producciéon de IL-8 a través de macréfagos activados y esto conlleva a una formacién de
granulomas, correspondiente a una infeccidn crénica. El otro camino corresponde a la morfologia R, donde se parte de
la muerte de macrofagos, quienes liberan a los bacilos y éstos a su vez forman estructuras organizadas llamadas
cordones quienes protegerdn a las bacterias de la fagocitosis, elementos que comprenden a una infeccidn activa

Adicionalmente se ha estudiado que el fenotipo R forma agregados compuestos
por monocitos-macréfagos en comparacion con el tipo S. Por otro lado la cepa R
influencia a los monocitos de forma directa, sin que haya el procesamiento
completo por medio de las CPA, que modifica los patrones de expresion de
citocinas como TNF-alfa y facilita asi la formacion de granulomas asi como la
diseminacién. En suma. Los monocitos pueden albergar a los bacilos en



fagosomas, quienes al igual que en macrofagos, pueden residir en fagosomas. Sin
embargo dependiendo de la cepa, la morfologia de estos puede variar. A
diferencia de la morfologia R, la S forma fagosomas de tipo “loose” quienes
poseen una morfologia atipica y no previenen la fusiéon del fagosoma con el
lisosoma, efecto que si es observado con la cepa R (Byrd & Lyons 1999).

ii. Sistema inmune adaptativo

La respuesta inmune adaptativa se caracteriza por tener un tiempo de respuesta
relativamente lento en comparacion con la inmunidad innata, ser muy especifico y
discriminatorio entre lo propio y ajeno, sumamente diverso en cuanto a receptores,
desarrollo de memoria persistente con una respuesta rapida y de mayor magnitud,
alta produccién de anticuerpos y citosinas y consta de células como linfocitos B y
T (citotéxicos y de memoria) asi como CPA (Owen et al; 2013).

Poco se ha estudiado sobre la respuesta inmune adaptativa tras la infeccion por
M. abscessus. Sin embargo, se sabe que las células presentadoras de antigeno
(APC) median tanto la inmunidad innata como la adaptativa, este es el caso de un
tipo especifico de APC, las células dendriticas (DC) (Jun et al; 2016). En tejidos
periféricos se encuentran DC con bajos niveles de expresion del MHC y muestran
un alto nivel de endocitosis; por ende cuando las DC reconocen patrones
moleculares de patdgenos se inicia la maduracién de estas células y aumenta la
expresion de moléculas del MHC asi como citosinas proinflamatorias y disminuye
la actividad endocitica. A su vez, la maduracién de estas ocurre mientras migran
hacia los nddulos linfaticos donde ocurre la presentacion antigénica a las células T
virgenes que inducen la activacion y proliferacion de las células T (Jun et al; 2016)
con el fin de que puedan llevar a cabo su funcién citotoxica o de memoria.

Por otro lado, se intuye que la inmunidad mediada por células B participa de forma
menor en la inmunidad. En modelos de ratones se ha observado que esta
involucrada en un control temprano de las infecciones por M. asbscessus, sin
embargo los mecanismos por los cuales puede afectar el curso de la infeccion aun
no son elucidados completamente. Se piensa que involucra la presentacion de
antigenos, lo que esta relacionado directamente con los GLPs (Rottman et al:
2007), pero mas estudios son necesarios para generalizar estos hallazgos,
completarlos y extrapolarlos a humanos

4. Patologias

El espectro de las lesiones causadas por esta micobacteria, son enfermedades
cutaneas (mas frecuente), post operatorias, pulmonares, diseminadas, del SNC
(Sistema Nervioso Central) (Lee et al., 2015) y otras patologias (queratitis, Ulceras
corneanas, linfadenitis y osteomielitis) (Ortegon et al., 1996).



En el caso de infeccidbn se muestran abscesos en el sitio los signos y sintomas
varian segun el tipo de patologia, pero van de dolor, inflamacion, eritema y drenaje
de material purulento o serosanguioliento (Ortegdn et al., 1996).

a. Piel

En la piel la histopatologia revela una respuesta granulomatosa, nodular o difusa.
En donde los granulomas pueden tener diferentes conformaciones dependiendo
del estado inmune del paciente y el tiempo de evolucion de las lesiones (Valdés y
Sid; 2004). En general se componen por abscesos centrales rodeados por células
gigantes y epiteliales, con alta penetracion de los infiltrados inflamatorios al tejido
celular subcutaneo. También pueden presentar necrosis central que puede ser
extensa (de la desintegracion de polimorfonucleares generando una forma
parecida a la necrosis de caseifiacion) y drenaje de material hemorragico y
supurativo (Ortegdn et al., 1996).

Por otra parte, se pueden observar vacuolas lipidicas provenientes de la
hipodermis, que han migrado y alcanzado capas superiores debido a la severa
inflamacion. Estos se caracterizan por ser espacios redondeados vacuolares
rodeados por polimorfonucleares o células epiteliales que se encuentran en el
centro de los abscesos o dentro del area granulomatosa, en donde en las
vacuolas es posible visualizar a la micobacteria (Ortegén et al., 1996). También se
puede observar a la bacteria en grupos extracelulares formando microabscesos, y
también se pueden observar é&reas con altos contenidos se células
prolimorfonucleares; de lo cual la observacion de este bacilo se correlaciona con el
estado inmune del hospedero (Ortegén et al., 1996).

Adicionalmente se ha visto que en pacientes inmunosuprimidos puede que no
haya granulomas o que haya pocos y en estos predomine una alta carga bacilar
con abundantes polimorfonucleares (Ortegén et al., 1996).

b. Post operatorias

En el caso de las enfermedades post operatorias, la infecciébn se manifiesta sobre
las heridas quirargicas o sitios de procedimiento; esto debido a la falla en el
proceso de cicatrizacion normal, que se manifiesta a través de drenaje de material
purulento o serosanguinolento sobre la sutura, a esto se le suman sintomas de
inflamacion, eritema y calor en la zona (Ortegén et al., 1996).

c. Pulmonares

La infeccion pulmonar es mas comun en pacientes con CF, inmunosuprimidos o
con enfermedades pulmonares que en pacientes sanos; sin embargo la
prevalencia de este tipo de enfermedad ha ido aumentando (Ortegdn et al., 1996).



En este tipo de patologia se revela por medio de radiografias de torax o
tomografias axiales computalizadas, infiltrados intersticiales y alveolares,
principalmente unilaterales (Ortegon et al., 1996). La enfermedad se desarrolla
silenciosamente con un curso asintomatico pero progresivo, que tras el paso del
tiempo genere sintomas persistentes y baja de la capacidad pulmonar que puede
llevar a los pacientes (en especial a los que poseen enfermedades pulmonares) a
una falla total de la respiracion (Lee 2t al; 2015). El tratamiento disponible es
cirugia y antibidticos (Ortegén et al., 1996).

El andlisis histopatolégico revela que en las infecciones causadas por M.
abscessus, las lesiones pulmonares se caracterizan por la presencia de
polimorfonucleares, microabscesos y ausencia de necrosis de caseificacion (a
diferencia de los granulomas tuberculosos que poseen infiltrado mononuclear, y
granulomas caseificados) (Ortegon et al., 1996). Otra diferencia que cabe destacar
entre los granulomas de la tuberculosis y de estas micobacterias atipicas, reside
en que la localizacion de los bacilos en estas ultimas se encuentra dentro de los
microabscesos o0 en las vacuolas lipidicas, mientras que en la tuberculosis se
aprecian en la zona de necrosis de caseificacion y en la periferia de este espacio
(Ortegdn et al., 1996).

d. Diseminadas

Este tipo de infeccion se caracteriza por un sindrome en el cual hay episodios
sintoméaticos a asintomaticos de manera recurrente sobre la piel o tejidos blandos.
Tipicamente se presenta en individuos con alguna condicion de inmunosupresion
aguda, como es el caso de trasplantes, terapias con corticoides, artritis reumatoide
y cancer (Ortegon et al., 1996). En la mayoria de los casos se presenta debido a
cateterismos (Lee et al., 2015). Por otro lado este tipo de infecciones tiende a
ocurrir en pacientes inmunocomprometidos (principalmente con HIV), aunque
también ocurre en pacientes sanos (Lee et al., 2015).

e. SNC

Las infecciones de SNC son raras, estas bacterias pueden cruzar la barrera
hematoenfcefalica (Cortes et al., 2010) y generar meningitis y/o abscesos
cerebrales como sus manifestaciones mas comunes. Esto ocurre principalmente
en pacientes HIV positivos, aunque también puede ocurrir en pacientes sanos
(Lee et al., 2015).

f. Otras patologias

La mayoria de estas patologias las fuentes son infecciones secundarias a un
trauma. En el caso de la linfadenitis los ganglios superiores son infectados y con el



tiempo se reblandecen y presentan drenaje espontdneo que va a constituir a la
escrofulodermis. El Unico tratamiento disponible es cirugia y antibioticos (Ortegon
et al., 1996).

Otro caso es el de la osteomielitis, donde el foco de infeccion puede ser un trauma
penetrante, que tras el tiempo se puede observar erosion 6sea en el sitio de la
herida y se puede comprobar con una biopsia 0sea.

En el caso de las enfermedades oculares (queratitis, endoftalmitis, escleritis y
otros tejidos en el area ocular). Estos se pueden presentar por cuerpos extrafios
que hieren al ojo, en donde la fuente de infeccién puede ser el objeto o una
infeccion tras la laceracion. El tratamiento consiste en antibidticos colocados de
manera topica o sistémica e intervenciones quirargicas (Lee et al., 2015)

5. Diagndstico y tratamiento
a. Diagnostico

El diagnéstico puede ser dificil, ya que esta micobacteria puede permanecer
silenciosamente por largos periodos de tiempo dentro del organismo, que van de
meses a afos (Medjahed et al., 2009). Sin embargo para el diagndstico certero de
M. abscessus se recomienda utilizar varios métodos descritos en la siguiente
tabla.

Método

Bacteriologico | Prueba:
(Valdés y Sid; | Tincion de

2004).

acido alcohol
resistencia o
Ziehl-Neelsen

Prueba:
Temperatura
de crecimiento
Prueba:
Morfologia de

Resultado

Coloracion roja de las micobacterias por
penetracion de fucsina al citoplasma e
interaccion con acidos micolicos de la membrana,
reaccion que impide la salida de la fucsina
cuando existe un proceso de decoloracion. (De
Naranjo et al; 1988)

M. abscessus crece de manera ideal a 37°C, si
no crece a esta temperatura, entonces se puede
descartar esta posibilidad.

Las colonias de M. abscessus pueden ser de
lisas a rugosas con un color de blanco a

la colonias grisadceo. Por ende si se observa una morfologia
y color diferente se descarta que sea esta.

Prueba: En esta prueba se puede identificar a las
Pigmentacidon | micobacterias no cromoégenas a las que
y pertenece M. abscessus y se descartan a las
fotoreactividad | fotocromdgenas y escotocromogenas.

Prueba: De manera general, el crecimiento a 37°C genera
Velocidad de que las bacterias sean visibles en los medios
crecimiento sélidos de 3-7 dias (promedio 5), con lo que se

descarta a micobacterias de crecimiento lento.



Andlisis cromatografico
(Valdés y Sid; 2004).

Genéticos AccuProbe
(Valdés y
Sid; 2004).

PCR

PCR in situ
Sensibilidad

(Valdés y Sid; 2004).

En este analisis es sumamente rapido y permite
analizar la constitucion lipidica de las
micobacterias por medio de técnicas como
cromatografia de capa fina, cromatografia de
gases y HPLC.

Sondas de DNA marcadas con ésteres de
acridina y complementarias a fragmentos de
rRNA especificos para cada especie 0 sub
especie, que generan quimioluminiscencia al ser
activados.

Amplificacidbn mediante reaccion en cadena de la
polimerasa, de una zona concreta o0 zona diana y
la observacion directa de los fragmentos con
métodos de post-amplificacibn como restriccion,
hibridacion, secuenciacion o rtPCR

Proceso de PCR sobre la muestra clinica

Crecer o0 colocarles a las bacterias distintos
antibioticos y evaluar su efecto. En el caso de M.

abscessus se sabe que es resistente a
amikacina, cefositina y claritromicina.

Tabla 4 Métodos de diagndstico de M. abscessus. En esta tabla se describen los métodos de diagnéstico
mas recomendado para las infecciones causadas por M. asbcessus

b. Tratamiento

Las micobacterias del MAC son resistentes a la mayoria de las drogas
antituberculosas (Nessar et al., 2012) como es el caso de antibiéticos de primera
linea como rifampina, pirazinamida, y etambutoll (Medjahed et al., 2009). Se sabe
por medio de MICs y MBCs que las tres variantes de M. abscessus (390S, 390R y
390V) son susceptibles a amikacina, claritromicina y cefoxitina (Greendyke y Byrd;
2008). Sin embargo la genética (transposones, genes y plasmidos), fase de
crecimiento, la concentracion de los antibibticos, la concentracion de nutrientes y
el estado (planctonico o biofilm) esta relacionado con la resistencia y efectividad a
los antibidticos (Greendyke y Byrd; 2008). Por lo que se recomienda el uso de
terapias combinadas de antibidticos y cirugia, con el fin de que esta pueda ser
erradicada completamente (Medjahed et al., 2009).

De manera general el tratamiento con antibioticos para el caso de patologias
extrapulmonares requiere aproximadamente de 6 meses, mientras que para
pulmonares 12 meses son necesarios para combatir la infeccion (So et al; 2016).
Sin embargo, la discontinuidad de los tratamientos, junto con el ajuste incorrecto
en las dosis administradas conllevan a una gran dificultad para erradicar
infecciones causadas por esta micobacteria (So et al; 2016).



En el caso de M. abscessus, como se ha mencionado anteriormente los GLPs
ademas de tener relacion directa con la morfologia de las bacterias, también
modulan parte de la respuesta ante antibidticos. La presencia de GLPs en el
fenotipo R, actian como una barrera fisica que protegen a la colonia de
antibiéticos (So et al; 2016).

Principalmente la combinacién de claritromicina y amikacina es lo més
recomendado para hacer frente a esta infecciobn, sin embargo hay otros
compuestos que son utilizados para controlar la infeccion (So et al; 2016). La
amikacina en la cepa S, de manera general afecta el arreglo celular, es decir,
pueden cambiar de S a R, lo que lleva a que disminuya el sliding motility, la
cantidad de GLPs en la superficie celular (So et al; 2016) y aumenta las
probabilidades de que sean reconocidos por la respuesta inmune. Por otro lado,
en le cepa R las interacciones del Pks con MmpL10 y MmpL4b fueron disminuidas
en su expresion (So et al; 2016).

En la siguiente tabla rescatada de Lee et al., 2015, se muestran los principales
recomendaciones para el tratamiento de infecciones por MAC en humanos:

Tipo de patologia Régimen inicial Duracion

Pulmonar Terapia basada en | 12 meses
macrolidos con terapia
antimicrobial intravenosa

con cefoxitina 0
amikacina

Piel y tejido blando Macrolidos en | De 4 a 12 meses
combiinacipon con
amikacina y
cefoxitina/imipenem mas
cirugia

Bacteremia o dispersa 2 agentes | 4 semanas
antimicrobianos de

preferencia  incluyendo
amikacina y remover el
foco

SNC Terapia de claritromicina | De 4 a 12 meses
combinada con amikacina
en las primeras semanas

Infeccion ocular Agentes  topicos y/o | De 6 semanas a 6 meses
sistémicos (amikacina,
cefoxitina o claritromicina)
y/o cirugia

Tabla 5 Recomendaciones de tratamiento de acuerdo al tipo de patologia. (Modificado de Lee et al., 2015)




Capitulo II: Antecedentes

[I.  Antecedentes
1. Biosintesis de GLPs

Como se ha mencionado anteriormente, los GLPs juegan un papel crucial en la
fisiologia y patogenicidad de las micobacterias (Ripoll et al., 2006). La sintesis y
exporte requieren del funcionamiento completo de vias biosintéticas complejas y
largas, involucrando proteinas codificadas por genes agrupados o genes dispersos
en el genoma (Deshayes et al; 2010). Sin embargo contindan incognitas
importantes relacionadas con estos componentes de la membrana celular.
Reportes de diversos grupos de investigacion, muestran que la presencia de GLPs
es necesaria para realizar fenomenos como lo son: sliding motility, formaciéon de
biofilms y mediar la respuesta patdégeno-hospedero, dependiendo de su estructura
y cantidad (Ripoll et al., 2006).

Estudios en diversos modelos muestran una tendencia a que las variantes
naturales de M. abscessus que producen bajos o nulos niveles de GLPs (es decir
fenotipo R), son menos invasivas que las productoras de alta efectividad (fenotipo
S). Con esto, uno de los problemas de investigacion que se ha desarrollado en los
ultimos afios corresponde al estudio del mecanismo génico sobre la biosintesis de
los GLP, sin embargo son pocos los articulos que tienen como objetivo estudiar
estos puntos.

i. Biosintesis filogenética comparativa

Por ello, primero se ha evaluado de forma comparativa la genémica de la via
biosintética de los GLPs, teniendo como modelos las alineaciones de las proteinas
M. smegmatis asi como los proteomas completos de M. chelonae y M. abscessus,
de lo cual se encontr6 que en M. smegmatis todos los genes necesarios para la
sintesis de GLPs se encontraban restringidos a una region delimitada, llamada
“locus GLPs”; donde algunos genes han sido analizados experimentalmente, como
es el caso de mpsl, mps2, pks, fadD23, papA3, gftl, gft2 (Ripoll et al; 2007) o
miembros de la familia de genes mmpL y mmpS (Deshayes et al; 2010), entre
otros. De manera contrastante, para M. chelonae y M. abscessus se encontraron
genes ortdlogos (quienes por definicion son aquellos homélogos que estan
presentes en organismos de diferentes especies, cuyo ancestro comun antecede a
la divisién entre las especies (Brown; 2008)) de la via descrita para M. smegmatis,
compartiendo de 80-90% de similitud entre si. El Unico punto de cambio con
respecto a M. smegmatis subyace en que para M. abcessus y M. smegmatis este
locus de genes se encuentra dividido dos regiones en posiciones diferentes del



genoma, lo cual podia indicar que el estado de locus Unico es ancestral con
respecto a esta division (Ripoll et al; 2007).

La primera zona comprende a 19 genes que tienen como funcidn principal la
sintesis de la unidad de tripépdido-amino-alcohol, glicosilacién del lipopéptido y las
modificaciones de O-acetilacion/metilacién (Ripoll et al; 2007); mientras que la
segunda region involucra a los genes artfl y artf 2, cuya funcién radica en la
sintesis de lipidos y su union a la unidad de tripéptido-amino-alcohol (Ripoll et al;
2007).

Con esta informacion la hipotesis elemental que se maneja sobre la biosintesis de
GLPs puede reflejar que filogenéticamente el locus GLP en M. smegmatis
representa a la forma ancestral de la via, mientras que el acomodo de M.
abscessus —M chelonae corresponde a la via méas actual (Ripoll et al; 2007).

ii. Familia mmpS

De los genes més trascendentales en cuanto a la via de biosintesis de GLPs,
corresponde a la familia mmpS, quienes codifican para proteinas de membrana
pequefias con un solo dominio transmembranal. Los genes codificantes para estas
proteinas seguido se encuentran cercanamente asociados con genes miembros
de la familia MmpL (Deshayes et al; 2010), involucrados directamente en la
sintesis 0 modificacion de policetidos. Es sugerido que esta cercania puede
participar en el transporte y/o biosintesis de moléculas sintetizadas por los
productos de la sintasa (Deshayes et al; 2010).

Estudios en M. smegmatis, demuestran que mmpS4 se encuentra organizado en
un operén cercano a los genes mmpL4a y mmpL4b involucrados en el proceso de
biosintesis (descritos a detalle en la siguiente seccion) y podrian estarse
transcribiendo como un operdn. Cuando este gen llega a ser eliminado se observa
una disminucion significativa en los niveles de GLPs (Deshayes et al; 2010), sin
embargo existe la transcripcion de otros genes aun producen. Sin embargo, se ha
demostrado que promueven la biosintesis efectiva y secrecion de proteinas,
actuando como andamio para la maquinaria enzimatica y de exportacion de estas
a la membrana, ademas de que determinan la cantidad de GLPs producidos
(Deshayes et al; 2010).

Conjuntamente, en experimentos utilizando un ortélogo de mmpS4 en M.
tuberculosis, se ha encontrado que se organiza en un operon junto a mmplL4.
Ademas se sugiere que las proteinas de mmpS4 interactian de forma no
especifica con las de mmpL4 a través de interacciones de aminoacidos, elemento
que parece estar conservado en toda la familia (Deshayes et al; 2010), lo que



sugiere que pudiese actuar de la misma forma para M. abscesuss, proceso
llamado reconocimiento homélogo.

Con base en estos modelos, se refuerza la hipétesis que las proteinas mmpS4
funcionan como andamio para que se ensamble el megacomplejo enzimatico que
lleve a la biosintesis y exportacion de GLPs. Por ende se cre6 un modelo (que
falta por ser estudiado completamente) en donde MmpS4 interactia con mmpL4a,
mmpL4b y otras enzimas de la via como Pks, Atf, Mtf, Gtf, entre otros. Ademas se
piensa que el dominio extracitosélico de mmpS4 puede interactuar
especificamente con los dominios extracitosolicos de mmpL4 especificamente en
el poro de la bacteria. Contrastantemente se analiza que si existe la ausencia de
mmpS, el complejo no adopta la configuraciébn correcta y las enzimas se
distribuyen en el citoplasma, que conlleva a una reduccién en los niveles de GLP.

Por otro lado en M. tuberculosis se ha estudiado el rol de mmpL3, uno de los
genes ortdlogos mas conservados en todas las especies de micobacterias
(Grzegorzewicz et al; 2012), que participa en la exportacion de TMM, asi como en
la necesidad total de este gen para la replicacion celular (De la misma manera es
esencial para M. smegmatis) (Grzegorzewicz et al; 2012). Cuando se elimina se
lleva a la represion de genes involucrados en la biosintesis de &cidos micélicos,
asi como en otras vias como TDM. Estos sucesos disminuyen la expresion de
genes involucrados en la produccion de energia y respiracion, lo que lleva a la
disminucién de la divisién celular y de igual manera trata de disminuir el estrés
oxidativo en respuesta a este suceso. También guia a la modificaciéon de la
permeabilidad de la membrana, efecto probablemente causado por la inhabilidad
de construir de forma correcta la membrana celular culminando en un estrés
osmotico que termina por reventar al bacilo (Degiacomi et al; 2017).

iii. Familia mmpL

Dentro de las familias de genes mas relevantes en la sintesis de GLPs, el cluster
mmpL, tiene como objetivo codificar para proteinas de membrana grandes,
requeridas (mmpL) de aproximadamente de 1 millar de aminoacidos organizados
en 12 dominios transmembrana y 2 periplasmicos grandes, que participan para la
formacién de la membrana celular (Ripoll et al; 2007). Especificamente dentro de
esta familia, existen 2 genes completamente necesarios para la formacion de los
GLPs llamados mmpL4a y mmpL4b, cuya funcidén exacta in vivo e in vitro ain no
ha sido dilucidada a su totalidad (Ripoll et al., 2006).

1. mmpL4b

A través de comparaciones algunos estudios que sugieren que estos genes
pueden funcionar como un gen analogo a mmpL7, descrito para Mycobacterium



tuberculosis, donde las proteinas resultantes de este gen pueden modificar el
acoplamiento, exportacion a la membrana celular (Ripoll et al; 2007), a través del
conjunto enzimético llamado policétido sintetasa (Ripoll et al., 2006), que sintetiza
precursores de policétidos (Chan et al; 2008), que tienen como efecto cambios en
los productos de los policétidos a lo largo de su sintesis.

De acuerdo con esto, el gen mmpL4b seria uno de los responsables principales
del cambio de morfologia de las colonias y con ello, las implicaciones de
resistencia a diversas condiciones fisicas, bioldgicas y quimicas.

El gen mmpL4b es un gen no esencial que se encuentra como el ultimo gen del
operén mmpL (ver figura 12), el cual se encuentra directamente involucrado en la
biosintesis de GLP, cuya mutacion resulta en un fenotipo R (Medjahed y Reyrat;

Estructura basica del Operon mmpL
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21. fadD
22. chp

Figura 34 Estructura bésica del Oper6n mmpL en M. smegmatis. Modificado de Daffé et al., 2013. Editado
por Hatfull y Jacobs; 2014. En esta imagen se pueden apreciar los diferentes genes que posee el operén y su
direccion de transcripcion o marco de lectura. Cabe recordar que M. smegmatis esta estrechamente
r8elacionada con M. abscessus y se cree que el arreglo del operén podria ser homélogo para ambas
especies.

El uso de mmpL4b es un gen diana que permite la identificacibn de mutantes y la
cuantificacion de varios eventos genéticos. La eliminacion del gen se puede
identificar por medio de pruebas bioquimicas como Southern blott, en donde se
permite la prediccion del patron de bandeo (Medjahed y Reyrat; 2008); mientras
gue la morfologia de las colonias se puede analizar por medio de microscopia en

cultivos sobre cajas Petri (Medjahed y Reyrat; 2008).

2. Antecedente sobre delecion del mmpL4b



Como antecedente principal, el estudio reciente de Nessar et al., 2011 titulado
“Deletion of the mmpL4b gene in the Mycobacterium abscessus glycopeptidolipid
biosynthetic pathway results in loss of surface colonization capability, but
enhanced ability to replicate in human macrophages and stimulate their innate
immune response”, quien tiene como objetivo estudiar las consecuencias de la
delecién del gen en la una cepa mutante, una complementada y compararla con el
fenotipos 390 S (Wild type).

i. Delecion de mmpL4B: Construccién de mutantes

La delecion del gen mmpL4b se realiz6 a través de un sistema de recombinacion,
en la cual se generd una marcada mutacion en la construccion del gen mmpL4b a
través de PCR en el fenotipo 390S. Para la cepa complementada se utiliz6 DNA
gendmico de M. abscessus fue usado como templado y el producto del PCR se
purifico y fue clonado a un plasmido e insertado mediante electroporacion.

a. Comprobacion de mutante

Para comprobar si efectivamente se pudo

(b) llevar correctamente el proceso de delecién
D e R del gen mmpL4b para la formacion de la
—_ mutante AmmplL4b a partir de la variante S,

<2960 bp irrrrTeam

se llevd a cabo un PCR utilizando los
primers mmpLAb3 y mmpLAb3-R (Wild type

N A ETR, = WT). Se encontr6 que la cepa WT poseia
'”’":M un producto de 2690bp, mientras que la
L variante R sélo contaba con 560 pb, lo cual
Figura 35. Andlisis de PCR y esquema. a) es consistente con el tamafio del gen
Andlisis de PCR del locus mmpL4b en M. .
abscesuss WT (S) y la cepa knockout (R). b) mmpL4b (ver figura 13).

Representacién esquematica de la pérdida del
gen mmpL4b. Tomado de Nessar et al., 2011

Por otro lado, se realizé un (a) (b)

Southern blot hibridado con 12 Xio 298 o g
ADN probar la superposicion " r—mwm _
del gen mmpL4b en la mutante

AmmpL4b a través de un R "

distinto patrén de bandeo en "”""‘*"" (R)
comparaciéon con la variante @ Lo = T

WT; en donde se demuestra la

pérdida del gen en la Figura 36 Andlisis de Sotuthern blott del locus mmpL4b en M. abscessus WT (1)
. y mutante (2). b) Representacion esquematica del operon WT (1) y de la mutante (2)
transformante (ver figura 14) Tomado de Nessar et al., 2011



Ademas de estas pruebas se realizo la

a n caracterizacion del fenotipo de las cepas WT,
' mutante AmmpL4b y la complementada con

el fin de confirmar la pérdida del gen

N mmpL4b. Se encontr6 por medio de la

prueba de TLC, que la expresion de GLP en

la cepa WT posee algunos puntos de

expresion y posee un fenotipo S, mientras

que en la mutante AmmplL4b poseia una

minima expresion de GPL y poseia un

o o P fenotipo R. En el cago de |8.., cepa
WT 390S  AmmpL4b mmplL4b cor complementada (con la incorporacion del
. _ plasmido pNBVI- mmpL4b) se encontré6 que
Z‘r?:r*':zl_fg yﬁ”;gﬁib de m'f)‘lsemceenptgsd asy' expresaba GPL y posefa un fenotipo S,

expresion de GLP via TLC. Tomado de consistente con lo que se esperaba encontrar (ver
Nessar et al., 2011 figura 15)-

b. Sliding motility

Se sabe que la propiedad de sliding motility y formacion de biofilm permite la
sobrevivencia de M. abscessus principalmente en el ambiente. Estos procesos son
esenciales de la expresion de los GPL, en donde una menor expresion por parte
del fenotipo S permite que esto ocurra a diferencia de la alta expresion en el
fenotipo R.

Por lo tanto, se llevé a cabo una prueba de sliding motility, en donde se crecio la
bacteria en medio liquido 7H9, posteriormente se pasé a agar y se incubé a 37°C
por 3 dias.

Por otro lado, para evaluar la formacion de biofilm, la bacteria se cultivd en un
dispositivo Clagary para biofilms en medio Gibco e incubado a 37°C en agitacion.
El medio era reemplazado cada 24 horas en un tiempo total de cultivo de 72
horas. Posteriormente las piezas del biofilm unidas a la tapa del dispositivo se
colocaron en una placa de 96 pozos con medio Iscove, se realiz6 un lavado y por
altimo se removieron las piezas del biofilm y se colocaron en tubos con PBS estéril
y se realizaron las UFC de estas.



Tras la realizacidén de estas pruebas, se encontro que la variante WT y la mmpL4b
complementada exhiben consistentemente formacion de biofilm y sliding motility
en contrario a la mutante AmmpL4b. Por otro lado, se comparo a la variante 390V
(mutante espontanea proveniente de la variante S, carente de la expresion de
GLP) con la mutante AmmpL4b y se encontré que estas no formaban biofilms, ni
poseian sliding motility en comparacion con la cepa WT (ver figura 16).
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Figura 38 Prueba de sliding motility y formacion de biofilm en las
cepas de M. abscessus WT, mutante AmmpL4b y mmpL4b
complementada. Tomado de Nessar et al., 2011
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c. Estimulacion de macréfagos por TLR2

Se sabe que las variantes 390R y 390V estimulan a los macrofagos por medio de
la estimulacion de los TLRs en la respuesta inmune innata; mientras que la
variante S (WT) no ocurre este fenOmeno por el proceso de enmascaramiento de
los GLP. Por lo que se evalud la estimulacion de macrofagos via TLR en las cepas
AmmpL4b y AmmpL4b complementada. Se hallé que la AmmpL4b estimula a los
macrofagos via TLR2, similar a lo que ocurre en la variante 390V, observable
debido a la liberacion de TNF-alfa por parte de los macrofagos, lo cual es
correspondiente a lo esperado. También este experimento comprueba que el



proceso de enmascaramiento evita el reconocimiento por TLR2 en los macréfagos
(ver figura 17).
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d. Replicacion en macréfagos
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Por ultimo se evalu6 la habilidad de
replicacion en macréfagos derivados de
monocitos (MDM), donde se sabe que las
cepas carentes de la expresion de GPL
(390R y 390V) son capaces de replicar en
estas células, mientras que el fenotipo S
(WT) no lo puede lograr. Por ello se estudio
este suceso en la variante AmmplL4b y
mmpL4b complementada; en la primera se
encontr6 que se puede replicar en
macrofagos (propio a lo que se esperaba),
mientras que en la mmpL4b
complementada esto no ocurria al inicio e
inclusive fomento la agregacién de estos.
Sin embargo la pérdida del plasmido a las
48 horas gener6é con ello la falta de
expresion de mmpL4, lo cual conllevé a la
recuperacion de la habilidad de esta en la
replicacion en macrofagos (ver figura 18).

Figura 39 ELISAS para TNF-alfa. a) Activacion de marofagos por las
variantes de M. abscesus: WT, AmmpL4b, mmpL4b complementada y
390 V evaluado mediante la prueba de ELISA para TNF-alfa. b)
Liberacién de TNF-alfa de los macrofagos humanos en respuesta a
390S, esta bloqueada por el anticuerpo anti-TLR2. Los MDM humanos
se preincubaron con anticuerpo anti-TLR2 o anticuerpo de control de
isotipo y luego se desafiaron con M. abscessus 390S DmmpL4b. Los
sobrenadantes de cultivos se recogieron 2 h después de la adicion de
bacterias y se ensayaron mediante ELISA para TNF-alfa. Tomado de
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Figura 40 Capacidad de replicacion de M. abscessus en macréfagos derivados de monocitos (MDM). a)
Crecimiento la cepa AmmpL4b (¥), 390S (e) y la mmpL4b complementada (¢). b) Progresion de la infeccion
por macréfagos en diferentes tiempos (0, 24 y 28). c) Crecimiento de M. abscessus en monocapas de MDM
por las cepas AmmpL4b (V¥), 390S (e) y 390V (¢). d) Crecimiento de M. abscessus en MDM de las cepas
AmmpL4b (V), 390S (e) y 390V (¢) tras la aplicacion de amikacina inmediatamente después de la infeccion a
una concentraciéon de 64 mg ml Tomado de Nessar et al., 2011

ii. Conclusiones del estudio

Se demuestra que la pérdida o cambio en la expresion de una molécula en la
membrana, como los GLPs pueden modificar el fenotipo, capacidad de formacion
de biofilms y sliding motility y en caracteristicas referentes a la respuesta inmune,
como es el caso de la capacidad de activacion y replicacion en macréfagos via
TLR2.

Por otro lado se comprueba que la cepa S (WT) posee una expresion minima de
GPL, tiene la capacidad de sliding motility y formacion de biofilms, enmascarar a
los GPL y con ello evitar la activacion y replicacion en los macréfagos via TLR2,
pero fomenta la agregacion de estos; fomentando asi el potencial patogénico en la
colonizacion, contrario a las cepas 390R y 390V, quienes promueven la respuesta
inmune en el hospedero (Ver Anexo I).



Capitulo lll: Modelo de estudio

Modelo

Los modelos animales son claves en la investigacion cientifica, en el caso de las
enfermedades de importancia médica, estos modelos ayudan a elucidar como es
gue se desarrolla una infeccion, como por ejemplo las vias y mecanismos de
infeccion, la respuesta inmune del huésped tanto natural como adaptativa, las
patologias aparentes, consecuencias de la enfermedad e inclusive permite la
experimentacién con terapias de diferentes indoles como es el caso de terapia
génica, vacunacion y drogas; entre muchas otras aplicaciones del modelo (Acosta
et al; 2011).

Para elegir correctamente un modelo de estudio, se debe de conocer a fondo
distintos aspectos de su composicion biologica, desde caracteristicas genéticas,
fisiolégicas y biolégicas, como es el caso de los ciclos o ritmos, desarrollo
embrionario, particularidades del sistema inmune innato y adaptativo, etcétera;
esto con el fin de estructurar experimentos validos y reproducibles bajo
condiciones determinadas, tanto experimentalmente como bioéticamente; que
ademas brinden la opcion a extrapolar los datos obtenidos a humanos (Acosta et
al; 2011).

1. Modelos utilizados para el estudio de M. abscessus

Para la comprension de esta micobacteria, se han utilizado varios modelos de
estudio, quienes han revelado informacion importante que ha llevado al progreso
en cuanto al conocimiento adquirido sobre este microorganismo. El articulo de
Revision de Bernut y colaboradores del 2017, titulado “The Diverse Cellular and
Animal Models to Decipher the Physiopathological Traits of Mycobacterium
abscessus infection” se encarga de hacer un resumen de los modelos utilizados
en el estudio de esta bacteria, asi como de los beneficios y limitaciones de los
mismos.

i. Modelos celulares

Las lineas celulares mas utilizadas corresponden a monocitos, neutrofilos y
macroéfagos, derivados de humanos o ratones. Estos modelos permiten describir
las primeras fases de la infeccién por M. abscessus. El siguiente esquema resume
algunos de los hallazgos mas relevantes:



Fase inicial cepa R con
infiltracion mas agresiva
quelas

La cepa R se agrega y
froma vesiculas
fagociticas con mas de 1
bacilo llevan a la muerte
de la célula huésped,

En la cepa R los GLPs
interactlan directamente
con el TLR2 de
macrofagos

Limita la activacion de
neutréfilos y promueve la
sobrevivencia de la
bacteria

En monocitos la cepa R
puede inhibir a la
cromatina y para la cepa S
evita que se formen
cuerdas y dan una rapida
fagocitosis

contrarioala S

Tanto la cepas pueden
adquirir lipidos del
huésped que permiten la
sobrevivencia a largo
plazo en el fagosoma

La cepa S puede evitar la
fusion fagosomal,
resistencia a autofagia y
apoptosis.

Figura 41 Principales descubrimientos en lineas celulares (Bernut et al; 2017).

ii. Embriones de pez cebra

En este modelo animal in vivo, se visualiz6 a través de imagenes de alta
resoluciéon parte de las interacciones entre el patégeno y el sistema inmune del
huésped. En este modelo se observo la invasion de tejido muscular, asi como la
diseminacion de cordones a través del SNC de la bacteria. También se analizo
que el fenotipo R de forma extracelular previene la fagocitosis por macréfagos y
neutréfilos promoviendo la infeccion y muerte del embrion. Por otro lado se evalu6
la contribucién del TNF en la activacién capacidad bactericida de macréfagos, que
lleva a la limitacién del crecimiento de la bacteria, asi como la reclusion de
neutréfilos por IL-8 que permite el desarrollo y mantenimiento de granulomas
(Bernut et al; 2017). Sin embargo este modelo no es completamente adecuado
dada la enorme separacion filogenética de mamiferos con peces ademas de las
diferencias anatdémicas.

iii. Modelo murino

Varios tipos de modelos murinos se han utilizado para evaluar los procesos
patogénicos que se dan tras la infeccién con esta micobacteria. Ejemplos de esto
corresponde a ratones desnudos, C57BL/6, KO IFN-y, Ob/ob (Ordway et al; 2008),
SCID y GM-CSF/-/- (Bernut et al; 2017). EI modelo de infeccion estudiado hasta la
fecha corresponde a la enfermedad pulmonar, en la cual es posible establecer con
dosis y vias especificas una infeccion pulmonar, asi como de las principales
citosinas involucradas durante esta infeccion y el dafio pulmonar (granulomas,



zonas necroticas, etcétera) (Bernut et al; 2017). Sin embargo es rapidamente
controlado, contrario a lo que puede ocurrir en el humano.

iv. Drosophila

En este modelo estudiado por Chun-Taek y colaboradores (2013), se demostro
que es posible establecer una infeccion dosis dependiente con capacidad de
infectar masculo y SNC. También se demostré que M. abscessus es detectada por
la via de sefalizacidon Toll. Al igual que en el pez cebra, las diferencias anatémicas
y filogenéticas no permiten extrapolar la informacion recabada totalmente al
humano, pero contintan siendo una fuente de informacion béasica (Chun-Taek et
al; 2013).

v. Cerdos de guinea

En un estudio realizado por Ordway y colaboradores en 2008, se encontré que con
una baja dosis de bacteria en pulmones a los 30 dias la bacteria se diseminé al
bazo y nodulos linfaticos, mientras que con una alta dosis en los pulmones no
hubo diseminacion a los nodulos linfaticos pero si hubo una alta carga bacilar en
pulmones y bazo. Ademas para este tiempo se encontré en los pulmones al dia 30
se observaron granulomas bien formados, en cambio para el dia 60 en las dosis
altas generan una inflamacion granulomatosa severa compuesta por macrofagos
epiteliales y agregados organizados de linfocitos (Ordway et al; 2008).

2. Descripcion del modelo

El estudio se llevara a cabo en ratones macho BALB/c de 6-8 semanas, en donde
se infectaran con las cepas 390S (T1), 390R (T2), AMmpL4b (T3) y AMmpL4b
complementada (T4). En este modelo se realiza la infeccién subcutanea en los
cojinetes plantares con una carga bacilar especifica de una de estas cepas. Para
evaluar las caracteristicas de estas respuestas, se sigue la cinética de “sacrificio”
enlosdias 1, 3, 7, 14, 21, 28, 60, 90, 120 y 150 post-infeccion.

Una de las ventajas mas grandes que posee este modelo de estudio, es la
similitud a la biologia humana en términos de respuesta inmunitaria, que esta
reflejado a un nivel genético. Ademas la via de infeccion, es analoga a la via de
infeccion en humanos (Acosta et al; 2011).

Otra de las ventajas esta otorgada por la informacién existente y las herramientas
metodoldgicas existentes para ratones, ya que estos han sido a lo largo de la
historia un modelo clasico de estudio, adicionando a esto una manipulacion
sencilla especializada, asi como a la manutencion relativamente economica en
términos monetarios y espaciales.



Sin embargo no hay que olvidar que existen diferencias entre estos, como es el
caso de la resistencia natural del raton a la infeccién a diferencia de los humanos,
asi como otras discrepancias durante el desarrollo de la enfermedad (Acosta et al;
2011), por lo que la extrapolacion no es directa.



Capitulo IV: Objetivos y planteamiento del

problema
IV. Objetivos

1. General

Evaluar la importancia del gen mmpL4b en la capacidad histopatogénica de M.
abscessus inoculado via subdérmica en cojinetes plantares de ratones BALB/c

2. Particulares

e Evaluar la carga bacteriana en cojinetes plantares infectados con las cepas T1,
T2, T3, T4 de M. abscessus y H37Rv de M. tuberculosis.

e Medir el grosor de los cojinetes plantares como medida indirecta de la
inflamacion.

e Evaluar las caracteristicas histopatolégicas de los cojinetes plantares en cortes
tefidos con H&E.



V.

Justificacion

Mycobacterium abscessus, una bacteria de crecimiento rapido, sumamente
resistente a antibidticos y muy dificil de erradicar, genera un aumento de
enfermedades principalmente localizadas en el tejido subdérmico. Sin embargo,
hay una carencia de modelos animales en donde se pueda estudiar a fondo como
se desarrolla esta enfermedad. Hasta la fecha, uno de los acercamientos
realizados mediante experimentos in vitro, indica que el gen mmpL4b que codifica
para GLPs, puede ser un elemento importante en el reconocimiento de estas
bacterias por el sistema inmune; y aunque ya se conoce el efecto de la delecion
del gen, no hay estudios in vivo para evaluar su importancia en la capacidad
histopatologica de Mycobacterium abscessus a lo largo de la enfermedad.



VI.

Hipotesis

A lo largo de una cinética de infeccion subdérmica en el modelo in vivo de
cojinetes plantares de ratones BALB/c, las cepas lisas Tl (silvestre) y T4
AmmplL4b-comp que poseen presencia activa del gen mmpL4b de Mycobacterium
abscessus presentaran un comportamiento histopatogénico similar caracterizado
por una baja carga bacilar con minima infiltracion inflamatoria, mientras que las
cepas rugosas T2 (silvestre) y T3 AmmpL4b presentaran parametros contrarios.



VII.

Capitulo V: Planteamiento experimental

Estrategia experimental

Densidad 6ptica Cosecha Titulacion

a

Dia Dia Dia Dia , Dia Dia
14 21 28 60 | P@%0 | 150 | 150

m————

Sacrificio: Dias 1,3,5,7,14,21,28,60,90,120 Extraccion de cojinetes plantares
y 150
<DL

Contabilizar el nimero de bacterias en el tejido sucutaneo de los cojinetes plantares

Dial | Dia3 | Dia?7

/

Nota: En las lesiones cutaneas se debe de limpiar con alcohol antes de aspirar las muestra debajo
del borde de la lesién para asi evitar la contaminacién (Valdés y Sid; 2004)



VIIl.  Metodologia

Los experimentos se llevaron a cabo en un laboratorio con un nivel de contencion
nivel 3, pese a que se trabaja con microorganismos clasificados como grupo de
riesgo 3, cumpliendo las normas de bioseguridad que establece la OMS en su
convenio de Ginebra en el 2005.

1. Preparacion de la bacteria para la infeccion

La bacteria se creci6 en medio 7H9
Middlebrook enriquecido con glicerol al
0.5% y se incubé a 37°C adicionado con
5% de CO, en agitacion constante durante
5 dias para las cepas de M. abscessus y 21
dias para M. tuberculosis H37Rv. La curva
de crecimiento fue monitoreada diariamente
por espectrofotometria. En el momento en
gue se llega a la fase logaritmica aprox 0.4,
la cual es identificada tras una medicion de
densidad Optica de 600 nm; la micobacteria

Figura 42. Proceso de inoculacion. En fue lavada con PBS, tres veces, se

esta imagen se muestra graficamente como  realizaron alicuotas y se congelaron a -70°C.

es realizada la inoculacién en los cojinetes ., .

plantares de ratones Se determind el nimero de UFC por ml, se

calcul6 y ajusté a 2.5X10° bacilos por 100

microlitros.
2. Infeccién

Para inducir la patologia subdérmica, los ratones fueron colocados en un tubo de
50mL con dos aperturas laterales ubicadas en el extremo inferior del tubo. De las
aperturas laterales se sacaron las patas cuidadosamente y se inocul6 en el centro
del cojinete plantar trasero izquierdo y derecho con una jeringa de insulina de
calibre 0.5 mm, 10uL de la bacteria suspendida en PBS. Para el grupo control sin
infeccion, se administraron 10ul de solucién salina siguiendo el mismo proceso
descrito para a los grupos infectados con las siguientes cepas (ver figura 20).

Una vez infectados se colocaron 5 ratones en cajas especiales, con acceso
ilimitado de agua y comida durante su patrticipacién en el experimento.

Se utilizaron durante todo el experimento 360 ratones. Para el primer experimento
se realizaron grupos de 5 ratones de acuerdo al dia de sacrificio por cada una de
las cepas de la siguiente forma:
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21 28 | 60 | 90 120 150

T1

T2

T3

T4

H37Rv

Solucién salina
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wloforjorjorjoron
wloforjorjor ool

Total de
ratones por dia

wloforjorjor ool

wloforjorjor ool
wloforjorjor o o1
wloiforjorjoror| ot
wloforjorjoror| ol
wloforjorjorjor| ol

0 0

Total de 270
ratones Ratones

Para el segundo experimento se repitieron los experimentos para los dias tardios
de la infeccidén generando los siguientes grupos:

Dia de sacrificio 90 120 150

T1 5 5 5

T2 5 5 5

T3 5 5 5

T4 5 5 5

H37Rv 5 5 5

Solucioén salina 5 5 5
Total de ratones por dia 30 30 30
Total de ratones | 90

3. Medicion indirecta de la inflamacién de los cojinetes plantares

Figura 21 Medicidn de los cojinetes
plantares. En esta imagen se
muestra el proceso exacto de como
es que deben de ser medidos
correctamente.

Los cojinetes plantares izquierdos de cada raton

se midieron de acuerdo a la cinética de sacrificio,
es decir en los dias 3, 7, 14, 21, 28, 60, 90, 120
y 150. Adicionalmente se realizaron mediciones
para los dias 70, 80, 100, 130 y 140.

El proceso de medicion de los cojinetes
plantares consiste en colocar a los ratones
dentro de los tubos falcon con orificios en la
parte terminal descritos anteriormente. Se sacan

las patas con cuidado de no lastimar al ratdon
tratando de no tocar los cojinetes. Posteriormente

se u

tiliza un calibrador micrométrico para medir el



grosor unicamente de los cojinetes plantares, se toman 3 mediciones por raton
(ver figura 42).

4. Sacrificio

Después de la infeccidn se sigue con una cinética de sacrificio en los dias 3, 7, 14,
21, 28, 60, 90 y 120. En este proceso se obtuvieron las muestras para realizar los
procesos de UFC’s e histologia.

Los ratones son sacrificados en una camara de éter etilico por medio de una
sobredosis. Una vez fallecido el ratdn, se extraen los érganos relevantes para la
investigacion. Con cuidado de aplastar los cojinetes plantares traseros, se lava las
patas con abundante agua y jabdn y se secan delicadamente con una gasa estéril
con el fin de eliminar
cualquier contaminacion
proveniente de las bacterias
fecales, asi como de los
residuos de aserrin.
Posterior a esto, para las
muestras destinadas para
histologia con unas tijeras

quirljrgicas para hueso. se Figura 43 Proceso de corte de cojinetes plantares.1. Muestras
. ’ para histologia: En este punto se realiza el corte de la pata por
corta por encima del tarso y se encima del tarso y se deposita en alcohol. 2. Proceso completo de

colocan en frascos individuales &xtraccion del cojinete plantar.

con alcohol al 96%. Para el

caso de las muestras destinadas para UFC’s, con unas tijeras estériles para
cuticula, se realiza un corte subcutaneo cuidando de no tocar nervios o huesos se
retira el cojinete plantar y se almacena en tubo MP de 2ml, que inmediatamente se
conserva en nitrégeno liquido. Por dltimo, una vez recolectadas todas las
muestras de organos se elimina el cadaver en bolsas amarillas especiales para
residuos bioldgicos y se lleva la bolsa para ser tratada con autoclave para evitar la
diseminacion de bacterias al medioambiente (ver figura 22).

5. UFC’s

Primero se realiza el control de calidad de la infeccién por medio de UFC’s con la
finalidad de confirmar el nimero de bacterias con las que se infectaron a los
ratones,. Se realizaron diluciones de -1 a -4 y se procediéo a sembrar 10 uL de
cada una de la cepas en placas con agar 7H10 adicionado con OADC y 0.5% de
glicerol. Al transcurrir el tiempo indicado de crecimiento para cada una de las
cepas, se contabilizé que para cada sujeto de estudio se le inoculé un aproximado
de 250,000 bacterias vivas suspendidas en 10uL de PBS Tween 80 al 0.5%.



Tras el sacrificio un cojinete plantar de cada raton fue destinado para contabilizar
las UFC’s presentes en el tejido. En tubos estériles, el tejido se colocd entre 2
perlas de cerdmica especiales para triturar tejido y se molié en seco utilizando el
equipo FastPrep. Posteriormente se les adicion6 1 mL de PBS estéril y se
realizaron 3 molidas, cuidando de mantener las muestras siempre en hielo.
Posteriormente cada muestra del grupo se sonicaron durante 45 segundos,

agitaron 10 y se procedid a

Dins terpranos Dias tsmpranos realizar diversas diluciones
seriadas de la  muestra

BEE E3 B B utilizando placas de 96 pozos y

h g h B PBS tween 80 al 0.5%. Las
diluciones del dia 3-28 fueron

- . = . d d C 3
ElE O o e concentrado (C) a -3,

mientras que del dia 28 al 150
se utilizaron C,1:2, 1:5,-1. A
Diastardios continuacion se procedi6 a
Dias tardios sembrar en placas con medio
[ 12 | E agar 7H10 Bacto Middlebrook

h B enriqguecido con OADC vy
Bl ] = glicerol al 0.5%, 10 pL por
== muestra como se muestra en la

i

Figura 44 Posicion de diluciones. Duplicados colocadas en las
caja con medio de cultivo agar 7H10 Bacto Middlebrook enriquecido jlustracion lateral.
con OADC y glicerol al 0.5%

Subsecuentemente se incubaron
a 37°C adicionado con 5% de CO, durante 5 dias para las cepas de M. abscessus
y 21 dias para M. tuberculosis H37Rv y se procede a contar las colonias presentes
en cada una de las diluciones para realizar los célculos correspondientes.

6. Histologia

El cojinete plantar destinado para histologia se dejé por 24hrs en alcohol de 96° y
procesado para su inclusion en parafina. Una vez incluidas las muestras, se
realizan cortes de 0.4 um y se tifien con hematoxilina & eosina para el analisis
histoldgico.

7. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico utilizado fue realizado en el programa GraphPad Prism 6. Se
realizaron ANOVASs de 2 vias para determinar la significancia estadistica con una



P<0.05, en el cual se realizé un andlisis de multiples comparaciones entre las
medias de los grupos, adicionado de una correccion de tipo Bonferroni.



Capitulo VI: Resultados

IX. Resultados

a) Célculo de Unidades Formadoras de Colonias de los cojinetes plantares

En este punto se contabilizaron las unidades formadoras de colonias (UFC’s),
correspondientes a cada una de las cepas en todos los dias de sacrificio
establecidos en la metodologia con el fin de saber el nimero de bacterias
presentes en los tejidos.
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Grafica 1. Unidades formadoras de colonias en homogenizados de cojinetes plantares de ratones. Se observa en los
primeros dias post-infeccion un control rapido de la carga bacteriana, particularmente para las cepas T3 y H37Rv; mientras
que en los dias posteriores las tendencia continta a la disminucion hasta el dia 90 en donde ya no se encuentra carga
bacteriana cultivable. Las diferencias significativas entre los grupos segln su valor p se encuentran marcadas con *p>0.05.
N=6

En la grafica 1, se observa un control rapido de la infeccién, debido a que de las
250,000 bacterias inoculadas inicialmente, al dia 3 y 7 post-infeccion solo
alrededor del 10% del in6culo inicial se encontro en el tejido. A pesar de encontrar
una disminucion los datos no permiten asegurar una tendencia, debido a que la
cantidad de bacteria para los dias posteriores al 7 es minima y no se encuentran
diferencias significativas entre los grupos. Sin embargo, cabe destacar de manera



particular, que para el dia 3 y 7, la carga bacteriana para las cepas T3 y H37Rv
fue disminuida significativamente en comparacion con todas las demas cepas.

Siguiendo con la cinética, la carga bacilar continué disminuyendo para el dia 60,
donde se encontré una cantidad minima de micobacterias, mientras que para el
dia 90 fue eliminada completamente en todos los tejidos. De esto se deduce que
el crecimiento bacteriano es controlado rapidamente en menos de 60 dias y que
H37Rv inoculada de forma subdérmica puede ser erradicada en 28 dias, contrario
a lo que ocurre en el transcurso de infeccidén por via aérea. Cabe recalcar que no
se observo ningun incremento en los dias 120 y 150 post-infeccién (ver grafica 1).

b) Inflamacion de cojinetes plantares
1. Comparacion entre cepas lisas

Tras realizar la comparacion de las cepas lisas T1 y T4 durante la cinética
completa, se puede observar que de manera general, la dinamica de inflamacién
de los cojinetes plantares es sumamente parecida conforme a lo que se esperaba.
En primera instancia, se analiza que durante el dia 3 existe una pequefa
inflamacion que va aumentando progresivamente hasta llegar a su pico en el dia
28. Posterior a este dia, hay una disminucion abrupta en cuanto al grosor,
tendencia que llega practicamente a las condiciones basales, representadas por el
cero 0. Por ende, del dia 3 al 28, se van a considerar como la fase temprana de la
infeccion y del dia 60-150 fase tardia

Cabe destacar que la cepa H37Rv si tiene un comportamiento parecido, a las
cepas de M. abscessus, sin embargo, difiere en cuanto a los dias picos de
inflamacion, reactivacion y disminucion progresiva de la infeccion.
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Grafica 2. Comparacién de la inflamacion de los cojinetes plantares en los ratones inflamados con las cepas
lisas T1y T4 durante la cinética completa. Se observa una creciente inflamacion hasta el dia 28 y posteriormente
ésta se va reduciendo paulatinamente. Donde cero es el equivalente al estado basal de inflamacion determinado en
ratones sanos. N=6

De manera especifica, para el caso de las micobacterias T4 y T1 lisas y el grupo
externo H37Rv, se analizé la progresion del grosor de los cojinetes plantares a lo
largo de la fase temprana de la infeccién. A grandes rasgos se puede observar
gue todas las cepas generan un incremento en el grosor de los cojinetes de forma
ascendente hasta el dia 21 y posteriormente disminuye el tamafio de los cojinetes
con excepcion de la cepa T4. Por otro lado llegan a la cresta de la medicién del
grosor durante esta fase de la infeccion.

En cuanto a la fase tardia, es decir del dia 60 al dia 150, de forma genérica se
observa que a comparacion de la fase temprana de inflamacién, hay una
disminucién en cuanto al grosor delimitado, con algunos puntos de aumento y
disminucién, culminando en grosores muy parecidos a los basales, pero sin que
desaparezca por completo la diferencia del grosor en comparacion a las medidas
basales

2. Comparacion entre cepas rugosas

Por otro lado se realizé la comparacion de la cinética completa de las cepas con
fenotipo rugoso, T2 y T3 comparada con el grupo externo H37Rv. A grandes
rasgos se analiza que el grosor de los cojinetes plantares es mayor para las cepas
rugosas que para las cepas lisas durante la cinética en la fase temprana (ver
gréfica 3).

+ H37Rv
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Grafica 3 Inflamacién de cojinetes plantares de ratones infectados con las cepas T2. T3 y H37Rv durante la cinética
completa. Es visible que la inflamacion aumenta hasta el dia 28 y a partir de este se continGa una tendencia a la disminucion.
Donde cero es el equivalente al estado basal de inflamacion determinado en ratones sanos. N=6

En este caso se analiza que desde el dia 3 hay una ligera inflamacion que va
aumentando progresivamente hasta su pico en el dia 28, a excepcién de H37Rv
quien alcanza este mismo punto en el dia 21, efecto similar a lo ocurrido con las
cepas lisas. A continuacion de este punto, se observa una disminucion marcada
con respecto al dia 28 y para el dia 60 la disminucion continta ligeramente,
llegando a medidas cercanas a las basales en los ultimos dias de la cinética.

Con respecto a la fase temprana, se puede observar que desde el dia 3 hasta al
28 hay una tendencia al aumento, con excepcién a la cepa H37Rv quien
disminuye en este ultimo dia de medicién.

Durante la fase tardia en el dia 60 se encontr6 una punteada reduccién en cuanto
al grosor. En este punto se observa que las 3 cepas poseen un comportamiento
igual y no hay grandes diferencias entre éstas. Sin embargo, para el dia 90 se
muestra una reduccién del grosor para la cepa T2, mientras que la T3 aumenta
ligeramente, de la misma forma que la cepa H37Rv. Para el dia 120 tanto la T2
como la T3 redujeron su grosor, donde la primera disminuyd a niveles basales;
mientras que la cepa H37Rv mantuvo estas mediciones.

Finalmente para el dia 150 las mediciones de la cepa T2 aumentan, mientras que
la T3 y H37Rv disminuyen. Cabe recalcar que a pesar de que han pasado 150
dias sigue existiendo diferencia a comparacion de las mediciones basales.



c) Histologia

Para realizar el analisis histoldgico, se realizaron cortes de 4 uym tefidos mediante
la tincion H&E (Hematoxilina y Eosina). En las siguientes imagenes se muestran
las comparaciones mas representativas de la composicion de los infiltrados
inflamatorios presentes en cada una de las cepas durante los distintos tiempos

Fotografia 1 Cortes histoldgicos de tejidos infectados con las cepas estudiadas en dias
tempranos post - infeccion. Las fotografias de la T1: A-C: (dias 3, 14y 28). T2 D-F (dias 3, 14y 28),
T3 G-I (dias 3, 14y 28), T4 J-L (dias 3, 14y 28) y H37Rv M-N (dias 3, 14 y 28). Necrosis ¢ ~ibrosis ‘



En los primeros dias de infeccion se muestra en todas las cepas un infiltrado
inflamatorio extenso compuesto principalmente por macrofagos y linfocitos que
abarcan inclusive tejido muscular. Ademas del dia 3 al 7 se observan vasos
sanguineos dilatados y edema en disminucién en los dias siguientes. Sin
embargo, se observan areas necroéticas Unicamente en el dia 3 en los tejidos
infectados con las cepas T2 y T4.

Para el dia 28 se aprecia un infiltrado inflamatorio compuesto principalmente por
macréfagos en el caso de la T1, mixto para la T3 y mayormente de linfocitos en T2
y T4. En este punto, la cepa T2 presenta la inflamacién mas acentuada marcada
principalmente por la presencia de linfocitos, ausencia de edema y produccion de
colagena mediada por fibroblasto. En cuanto a la cepa H37Rv se observa que el
infiltrado inflamatorio ya no abarca tejido muscular y se hace mas compacto.
Adicionalmente se comienza a observar fibrosis en la zona media del tejido celular
subcutaneo.

Por otro lado, en los dias tardios, todas las cepas a excepcion de la T3 se
localizan &reas de fibrosis extensa o compacta sumamente marcada, asi como un
componente inflamatorio celular cada vez menor de tipo mixto con presencia de
tejido mixoide.

Particularmente en el dia 90 la inflamacion disminuye importantemente en la T1y
T2 y hay presencia de poca inflamacion celular y fibrosis delimitada, que al llegar
al ultimo dia, esta se va a reducir de forma considerable. En contraste, las demas
cepas siguen presentando amplia inflamacion, compuesta principalmente por
macrofagos y linfocitos, a su vez presentan fibrosis extensa.

Destacadamente la cepa T3, no presenta una fibrosis marcada en comparacion
con las demas cepas, pero aun posee inflamacion celular. Ademas es necesario
enfatizar que la fibrosis mas marcada corresponde a la T4 y T1, tanto como
sorpresivamente a la cepa H37Rv, cuyas areas son extensas. Lo cual podria
indicar que las cepas lisas favorecen por algin mecanismo no descrito la
produccion de fibrosis, mientras que la cepa rugosa T2 permite una menor fibrosis
y mayor infiltrado celular.



Fotografia 2 Cortes histologicos de tejidos infectados con las cepas estudiadas en dias tardios post - infeccion. Las
fotografias de la T1: A-C: (dias 90, 120 y 150). T2 D-F (dias 90, 120 y 150). T3 G-I (dias 90, 120 y 150). T4 J-L (dias 90, 120 y
150). H37Rv M-N (dias 90, 120 y 150). Fibrosis




X. Discusion

Existen diversos trabajos que han estudiado genes involucrados en la produccion
de GLPs, ejemplo de esto es el trabajo de Deshayes y colaboradores, donde
evalian la posicidbn en el genoma de M. abscessus, M. smegmatis y en M.
tuberculosis, de los genes mmpL4b, mmpS4 o mmpL7, donde se reune evidencia
de que se encuentran dentro de un mismo operoén.

Asimismo muestran que en M. smegmatis tras la eliminaciéon del gen MmpS4,
disminuye la expresion de GLP con respecto a las cepas WT; mientras que
contrariamente a lo ocurrido en lo reportado por Nessar y cols observaron en M.
abscessus, el gen mmpL4b es crucial para la formacion de GLPs, porque su
ausencia deriva al fenotipo R y por lo tanto el establecimiento del fenotipo S (liso)
(Medjahed y Reyrat; 2009).

En conjunto, Deshayes y cols describen que tanto en M. smegmatis como en M.
tuberculsosis mmpS4 esta organizado en un operén junto a mmpL4, ademas que
las proteinas del primero interactian con los productos del segundo, indicando
gue existe un mecanismo de regulacion de la sintesis de GLPs alun no descrito.

Esta informacion, puede estar indicando que mmpL4b en M. abscessus es un gen
esencial para la formaciéon del mega complejo enzimatico de sintesis de GLPs
como lo analizado en el estudio de Ripoll y colaboradores del 2006. Ademas este
gen podria estar regulado por mmpS4 mediante la interaccion proteina-proteina, y
que en conjunto con otros genes del mismo operdn, lleve a la biosintesis y
exportacion de GLPs, como sucede en M. smegmatis.

Adicionalmente apoyando este punto, se sabe que el andlogo de mmpldb en M.
tuberculosis, mmpL7 codifica a proteinas resultantes que pueden modificar el
acoplamiento y exportacion a la membrana celular a través de la enzima policétido
sintetasa. Cuando este gen es eliminado, la produccién de GLPs se suprime
completamente, mecanismo que podria jugar un papel muy similar para M.
abscessus.

Es necesario recalcar que se necesitan de varios estudios que apoyen estas
hipétesis y puedan explicar de manera completa el funcionamiento molecular de
mmpL4b en M. abscessus en la sintesis de GLPs.

Por otro lado, en cuanto a la relacion patdgeno-hospedero no hay estudios in vivo
gue evallen los efectos de mmpL4b a lo largo de una infeccion. Adicionalmente a
la fecha, aun no hay investigaciones que hayan evaluado las caracteristicas de
una cinética de infeccion via subdérmica causada por M. abscessus en modelos
murinos, asemejando a la via mas comun de inoculacion de la bacteria e infeccion



en humanos. Por ello, en este trabajo se tiene como objetivo evaluar el efecto de
la delecion del gen mmpL4b (T3), la cepa complementada T4 y compararlas con
las cepas WT lisas y rugosas (T1 y T2 respectivamente)

Lo primero evaluado en este experimento fue la determinacion carga bacilar, que
en comparacion con el inéculo inicial £250,000 bacterias, tras los primeros 2 dias
de la cinética cayo0 significativamente en todas las cepas, obteniéndose en cultivo
tan solo el 10% correspondiente al porcentaje inicial, mientras que los dias
posteriores fue menor al 1%, y para el dia 60 ya no eran cultivables ni detectables
por este método. De manera semejante Ordaway y colaboradores en 2008
evaluaron en un modelo murino de infeccién intratraqueal con cepas lisas de M.
abscessus y un in6culo semejante (250,000 bacterias) que la infeccion esta
resuelta 60 dias post infeccion, hecho analogo a lo encontrado en este estudio por
via subdérmica. Esto podria estar indicando que estas bacterias son reconocidas
eficientemente sin importar su morfologia y consiguientemente son eliminadas
rapidamente por el sistema inmune, contrario a lo que se observo en el caso de
los experimentos in vitro con monocitos y macréfagos.

Por otro lado, Ordaway observé migracién a bazo y nédulos linféticos, pero en el
presente estudio, se observa que tanto las cepas rugosas como las lisas no
presentaron ningun tipo de dispersion a otro 6rgano durante la infeccion, mediante
el conteo de UFC’s de ganglios inguinales cercanos al sitio de inoculacion, donde
el resultado fue nulo crecimiento. Con ello se anula la hipétesis de que la
capacidad de realizar desplazamiento horizontal de las cepas lisas esta
directamente relacionada con un potencial patogénico mas relevante durante la
infeccién, al menos en este modelo de infeccion.

Sin embargo, de forma paradojica, se halla que pese a la ausencia completa de
bacteria cultivable a través de UFC’s, la inflamacién continla y aunque disminuye
tras el paso del tiempo, no desaparece en su totalidad. Este resultado es
sumamente notorio tras la observacion en donde el pico de inflamacion
(engrosamiento del cojinete plantar) comienza en el dia 28 para las cepas de M.
abscessus, y en el dia 21 para H37Rv, lo cual es completamente opuesto a lo
observado para las UFC’s, donde para estos dias la bacteria era minimamente
cultivada, por lo que de ésta observacion surgen 2 hipétesis de por qué la
inflamacion continva:

e Presencia latente de la bacteria. Hip6tesis apoyada por el hecho de que la
cepas pueden adquirir lipidos del huésped que permiten la sobrevivencia a
largo plazo en el fagosoma (Bernut et al; 2017) y de esta manera podrian
permanecer latentes.



e Elementos restantes de la lisis bacteriana no degradables sencillamente,
que contribuyan a la activacion de macréfagos y subsecuente atraccion de
leucocitos, manteniendo una infamacién constante. Hecho posible debido a
la gran complejidad que posee su membrana celular.

Por otro lado, el andlisis histolégico mostrd caracteristicas especificas de cada
cepa. En primera instancia, para las cepas lisas T1 y T4 se observé un infiltrado
inflamatorio intenso en los primeros dias de infeccion compuesto principalmente
por macréfagos y linfocitos; mientras que para los dias tardios, este infiltrado
celular se reduce enormemente y produce fibrosis extensa.

De forma contrastante al punto anterior, experimentos in vitro realizados por
Nessar y colaboradores, muestran que las cepas lisas no son reconocidas
eficientemente por macrofagos y por consiguiente no son capaces de replicarse
dentro de estas células, sugieren también que se puede limitar la activacion de
neutrofilos al evitar la produccion de citocinas pro-inflamatorias como IL-8, IL-1 y
TNF, promoviendo asi su supervivencia. En cepas lisas la presencia del gen
mmpL4b genera la sintesis de GLPs, y con esto los TLRs no reconocen de
manera eficaz a estos organismos, efecto contrario a lo que ocurre en las cepas
rugosas, donde son reconocidos facilmente por el TLR2.

En este estudio, los cortes histoldégicos de los cojinetes plantares infectados con
las cepas T1, T4 y H37Rv, muestran infiltrado celular por lo que se sugiere que
hay otro patron de reconocimiento en macrofagos diferente al de TLR2 para las
cepas lisas, que efectivamente reconoce a estos patdgenos y puede controlar la
infeccion de una forma eficiente. Esta hipotesis, de reconocimiento por nuevos
receptores, puede ser muy probable debido a la presencia de diferentes TLR asi
como la sefializacion por otro tipo de moléculas (Owen et al., 2013). Ademas hay
evidencia que apunta que tras la lisis de las bacterias con morfologia lisa, es decir,
las cepas T1, T4 y H37Rv, queden remanentes especificos de la pared celular que
no puedan ser degradados facilmente por células de la respuesta inmune que
contribuyen a la inflamacion crénica y que conjuntamente activen de forma
eficiente a fibroblastos, generando una fibrosis marcada.

Por otro lado, las cepas rugosas T2 y T3 mostraron un infiltrado celular méas
acentuado en comparacion a las cepas lisas consistente con la medida de
inflamacion, ademas de una menor area fibrética. Esta observacion correlaciona a
lo que se ha observado en modelos de cultivo celular (Bernut et al; 2017) donde
en consecuencia de un mayor reconocimiento por el sistema inmune, favorece
reclutamiento celular mediado por citocinas pro-inflamatorias como TNF-alfa. Sin
embargo, en este punto es sumamente relevante destacar que la cepa T3 fue la



cepa con una fibrosis minima e infiltrado celular controlado, en comparacion con el
resto de las cepas.

Esto sugiere que la ausencia de GLPs debido a la carencia de la expresion de
mmpL4b o sus productos en la cepa T3, se relacionan directamente con la
disminucion de la inflamacion, asi como de leve activacion de fibroblastos.

También en la cepa T3, los resultados apuntan que a diferencia de las cepas lisas,
los posibles fragmentos de la lisis contribuirian poco a la produccién de fibrosis y
mantendrian la inflamacién celular constante.

Adicionalmente en cortes histolégicos Ordaway puntualiza que la presencia de
granulomas en infecciones pulmonares se encuentra bien caracterizada, esta
compuesta por macrofagos epiteliales y agregados organizados de linfocitos
desde el dia 30 post-infeccion, asi como de dafio pulmonar, mientras que para el
dia 60, ésta inflamacion es controlada totalmente. Sin embargo, en ningun corte
histolégico de este experimento, se observa la presencia de granulomas, pero si la
presencia de un infiltrado mixto de macréfagos y linfocitos, asi como la formacién
de fibrosis. En cuanto al estado de la inflamacion, este prevalece aun después del
dia 150 post infeccion.

i. Perspectivas
e Realizar el método de hidroxiprolina para analizar el tipo de colageno en las

muestras y contabilizar por software automatizado el area fibrética.

e Efectuar PCR con la finalidad de saber si la bacteria se encuentra o no en
estado viable pero no cultivable.

e Evaluar el patron de citocinas durante la cinética mediante
inmunohistoquimica

e Analizar mediante el método de Killling (in vitro) la capacidad de éstas
cepas de infectar macréfagos peritoneales J774

e Evaluar el perfil de citocinas de este ensayo por medio de ELISA



Capitulo VII: Conclusion

XIl. Conclusién

Se concluye que tras la inoculacion subcutanea de cepas de M. abscessus y M.
tuberculosis (H37Rv), se genera una inflamacion crénica extensa a pesar de
carecer de carga bacilar, que se mantiene Unicamente en el sitio de inoculacion,
Donde las cepas lisas T1 y T4 se comportan histopatolégicamente de la misma
manera, produciendo un éarea fibrética extensa con infiltrado inflamatorio
considerable; mientras que la cepa rugosa silvestre T2, genera un patron
contrario, elemento de acuerdo a lo propuesto en la hipétesis. Sin embargo, la
cepa T3, a pesar de poseer una morfologia rugosa, generé los niveles mas bajos
de infiltrado celular inflamatorio, asi como de un area fibrotica minima en
comparacién a las demas cepas. Estas evidencias sugieren que la presencia del
gen mmpL4b de M. abscessus podria actuar de forma diferencial de acuerdo a la
expresion, siendo este un mecanismo de M. abscessus para evadir el
reconocimiento de esta bacteria por el sistema inmune. Ademas, la presencia
activa del gen contribuye de forma significativa en la produccion de fibrosis, la
ausencia de este, genera un mayor reconocimiento del sistema inmune,
ocasionando un infiltrado celular inflamatorio exacerbado y produccion menor de
fibrosis.
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Apéndice

1. Cepas
Caracteristica | 390S | 390R->T | 390V | Mutante mmpl4b | Complementa
>T1 2 2> T3 da-> T4
Morfologia de | Lisa Rugosa | Rugos | Rugosa Lisa
colonia a
Temperatura 37 °C
de crecimiento
Obtencion Natura | Natural Natura | Recombinacinaci | Insercion de
I I on plasmido
Cultivo Solido/Liquido
Expresion de | Alta Baja Baja Nula Alta
GLP
Sliding Motility | Si No No No Si
Infeccién No Si Si No Si
invasiva-
cronica
Colonizacion | Si No No No Si
Promocion de | No Si Si Si No
liberacion de
TNF-alfa
Formacion de | No Si Si No Si
estructuras
tipo cuerda
Formacién de | Si No No No Si
Biofilm
Deteccion de | No Si Si No hay dato No hay dato
GPL por
células
epiteliales
Reconocimient | No Si Si Si No
0 por
macrofagos
Reconocimient | No Si Si No hay dato No hay dato
0 por células
epiteliales
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